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Fosfatasy z rodiny haloacidn²ch dehalogenas jsou jedn²m z n§strojŢ, prostŚednictv²m nichģ 

buŔky prov§d² defosforylaci velmi rozmanit®ho mnoģstv² endogenn²ch i exogenn²ch 

slouļenin. KromŊ mnoha jinĨch se mezi fosfatasy t®to rodiny Śad² enzymy Tt82 

a cytosolick§ purinov§ 5'-nukleotidasa II (cN-II), jimiģ se tato diplomov§ pr§ce zabĨv§. 

Enzym Tt82 poch§z² z termofiln² archebakterie Thermococcus thioreducens a o jeho 

vlastnostech a biologick® funkci je v souļasnosti zn§mo jen m§lo. Na z§kladŊ jeho 

strukturn²ch a sekvenļn²ch vlastnost² byla predikov§na fosfatasov§ katalytick§ aktivita 

a pomoc² metody molekulov®ho dokov§n² navrģeny potenci§ln² substr§ty. Fosfatasov§ 

aktivita Tt82 byla v t®to diplomov® pr§ci potvrzena a spolu s t²m nalezeno nŊkolik substr§tŢ: 

AMP, D-glukosa-1-fosf§t, D-glukosa-6-fosf§t a p-nitrofenylfosf§t (pNPP). Pro AMP 

a pNPP byla aktivita Tt82 detailnŊ charakterizov§na pŚi teplot§ch 37ÁC a 60ÁC a z²sk§ny 

pŚ²sluġn® kinetick® parametry. Aktivita enzymu byla pro oba substr§ty podstatnŊ vyġġ² 

pŚi teplotŊ 60 ÁC, coģ je v souladu s jeho pŢvodem z termofiln²ho organismu. Efektivita 

katalytick® aktivity Tt82 vŢļi identifikovanĨm substr§tŢm je pŚesto pomŊrnŊ n²zk§ a patrnŊ 

se tedy nejedn§ o biologicky relevantn² substr§ty tohoto enzymu. Je vġak pravdŊpodobn®, 

ģe Tt82 m§ mnohem ġirġ² substr§tovou specifitu, coģ by ve spojen² s jeho termofiln² povahou 

mohlo pŚedstavovat potenci§l pro biotechnologick® vyuģit². 

LidskĨ allosterickĨ enzym cN-II je studov§n jiģ Śadu let. Katalyzuje prvn² krok degradaļn² 

dr§hy v metabolismu purinovĨch nukleotidŢ a m§ v t®to dr§ze kl²ļovou regulaļn² funkci. 

Poruchy regulace aktivity cN-II zapŚ²ļinŊn® aktivuj²c²mi mutacemi v genu NT5C2 se vġak 

poj² s nŊkolika z§vaģnĨmi onemocnŊn²mi vļetnŊ akutn² lymfoblastick® leukemie. 

Hyperaktivn² mutantn² varianty cN-II jsou odpovŊdn® za vznik resistence leukemickĨch 

bunŊk vŢļi protin§dorov® l®ļbŊ prostŚednictv²m thiopurinŢ. Enzym cN-II je proto 

vĨznamnĨm terapeutickĨm c²lem. Jednou z moģnĨch strategi², jak proti hyperaktivitŊ cN-II 

zakroļit, je vĨvoj efektivn²ch inhibitorŢ. V souvislosti s t²m byly v t®to diplomov® pr§ci 

hled§ny slouļeniny, kter® s t²mto enzymem prokazatelnŊ interaguj². Pro tyto ¼ļely byly 

¼spŊġnŊ pŚipraveny dvŊ C-termin§lnŊ zkr§cen® varianty cN-II. ProstŚednictv²m metody 

Ăsaturation transfer differenceñ (STD) NMR bylo nalezeno 68 interaguj²c²ch 

n²zkomolekul§rn²ch slouļenin (fragmentŢ) z 1000 testovanĨch. Na z§kladŊ m²ry interakce 

s enzymem bylo posl®ze vybr§no 50 nejlepġ²ch fragmentŢ. Tyto poskytnou z§klad pro vĨvoj 

budouc²ch inhibitorŢ c²lenĨch na hyperaktivn² mutantn² varianty cN-II . 

Kl²ļov§ slova: fosfatasy z rodiny HAD, cytosolick§ purinov§ 5'-nukleotidasa II, vĨvoj 

inhibitorŢ s vyuģit²m malĨch fragmentŢ, fosfatasa Tt82, charakterizace katalytick® aktivity  
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Phosphatases of the haloacid dehalogenase superfamily are one of the cellôs tools for 

dephosphorylation of many diverse endogenous and exogenous compounds. This work is 

aimed at enzymes Tt82 and cytosolic purine 5'-nucleotidase II (cN-II) , two members of this 

large enzyme superfamily. 

The Tt82 originates in the hyperthermophilic archaeon Thermococcus thioreducens. Up to 

date, there is only a small amount of knowledge about properties and biological function of 

this enzyme. Based on its sequence and structure, it was predicted that the Tt82 should 

possess a phosphatase catalytic activity. Consequently, potential substrates of the Tt82 were 

proposed by the molecular docking. In this work, the phosphatase activity of the Tt82 was 

confirmed together with several of its substrates: AMP, D-glucose 1-phosphate,  

D-glucose 6-phosphate and p-nitrophenyl phosphate (pNPP). Activity towards AMP 

and pNPP was then characterized by steady-state kinetics at 37 ÁC and 60 ÁC. In consistence 

with its thermophilic origin, the Tt82 showed markedly higher activity towards both 

substrates at 60 ÁC. Nonetheless, the effectivity of the Tt82 catalytic activity towards these 

substrates was actually very low. This leads to assumption, that the identified substrates are 

probably not biologically relevant. On the other hand, it is quite likely that the substrate 

specificity of the Tt82 might be much broader. Taken together with its thermal stability, 

the Tt82 could have a potential use in biotechnology. 

The cN-II is a human allosteric enzyme. It catalyses the first step in the degradation pathway 

of the purine nucleotide metabolism, where it holds a key regulatory function. Aberrations 

in the regulation of the cN-II activity are caused by activating mutations in the NT5C2 gene 

and are associated with several serious diseases, including the acute lymphoblastic 

leukaemia. Hyperactive mutant cN-II variants are responsible for the development of 

resistance of the leukemic cells to the antitumor therapy with thiopurines. Therefore, the cN-

II is an important therapeutic target. One of the possible strategies to overcome the cN-II 

hyperactivity is the development of effective inhibitors. In relation to that, compounds that 

clearly interact with the cN-II were sought in this work. Two C-terminally truncated cN-II 

variants were successfully prepared for this purpose. Using the saturation transfer difference 

NMR method, 68 compounds (fragments) from 1000 tested was found to show interaction 

with the cN-II . Finally, based on the measure of the interaction, 50 best scoring fragments 

were selected for further experiments. These results provide a solid basis for further 

development of the future inhibitors targeted against the hyperactive mutant cN-II variants. 

Keywords: phosphatases from HAD superfamily, cytosolic purine 5'-nucleotidase II, 

fragment-based drug discovery, Tt82 phosphatase, characterization of catalytic activity 

[IN CZECH] 
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Zkratka  VĨznam anglicky VĨznam ļesky 

2,3-BPG 2,3-bisphosphoglycerate 2,3-bisfosfoglycer§t 

5'N 5'-nucleotidases 5'-nukleotidasy 

6-MP 6-mercaptopurine 6-merkaptopurin 

6-TG 6-thioguanine 6-thioguanin 

AA acrylamide akrylamid 

ADA adenosine deaminase adenosin deaminasa 

ADK adenosine kinase adenosin kinasa 

ADP adenosine 5'-diphosphate adenosin-5'-difosf§t 

AfP phosphatase from Archaeoglobus 

fulgidus 

fosfatasa z termofiln²ho organismu 

Archaeoglobus fulgidus 

AICAR 5'-phosphoribosyl-5-amino-4- 

-imidazolecarboxamide 

5'-fosforibosyl-5-amino-4- 

-imidazolkarboxamid 

ALL  acute lymphoblastic leukaemia akutn² lymfoblastick§ leukemie 

AMP adenosine 5'-monophosphate adenosin-5'-monofosf§t 

AMPDA adenosine monophosphate 

deaminase 

adenosin monofosf§t deaminasa 

Ap4A 5',5'''-diadenosine tetraphosphate diadenosin-5',5'''-tetrafosf§t 

ApnA 5',5'''-diadenosine polyphosphate diadenosin-5',5'''-polyfosf§t 

APRT adenine phosphoribosyltransferase adenin fosforibosyltransferasa 

APS ammonium persulfate peroxodis²ran amonnĨ 

ATP adenosine 5'-triphosphate adenosin-5'-trifosf§t 

Bicin N,N-Bis(2-hydroxyethyl)glycine N,N-bis-(2-hydroxyethyl)glycin 

BIS N,NË-methylene-bis-acrylamide N,NË-methylen-bis(akrylamid) 

cdN cytosolic 5'(3')-deoxy-nucleotidase cytosolick§ 5'(3')-deoxy- 

-nukleotidasa 

cN-IA cytosolic 5'-nucleotidase IA cytosolick§ 5'-nukleotidasa IA 

cN-IB cytosolic 5'-nucleotidase IB cytosolick§ 5'-nukleotidasa IB 

cN-II  cytosolic 5'-nucleotidase II cytosolick§ 5'-nukleotidasa II 

cN-II WT ȹ (His)6 ï cN-II WT (1-536); 

C-terminally truncated wild-type 

variant of cytosolic 5'-nucleotidase II 

carrying (His)6 tag 

(His)6 ï cN-II WT (1-536) 

C-termin§lnŊ zkr§cen§ nemutantn² 

varianta cytosolick®  

5'-nukleotidasy II nesouc² (His)6 

kotvu na N-konci 

cN-II D52N ȹ (His)6 ï cN-II D52N (1-536); 

C-terminally truncated D52N mutant 

variant of cytosolic 5'-nucleotidase II 

carrying N-terminal (His)6-tag 

(His)6 ï cN-II D52N (1-536); 

C-termin§lnŊ zkr§cen§ mutantn² 

varianta D52N cytosolick®  

5'-nukleotidasy II nesouc² (His)6 

kotvu na N-konci 

cN-III  cytosolic 5'-nucleotidase III cytosolick§ 5'-nukleotidasa III 

dAMP 2'-deoxyadenosine 5'- 

-monophosphate 

2'-deoxyadenosin-5'-monofosf§t 
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dATP 2'-deoxyadenosine 5'-triphosphate 2'-deoxyadenosin-5'-trifosf§t 

dGMP 2'-deoxyguanosine 5'- 

-monophosphate  

2'-deoxyguanosin-5'-monofosf§t 

dH2O deionized water deionizovan§ voda 

dIMP 2'-deoxyinosine 5'-monophosphate  2'-deoxyinosin-5'-monofosf§t 

dTGTP 2'-deoxy-6-thioguanosine 5'- 

-triphosphate 

2'-deoxy-6-thioguanosin-5'- 

-trifosf§t 

DMSO dimethyl sulfoxide dimethylsulfoxid 

DSF differential scanning fluorimetry diferenļn² skenovac² fluorimetrie 

DTT dithiothreitol dithiothreitol 

mdN mitochondrial 5'(3')-deoxy- 

-nucleotidase 

mitochondri§ln² 5'(3')-deoxy- 

-nukleotidasa 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid ethylendiamintetraoctov§ kyselina 

ETG ethyl-ɓ-D-thiogalactopyranoside ethyl-ɓ-D-thiogalaktosid 

FPLC fast protein liquid chromatography proteinov§ kapalinov§ 

chromatografie 

Ὢ scaling factor of differential  
1H NMR spectrum against reference 
1H NMR spectrum 

ġk§lovac² faktor diferenļn²ho  
1H NMR spektra vŢļi 

referenļn²mu 1H NMR spektru 

GDA guanine deaminase guanin deaminasa 

GMP guanosine 5'-monophosphate guanosin-5'-monofosf§t 

GMPS guanosine monophosphate 

synthetase 

guanosin-5'-monofosf§t synthetasa 

GTP guanosine 5'-triphosphate guanosin-5'-trifosf§t 

HAD haloacid dehalogenase haloacidn² dehalogenasa 

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine 

ethanesulfonic acid 

kyselina N-2- 

-hydroxyethylpiperazin- 

-N'-2-ethansulfonov§ 

HGPRT hypoxanthine-guanine 

phosphoribosyltransferase 

hypoxanthin-guanin 

fosforibosyltransferasa 

HPLC high performance liquid 

chromatography 

vysoko¼ļinn§ kapalinov§ 

chromatografie 

HSP hereditary spastic paraplegia heredit§rn² spastick® parapar®zy 

Ὅ relative measure of interaction 

between fragment and enzyme in % 

relativn² m²ra interakce dan®ho 

fragmentu s enzymem v % 

IGK inosine-guanosine kinase inosin-guanosin kinasa 

IMP inosine 5'-monophosphate inosin-5'-monofosf§t 

IMPDH inosine monophosphate 

dehydrogenase 

inosin-5'-monofosf§t 

dehydrogenasa 

LB Luria Bertani Luria Bertani 

ÕM Õmol/dm3 Õmol/dm3 

mM mmol/dm3 mmol/dm3 

M mol/dm3 mol/dm3 

MeTIMP 6-methylthioinosine-5'- 

-monophosphate 

6-methylthioinosin-5'-monofosf§t 
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MES 2-(N-morpholino)-ethanesulfonic 

acid 

kyselina 2-(N-morfolino)- 

-ethansulfonov§ 

MESG 6-mercapto-7-methylguanosine 7-methylthioguanosin 

NMP (2'-deoxy)ribonucleoside-5'- 

-monophosphate 

(2'-deoxy)ribonukleosid-5'- 

-monofosf§t 

OD550 optical density in 550 nm optick§ densita pŚi vlnov® d®lce 

550 nm 

pNPP 4-nitrophenyl phosphate para-nitrofenylfosf§t 

PNP purine nucleoside phosphorylase purin nukleosid fosforylasa 

PPi pyrophosphate pyrofosf§t 

ppm chemical shift in NMR spectroscopy 

(parts per million) 

chemickĨ posun v NMR 

spektroskopii 

PRPP phosphoribosyl pyrophosphate 5-fosforibosyl-1-pyrofosf§t 

R5P ribose 5-phosphate ribosa-5-fosf§t 

SDS sodium dodecyl sulphate dodecyls²ran sodnĨ 

SDS-PAGE Sodium Dodecyl Sulfate 

Polyacrylamide Gel  

Electrophoresis 

Diskontinu§ln² elektrofor®za v 

polyakrylamidov®m gelu za 

denaturuj²c²ch podm²nek v 

pŚ²tomnosti dodecyls²ranu sodn®ho 

SPGs spastic paraplegia associated genes geny asociovan® se spastickou 

paraplegi² 

STD NMR saturation transfer difference NMR Ărozd²l z pŚenosu saturaceñ NMR 

TB Terrific Broth Terrific Broth 

TCEP tris(2-carboxyethyl)phosphine 

hydrochloride 

tris(2-karboxyethyl)fosfin 

hydrochlorid 

TEMED N,N,N',N'- 

-tetramethylethylenediamine 

N,N,N',N'- 

-tetramethylethylendiamin 

TFA trifluoroacetic acid kyselina trifluoroctov§ 

TGMP 6-thioguanosine-5'-monophosphate 6-thioguanosin-5'-monofosf§t 

TGTP 6-thioguanosine 5'-triphosphate 6-thioguanosin-5'-trifosf§t 

TIMP 6-thioinosine-5'-monophosphate 6-thioinosin-5'-monofosf§t 

TM melting temperature of protein in ÁC teplota denaturace (t§n²) proteinu v 

jednotk§ch ÁC 

TPMT thiopurine S-methyltransferase thiopurin S-methyltransferasa 

Tris tris(Hydroxymethyl)aminomethane tris(hydroxymethyl)aminomethan 

Tt82 Tt82 phosphatase fosfatasa Tt82 

TtPSP phosphoserine phosphatase from 

Thermus thermophilus 

fosfoserin fosfatasa z termofiln²ho 

organismu Thermus thermophilus 

TXMP 6-thioxanthosine-5'-monophosphate 6-thioxanthosin-5'-monofosf§t 

WT wild-type form of enzyme nemutantn² varianta enzymu 

XO (XOR) xanthin oxidase (oxidoreductase) xanthin oxidasa (oxidoreduktasa) 

XMP xanthosine 5'-monophosphate xanthosin-5'-monofosf§t 
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Estery kyseliny fosforeļn® jsou nepostradatelnou souļ§st² vġech bunŊļnĨch organismŢ. Maj² 

nenahraditelnou roli v bunŊļn® signalizaci, pod²lej² se na ukl§d§n² a pŚenosu energie, jsou 

stavebn² sloģkou bunŊļnĨch membr§n, nukleovĨch kyselin, kost² a mnohĨch dalġ²ch 

struktur. Defosforylace tŊchto velmi rozmanitĨch slouļenin je jednou z kl²ļovĨch reakc², 

kter® v buŔce prob²haj². Je nezbytn§ pro uvolnŊn² uskladnŊn® energie v buŔk§ch a hraje 

vĨznamnou roli napŚ²klad tak® v regulaci rŢznĨch bunŊļnĨch procesŢ [1-3]. V prŢbŊhu 

evoluce se vyvinulo velk® mnoģstv² enzymŢ, kter® jsou schopn® hydrolytickou defosforylaci 

katalyzovat. Tyto enzymy patŚ² do skupiny tzv. fosfohydrolas a jsou rozdŊleny do pŚibliģnŊ 

jedn® des²tky enzymovĨch rodin, mezi nŊģ patŚ² i rodina haloacidn²ch dehalogenas (HAD) 

[4]. 

