ABSTRAKT

Chybné sbalovani proteini je povazovano za hlavni patogeneticky mechanismus
homocystinurie z deficitu cystathionin beta-synthasy (CBS). Cilem této prace bylo studium
molekulovych mechanism, které vedou k chybnému sbalovani mutantnich forem CBS.

V prvni ¢asti prace jsme studovali prostorové usporadani normalni lidské CBS. Pomoci
diferen¢niho kovalentniho znaceni povrchové dostupnych aminokyselinovych zbytkii jsme
identifikovali kontaktni plochu mezi katalytickym jadrem a regula¢ni doménou v lidské¢ CBS
a nasledn¢ jsme navrhli strukturni model plnodélkového enzymu. V dalsi ¢asti prace jsme
studovali evolu¢ni divergenci proteinovych struktur CBS. Provedli jsme fylogenetickou
analyzu, ktera odhalila unikatni uspotfadani pro CBS z tfidy nematod; doménova architektura
CBS z Caenorhabditis elegans byla podrobn¢ studovana experimentalné. Nakonec jsme
studovali konformacni vlastnosti vybranych mutantnich forem lidsk¢ CBS, které¢ mély do
rizné miry naruSenou tvorbu tetrameru a snizenou enzymovou aktivitu. Pomoci
proteolytickych technik s vyuzitim thermolysinu jsme analyzovali devét mutantnich forem,
které byly exprimovany v E.coli. Zjistili jsme, Ze rozbaleni struktury je béznym jevem pfi
chybném sbalovani mutantnich CBS. Dtlezitost rozbaleni proteini pro patogenesi deficitu
CBS byla dale prokazana pomoci analyzy dalSich deviti purifikovanych mutantnich variant,
které¢ disponovaly nenarusenou tetramerni strukturou a normdlni enzymovou aktivitou. Tato
data ukdazala, Ze odliSnd mira rozbaleni proteinu je spolehlivym ukazatalem patogenity
mutantnich CBS a proteolyza thermolysinem za nativnich podminek miZze byt dilezitym
nastrojem pro biochemické vyhodnoceni patogennich variant.

Tato prace zvySuje porozuméni patogennich mechanisma deficitu CBS a poskytuje
znalosti, které mohou byt vyuZzity pro vyvoj chaperonové terapie a ndsledné kvalitnéjsi péci o

pacienty.