Rodina HAD obsahuje velk® mnoģstv² z§stupcŢ, mezi nŊģ se Śad² tak® enzymy Tt82 

a cytosolick§ purinov§ 5õ-nukleotidasa II (cN-II), jimiģ se tato diplomov§ pr§ce zabĨv§. 

Enzym Tt82, jenģ poch§z² z termofiln² archebakterie Thermococcus thioreducens, byl 

pops§n teprve ned§vno (v roce 2019) [5], pŚiļemģ nen² zn§ma jeho biologick§ funkce ani 

katalytick§ aktivita. V t®to diplomov® pr§ci byla katalytick§ aktivita Tt82 objasnŊna a spolu 

s t²m nalezeny nŊkter® jeho substr§ty. LidskĨm enzymem cN-II se naproti tomu vĨzkumy 

zabĨvaj² jiģ Śadu let. Zast§v§ regulaļn² funkci v metabolismu purinovĨch nukleotidŢ  

a poruchy v jeho expresi ļi regulaci jsou spojeny s nŊkolika z§vaģnĨmi onemocnŊn²mi. TŊmi 

jsou akutn² lymfoblastick§ leukemie (ALL), heredit§rn² spastick® parapar®zy (HSP)  

a Lesch-NyhanŢv syndrom. Z tohoto dŢvodu je cN-II povaģov§n za vĨznamnĨ terapeutickĨ 

c²l. PŚedmŊtem t®to diplomov® pr§ce je hled§n² n²zkomolekul§rn²ch slouļenin, kter® s cN-II 

interaguj² a kter® by mohly tvoŚit z§klad pro vĨvoj budouc²ch, terapeuticky vyuģitelnĨch 

inhibitorŢ. 

 

Do rodiny haloacidn²ch dehalogenas (z angl. haloalkanoic acid/haloacid dehalogenase 

superfamily) bylo doposud zaŚazeno v²ce neģ 500 000 zn§mĨch enzymŢ. Z§stupci z t®to 

rodiny se vyskytuj² v organismech napŚ²ļ vġemi Ś²ġemi [6]. Zast§vaj² rŢzn® biologick® 

funkce vļetnŊ ¼ļasti na prim§rn²m a sekund§rn²m metabolismu, na regulaci hladiny 

bunŊļnĨch metabolitŢ, v procesu z²sk§v§n² ģivin a udrģov§n² z§kladn²ch bunŊļnĨch 

pochodŢ. ObecnŊ se jedn§ o skupinu hydrolas schopnĨch katalyzovat hydrolytick® ġtŊpen² 

rŢznĨch typŢ vazeb, jmenovitŊ CïCl vazby, CïP vazby a esterovĨch vazeb COïP a POïP. 

Rodinu HAD tvoŚ² pŊt enzymovĨch podskupin: fosfatasy (katalyzuj² hydrolĨzu monoesterŢ 

kyseliny fosforeļn® za vzniku voln®ho fosf§tu a pŚ²sluġn®ho alkoholu), ATPasy (katalyzuj² 
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hydrolĨzu ATP na ADP a volnĨ fosf§tovĨ ion za souļasn®ho uvolnŊn² energie), fosfomutasy 

sacharidŢ (katalyzuj² hydrolĨzu a intramolekul§rn² pŚenos fosf§tov® skupiny), dehalogenasy 

(katalyzuj² hydrolĨzu a uvolnŊn² atomu halogenu z molekuly organick®ho halogenidu) 

a fosfonatasy (katalyzuj² hydrolĨzu fosfonoacetaldehydu za vzniku acetaldehydu a voln®ho 

fosf§tu) [4, 7-9]. 

 

Navzdory n§zvu t®to enzymov® rodiny m§ pŚev§ģn§ vŊtġina jej²ch z§stupcŢ (pŚibliģnŊ 99 %) 

nikoliv dehalogenasovou, ale fosfotransferasovou, resp. fosfatasovou aktivitu. Vyjma 

dehalogenas tedy katalyzuj² pŚenos fosf§tov® skupiny ze substr§tu nebo na nŊj a jsou 

bezpodm²neļnŊ z§visl® na pŚ²tomnosti Mg2+ iontŢ coby kofaktoru [4, 8]. Vykazuj² ġirokou 

substr§tovou specifitu, pŚiļemģ pŚev§ģn§ vŊtġina je schopna katalyzovat pŚemŊnu 5 a v²ce 

rŢznĨch substr§tŢ [10, 11]. Molekulov§ velikost substr§tŢ se pohybuje od tŊch t®mŊŚ 

nejmenġ²ch molekul, jako jsou napŚ. pyrofosf§t, fosfoserin ļi fosfoglykol§t, aģ po velk® 

makromolekuly jako t-RNA a fosfoproteiny [7, 12]. Tato substr§tov§ rozmanitost a rozd²ln§ 

substr§tov§ specifita pramen² z charakteristickĨch strukturn²ch a sekvenļn²ch rysŢ rodiny 

HAD, kter® jsou pops§ny v n§sleduj²c²ch podkapitol§ch.  

 

Terci§rn² struktura enzymŢ rodiny HAD je obecnŊ tvoŚena dvŊma hlavn²mi dom®nami,  

kter® se nazĨvaj² core ï Ăj§droñ (d§le v textu oznaļov§no jako core dom®na), a cap ï Ăv²ļkoñ 

(d§le v textu oznaļov§no jako cap dom®na). 

Z§kladnou proteinu a t®ģ nositelem aktivn²ho m²sta (viz kapitola 1.3.2) je dom®na core. 

Dom®nu tvoŚ² nŊkolikan§sobn® opakov§n² ɓ-Ŭ sekund§rn²ho strukturn²ho motivu, 

kter® vytv§Ś² tŚ²vrstvĨ Ŭ/ɓ sendviļ ï centr§ln² ɓ-skl§danĨ list obklopenĨ s®ri² Ŭ-helixŢ.  

Toto uspoŚ§d§n² lze nazvat jako ĂRossmann-like sbalen²ñ (z angl. Rossmannoid fold  

ļi Rossmann-like fold). Centr§ln² ɓ-skl§danĨ list je tvoŚen obvykle nejm®nŊ 5 ŚetŊzci, kter® 

jsou vŢļi sobŊ vģdy paraleln². Jednotliv® ŚetŊzce se znaļ² S1-S5 (S z angl. sheet)  

a v centr§ln²m listu zauj²maj² specifick® poŚad², kter® je vyobrazeno na Obr§zku 1, str. 13. 

Rossmann-like sbalen² d§le obsahuje dva kl²ļov® strukturn² motivy nazĨvan® v anglick®m 

jazyce jako squiggle ï Ăkliļkañ, a flap ï Ăklapkañ (Obr§zek 1, str. 13), kterĨmi se rodina 

HAD odliġuje od ostatn²ch enzymovĨch rodin obsahuj²c²ch tot®ģ sbalen². Motiv squiggle je 

tvoŚen pŚibliģnŊ ġesti aminokyselinovĨmi zbytky (z angl. residues) a nach§z² se 

bezprostŚednŊ za ŚetŊzcem S1 centr§ln²ho ɓ-skl§dan®ho listu, pŚiļemģ zauj²m§ t®mŊŚ jednu 

kompletn² ot§ļku Ŭ-helixu. Ihned za t²mto motivem n§sleduje ɓ-vl§senka tvoŚen§ dvŊma 
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antiparaleln²mi ŚetŊzci, kter§ se oznaļuje jako motiv flap. Oba vĨġe popsan® strukturn² 

motivy hraj² dŢleģitou roli v katalytick® aktivitŊ enzymŢ rodiny HAD [4]. 

Vedle motivŢ squiggle a flap mŢģe Rossmann-like sbalen² obsahovat v ŚadŊ pŚ²padŢ tak® 

dalġ² strukturn² variace, kter® se vyskytuj² zejm®na v oblasti centr§ln²ho ɓ-skl§dan®ho listu. 

Jednou z nich je tak navĨġen² poļtu ŚetŊzcŢ pŚ²mo v centr§ln²m ɓ-skl§dan®m listu. 

NejpodstatnŊjġ² variac² je vġak pr§vŊ dom®na cap, kter§ mŢģe bĨt vloģena buŅ mezi dva 

ŚetŊzce ɓ-vl§senky motivu flap (C1 pozice) nebo do ¼seku linkeru n§sleduj²c²ho ihned 

za ŚetŊzcem S3 (C2 pozice) (Obr§zek 1 a Obr§zek 2A, B, str. 15) [4]. Na dom®nu core 

je napojena prostŚednictv²m motivu helix-smyļka-helix, pŚiļemģ smyļka v tomto motivu 

se znaļ² L5 a z funkļn²ho hlediska hraje dŢleģitou roli [9], jeģ je pops§na v kapitole 1.3.2. 

 

Obr§zek 1 ï Klasick® uspoŚ§d§n² Rossmann-like sbalen² v dom®nŊ core  

Centr§ln² ɓ-skl§danĨ list obsahuj²c² 5 paraleln²ch ŚetŊzcŢ (S1-S5, ģlut§ a modr§) a oklopenĨ s®ri² Ŭ-helixŢ (ļerven§) 

pŚedstavuje z§kladn² uspoŚ§d§n² Rossmann-like sbalen² enzymŢ rodiny HAD. ř²mskĨmi ļ²slicemi I-IV jsou naznaļeny 

pozice konzervovanĨch sekvenļn²ch motivŢ I-IV. Naznaļeny jsou tak® konzervovan® motivy squiggle (rŢģov§) a flap 

(zelen§), kterĨ je z§roveŔ m²stem vloģen² cap dom®n typu C0 nebo C1 (C1 pozice, zelen§). D§le je naznaļeno m²sto vloģen² 

cap dom®n typu C0 nebo C2 (C2 pozice, oranģov§). V pŚ²padŊ mnoha z§stupcŢ rodiny HAD je toto z§kladn² uspoŚ§d§n² 

d§le rozġ²Śeno o rŢznĨ poļet dalġ²ch ŚetŊzcŢ ɓ-skl§dan®ho listu (napŚ. o ŚetŊzce S3.1 a S3.2 aj.) ļi Ŭ-helixŢ (ġed§). Obr§zek 

byl upraven v programu Inkscape 0.92.4 podle a pŚevzat z: [4]. 

Dom®ny cap jsou strukturnŊ velice rozliļn® a na z§kladŊ sv® velikosti, m²sta vloģen² 

do Rossmann-like sbalen² a sv® celkov® topologie se rozdŊluj² do tŚ² podskupin: (1) C0 cap 

dom®ny jsou tvoŚeny kr§tkĨm aminokyselinovĨm ¼sekem, kterĨ mŢģe vytv§Śet nanejvĨġ 

smyļku ļi tŚet² ŚetŊzec skl§dan®ho listu vloģenĨ mezi dva antiparaleln² ŚetŊzce motivu flap. 

PŚedstavuj² strukturnŊ nejjednoduġġ² podskupinu a mohou se vyskytovat v obou z moģnĨch 

m²st vloģen² popsanĨch vĨġe v textu. (2) C1 cap dom®ny se vyskytuj² vģdy ve stŚedu  

ɓ-vl§senky motivu flap a ze strukturn²ho hlediska je lze rozdŊlit do dvou podtŚ²d. Prvn² 

z nich je oznaļov§na jako Ŭ-helik§ln² a je tvoŚena rŢznŊ velkĨm svazkem Ŭ-helixŢ, 

od nejjednoduġġ²ho Ăhelix-smyļka-helixñ motivu aģ po velk® globul§rn² svazky sloģen® 
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z osmi Ŭ-helixŢ. Druh§ podtŚ²da se vyznaļuje kombinac² Ŭ+ɓ struktur s centr§ln²m 

tŚ² ŚetŊzcovĨm ɓ-skl§danĨm listem. (3) C2 cap dom®ny jsou oproti C1 kategorii vloģeny 

vģdy do linkeru n§sleduj²c²ho za S3 ŚetŊzcem centr§ln²ho ɓ-skl§dan®ho listu  

v Rossmann-like sbalen². ObdobnŊ je vġak lze na z§kladŊ strukturn²ch prvkŢ rozdŊlit, a sice 

na typ podobnĨ NagD fosfatase a typ Cof fosfatas [4]. Tyto dva typy lze pro pŚehlednost 

oznaļovat jako typ C2A, respektive typ C2B [10]. ObecnŊ jsou oba tyto typy tvoŚeny 

Ŭ+ɓ strukturami s nejm®nŊ tŚ² ŚetŊzcovĨm ɓ-skl§danĨm listem v j§dru dom®ny, avġak liġ² se 

od sebe dalġ²mi strukturn²mi variacemi a celkovĨm prostorovĨm uspoŚ§d§n²m. Typ C2B 

je v z§kladu tvoŚen tŚ² ŚetŊzcovĨm antiparaleln²m ɓ-skl§danĨm listem, kterĨ mŢģe bĨt d§le 

rozġ²Śen o dalġ² strukturn² prvky, napŚ²klad o jednu ļi v²ce Ŭ-ɓ jednotek na N-konci dom®ny 

cap. Z§kladem C2 cap dom®ny u typu C2A je ļtyŚ ŚetŊzcovĨ paraleln² ɓ-skl§danĨ list 

rozġ²ŚenĨ o dalġ² paraleln² ɓ-skl§danĨ list na N-konci ŚetŊzce a unik§tn² ɓ-vl§senkou 

vloģenou mezi 3. a 4. ŚetŊzec z§kladn²ho ɓ-skl§dan®ho listu [4]. 

VŊtġina z§stupcŢ rodiny HAD obsahuje C1 nebo C2 cap dom®nu. V nŊkterĨch pŚ²padech 

vġak mohou obsahovat kombinaci dvou dom®n z§roveŔ, kter® si mohou bĨt svou 

prostorovou velikost² a uspoŚ§d§n²m navz§jem podobn®, avġak i znaļnŊ rozd²ln®. PŚ²kladem 

je kombinace C1 cap dom®ny tvoŚen® nŊkolika Ŭ-helixy a C2 cap dom®ny v podobŊ mal® 

ɓ-vl§senky. Pozorov§na byla d§le tak® kombinace C0 cap dom®ny s C2 cap dom®nou 

tvoŚenou takt®ģ malou ɓ-vl§senkou [4].   

 

Hlavn² ¼loha dom®ny cap spoļ²v§ v interakci s pŚistupuj²c²m substr§tem, v jeho rozpozn§n² 

a n§sledn®m smŊŚov§n² do centra aktivn²ho m²sta. Tato interakce je pŚ²ļinou substr§tov® 

specifity enzymŢ rodiny HAD a je zprostŚedkov§na zbytky aminokyselin, kter® jsou 

lokalizov§ny v tzv. smyļce substr§tov® specifity (z angl. the substrate-specifity loop) ï 

ï oznaļovan® t®ģ jako smyļka L5 (viz n§sleduj²c² podkapitola) [4, 9]. Strukturn² studie 

odhalily, ģe dom®ny typu C0 ļi ¼pln§ absence cap dom®ny ve struktuŚe ud²lej² enzymu 

¼zkou substr§tovou specifitu. Dom®ny typu C1 a C2 jsou naproti tomu zodpovŊdn® 

za substr§tovou Ăpromiskuituñ a tedy sn²ģenou substr§tovou specifitu enzymŢ rodiny HAD 

[10]. V pŚ²padŊ vŊtġiny hydrolas z rodiny HAD jsou v sekvenci cap dom®ny d§le obsaģeny 

aminokyseliny, jejichģ postrann² ŚetŊzce hraj² dŢleģitou roli pŚ²mo v prŢbŊhu katalyzovan® 

reakce (viz d§le). Vedle toho se cap dom®na mŢģe v nŊkterĨch pŚ²padech pod²let na utv§Śen² 

oligomern²ho rozhran² mezi protomery v oligomern²m proteinu [4]. 

Vlastn² katalytick§ aktivita je soustŚedŊna pŚedevġ²m ve strukturnŊ konzervovan® dom®nŊ 

core. Dom®na core vytv§Ś² Ăleġen²ñ, do nŊhoģ je zasazeno aktivn² m²sto ve tvaru konk§vn² 

dutiny tvoŚen® ļtyŚmi smyļkami znaļenĨmi jako L1-L4 (Obr§zek 2B). PŚ²stup do aktivn²ho 
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m²sta je stericky st²nŊn ɓ-vl§senkou motivu flap a dom®nou cap, je-li  ve struktuŚe enzymu 

pŚ²tomna. V takov®m pŚ²padŊ slouģ² cap dom®na jako poklop, kterĨ se pŚi vstupu substr§tu 

do kavity dynamicky pŚiklop² nad jej² ¼st² pohybem podobnĨm otoļen² dveŚ² na pantu, 

uzavŚe substr§t uvnitŚ a br§n² vstupu molekul rozpouġtŊdla do aktivn²ho m²sta. Konformace 

enzymu v tomto procesu pŚech§z² z otevŚen® na uzavŚenou, ļ²mģ je vytvoŚeno prostŚed² 

vhodn® pro uskuteļnŊn² enzymov® reakce [4, 9]. Tato vlastnost cap dom®ny m§ d§le  

za n§sledek, ģe enzymy nesouc² dom®nu typu C1 a/nebo C2, kter® jsou zpravidla prostorovŊ 

objemnŊjġ² neģ typ C0, pracuj² pŚev§ģnŊ s menġ²mi substr§ty [7]. V pŚ²padŊ enzymŢ,  

u kterĨch cap dom®na ve struktuŚe zcela chyb², tuto funkci zast§v§ samotnĨ substr§t. Ten je 

natolik velkĨ a objemnĨ, ģe zcela vypln² kavitu aktivn²ho m²sta, a vytŊsn² z nŊj tak z§roveŔ 

veġker® molekuly rozpouġtŊdla. PŚ²kladem takov®ho enzymu z rodiny HAD je polynukleotid 

kinasa z T4 f§ga [8]. 

 

Obr§zek 2 ï Struktura typick®ho z§stupce enzymŢ rodiny HAD 

Krystalov§ struktura 3-deoxy-D-manno-oktuloson§t-8-fosf§t fosfatasy KdsC (PDB k·d 1k1e), typick®ho z§stupce rodiny 

HAD. (a) V centru struktury je zvĨraznŊn centr§ln² ɓ-skl§danĨ list (ģlut§ a modr§) tvoŚenĨ celkem 6 paraleln²mi ŚetŊzci 

a obklopenĨ s®ri² Ŭ-helixŢ; toto uspoŚ§d§n² lze nazvat jako Rossmann-like sbalen². PodobnŊ jako na Obr§zku 1 (str. 13)  

je ģlutŊ zvĨraznŊn ŚetŊzec oznaļovanĨ jako S1, celkov® poŚad² jednotlivĨch ŚetŊzcŢ je pak (vzhledem k poloze od N-konce 

v sekvenci proteinu) zleva S3-S2-S1-S4-S5-S6. (b) Rossmann-like sbalen² tvoŚ² j§dro dom®ny core, jej²ģ souļ§st² jsou tak® 

smyļky L1 (ģlut§), L2 (tyrkysov§), L3 (fialov§) a L4 (oranģov§). Tyto smyļky tvoŚ² aktivn² m²sto enzymu a obsahuj² 

katalyticky vĨznamn® konzervovan® sekvenļn² motivy I-IV (Motiv I je souļ§st² smyļky L1, motiv II smyļky L2, motiv 

III smyļky L3 a motiv IV smyļky L4). ProstŚednictv²m tŊchto smyļek je koordinov§n iont Co2+ (ļern§), jenģ se spolu 

se smyļkami L1-4 pod²l² na vazbŊ molekuly SO4
2ï v aktivn²m m²stŊ. FyziologickĨmi ligandy jsou vġak kofaktor Mg2+ 

a substr§t nesouc² fosf§t (Obr§zek 3, str. 16). Ve struktuŚe jsou d§le vyznaļeny charakteristick® strukturn² motivy flap 

(zelen§) a squiggle (purpurov§). ĻervenŊ jsou zvĨraznŊna m²sta pro vloģen² cap dom®ny typu C0 ļi C1 (C1 pozice), 

resp. typu C0 ļi C2 (C2 pozice). Obr§zek byl vytvoŚen v programu PyMOL 1.5.0.2 (DeLano Scientific LLC, San Francisco, 

CA, USA) a upraven v programu Inkscape 0.92.4. 
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Aktivn² m²sto je tvoŚeno celkem pŊti konzervovanĨmi sekvenļn²mi motivy, jeģ se oznaļuj² 

Ś²mskĨmi ļ²slicemi I-V. Motivy I, II, III a IV leģ² na odpov²daj²c²ch smyļk§ch L1-L4 a jsou 

tedy souļ§st² dom®ny core, kdeģto motiv V je souļ§st² smyļky L5 a n§leģ² dom®nŊ cap. 

V pŚ²padŊ motivŢ I-IV se jedn§ o vĨznaļnĨ identifikaļn² prvek, kterĨ je charakteristickĨ 

t®mŊŚ pro vġechny ļleny rodiny HAD [9]. 

Motiv I se nach§z² na smyļce L1 na konci ŚetŊzce S1 a zpravidla jej tvoŚ² sled aminokyselin 

DxD, kde x je libovoln§ biogenn² aminokyselina. Karboxylov§ skupina postrann²ho ŚetŊzce 

v poŚad² prvn²ho aspart§tu, Asp(n), a karbonylov§ skupina v poŚad² druh®ho aspart§tu, 

Asp(n+2), se pod²l² na koordinaci kofaktoru ï iontu Mg2+ (Obr§zek 3). V prŢbŊhu 

katalytick® reakce vystupuje Asp(n) jako nukleofil a vytv§Ś² kovalentn² intermedi§t 

s molekulou substr§tu, zat²mco druhĨ Asp(n+2) mŢģe slouģit jako obecn§ kyselina, 

respektive b§ze (viz kapitola 1.3.3) [4, 8, 13]. VĨznamnou vĨjimku v sekvenci motivu I 

na pozici Asp(n+2) tvoŚ² ATPasy a fosfonatasy. V pŚ²padŊ ATPas se na t®to pozici vyskytuje 

threonin, coģ m§ za n§sledek pomalejġ² prŢbŊh katalytick® reakce [4, 7]. Fosfonatasy nesou 

na t®ģe pozici alanin, coģ vġak nenaruġuje jejich katalytickou aktivitu, neboŠ hydrolytick§ 

reakce tŊchto enzymŢ prob²h§ odliġnĨm mechanismem neģ u ostatn²ch enzymovĨch 

podskupin rodiny HAD [9, 14]. KromŊ tŊchto dvou hlavn²ch vĨjimek byly na pozici 

Asp(n+2) zaznamen§ny jeġtŊ dalġ² odliġn® aminokyselinov® zbytky, nicm®nŊ zat²m 

bez velk® ļetnosti vĨskytu napŚ²ļ touto enzymovou rodinou [4]. 

 

Obr§zek 3 ï Obecn® schematick® zn§zornŊn² uspoŚ§d§n² vazby substr§tu a kofaktoru Mg 2+ do aktivn²ho m²sta 

fosfatas a fosfotransferas rodiny HAD . Upraveno v programu Inkscape 0.92.4 podle a pŚevzato z: [4]. 

Motiv II,  tvoŚenĨ vģdy buŅto serinem nebo threoninem (tj. sekvence motivu II je S/T), je 

souļ§st² smyļky L2 a leģ² na konci ŚetŊzce S2. Postrann² ŚetŊzec konzervovan®ho S/T 

napom§h§ ke spr§vn® orientaci substr§tu v aktivn²m m²stŊ t²m, ģe prostŚednictv²m vod²kov® 
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vazby v§ģe pŚen§ġenou fosf§tovou skupinu substr§tu. Motiv III v  podobŊ konzervovan®ho 

lysinu nebo argininu (tj. sekvence motivu III je K/R), se vyskytuje buŅto ve smyļce L3 

propojuj²c² ŚetŊzec S4 a jemu pŚedch§zej²c² Ŭ-helix anebo je pŚ²mo souļ§st² onoho Ŭ-helixu. 

Vzhledem k t®to nejednotn® lokalizaci je motiv III, oproti ostatn²m tŚem, pouze slabŊ 

konzervovanĨ. Spolu s motivem II pŚisp²vaj² prostŚednictv²m postrann²ch ŚetŊzcŢ svĨch 

konzervovanĨch zbytkŢ ke stabilizaci negativn²ho n§boje reakļn²ch intermedi§tŢ v prŢbŊhu 

hydrolytick® reakce (Obr§zek 4, str. 18) [4, 7, 8, 13].  

PŚ²mou souļ§st² ŚetŊzce S4 je motiv IV, kterĨ se nach§z² na jeho C-konci ve smyļce L4  

[4, 9]. TvoŚ² jej dva vysoce konzervovan® Asp a vyskytuj² se nejļastŊji v jednom ze tŚ² 

n§sleduj²c²ch sekvenļn²ch sledŢ: DD, GDxxxD ļi GDxxxxD. Postrann² ŚetŊzce obou 

konzervovanĨch aspart§tŢ motivu IV se pod²lej² spolu s obŊma aspart§ty motivu I 

na koordinaci kofaktoru Mg2+ (Obr§zek 3, str. 16) [4, 8]. 

Sekvenļn² motiv V je lokalizov§n ve strukturn²m motivu helix-smyļka-helix, kterĨ leģ²  

na N-konci dom®ny cap a napojuje ji k dom®nŊ core. Z§kladem motivu V je vysoce 

konzervovanĨ glycin um²stŊnĨ pŚ²mo v otoļce ɓ-vl§senky a je obklopen dalġ²mi 

aminokyselinovĨmi zbytky charakteristickĨmi pro jednotliv® podskupiny rodiny HAD. 

Ty jsou svĨmi postrann²mi ŚetŊzci souļ§st² aktivn²ho m²sta, kdyģ je danĨ enzym v uzavŚen® 

konformaci [9]. Vġechny vĨġe popsan® konzervovan® sekvenļn² motivy maj² kl²ļov® role 

a jsou nepostradateln® pro katalytickou funkci. ZprostŚedkov§vaj² vazbu substr§tu 

a kofaktoru v aktivn²m m²stŊ, pod²lej² se na desolvataci substr§tu a jsou hlavn²mi akt®ry 

v hydrolytickĨch reakc²ch katalyzovanĨch enzymy rodiny HAD [4, 9, 15]. 

 

Hydrolytick§ reakce katalyzovan§ enzymy rodiny HAD s fosfatasovou aktivitou prob²h§ 

ve dvou d²lļ²ch reakļn²ch kroc²ch mechanismem nukleofiln² substituce (Obr§zek 4, str. 18). 

Vlastn² reakci pŚedch§z² dva kl²ļov® dŊje: (1) po nav§z§n² substr§tu do aktivn²ho m²sta 

pŚech§z² konformace enzymu z otevŚen® na uzavŚenou a (2) prostŚednictv²m motivŢ squiggle 

a flap jsou posl®ze z aktivn²ho m²sta vytŊsnŊny molekuly rozpouġtŊdla. Kofaktor, 

tj. iont Mg2+, v aktivn²m m²stŊ interaguje se z§pornŊ nabitou fosf§tovou skupinou 

na substr§tu, ļ²mģ vytv§Ś² vhodn® podm²nky pro prvn² krok reakce [4]. UspoŚ§d§n² substr§tu 

v aktivn²m m²stŊ enzymu je schematicky vyobrazeno na Obr§zku 3 na str. 16. 

N§slednŊ doch§z² k prvn²mu kroku reakce, pŚi nŊmģ je fosf§tov§ skupina pŚenesena 

z molekuly substr§tu na enzym. Karboxylov§ skupina Asp(n) motivu I. prov§d² nukleofiln² 

atak na atom fosforu fosf§tov® skupiny, zat²mco kysel§ karboxylov§ skupina Asp(n+2) t®hoģ 

motivu protonuje zbylou ļ§st molekuly substr§tu. Tato ļ§st se n§slednŊ odġtŊpuje 

od fosf§tov® skupiny. Vznik§ reakļn² intermedi§t enzym-fosf§t, kterĨ m§ formu 
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aspartylfosf§tu, v nŊmģ je fosf§t kovalentnŊ v§z§n esterovou vazbou na karboxyl Asp(n) 

molekuly enzymu. Z§pornĨ n§boj na molekule fosf§tu je v intermedi§tu stabilizov§n kladnŊ 

nabitĨmi postrann²mi ŚetŊzci aminokyselin lysinu a serinu/threoninu z konzervovanĨch 

motivŢ II a III.  Enzym posl®ze pŚech§z² do otevŚen® konformace a z aktivn²ho m²sta 

odstupuje prvn² produkt reakce ve formŊ alkoholu. 

Ve druh®m reakļn²m kroku je fosf§tov§ skupina pŚenesena z karboxylov® skupiny Asp(n) 

na akceptor, kterĨm je v pŚ²padŊ fosfatas molekula H2O. Pro tento pŚenos je vyuģita energie 

obsaģen§ v esterov® vazbŊ aspartylfosf§tov®ho intermedi§tu. Molekula H2O pŚistupuje 

do aktivn²ho m²sta enzymu, jenģ se jeġtŊ st§le nach§z² v otevŚen® konformaci, a vede 

nukleofiln² atak na reakļn² intermedi§t. SouļasnŊ postupuje proton karboxylov® skupinŊ 

Asp(n+2), kter§ nyn² po prvn²m reakļn²m kroku vystupuje jako b§ze. VĨsledkem tohoto 

synchronizovan®ho procesu je pŚenos fosf§tov® skupiny na hydroxyl molekuly vody 

a odġtŊpen² fosf§tu z aktivn²ho m²sta za jeho souļasn® regenerace [4, 7, 8].  

 

Obr§zek 4 ï ObecnĨ reakļn² mechanismus hydrolytick® reakce katalyzovan® fosfatasami rodiny HAD  

PrŢbŊh cel® reakce je pops§n v textu, viz kapitola 1.3.3. Obr§zek byl vytvoŚen podle a pŚevzat z: [8, 15]. 

VĨġe popsanĨ mechanismus je pravdŊpodobnŊ st§le jedinĨm, kterĨ byl dosud pozorov§n 

u fosfatas z rodiny HAD. Z§stupci z Śad tŊchto fosfatas, jejichģ biologick§ funkce je  

alespoŔ zļ§sti zn§ma, se svou katalytickou aktivitou pod²l² na mnohdy dŢleģitĨch  

bunŊļnĨch pochodech. Jednou z takovĨch fosfatas rodiny HAD je cytosolick§ purinov§  

5'-nukleotidasa II, j²ģ je vŊnov§na kapitola 1.6. Naproti tomu jedn²m z mnoha enzymŢ t®to 

rodiny, jejichģ katalytick§ a biologick§ funkce nen² objasnŊna, je fosfatasa Tt82, o n²ģ 

pojedn§v§ kapitola 1.4. 

 

Enzym nesouc² oznaļen² Tt82, jehoģ fosfatasov§ aktivita byla studov§na v praktick® ļ§sti 

t®to diplomov® pr§ce, poch§z² z termofiln² archebakterie Thermococcus thioreducens. 

Jedn§ se o oblig§tnŊ anaerobn² organismus redukuj²c² s²ru a sn§ġej²c² teplotu aģ 94 ÁC. 

Poprv® byl izolov§n v roce 1999 ze vzorku shrom§ģdŊn®ho z hydroterm§ln²ho prŢduchu 

Rainbow (angl. Rainbow hydrothermal vent), kterĨ se nach§z² na dnŊ stŚedo-atlantsk®ho 

hŚbetu v hloubce 2300 m [16]. Termofiln² charakter archebakterie se odr§ģ² ve fyzik§ln²ch 

vlastnostech enzymu Tt82, kterĨ vykazuje stabilitu do teploty nejm®nŊ 75 ÁC [5]. Biologick§ 

funkce enzymu v tomto organismu vġak zat²m nen² objasnŊna. 
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Enzym Tt82 je tvoŚen 241 aminokyselin dlouhĨm proteinovĨm ŚetŊzcem, kterĨ v nativn²m 

stavu vytv§Ś² monomern² uspoŚ§d§n² (Obr§zek 5) o molekulov® hmotnosti pŚibliģnŊ  

27,9 kDa. Struktura nativn²ho proteinu byla vyŚeġena prostŚednictv²m rentgenov® 

krystalografie s rozliġen²m 1,75 ¡ (PDB k·d 6iah) a je tvoŚena 11 Ŭ-helixy a 5 ɓ-skl§danĨmi 

listy, kter® jsou od N-konce proteinov®ho ŚetŊzce uspoŚ§d§ny v poŚad² ɓ1-Ŭ1-Ŭ2-Ŭ3-Ŭ4-Ŭ5- 

-Ŭ6-Ŭ7-ɓ2-Ŭ8-ɓ3-Ŭ9-ɓ4-Ŭ10-ɓ5-Ŭ11 (Obr§zek 5A). Prvky sekund§rn² struktury vytv§Ś² dvŊ 

zŚetelnŊ odliġiteln® dom®ny cap a core. Dom®na core, kterou tvoŚ² aminokyselinov® zbytky 

s poŚad²m 1-12 a 128-240 v aminokyselinov® sekvenci proteinu, je uspoŚ§d§na 

do strukturn²ho motivu tŚ²vrstv®ho ɓ/Ŭ sendviļe a zŚetelnŊ tedy zauj²m§ Rossmann-like 

sbalen². Dva linkery, tvoŚen® aminokyselinami 13-18 a 123-127, spojuj² dom®nu core 

s dom®nou cap, jeģ se Śad² mezi cap dom®ny typu C1 a je sloģena z aminokyselin 19-122 

[5]. 

 

Obr§zek 5 ï Krystalov§ struktura Tt82 (PDB k·d 2hdo) 

(a) Struktura enzymu Tt82 je tvoŚena dom®nami cap a core. Dom®na core obsahuje Rossmann-like sbalen², tj. centr§ln²  

ɓ-skl§danĨ list (ģlut§) obklopenĨ s®ri² Ŭ-helixŢ. Dom®na cap typu C1 je tvoŚena svazkem ġesti Ŭ-helixŢ. Ve struktuŚe jsou 

vyznaļeny smyļky L1-L5 nesouc² konzervovan® sekvenļn² motivy I-V. Oznaļeny jsou tak® N-konec a C-konec 

proteinov®ho ŚetŊzce. (b) Aktivn² m²sto Tt82 (zelen§) je tvoŚeno aminokyselinovĨmi zbytky konzervovanĨch sekvenļn²ch 

motivŢ I-V, kter® jsou souļ§st² smyļek L1-L5. Zbytky Asp6 a Asp8 n§leģ² motivu I (smyļka L1), Ser153 motivu II 

(smyļka L2), Lys179 motivu III (smyļka L3), Asp199 a Asp203 motivu IV (smyļka L4) a Gly54 motivu V (smyļka L5). 

Kofaktor Mg2+ koordinovanĨ v aktivn²m m²stŊ je vyznaļen modrou sf®rou. Obr§zek byl vytvoŚen v programu 

PyMOL 1.5.0.2 (DeLano Scientific LLC, San Francisco, CA, USA) a upraven v programu Inkscape 0.92.4. Obr§zek (a) 

byl pŚevzat z: [5]. 
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PŚ²sluġnost Tt82 k rodinŊ HAD byla urļena na z§kladŊ pŚ²tomnosti Rossmann-like sbalen² 

a strukturn² homologie s mnoha dalġ²mi enzymy z t®to rodiny. Sekvenļn² a strukturn² 

srovn§n² se dvŊma vybranĨmi bl²zkĨmi homology (Obr§zek 6, resp. Obr§zek 7, str. 22), 

fosfoglykol§t fosfatasou poch§zej²c² z prokaryotn²ho organismu Lactobacillus plantarum 

(PDB k·d 2hdo) a alumycin P fosfatasou poch§zej²c² z prokaryotn²ho organismu (PDB k·d 

4ex7), odhalilo ve struktuŚe Tt82 konzervovan® sekvenļn² motivy I, II a IV [5] (Obr§zek 6) 

typick® pro rodinu HAD [4, 9]. D§le struktura obsahuje nepŚ²liġ konzervovanĨ motiv III [5]. 

 

Obr§zek 6 ï Srovn§n² sekvence Tt82 se sekvencemi dvou strukturnŊ podobnĨch fosfatas z rodiny HAD  

Sekvence Tt82 sd²l² se sekvenc² fosfoglykol§t fosfatasy (PDB k·d 2hdo) 22% identitu, se sekvenc² alumycin P fosfatasy 

(PDB k·d 4ex7) pak 27% identitu. ĻervenŊ jsou vyznaļeny konzervovan® sekvenļn² motivy I-V. Nad aminokyselinovou 

sekvenc² Tt82 jsou rovnŊģ zvĨraznŊny a oznaļeny pozice jednotlivĨch prvkŢ sekund§rn² struktury: Ŭ pro Ŭ-helix, ɓ pro  

ɓ-skl§danĨ list, ɖ pro 310-helix, TT pro ɓ-ohyb. VytvoŚeno prostŚednictv²m programŢ Clustal Omega [17], ESPript 3.x [18] 

a Inkscape 0.92.4 podle: [5]. 
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Aktivn² m²sto enzymu je tvoŚeno aminokyselinovĨmi zbytky, kter® jsou lokalizov§ny 

na celkem pŊti smyļk§ch oznaļenĨch L1-L5 (Obr§zek 5, str. 19). Smyļka L5 je souļ§st² 

dom®ny cap a nese konzervovanou aminokyselinu Gly54, jej²mģ vĨznamem je urļen² 

substr§tov® specifity enzymu. Smyļky L1-L4 jsou naproti tomu souļ§st² dom®ny core 

a nesou aminokyselinov® zbytky, kter® jsou pŚ²mo zodpovŊdn® za uskuteļnŊn² katalytick® 

reakce enzymu. Smyļka L1 nese aminokyseliny Asp6 a Asp8 a spojuje prvky sekund§rn² 

struktury ɓ1 a Ŭ1, smyļka L2 obsahuje Ser153 a spojuje prvky ɓ2 a Ŭ8, smyļka L3 spojuje 

prvky ɓ3 a Ŭ9 a zahrnuje Lys179. Smyļka L4, kter§ spojuje prvky ɓ4 a Ŭ10, obsahuje 

konzervovan® aminokyseliny Asp199 a Asp203. Souļ§st² aktivn²ho m²sta je iont Mg2+, 

jenģ je v aktivn²m m²stŊ koordinov§n tŚemi molekulami vody, karboxylovĨmi skupinami 

postrann²ch ŚetŊzcŢ Asp6 a Asp199 a karbonylovou skupinou aminokyseliny Asp8 leģ²c²  

na hlavn²m proteinov®m ŚetŊzci [5]. 

 

Struktura aktivn²ho m²sta a pŚ²sluġnost k rodinŊ HAD potvrdily, ģe enzym Tt82 patŚ² 

do enzymov® skupiny hydrolas. S vysokou pravdŊpodobnost² se jedn§ o fosfatasu, avġak 

nejsou zat²m zn§my ģ§dn® jej² substr§ty. Krystalov§ struktura Tt82 byla vyuģita k navrģen² 

potenci§ln²ch substr§tŢ metodou molekulov®ho dokov§n² [19] proveden®ho 

a vyhodnocen®ho ve spolupracuj²c² laboratoŚi [5]. Sada tŊchto potenci§ln²ch substr§tŢ Tt82 

byla sestavena na z§kladŊ seznamu nejbŊģnŊjġ²ch substr§tŢ enzymŢ z rodiny HAD [10] 

a obsahovala 30 n§sleduj²c²ch slouļenin: 

2-deoxy-6-fosfoglucitol arabinosa-5-fosf§t D-sorbitol-6-fosf§t 

2-deoxy-D-glukosa-6-fosf§t D-allitol-6-fosf§t glycerol-1-fosf§t 

2-deoxy-D-ribitol-5-fosf§t D-erythritol-4-fosf§t glycerol-2-fosf§t 

2-deoxy-D-ribon§t-5-fosf§t D-glukosa-1-fosf§t imidodifosf§t 

2-deoxy-D-ribosa-5-fosf§t D-glukosa-6-fosf§t L-arabitol-1-fosf§t 

3-deoxy-D-glukon§t-6-fosf§t D-lyxosa-5-fosf§t L-xylitol -5-fosf§t 

3-deoxy-D-glukosa-6-fosf§t D-mannitol-6-fosf§t L-xylon§t-5-fosf§t 

3-deoxy-D-sorbitol-6-fosf§t D-ribitol-5-fosf§t p-nitrofenylfosf§t 

acetylfosf§t D-ribon§t-5-fosf§t pyridoxal-5-fosf§t 

adenosin 5'-monofosf§t D-sorbitol-1-fosf§t riboflavin-5-fosf§t 

VĨsledky molekulov®ho dokov§n² Tt82 se sadou 30 vĨġe uvedenĨch slouļenin jsou v t®to 

diplomov® pr§ci ilustrov§ny Obr§zkem 8 na str. 23. Detailn² vĨsledky (o poloze ligandu 

v aktivn²m m²stŊ, poļtu vod²kovĨch vazeb mezi ligandem a proteinem a mnoģstv² atomŢ 

proteinu a ligandu zapojenĨch do tvorby tŊchto vod²kovĨch vazeb) jsou uvedeny v odborn®  
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publikaci [5]. V experiment§ln² ļ§sti t®to diplomov® pr§ce byly pouģity pro vĨbŊr 

koneļn®ho souboru molekul, na nŊmģ byla experiment§lnŊ testov§na fosfatasov§ aktivita 

Tt82 (viz kapitoly 3-6). 

 

Obr§zek 7 ï Porovn§n² struktury Tt82 se dvŊma strukturn²mi homology z rodiny HAD  

(a) Superpozice terci§rn² struktury Tt82 (purpurov§) s terci§rn² strukturou fosfoglykol§t fosfatasy (azurov§, PDB k·d 

2hdo). (b) Superpozice aktivn²ho m²sta Tt82 (purpurov§) a fosfoglykol§t fosfatasy (azurov§, PDB k·d 2hdo). 

(c) Superpozice terci§rn² struktury Tt82 (purpurov§) s terci§rn² strukturou alumycin P fosfatasy (zelen§, PDB k·d 4ex7). 

(d) Superpozice aktivn²ho m²sta Tt82 (purpurov§) a alumycin P fosfatasy (zelen§, PDB k·d 4ex7). Pozn.: Ļ§st Arg107 

v obr§zku (b) nen² vyobrazena. PŚevzato z: [5]. 
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Obr§zek 8 ï Predikovan® potenci§ln² substr§ty Tt82 zasazen® do aktivn²ho m²sta pomoc² molekulov®ho dokov§n² 

Na obr§zku je vyobrazena molekula: (a) para-nitrofenylfosf§tu; (b) AMP; (c) D-glukosa-1-fosf§t; (d) D-glukosa-6-fosf§t. 

Molekuly jsou v aktivn²m m²stŊ v§z§ny vod²kovĨmi mŢstky (ģlut§), jejichģ d®lky jsou uvedeny v jednotk§ch ¡. ĻervenŊ 

jsou zn§zornŊny atomy kysl²ku, modŚe atomy dus²ku, b²le atomy vod²ku, oranģovŊ atomy fosforu. PurpurovŊ jsou zbarveny 

atomy uhl²ku aminokyselin aktivn²ho m²sta, svŊtle modŚe pak atomy uhl²ku n§leģ²c²ch molekul§m predikovanĨch substr§tŢ. 

ZelenŊ je vyznaļen kofaktor ï iont Mg2+. PŚevzato z: [5]. 

 

Mezi z§stupce fosfatas z rodiny HAD se Śad² tak® ġest enzymŢ, kter® patŚ² do skupiny 

lidskĨch intracelul§rn²ch 5'-nukleotidas (E.C. 3.1.3.5). TŊmi jsou cytosolick§  

5'-nukleotidasa IA a IB (cN-IA a cN-IB), cytosolick§ purinov§ 5'-nukleotidasa II  (cN-II), 

cytosolick§ 5'-nukleotidasa III (cN-III), cytosolick§ 5'(3')-deoxy-ribonukleotidasa (cdN) 

a mitochondri§ln² 5'(3')-deoxy-ribonukleotidasa (mdN). Z charakteristickĨch motivŢ rodiny 

HAD obsahuje vġech 6 enzymŢ pŚinejmenġ²m konzervovan® sekvenļn² motivy I a V, 
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nicm®nŊ cN-II, cN-III, cdN a mdN nesou tak® motivy II-IV [13]. Krystalov® struktury tŊchto 

ļtyŚ jmenovanĨch nukleotidas d§le odhalily pŚ²tomnost dom®ny cap a Rossmann-like sbalen² 

v j§dŚe dom®ny core [20, 21]. 

VĨġe jmenovan® enzymy katalyzuj² defosforylaci (2'-deoxy)ribonukleosid-5'-monofosf§tŢ 

na pŚ²sluġn® (2'-deoxy)ribonukleosidy. UvnitŚ bunŊk tvoŚ² dŢleģitĨ ļl§nek v regulaci 

intracelul§rn² hladiny nukleotidŢ a svou katalytickou aktivitou pŢsob² protichŢdnŊ vŢļi 

katalytick® aktivitŊ nukleosid kinas. Vz§jemnŊ se od sebe odliġuj² prim§rn² strukturou, 

rŢznou m²rou afinity vŢļi svĨm substr§tŢm, lokalizac² uvnitŚ buŔky i distribuc² v rŢznĨch 

typech tk§n². K expresi cN-II, cdN a mdN doch§z² v buŔk§ch vġech typŢ tk§n², kdeģto cN-I 

a cN-III jsou exprimov§ny pouze ve specifickĨch tk§n²ch. S nŊkterĨmi z uvedenĨch enzymŢ 

jsou spojeny tak® patologick® souvislosti [13, 22, 23]. Jedn²m z pŚ²kladŢ je deficit cN-III  

zapŚ²ļinŊnĨ mutacemi v genu NT5C3, kter® vedou ke ztr§tŊ funkce enzymu (angl. loss of 

function). N§sledkem toho vznik§ autosom§lnŊ recesivn² dŊdiļn® onemocnŊn² ï hemolytick§ 

anemie [24, 25]. ZmŊny v enzymov® aktivitŊ cN-IA, cN-III  a zejm®na cN-II  byly asociov§ny 

s neģ§douc² zmŊnou v responsivitŊ n§dorovĨch bunŊk vŢļi urļitĨm protin§dorovĨm l®ļivŢm 

pod§vanĨm pŚi chemoterapii [26-30]. Nukleotidasa cN-II je nicm®nŊ spjata jeġtŊ s nŊkolika 

dalġ²mi onemocnŊn²mi (viz kapitola 1.6.5). 

 

 

Nukleotidasa cN-II  se vyskytuje v cytosolu (rozpustn§ ļ§st cytoplasmy) a je exprimov§na 

v buŔk§ch vġech lidskĨch tk§n², pŚiļemģ nejhojnŊji v pankreatu, kostern² svalovinŊ  

a srdeļn² svalovinŊ [22, 31-34]. Jedn§ se o bifunkļn² enzym, kterĨ prim§rnŊ  

vystupuje jako fosfatasa nukleotidŢ (tj. nukleotidasa), ale vykazuje rovnŊģ  

aktivitu fosfotransferasovou. Coby nukleotidasa katalyzuje hydrolytickou defosforylaci  

(2'-deoxy)ribonukleosid-5'-monofosf§tŢ odvozenĨch od 6-hydroxypurinu za vzniku 

pŚ²sluġnĨch (2'-deoxy)ribonukleosidŢ a voln®ho fosf§tov®ho iontu (Obr§zek 9, str. 25)  

[31, 32]. Tato reakce prob²h§ mechanismem, kterĨ je pops§n v kapitole 1.3.3. 

ProstŚednictv²m fosfotransferasov® aktivity zprostŚedkov§v§ pŚenos fosf§tov® skupiny  

z molekuly (2'-deoxy)ribonukleosid-5õ-monofosf§tu na molekulu (2'-deoxy)ribonukleosidu, 

kterĨm jsou nejļastŊji inosin nebo deoxyinosin (Obr§zek 9, str. 25) [35].  

Nukleotidasov§ i fosfotransferasov§ aktivita prob²haj² zpoļ§tku stejnĨm mechanismem,  

kdy doch§z² k vytvoŚen² kovalentn²ho enzym-fosf§tov®ho intermedi§tu (kapitola 1.3.3).  

PŚi nukleotidasov® reakci je pak n§slednŊ fosf§tov§ skupina pŚenesena na molekulu H2O, 

kdeģto v pŚ²padŊ fosfotransferasov® reakce na molekulu nukleosidu [36, 37]. 
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Obr§zek 9 ï Nukleotidasov§ a fosfotransferasov§ aktivita cN-II  

Reakce katalyzovan§ nukleotidasovou aktivitou cN-II  je naznaļena modŚe, fosfotransferasovou aktivitou pak zelenŊ. 

Substr§tem nukleotidasov® reakce mohou bĨt kromŊ IMP jeġtŊ dalġ² purinov® nukleotidy a jejich pŚ²sluġn® 2'-deoxy-

analogy (viz odstavec n²ģe), kdeģto substr§tem fosfotransferasov® reakce je prim§rnŊ (2'-deoxy)inosin. Donorem fosf§tu 

ve fosfotransferasov® reakci mŢģe bĨt jakĨkoliv (2'-deoxy)ribonukleosid-5'-monofosf§t (NMP). Obr§zek reakļn²ho 

sch®matu byl vytvoŚen v programu ChemBioDraw Ultra12.0.2 (É 1986-2010 CambridgeSoft.) a upraven v programu 

Inkscape 0.92.4. 

UpŚednostŔovanĨmi substr§ty cN-II  jsou purinov® nukleotidy inosin-5'-monofosf§t (IMP), 

guanosin-5'-monofosf§t (GMP), xanthosin-5'-monofosf§t (XMP) a jejich pŚ²sluġn®  

2'-deoxy-analogy. Adenosin-5'-monofosf§t (AMP), 2'-deoxyadenosin-5'-monofosf§t 

(dAMP) a pyrimidinov® nukleosid-5'-monofosf§ty jsou naproti tomu pŚev§ģnŊ slabĨmi 

substr§ty. Nejvyġġ² katalytickou aktivitu vykazuje vŢļi IMP a GMP [31, 32, 35], proto je 

tento enzym oznaļov§n t®ģ jako IMP-GMP specifick§/selektivn² nukleotidasa [38, 39]. 

PŚesto vġak m§ vŢļi svĨm substr§tŢm relativnŊ n²zkou afinitu. Michaelisova konstanta, Km, 

pro IMP i GMP se pohybuje v oblasti desetin mM [31, 32], na z§kladŊ ļehoģ cN-II z²skala 

svŢj dalġ² n§zev: 5'-nukleotidasa s vysokĨm Km (z angl. high Km 5'-nucleotidase) [31]. 

Katalytick§ aktivita cN-II (nukleotidasov§ i fosfotransferasov§) je bezpodm²neļnŊ z§visl§ 

na pŚ²tomnosti Mg2+ iontŢ [31, 32], coģ je v souladu s obecnĨmi vlastnostmi ostatn²ch 

fosfatas z rodiny HAD (viz kapitola 1.3). Na rozd²l od ostatn²ch lidskĨch nukleotidas 

uvedenĨch v kapitole 1.5 je regulov§na allosterickĨmi mechanismy [20, 31, 32] 

(viz kapitola 1.6.3) prostŚednictv²m nŊkolika efektorŢ. Tyto efektory se v§ģ² 

do allosterick®ho m²sta, kter® se nach§z² pobl²ģ aktivn²ho m²sta enzymu (viz kapitola 1.6.2). 

PŚirozenĨmi aktiv§tory jsou nukleosid-5'-trifosf§ty, nŊkter® nukleosid-5'-difosf§ty, d§le 

pak tak® 2,3-bisfosfoglycer§t (2,3-BPG) a nŊkter® diadenosinpolyfosf§ty (ApnA). 

N§sleduj²c² allosterick® aktiv§tory cN-II jsou seŚazeny podle klesaj²c² ¼ļinnosti aktivace:  

2'-deoxyadenosin-5'-trifosf§t (dATP)  diadenosin-5',5'''-tetrafosf§t (Ap4A)  adenosin-5'-

-trifosf§t (ATP)  2,3-BPG > guanosin-5'-trifosf§t (GTP) > adenosin-5'-difosf§t (ADP) 

[31, 32, 40]. FyziologickĨm inhibitorem cN-II jsou voln® fosf§tov® ionty. Jejich inhibiļn² 

efekt se projevuje i v pŚ²tomnosti allosterick®ho aktiv§toru a je silnŊjġ² zejm®na v niģġ²ch 

koncentrac²ch substr§tu [31]. Vliv na aktivitu m§ vedle allosterick® modulace tak®  
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hodnota pH. Pro nukleotidasovou aktivitu leģ² pH optimum v rozmez² 6,3-6,5 [31, 32], 

kdeģto pro fosfotransferasovou aktivitu leģ² tentĨģ parametr v rozmez² 7,0-7,2 [35]. 

V buŔce je nukleotidasov§ aktivita cN-II z§visl§ na energetick®m stavu buŔky. 

V energeticky bohat®m stavu, tj. pŚi dostateļn® intracelul§rn² koncentraci ATP, doch§z² 

k allosterick® aktivaci cN-II . OpaļnĨ pŚ²pad nast§v§ pŚi n²zk®m energetick®m stavu, v anoxii 

ļi ischemii. Z§soby ATP jsou postupnŊ vyļerp§ny, coģ souļasnŊ vede k nahromadŊn² 

volnĨch fosf§tovĨch iontŢ v buŔce. Jejich zvĨġen§ koncentrace n§slednŊ inhibuje aktivitu 

cN-II a t²m br§n² hydrolĨze IMP a GMP, kter§ by v takov®m stavu vedla k neģ§douc²m 

ztr§t§m purinovĨch nukleotidŢ [41, 42]. K fosfotransferasov® aktivitŊ cN-II doch§z² 

v pŚ²tomnosti dostateļn®ho mnoģstv² vhodn®ho nukleosidov®ho akceptoru, tj. zejm®na 

(deoxy)inosinu [35]. 

Nukleotidasov§ aktivita cN-II je zapojena do metabolismu purinŢ, kterĨ se skl§d§ ze tŚ² 

synchronizovanĨch metabolickĨch procesŢ. TŊmi jsou de novo synt®za, degradace 

a resynt®za (angl. salvage pathway) purinovĨch nukleotidŢ, pŚiļemģ cN-II katalyzuje 

a reguluje prvn² krok degradaļn² dr§hy. Souļinnost² regulovan® aktivity cN-II s aktivitou 

enzymŢ zapojenĨch do resynt®zy (Obr§zek 10, str. 27) je zajiġtŊna citliv§ regulace hladiny 

purinovĨch nukleotidŢ v buŔk§ch [43, 44]. 

 

Protein cN-II je zak·dov§n v genu NT5C2 leģ²c²m na chromosomu 10 v ¼seku  

10q24.32-q24.33 [38]. Expres² tohoto genu vznik§ 561 aminokyselin dlouhĨ proteinovĨ 

ŚetŊzec o molekulov® hmotnosti 65 kDa [45, 46]. Sekvence proteinu je uvedena  

na Obr§zku 11 na str. 28. V nativn²m stavu cN-II tvoŚ² homotetramer o molekulov® 

hmotnosti 260 kDa, kterĨ je sloģen ze dvou identickĨch dimerŢ (Obr§zek 12B, str. 30)  

a oznaļuje se proto t®ģ jako dimer dimerŢ (angl. dimer of dimers) [20]. Pr§vŊ dimern² 

uspoŚ§d§n² je nejmenġ² katalyticky aktivn² jednotkou cN-II  [47]. 

Dimern² uspoŚ§d§n² vznik§ propojen²m dvou identickĨch protomerŢ, ļehoģ je doc²leno 

prostŚednictv²m tzv. oligomern²ho rozhran² A (angl. oligomeric interface A),  

viz Obr§zek 12B na str. 30. Ze dvou dimerŢ je n§slednŊ vybudov§no homotetramern² 

uspoŚ§d§n², v nŊmģ jsou oba dimery propojeny kontakty na tzv. oligomern²m rozhran² B 

(angl. oligomeric interface B), viz Obr§zek 12B na str. 30. Oligomern² rozhran² A je tvoŚeno 

53 aminokyselinovĨmi zbytky od kaģd® podjednotky dimeru, z nichģ 19 zprostŚedkov§v§ 

vazbu pŚilehlĨch podjednotek prostŚednictv²m vod²kovĨch mŢstkŢ a 4 prostŚednictv²m 

iontovĨch vazeb. Oproti tomu oligomern² rozhran² B obsahuje z kaģd® podjednotky dimeru 

pouze 28 aminokyselinovĨch zbytkŢ, z nichģ pouze 8 vytv§Ś² mezi podjednotkami vod²kov® 

mŢstky [20].  



27 

 

 

Obr§zek 10 ï Metabolismus purinŢ v lidskĨch buŔk§ch 

Na obr§zku je vyobrazena degradaļn² dr§ha purinovĨch nukleotidŢ (ļern§) a jejich zpŊtn§ resynt®za (zelen§ a ļerven§).  

Dr§ha de novo synt®zy purinovĨch nukleotidŢ nen² souļ§st² obr§zku a je prezentov§na pouze jej²mi produkty (modr§). 

Prvn² krok degradace je katalyzov§n 5õ-nukleotidasami (zkr. 5õN), mezi nŊģ se Śad² pr§vŊ tak® cN-II. Hlavn² roli v resynt®ze 

nukleotidŢ pak hraje enzym hypoxanthin-guanin fosforybosyl transferasa (HGPRT), kterĨ je z§roveŔ kl²ļovĨ pro funkci 

thiopurinovĨch protin§dorovĨch l®ļiv (viz kapitola 1.6.5 a Obr§zek 14 na str. 37). VysvŊtlen² ostatn²ch zkratek: 

ADA = adenosin deaminasa; ADK = adenosin kinasa; AMPDA = AMP deaminasa; APRT = adenin 

fosforibosyltransferasa; GDA = guanin deaminasa; IGK = inosin-guanosin kinasa; PNP = purin nukleosid fosforylasa; 

PPi = pyrofosf§t; PRPP = 5-fosforibosyl-1-pyrofosf§t; R5P = ribosa-5-fosf§t; XO (XOR) = xanthin oxidasa (xanthin 

oxidoreduktasa). Obr§zek byl vytvoŚen v programu ChemBioDraw Ultra12.0.2 (É 1986-2010 CambridgeSoft.) a upraven 

v programu Inkscape 0.92.4. 

Terci§rn² struktura cN-II (Obr§zek 12A, str. 30) obsahuje (v souladu s pŚ²sluġnost² enzymu 

k rodinŊ HAD) dvŊ hlavn² dom®ny cap a core (viz kapitola 1.3.1), mezi nimiģ se nach§z² 

aktivn² m²sto. Dom®na core obsahuje Rossmann-like sbalen², kter® je tvoŚeno centr§ln²m  

ɓ-skl§danĨm listem sloģenĨm z osmi paraleln²ch ɓ-ŚetŊzcŢ a obklopenĨm osmi Ŭ-helixy. 

Na t®to dom®nŊ se nach§zej² tak® ļtyŚi konzervovan® sekvenļn² motivy I-IV tvoŚ²c² j§dro 

aktivn²ho m²sta [20]. Aminokyselinov® zbytky Asp52, Asp54, Thr56 a Leu57 v sekvenci 

cN-II  tvoŚ² motiv I, Thr249 pŚedstavuje motiv II a motiv III je tvoŚen Lys292. Motiv IV je 

pak sloģen z aminokyselin Asp351 a Asp356 [13, 20, 48]. Tyto motivy umoģŔuj² vazbu 

kofaktoru Mg2+ a fosf§tov® ļ§sti substr§tu v aktivn²m m²stŊ (viz Obr§zek 3 na str. 16) a jsou 

hlavn²m strukturn²m elementem pro katalytickou aktivitu cN-II (viz kapitola 1.3.3). Aktivn² 



28 

 

 
Obr§zek 11 ï Aminokyselinov§ sekvence cN-II  

Sekvence obsahuje tŚi vĨznamn® strukturn² segmenty (modr§, ģlut§, purpurov§), kter® jsou pops§ny v textu. ĻervenŊ jsou 

vyznaļeny konzervovan® sekvenļn² motivy I-IV, zelenŊ pak ¼sek, kterĨ pŚi allosterick® aktivaci cN-II zauj²m§ strukturu 

Ŭ-helixu oznaļovan®ho jako helix A (zkr. ŬA). Nad sekvenc² cN-II jsou rovnŊģ zvĨraznŊny a oznaļeny pozice jednotlivĨch 

prvkŢ sekund§rn² struktury: Ŭ pro Ŭ-helix, ɓ pro ɓ-skl§danĨ list, ɖ pro 310-helix, TT pro ɓ-ohyb a TTT pro Ŭ-ohyb. 

VytvoŚeno prostŚednictv²m programŢ Clustal Omega [17], ESPript 3.x [18] a Inkscape 0.92.4 podle: [5].  
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m²sto enzymu se nach§z² na povrchu dom®ny core a je stericky st²nŊno dom®nou cap 

(Obr§zek 12A, str. 30). 

Dom®na cap je tvoŚena svazkem 4 Ŭ-helixŢ a dvŊma antiparaleln²mi ɓ-skl§danĨmi listy, 

z nichģ jeden je tvoŚen 3 ɓ-ŚetŊzci a druhĨ 4 ɓ-ŚetŊzci. D§le tato dom®na obsahuje od svazku 

odlouļenĨ Ŭ-helix a dvŊ smyļky [20]. Na z§kladŊ sv® morfologie se Śad² ke cap dom®n§m 

typu C1 (viz kapitola 1.3.1) Dom®na cap je zprostŚedkovatelem substr§tov® specifity cN-II 

a zļ§sti se t®ģ pod²l² na konstrukci aktivn²ho m²sta. Rozpozn§n² a ļ§steļn§ vazba substr§tu 

enzymem jsou totiģ zajiġtŊny postrann²mi ŚetŊzci aminokyselin Phe157, Arg202, Asp206, 

His209 a Tyr210 leģ²c²ch na dom®nŊ cap za spolu¼ļasti nŊkolika molekul H2O. 

Nukleosidov§ ļ§st substr§tu je vtŊsn§na mezi vhodnŊ upoŚ§dan§ aromatick§ j§dra Phe157, 

His209 a Tyr210, kdeģto postrann² ŚetŊzce Arg202 a Asp206 vytv§Ś² s touto ļ§st²  

substr§tu elektrostatick® interakce. UspoŚ§d§n² pol§rn²ch postrann²ch ŚetŊzcŢ cap dom®ny  

v oblasti kolem 2'-pozice sacharidov® ļ§sti nukleosidu je pravdŊpodobnou pŚ²ļinou  

pro upŚednostŔov§n² substr§tŢ IMP a GMP nad 2'-deoxy-IMP (dIMP) a 2'-deoxy-GMP 

(dGMP) [48]. 

Vedle dom®n cap a core jsou souļ§st² struktury cN-II tŚi vĨznamn® strukturn² segmenty 

(Obr§zek 11, str. 28 a Obr§zek 12A, str. 30): (1) N-termin§ln² segment tvoŚenĨ 

aminokyselinami Met1-Arg29, (2) helik§ln² segment (z angl. helical arm) sloģenĨ 

z aminokyselin Pro373-Tyr434 a (3) C-termin§ln² segment, kterĨ je tvoŚen ¼sekem 

aminokyselin Ala479-Glu561. Biologick§ role C-termin§ln²ho segmentu nen² dosud plnŊ 

objasnŊna, kdeģto zbyl® dva jmenovan® segmenty se spolu s allosterickĨm m²stem pod²l² 

na velmi komplexn² regulaci enzymov® aktivity cN-II ï v²ce viz kapitoly 1.6.3 a 1.6.4 [47]. 

Pobl²ģ aktivn²ho m²sta a oligomern²ho rozhran² A v dom®nŊ core leģ² allosterick® m²sto 

enzymu, kter® se z§roveŔ nach§z² v r§mci dimern²ho uspoŚ§d§n² v tŊsn® bl²zkosti 

allosterick®ho m²sta sousedn² podjednotky (Obr§zek 12, str. 30). Vazba efektorŢ 

do allosterick®ho m²sta je zprostŚedkov§na postrann²mi ŚetŊzci aminokyselin Arg144, 

Asn154, Ile152, Phe354, Lys362, Asn453, Arg456 a Tyr457. V pŚ²padŊ efektorŢ jako ATP 

a dATP pŚipad§ jedna molekula efektoru na jedno allosterick® m²sto v dimeru cN-II . 

Tato molekula je zde v§z§na aminokyselinovĨmi zbytky pouze t®ģe podjednotky, na n²ģ 

allosterick® m²sto leģ². Naproti tomu 2,3-BPG a diadenosinpolyfosf§ty jako Ap4A obsazuj² 

obŊ allosterick§ m²sta dimeru pouze jednou molekulou efektoru, kter§ je zde v§z§na obŊma 

podjednotkami z§roveŔ. Molekula Ap4A je zanoŚena do kaģd®ho z allosterickĨch m²st 

jednou ze svĨch dvou adenosinovĨch ļ§st², kdeģto molekula 2,3-BPG je v§z§na pŚ²mo  

na oligomern²m rozhran² obou podjednotek [48]. 
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Obr§zek 12 ï Krystalov§ struktura cN-II  

Struktura katalyticky neaktivn² C-termin§lnŊ zkr§cen® varianty cN-II D52N (PDB k·d 2xcw), kter§ je takŚka totoģn§ 

se strukturou C-termin§lnŊ zkr§cen® nativn² formy cN-II  WT. Flexibiln² ¼sek Glu401-Ile416 nen² souļ§st² struktury. 

(a) Terci§rn² struktura protomeru cN-II  v aktivovan®m stavu. Struktura je tvoŚena cap dom®nou typu C1 (tmavŊ ġed§) 

a dom®nou core (svŊtle ġed§). ĢlutŊ jsou v dom®nŊ core zvĨraznŊny ŚetŊzce ɓ-skl§danĨch listŢ. Hlavn² ļ§st t®to dom®ny 

tvoŚ² tzv. Rossmann-like sbalen², jehoģ centr§ln² ɓ-skl§danĨ list je tvoŚen osmi paraleln²mi ɓ-ŚetŊzci (ģlut§). Souļ§st² 

dom®ny core je aktivn² m²sto, do nŊhoģ je nav§z§na molekula substr§tu IMP (zelen§), a allosterick® m²sto s nav§zanou 

molekulou allosterick®ho aktiv§toru ATP (svŊtle modr§). Oba ligandy jsou koordinov§ny s ionty Mg2+ (modr® sf®ry). 

RŢģovou barvou je zvĨraznŊn tzv. helix A (ozn. ŬA). (b) Kvart®rn² strukturu cN-II tvoŚ² homotertramer sloģenĨ ze dvou 

identickĨch dimerŢ. Dimery jsou mezi sebou propojeny prostŚednictv²m oligomern²ch rozhran² B (ozn. B). KaģdĨ dimer je 

tvoŚen dvŊma identickĨmi protomery, kter® jsou propojeny prostŚednictv²m oligomern²ho rozhran² A (ozn. A). V aktivn²m 

m²stŊ kaģd® podjednotky je nav§z§na molekula IMP, v allosterick® m²stŊ kaģd® podjednotky pak molekula ATP. Zelenou 

sf®rou jsou vyznaļeny koordinovan® ionty Mg2+. V obou obr§zc²ch jsou oranģovŊ zbarveny atomy fosforu ve fosf§tovĨch 

skupin§ch obou ligandŢ. Obr§zek byl vytvoŚen v programu PyMOL 1.5.0.2 (DeLano Scientific LLC, San Francisco, CA, 

USA) a upraven v programu Inkscape 0.92.4. 

 

Ve formŊ apoproteinu, kdy v allosterick®m m²stŊ nen² nav§z§n ģ§dnĨ aktiv§tor, smŊŚuje 

postrann² ŚetŊzec Asp356 motivu IV pryļ z aktivn²ho m²sta enzymu. Za tŊchto podm²nek 

se do aktivn²ho m²sta nemŢģe nav§zat kofaktor Mg2+ nezbytnĨ pro katalytickou aktivitu 

enzymu, kterĨ tak setrv§v§ v neaktivn² formŊ. Po nav§z§n² aktiv§toru do allosterick®ho 

m²sta doch§z² v dom®nŊ core ke strukturn²mu pŚeuspoŚ§d§n² jinak neuspoŚ§dan®ho ¼seku 

aminokyselin Gly355-Gln364, kterĨ n§slednŊ zauj²m§ konformaci Ŭ-helixu (Obr§zek 13A, 

str. 32) [47, 48]. Tento Ŭ-helix se oznaļuje jako tzv. helix A a je stabilizov§n prostŚednictv²m 

iontovĨch interakc² Lys361 s Asp459 [47] a elektrostatickĨch interakc² Lys362 

s fosf§tovĨmi zbytky aktiv§toru [48]. Jeho zformov§n²m doch§z² k natoļen² postrann²ho 

ŚetŊzce Asp356 motivu IV do prostoru aktivn²ho m²sta a z§roveŔ odsunut² aromatick®ho 

j§dra postrann²ho ŚetŊzce Phe354 mimo aktivn² m²sto. Pootoļen² nabit®ho Asp356 

do aktivn²ho m²sta m§ za n§sledek dalġ² konformaļn² zmŊny ve struktuŚe cN-II, naļeģ enzym 
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pŚech§z² z pŢvodnŊ bas§ln²ho, neaktivn²ho stavu do aktivovan®ho stavu. T²m je umoģnŊna 

koordinace kofaktoru Mg2+ a pot® i vazba fosf§tov® ļ§sti substr§tu v aktivn²m m²stŊ [48]. 

Zformov§n² helixu A je kl²ļovĨm mechanismem v regulaci katalytick® aktivity cN-II  

a je bezpodm²neļnŊ nutn® k tomu, aby vŢbec bylo umoģnŊno nav§z§n² substr§tu 

do aktivn²ho m²sta [48]. PŚechod enzymu z bas§ln²ho do aktivovan®ho stavu (a zpŊt) je vġak 

doprov§zen tak® zmŊnou celkov® konfigurace homotetrameru. PŚi allosterick® aktivaci 

doch§z² zejm®na na oligomern²ch rozhran²ch k ŚadŊ konformaļn²ch zmŊn [47, 49], vlivem 

nichģ enzym pŚech§z² z pŢvodnŊ uzavŚenŊjġ², tŊsnŊji semknut® konfigurace na v²ce 

otevŚenou (Obr§zek 13B, str. 32) [47]. 

PŚechod do otevŚenŊjġ², tj. aktivn² konformace je souļasnŊ spjat s autoregulaļn²m 

mechanismem zpŊtn® inaktivace (z angl. switch-off mechanism), za n²mģ stoj² helik§ln² 

segment [47]. Segment sest§v§ z Ŭ-helixu a jeho vrcholu, kterĨ nese aminokyseliny Asp407 

a Ser408. V bas§ln²m stavu enzymu zauj²m§ vrchol tvar smyļky (je oznaļov§na jako 

tzv. interhelik§ln² smyļka), kdy Ser408 interaguje s Arg238 lokalizovanĨm na tzv. helixu B 

v sousedn² podjednotce dimeru bl²zko kladnŊ nabit® kapsy na dimern²m rozhran² [47, 50]. 

UspoŚ§d§n² do tvaru smyļky z§roveŔ umoģŔuje Asp407 interagovat s kladnŊ nabitĨmi 

aminokyselinovĨmi zbytky tohoto rozhran². Po pŚechodu do aktivn²ho stavu a zformov§n² 

helixu A jsou tyto interakce pŚeruġeny vlivem posunu helik§ln²ho segmentu. Interhelik§ln² 

smyļka pŚech§z² v neuspoŚ§danou strukturu a jej² Asp407 se dost§v§ do bl²zkosti a interakce 

s Lys361 v helixu A na pŚilehl® podjednotce dimeru. To destabilizuje interakci Lys361 

s Asp459, jej²ģ ¼lohou je helix A stabilizovat, a zprostŚedkov§v§ tak n§vrat enzymu  

do neaktivn²ho bas§ln²ho stavu [47]. 

Zat²mco N-termin§ln² segment se pravdŊpodobnŊ pod²l² na usnadnŊn² pŚechodu z bas§ln²ho 

do aktivn²ho stavu cN-II, role konzervovan®ho C-termin§ln²ho konce nen² zŚejm§. 

PŚedstavuje flexibiln² strukturu bohatou na kysel§ residua, zejm®na pak na ¼pln®m C-konci 

proteinov®ho ŚetŊzce (viz Obr§zek 11 na str. 28). V odborn® strukturn² studii bylo pops§no, 

ģe v bas§ln²m stavu cN-II vytv§Ś² jakousi z§voru, kter§ obep²n§ z§kladnu helik§ln²ho 

segmentu v sousedn² podjednotce, a vĨznamnŊ tak pŚisp²v§ k tŊsnŊji semknut® neaktivn² 

konfiguraci cN-II. MŢģe tedy pŚedstavovat z§branu v allosterick® aktivaci enzymu [47]. 

Proti t®to regulaļn² funkci vġak hovoŚ² vĨsledky kinetick® studie z odborn® publikace, kter§ 

byla vypracov§na na ġkol²c²m pracoviġti. Z tŊchto vĨsledkŢ vyplĨv§, ģe kinetick® vlastnosti 

nemutantn²ch i mutantn²ch variant cN-II (viz kapitola 1.6.4) jsou pŚi allosterick® aktivaci 

obdobn®, nez§visle na pŚ²tomnosti ļi absenci C-termin§ln²ho segmentu ve struktuŚe enzymu 

[49]. Vzhledem k vĨraznŊ pol§rn²mu charakteru tohoto segmentu je pravdŊpodobn®,  

ģe pŚisp²v§ ke stabilizaci struktury cN-II. Jeho biologick§ funkce vġak zŢst§v§ neobjasnŊna. 
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Obr§zek 13 ï Strukturn² zmŊny pŚi allosterick® aktivaci cN-II  

PŚechod z bas§ln²ho (nahoŚe) do aktivn²ho stavu (dole) je doprov§zen zmŊnami ve struktuŚe cN-II. (a) Z§sadn² zmŊnou 

v protomeru cN-II je zformov§n² tzv. helixu A (fialov§, ozn. ŬA), ļ²mģ je n§slednŊ umoģnŊna vazba kofaktoru a substr§tu 

do aktivn²ho m²sta. Tvar Ŭ-helixu nabĨv§ tak® N-termin§ln² segment (zkr. N segment, oranģov§). Ke zmŊn§m d§le doch§z²  

v Ŭ-helik§ln²m segmentu (zkr. Ŭ segment, rŢģov§) a v C-termin§ln²m segmentu (zkr. C segment, tmavŊ modr§). (b) ZmŊny 

v jedn® podjednotce se prostŚednictv²m oligomern²ch rozhran² pŚen§ġ² na sousedn² podjednotky. PŚi allosterick® aktivaci 

pŚech§z² tŊsnŊji sbalen§ struktura homotetrameru (nahoŚe) na v²ce otevŚenou (dole). Jednotliv® podjednotky jsou od sebe 

barevnŊ odliġeny. Upraveno v programu Inkscape 0.92.4 a pŚevzato z: [47].  
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Nelze vylouļit, ģe kromŊ vĨġe popsanĨch mechanismŢ se na regulaci aktivity cN-II mohou 

pod²let jeġtŊ dalġ², dosud neodhalen® mechanismy. Tento syst®m regulace je velice 

komplexn² a k jeho poġkozen² mŢģe doj²t vlivem nŊkterĨch mutac² v genu NT5C2. 

 

V souļasnosti je zn§mo v²ce neģ 450 rŢznĨch mutac² zasahuj²c²ch do genu NT5C2 [51]. 

Mnoho z tŊchto mutac² ovlivŔuje katalytickou aktivitu cN-II  a lze je na z§kladŊ toho rozdŊlit 

do n§sleduj²c²ch tŚi skupin. Prvn² skupinou jsou mutace, kter® vĨraznŊ ļi vŢbec nepozmŊŔuj² 

aktivitu cN-II. Jedn§ se o neutr§ln² mutace, mezi nŊģ se Śad² napŚ²klad mutantn² varianty 

T3A a H380R [50]. Druhou skupinu tvoŚ² mutace vedouc² ke ztr§tŊ enzymu ļi jeho 

katalytick® funkce (angl. loss-of-function). Do t®to skupiny se zat²m Śad² nŊkolik 

homozygotn²ch mutac², z nichģ vġechny maj² za n§sledek poruchu exprese cN-II  [52].  

TŚet² a nejpoļetnŊjġ² skupinu pŚedstavuj² mutace, kter® vedou ke zvĨġen² katalytick®  

aktivity enzymu (angl. gain-of-function). Tyto aktivuj²c² mutace naruġuj² prostŚednictv²m 

rŢznĨch mechanismŢ allosterickou regulaci a zpŢsobuj² hyperaktivitu katalytick® funkce 

cN-II  [47, 49, 50]. 

Aktivuj²c² mutace v genu NT5C2 jsou ve struktuŚe cN-II rozm²stŊny do rŢznĨch m²st, ļasto 

se vġak nach§zej² ve funkļnŊ dŢleģitĨch ļ§stech popsanĨch v pŚedchoz² kapitole. TŊmi jsou 

helix A a jeho pŚilehl® okol², helik§ln² segment a zejm®na oligomern² rozhran² [47, 50]. 

Pr§vŊ obŊ oligomern² rozhran² (A i B) jsou kl²ļov§ pro propagaci efektŢ tŊchto mutac² 

v cel®m tetramern²m uspoŚ§d§n² enzymu [49, 50]. Na z§kladŊ mechanismu, j²mģ naruġuj² 

allosterickou regulaci cN-II, je lze rozdŊlit do tŚ² tŚ²d I-III . 

Mutace tŚ²dy I naruġuj² mechanismus aktivace enzymu prostŚednictv²m zformov§n²  

helixu A pŚi vazbŊ aktiv§toru do allosterick®ho m²sta (viz kapitola 1.6.3). Uzamykaj²  

helix A v uspoŚ§dan® helik§ln² konformaci, n§sledkem ļehoģ enzym trvale setrv§v§ 

v aktivovan®m stavu bez ohledu na pŚ²tomnost allosterick®ho aktiv§toru. Do t®to tŚ²dy se 

Śad² mutantn² varianty K359Q a L375F. Oproti nemutantn² variantŊ enzymu oznaļovan® 

jako wild-type (zkr. WT, d§le jen cN-II WT) vykazuj² silnŊ zvĨġenou nukleotidasovou 

aktivitu, kter§ se po nav§z§n² allosterick®ho aktiv§toru d§le vĨraznŊ zvyġuje [47, 49]. 

Zat²mco z§mŊna K359Q je pŚ²mou souļ§st² helixu A (ovlivŔuje jej tedy pŚ²mo), z§mŊna 

L375F je od helixu A v²ce vzd§lena a ovlivŔuje tento ¼sek prostŚednictv²m ŚetŊzce drobnĨch 

konformaļn²ch zmŊn vļetnŊ ļ§steļn®ho vychĨlen² helik§ln²ho segmentu [49]. 

PŚev§ģn§ vŊtġina aktivuj²c²ch mutac² v genu NT5C2 n§leģ² do tŚ²dy II. Zasahuj²  

buŅto do vrcholu ļi oblasti helik§ln²ho segmentu anebo jsou lokalizov§ny v kladnŊ 

nabit® kapse na dimern²m rozhran². VĨskytem na tŊchto pozic²ch pak naruġuj² zejm®na pr§vŊ 

interakce mezi helik§ln²m segmentem a aminokyselinovĨmi zbytky v kladnŊ nabit® kapse. 
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Zat²mco mechanismus allosterick® aktivace enzymu prostŚednictv²m helixu A zŢst§v§ 

pŚev§ģnŊ neovlivnŊn, mechanismus zpŊtn® inaktivace je poġkozen (viz kapitola 1.6.3) [47]. 

V bas§ln²m neaktivn²m stavu si mutantn² varianty tŚ²dy II zachov§vaj² podobnŊ n²zkou 

katalytickou aktivitu jako cN-II WT, kter§ se vġak po allosterick® aktivaci mnohon§sobnŊ 

zvyġuje [47, 49]. Mezi mutace tŚ²dy II jsou zaŚazeny mutantn² varianty R39Q, R238W, 

R367Q, D407A, S408R, S445F a R478S, d§le pak pravdŊpodobnŊ tak® varianty 

R238G/L/Q, R291W, K404N, D407E/H/V/Y, P414A/S a D415G [47, 50]. 

Mutace tŚ²dy III zpŢsobuj² ztr§tu C-termin§ln²ho segmentu (viz kapitola 1.6.3), n§sledkem 

ļehoģ enzym zauj²m§ otevŚenŊjġ² konfiguraci jiģ v bas§ln²m stavu. TŚ²da III m§ zat²m pouze 

jednoho z§stupce, kterĨm je C-termin§lnŊ zkr§cen§ varianta Q523* . Nukleotidasov§ aktivita 

t®to mutantn² varianty je v bas§ln²m i aktivovan®m stavu srovnateln§ s aktivitou cN-II WT, 

ale ke stimulaci aktivity doch§z² jiģ za niģġ²ch koncentrac² allosterick®ho aktiv§toru [47]. 

Mechanismus, kterĨm je tato odchylka v allosterick® aktivaci zprostŚedkov§na, vġak zat²m 

nen² objasnŊn. 

Velk§ ļ§st aktivuj²c²ch mutac² v genu NT5C2 je heterozygotn². V buŔk§ch v takov®m 

pŚ²padŊ doch§z² k expresi mutantn² varianty i nemutantn² WT varianty z§roveŔ. N§slednŊ 

vznikaj² nejen homotypick® tetramery (homotetramery), ale t®ģ sm²ġen® heterotetramery  

cN-II, v nichģ mohou bĨt tyto varianty zastoupeny v pomŊru 4:0, 3:1, 2:2, 1:3 nebo 0:4  

[47, 50]. Bylo zjiġtŊno, ģe pŚ²tomnost mutantn²ch podjednotek v heterotetrameru stimuluje 

hyperaktivitu u WT podjednotek. Aktivaļn² efekt mutac² se na pŚilehl® WT podjednotky 

pŚen§ġ² prostŚednictv²m konformaļn²ch zmŊn na oligomern²ch rozhran²ch, naļeģ 

jiģ v bas§ln²m stavu vykazuj² zvĨġenou katalytickou aktivitu. Po vazbŊ aktiv§toru 

do allosterick®ho m²sta pak nabĨvaj² sv® standardn² aktivity, jakou maj² v homotetrameru 

cN-II WT v aktivovan®m stavu [50].  

 

Hyperaktivita nebo poruchy exprese cN-II byly zaznamen§ny ve spojen² s nŊkterĨmi 

onemocnŊn²mi jako hyperurikemie, hyperurikosurie, Lesch-NyhanŢv syndrom [53], 

heredit§rn² spastick® parapar®zy (zkr. HSP, z angl. hereditary spastic paraplegia ļi familial 

spastic paraparesis) [52]  ļi akutn² lymfoblastick§ leukemie (zkr. ALL) [28, 29]. 

Heredit§rn² spastick® parapar®zy jsou skupinou dŊdiļnĨch neurodegenerativn²ch 

onemocnŊn², jejichģ hlavn²m projevem je porucha motoriky doln²ch konļetin 

charakterizovan§ jejich zvyġuj²c² se ztuhlost² a nehybnost². Tato porucha je zapŚ²ļinŊna 

degenerac² axonŢ nervovĨch bunŊk v kortikospin§ln² dr§ze, jej²ģ funkc² je vŊdom® ovl§d§n² 

kostern²ho svalstva. Na z§kladŊ mnoģstv² a povahy symptomŢ lze rozliġit nekomplikovanou 
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a komplikovanou formu HSP [52, 54]. Nekomplikovan§ forma je charakterizov§na pouze 

m®nŊ extr®mn² kŚeļovitost² a slabost² kostern²ch svalŢ, syndromem hyperaktivn²ho mŊchĨŚe 

(angl. hypertonic urinary bladder disturbance) a lehce naruġenou citlivost² pro vn²m§n² 

vibrac² v doln²ch konļetin§ch. Tyt®ģ probl®my zahrnuje i komplikovan§ forma HSP,  

ta je vġak vģdy d§le doprov§zena dalġ²mi neurologickĨmi probl®my jako ¼zkost, epileptick® 

z§chvaty, hluchota, ztr§ta zraku, duġevn² poruchy, svalov§ atrofie, ichty·za, 

extrapyramidovĨ syndrom ļi perifern² neuropatie [54, 55]. Prevalence HSP se pŚibliģnŊ 

pohybuje mezi 3 aģ 10 pŚ²pady na 100 000 jedincŢ, pŚiļemģ prvn² symptomy se mohou 

objevit v jak®mkoliv vŊku.  

Hlavn² pŚ²ļinou vzniku HSP jsou genov® mutace [52, 54, 56]. V souļasnosti je s t²mto 

onemocnŊn²m spjato pŚes 70 rŢznĨch chromosomovĨch ¼sekŢ tohoto onemocnŊn², kter® 

zahrnuj² v²ce neģ 60 rŢznĨch genŢ oznaļovanĨch jako geny asociovan® se spastickou 

paraplegi² (zkr. SPGs, z angl. spastic paraplegia genes) [56]. Mezi SPGs se Śad² tak® gen 

NT5C2, v nŊmģ bylo dosud identifikov§no pŊt homozygotn²ch vysoce deleļn²ch mutac² 

vedouc²ch k poruġe exprese a deficitu cN-II  [52]. Nen² zcela jasn®, jakĨm zpŢsobem tento 

deficit pŚisp²v§ ke vzniku HSP. Vzhledem k fyziologick® funkci cN-II v metabolismu purinŢ 

je vġak velmi pravdŊpodobn®, ģe doch§z² k z§vaģn®mu naruġen² regulace hladiny 

purinovĨch nukleotidŢ.  Purinov® nukleotidy hraj² kl²ļovou roli ve vĨvoji mozku a maj² 

neuro-protektivn² funkci (napŚ²klad pŚi jeho ischemii) [57]. V souļasnosti jsou zn§my 

jiģ rŢzn® poruchy v metabolismu purinŢ, kter® z§roveŔ ļasto zasahuj² do rŢznĨch ļ§st² 

lidsk®ho nervov®ho syst®mu [58].  Lze se tedy domn²vat, ģe vliv deficitu cN-II na hladinu 

purinovĨch nukleotidŢ je podstatou mechanismu, kterĨm cN-II pŚisp²v§ ke vzniku 

neurologickĨch probl®mŢ v HSP. 

Lesch-NyhanŢv syndrom je autosom§lnŊ recesivn² dŊdiļn® onemocnŊn² v§zan®  

na chormosom X, kter® postihuje vĨhradnŊ muģe, pŚiļemģ prvn² pŚ²znaky se obvykle 

objevuj² jiģ v kojeneck®m vŊku. CharakteristickĨmi projevy tohoto onemocnŊn² jsou 

ment§ln² retardace, spastick§ mozkov§ obrna (z angl. spastic cerebral spalsy), choreoatet·za 

(mimovoln®, obļasn® a nekontrolovateln® pohyby mimickĨch svalŢ a konļetin) a nutkav® 

sebepoġkozov§n². PŚ²znaky jsou tak® hyperurikemie a hyperurikosurie, kter® postupnŊ vedou 

ke vzniku moļovĨch a ledvinovĨch kamenŢ, nefropatie, dny a s n² souvisej²c² artritidy [59]. 

Molekul§rn² podstatou vzniku Lesch-Nyhanova syndromu je porucha metabolismu 

purinovĨch nukleotidŢ zapŚ²ļinŊn§ ¼plnĨm deficitem hypoxanthin-guanin 

fosforibosyltransferasy (HGPRT; EC 2.4.2.8) [59-61]. Tento enzym, k·dovanĨ genem 

HPRT1, katalyzuje pŚenos molekuly fosforibosylpyrofosf§tu (PRPP) na purinov® b§ze 

hypoxanthin a guanin za vzniku IMP, respektive GMP [61]. Tato reakce je kl²ļov§  

v resynt®ze purinovĨch nukleotidŢ (Obr§zek 10, str. 27). ĐplnĨ deficit HGPRT vede  
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k nedostatku purinovĨch nukleotidŢ v organismu, kterĨ se jej snaģ² kompenzovat 

prostŚednictv²m navĨġen² de novo synt®zy. T²m ovġem doch§z² k jejich ohromn® 

nadprodukci a souļasnŊ zvĨġen® degradaci. VĨsledkem je kontinu§lnŊ vznikaj²c² nadmŊrn® 

mnoģstv² ur§tu a hyperurikemie [62]. 

Do vĨġe popsan®ho mechanismu je zapojen tak® enzym cN-II, kterĨ figuruje v degradaci 

purinovĨch nukleotidŢ. U nŊkolika pacientŢ s ļ§steļnĨm nebo ¼plnĨm deficitem HGPRT 

vġak byla zaznamen§na hyperaktivita cN-II pŚi hydrolytick® defosforylaci 5'-fosforibosyl-5- 

-amino-4-imidazolkarboxamidu (AICAR) ï v Lesch-NyhanovŊ syndromu nadprodukovan® 

slouļeniny, kter§ je v de novo synt®ze prekursorem IMP. Bylo prok§z§no, ģe produkt 

hydrolytick® reakce je toxickĨ vŢļi nŊkterĨm typŢm nervovĨch bunŊk a zpŢsobuje jejich 

apopt·zu. Tato skuteļnost naznaļuje, ģe hyperaktivita cN-II mŢģe bĨt jednou 

z moģnĨch pŚ²ļin rozvoje neurodegenerativn²ch poruch v Lesch-NyhanovŊ syndromu [53]. 

Akutn² lymfoblastick§ leukemie pŚedstavuje z§vaģn® hematologick® n§dorov® onemocnŊn², 

jehoģ pŚ²ļinou je malign² transformace lymfoidn²ch progenitorovĨch bunŊk. Projevuje se 

poruchou krvetvorby b²lĨch krvinek a postihuje pacienty v dospŊl®m i dŊtsk®m vŊku. Akutn² 

lymfoblastick§ leukemie je nejļastŊjġ²m n§dorovĨm onemocnŊn²m dŊt². Navzdory vysok® 

ġanci l®ļenĨch pacientŢ na pŚeģit², jeģ ve vyspŊlĨch zem²ch pŚesahuje 85 %, doch§z² ļasto 

k relapsu tohoto onemocnŊn², kterĨ ve v²ce neģ 60 % pŚ²padŢ konļ² smrt² [28, 63]. 

L®ļebn§ terapie pacientŢ s ALL zahrnuje pod§v§n² vysokĨch d§vek kombinovanĨch 

chemoterapeutik. Ve v²ce neģ 90 % pŚ²padŢ se t²mto postupem podaŚ² doc²lit klinick® 

a hematologick® remise (vymizen² pŚ²znakŢ a projevŢ onemocnŊn²). Pot® obvykle n§sleduje 

tzv. "udrģovac²" terapie po dobu 2 let. Ned²lnou souļ§st² udrģovac² terapie pŚi remisi ALL 

jsou protin§dorov§ Ăprol®ļivañ (z angl. prodrugs) 6-merkaptopurin (6-MP) a 6-thioguanin 

(6-TG) [63]. V buŔk§ch organismu doch§z² k jejich konverzi prostŚednictv²m enzymu 

HGPRT v procesu resynt®zy purinovĨch nukleotidŢ (viz pŚedchoz² podkapitola ï 

ï Lesch-NyhanŢv syndrom). Takto je 6-MP pŚemŊnŊn na 6-thioinosin-5'-monofosf§t 

(TIMP) a 6-TG na 6-thioguanosin-5'-monofosf§t (TGMP). N§sledn§ pŚemŊna TIMP prob²h§ 

dvŊma moģnĨmi smŊry. BuŅto je ve dvou reakļn²ch kroc²ch pŚemŊnŊn enzymy  

IMP-dehydrogenasa (IMPDH) a GMP synthetasa (GMPS) takt®ģ na TGMP, nebo doch§z² 

k jeho konverzi na 6-methylthioinosin-5'-monofosf§t (MeTIMP) prostŚednictv²m enzymu 

thiopurin S-methyltransferasa (TPMT). Dalġ² pŚ²sluġn® enzymy katalyzuj² pŚemŊnu TGMP 

na 6-thioguanosin-5'-trifosf§t (TGTP) a 2'-deoxy-6-thioguanosin-5'-trifosf§t (dTGTP) 

[64, 65]. Celkov® sch®ma aktivace 6-MP a 6-TG je zn§zornŊno na Obr§zku 14 na str. 37. 
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Obr§zek 14 ï Sch®ma aktivace 6-MP a 6-TG a jejich zpŊtn§ inaktivace prostŚednictv²m cN-II  

Aktivace thiopurinovĨch l®ļiv 6-MP a 6-TG prob²h§ ve smŊru ļernĨch plnĨch ġipek; ļern® pŚeruġovan® ġipky naznaļuj² 

jejich import z extracelul§rn²ho prostoru do bunŊļn® cytoplasmy. Cytotoxick® ¼ļinky TGTP a MeTIMP jsou naznaļeny 

symboly. Mechanismus cytotoxicity tŊchto slouļenin a jednotliv® kroky aktivace 6-MP a 6-TG jsou podrobnŊ pops§ny 

v textu t®to podkapitoly. ĻervenĨmi ġipkami je zjednoduġenŊ naznaļen mechanismus zpŊtn® inaktivace: prostŚednictv²m 

5'-nukleotidasy cN-II nejprve doch§z² k hydrolytick® defosforylaci aktivovanĨch metabolitŢ 6-MP a 6-TG (ļerven® pln® 

ġipky) za vzniku pŚ²sluġnĨch nukleosidŢ (pro jednoduchost nejsou ve sch®matu vyobrazeny), kter® jsou vz§pŊt² 

exportov§ny z buŔky do extracelul§rn²ho prostoru (ļerven® pŚeruġovan® ġipky), zde d§le degradov§ny, a nakonec 

vylouļeny s moļ² pryļ z organismu. R = OH nebo H. VysvŊtlen² zkratek: TXMP = 6-thioxanthosin-5'-monofosf§t; ostatn² 

zkratky enzymŢ a slouļenin jsou vysvŊtleny vĨġe v textu. Obr§zek byl vytvoŚen prostŚednictv²m programŢ 

ChemBioDraw Ultra12.0.2 (É 1986-2010 CambridgeSoft.) a Inkscape 0.92.4 podle [64]. 

Slouļeniny 6-MP a 6-TG se spoleļnŊ s TIMP a TGMP oznaļuj² jako analoga purinovĨch 

nukleotidŢ. Jejich metabolity popsan® vĨġe se Śad² mezi tzv. purinov® antimetabolity 

a vykazuj² cytotoxick® ¼ļinky. PŚi replikaci a transkripci doch§z² k zaļlenŊn² TGTP 

a dTGTP do ŚetŊzcŢ RNA a DNA, ļ²mģ vznikaj² poġkozen® molekuly nukleovĨch kyselin 

obsahuj²c² chyby. Rozpozn§n² tŊchto chyb v postiģen® buŔce posl®ze vede ke spuġtŊn² jej² 
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programovan® bunŊļn® smrti. Mechanismus ¼ļinku MeTIMP naproti tomu spoļ²v§ 

v inhibici enzymu fosforibosylpyrofosf§t amidotransferasa. Doch§z² tak k naruġen² de novo 

synt®zy purinovĨch nukleotidŢ, do kter® je tento enzym pŚ²mo zapojen. Vzhledem 

ke zvĨġenĨm n§rokŢm na pŚ²sun ģivin a metabolick®mu obratu pŚi nekontrolovan® 

proliferaci maj² n§dorov® buŔky mj. vysokou spotŚebu nukleotidŢ coby stavebn²ch kamenŢ 

pro synt®zu DNA a RNA. BuŔky mus² tuto spotŚebu kompenzovat a jejich hladinu  

neust§le doplŔovat, k ļemuģ intenzivnŊ vyuģ²vaj² resynt®zu purinovĨch nukleotidŢ. 

Z extracelul§rn²ho prostoru tak ļerpaj² velk§ mnoģstv² nukleosidŢ a b§z², a to vļetnŊ 6-TG 

a 6-MP. 

V prŢbŊhu udrģovac² terapie ļasto doch§z² ke vzniku resistence n§dorovĨch bunŊk vŢļi  

6-TG a 6-MP, coģ n§slednŊ vede k relapsu ALL. Jednou z pŚ²ļin tohoto probl®mu jsou 

hyperaktivuj²c² mutace v genu NT5C2 (viz kapitola 1.6.4) [28, 29]. KromŊ svĨch 

pŚirozenĨch substr§tŢ je enzym cN-II  schopen defosforylovat tak® analoga purinovĨch 

nukleosid-5õ-monofosf§tŢ, tj. TIMP a TGMP. Nemutantn² varianta enzymu, cN-II WT, 

m§ vŢļi tŊmto slouļenin§m niģġ² afinitu neģ vŢļi svĨm pŚirozenĨm substr§tŢm IMP a GMP. 

Bylo vġak pozorov§no, ģe hyperaktivn² mutantn² varianty cN-II asociovan® s relapsem ALL 

vykazuj² nejen vyġġ² afinitu vŢļi IMP a GMP, ale tak® vŢļi TIMP a TGMP (afinita vŢļi 

TIMP a TGMP je dokonce nŊkolikan§sobnŊ vyġġ² neģ vŢļi IMP a GMP) [65]. N§sledkem 

je nadmŊrn§ defosforylace, tj. inaktivace purinovĨch antimetabolitŢ (Obr§zek 14, str. 37) 

a sn²ģen² ¼ļinnosti protin§dorov® l®ļby [28, 29, 65]. Exprese hyperaktivn²ch mutantn²ch 

variant cN-II nav²c nepŚ²mo ovlivŔuje transmembr§novĨ transport l®ļiv. Zat²mco m²ra 

transportu 6-MP a 6-TG do intracelul§rn²ho prostoru je sn²ģena, m²ra transportu jejich 

inaktivovanĨch metabolitŢ do extracelul§rn²ho prostoru je zvĨġena. Toto d§le pŚisp²v§ 

ke sn²ģen² senzitivity a zvĨġen² resistence n§dorovĨch bunŊk vŢļi thiopurinovĨm l®ļivŢm. 

Đļinky hyperaktivn²ch mutantn²ch variant cN-II jsou vġak jeġtŊ vŊtġ², neboŠ vedou 

k celkov®mu metabolick®mu pŚeprogramov§n² n§dorovĨch bunŊk. Naruġuj² nejen 

metabolismus a homeost§zi purinovĨch nukleotidŢ, ale tak® dalġ² metabolick® dr§hy. 

OvlivnŊny jsou tak napŚ²klad metabolismus pyrimidinovĨch nukleotidŢ a synt®za 

aminokyselin [65]. 

V asociaci s ALL bylo pops§no jiģ nŊkolik des²tek hyperaktivn²ch mutantn²ch variant cN-II , 

mezi nŊģ patŚ² K25E, R34Q, R39Q, R195Q, R238G/L/Q/W, R291W, K359Q, S360P, 

K359Q, R367Q, L375F, K404N, D407A/E/H/V/Y, S408R, P414A/S, D415G, S445F, 

R478S, P533L a C-termin§lnŊ zkr§cen§ varianta Q523* [28, 29, 47, 49, 50]. Dosud 

s nejvyġġ² ļetnost² se u pacientŢ vyskytuj² varianty R367Q a R238W [50]. 

Aktivuj²c² mutace v genu NT5C2 se v n§dorovĨch bunŊļnĨch lini²ch pacientŢ objevuj² 

vĨhradnŊ pŚi relapsu ALL nebo tŊsnŊ pŚed n²m [28, 29, 64]. Toto je s vysokou 
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pravdŊpodobnost² zpŢsobeno vĨvojovĨm tlakem pŚi l®ļebn® a udrģovac² chemoterapii 

thiopurinovĨmi l®ļivy. Resistence, kter§ je vŢļi tŊmto l®ļivŢm zprostŚedkov§na 

hyperaktivitou cN-II , nicm®nŊ pŚich§z² za cenu sn²ģen® rychlosti rŢstu a bunŊļn®ho dŊlen² 

n§dorovĨch bunŊk. Toto je ¼zce spjato s nadmŊrnou degradac² purinovĨch nukleotidŢ 

a jejich exportem do extracelul§rn²ho prostoru. Z§vislost n§dorovĨch bunŊk na resynt®ze  

a de novo synt®ze purinŢ tak vĨraznŊ vzrŢst§ [64].  

V souļasnosti je pops§no nŊkolik moģnĨch pŚ²stupŢ, jak v praxi bojovat proti vzniku 

a progresi resistentn²ch forem ALL  nesouc²ch hyperaktivn² varianty cN-II. Evoluļn² vĨbŊr 

n§dorovĨch klonŢ nesouc²ch mutace v genu NT5C2 by mohlo bĨt moģn® utlumit ļi potlaļit 

vhodnou zmŊnou l®ļebn® strategie, v n²ģ by se 6-MP a 6-TG vyuģ²valy s menġ²m 

zastoupen²m [64, 65]. Bylo tak® pozorov§no, ģe zvĨġen§ z§vislost n§dorovĨch bunŊk 

na resynt®ze a de novo synt®ze purinovĨch nukleotidŢ je jejich citlivĨm m²stem [64]. 

Synt®zu IMP a jeho n§slednou pŚemŊnu na GMP v z§vŊru de novo synt®zy purinovĨch 

nukleotidŢ katalyzuj² enzymy IMP synthasa a IMP dehydrogenasa, pŚiļemģ oba tyto enzymy 

jsou selektivnŊ inhibov§ny l®ļivem mizoribin (imunosupresivum) [66]. PŚi pouģit² 

mizoribinu in vivo je takto zablokov§na synt®za GMP, coģ n§slednŊ dramaticky sniģuje 

pŚeģit² leukemickĨch bunŊk nesouc²ch hyperaktivn² varianty cN-II  [64]. VhodnĨ z§sah  

do de novo synt®zy purinŢ a pŚ²padnŊ i jin® metabolick® dr§hy tak mŢģe znamenat ¼ļinnĨ 

n§stroj k eliminaci t®to resistentn² formy ALL. V neposledn² ŚadŊ se jako jeden z moģnĨch 

pŚ²stupŢ jev² snaha o nalezen² vhodnĨch, specifickĨch a dostateļnŊ silnĨch inhibitorŢ vŢļi 

hyperaktivn²m mutantn²m variant§m cN-II  [67-70].  
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Diplomov§ pr§ce se zabĨv§ problematikou spojenou s enzymem cN-II  a je souļ§st² 

dlouhodob®ho projektu Śeġen®ho ve ġkol²c² laboratoŚi. Tento projekt je zamŊŚen na vĨvoj 

inhibitorŢ cN-II . D§le se tato pr§ce zabĨv§ studiem katalytickĨch vlastnost² enzymu Tt82. 

C²le diplomov® pr§ce jsou: 

× liter§rn² pŚehled souļasn® problematiky se zamŊŚen²m na charakterizaci enzymov® 

rodiny HAD 

× rekombinantn² exprese, isolace a purifikace C-termin§lnŊ zkr§cenĨch variant cN-II  

× nalezen² n²zkomolekul§rn²ch fragmentŢ vykazuj²c²ch interakci s C-termin§lnŊ 

zkr§cenou variantou cN-II  

× analĨza vz§jemn®ho ovlivnŊn² interakce IMP, ATP a nalezenĨch ligandŢ  

s C-termin§lnŊ zkr§cenou variantou cN-II  

× experiment§ln² potvrzen² predikovan® fosfatasov® aktivity Tt82 s potenci§ln²mi 

substr§ty 

× charakterizace kinetickĨch parametrŢ Tt82 pro nej¼ļinnŊjġ² substr§t  
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Escherichia coli BL 21 codon plus (DE3) RIL (Agilent Technologies): E. coli s DE3 

prof§gem ɚ, nesouc²m gen T7 RNA polymerasy pod transkripļn² kontrolou promotoru 

placUV5; extra kopie genŢ argU, ileY, and leuW tRNA. 

 

Plasmidy k expresi cN-II WT (1-536) a cN-II D52N (1-536) byly pŚipraveny na ġkol²c²m 

pracoviġti RNDr. Milanem F§brym, CSc. Expresn² konstrukty jsou odvozeny z plasmidu 

pET28 (Novagen) k·duj²c²ho lidskou cytosolickou purinovou 5'-nukleotidasu II  zkr§cenou 

na C-konci (ȹ 537ï561). Tento plasmid byl zakoupen u Source Bioscience, UK. Mutace 

D52N byla zavedena ve vhodn®m subfragmentu k·duj²c² DNA s pouģit²m protokolu 

QuikChange Site-Directed Mutagenesis (Agilent Technologies) a mutovanĨ ¼sek vloģen 

zpŊt do expresn²ho plasmidu. Oba vektory jsou pod kontrolou indukovateln®ho 

T7 promotoru a nesou resistenci vŢļi kanamycinu. 

Produktem exprese jsou rekombinantn² proteiny (His)6 ï cN-II WT (1-536) a (His)6 ï cN-II 

D52N (1-536). Sekvence obou variant je tvoŚena 555 aminokyselinami a je uvedena 

na Obr§zek 15 (str. 42). Na sv®m N-konci jsou konstrukty opatŚeny histidinovou kotvou 

tvoŚenou s®ri² ġesti histidinŢ (viz Obr§zek 15, str. 42), jej²ģ ¼ļelem je zvĨġen² ¼ļinnosti 

purifikace proteinu prostŚednictv²m chelataļn² chromatografie. Za histidinovou kotvou 

n§sleduje nŊkolik aminokyselin dlouhĨ ¼sek pŚedstavuj²c² ġtŊpnou sekvenci pro serinovou 

proteasu thrombin (sekvence LVPR||GS; viz Obr§zek 15, str. 42), coģ v pŚ²padŊ potŚeby 

umoģŔuje histidinovou kotvu z proteinu odstranit. Kotva vġak neovlivŔuje katalytickou 

aktivitu ani nebr§n² v pŚ²padn® krystalizaci cN-II [20, 49] a proto nebylo nutn® ji 

pŚed dalġ²mi experimenty odstranit (kapitoly 4.3 a 4.4). Pro pŚ²padnou krystalizaci enzymu 

s potenci§ln²mi ligandy jsou oba konstrukty zkr§cen® o 25 aminokyselin na kysel®m C-konci 

sekvence cN-II (ȹ 537ï561). Toto zkr§cen² enzym stabilizuje a napom§h§ v dosaģen² jeho 

dostateļnŊ vysok® koncentrace, kter§ je pro krystalizaci nezbytn§ [20] (pozn.: v souļasnosti 

jiģ existuje protokol pro krystalizaci nezkr§cen® varianty cN-II [47], kterĨ vġak v dobŊ 

navrģen² tŊchto konstruktŢ, jejich pŚ²pravy a n§slednĨch ¼vodn²ch experimentŢ s nimi jeġtŊ 

nebyl publikov§n). Konstrukt (His)6 ï cN-II D52N (1-536) pŚedstavuje katalyticky neaktivn² 

mutantn² variantu cN-II, neboŠ obsahuje aminokyselinovou z§mŊnu v aktivn²m m²stŊ 

enzymu vedouc² ke ztr§tŊ jeho katalytick® aktivity. Substr§t (napŚ. IMP) se tak do aktivn²ho 

m²sta enzymu mŢģe pouze nav§zat, nedoch§z² vġak k jeho hydrolĨze [48]. 
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Obr§zek 15 ï Aminokyselinov§ sekvence a schematick® zobrazen² konstruktu (His)6 ï cN-II D52N (1-536) 

Sekvence konstruktu (His)6 ï cN-II WT (1-536) je totoģn§, pouze na pozici 52 je aminokyselina Asp. V sekvenci je ļernŊ 

vyznaļena poļ§teļn² a koncov§ aminokyselina vlastn² sekvence cN-II. ZelenŊ je zvĨraznŊna histidinov§ kotva  

(angl. His-tag), jej²ģ souļ§st² je ġtŊpn§ sekvence rozpozn§van§ proteasou thrombinem (svŊtle zelen§), pŚiļemģ ġtŊpn® m²sto 

je naznaļeno ļernou ġipkou. Ļervenou barvou je zvĨraznŊna aminokyselinov§ z§mŊna D52N. Obr§zek sch®matu 

konstruktu byl vytvoŚen v programu Inkscape 0.92.4. Sekvence byla naform§tov§na v online programu Sequence 

Manipulation Suite: Group Protien [71] (dostupn® z: https://www.bioinformatics.org/sms2/group_protein.html). 

 

acetonitril Sigma-Aldrich, USA 

acetylfosf§t Sigma-Aldrich, USA 

adenosin monofosf§t (AMP) Sigma-Aldrich, USA 

adenosin trifosf§t (ATP) Sigma-Aldrich, USA 

agarosa Bio-Rad, USA 

akrylamidov® ļinidlo (40% roztok) Sigma-Aldrich, USA 

bromfenolov§ modŚ Sigma-Aldrich, USA 

ɓ-merkaptoethanol Sigma-Aldrich, USA 

citr§t sodnĨ dihydr§t Sigma-Aldrich, USA 

D2O Eurisotop, UK 

D-erythritol-4-fosf§t Sigma-Aldrich, USA 

D-glukosa Penta, Ļesk§ republika 

D-glukosa-1-fosf§t Sigma-Aldrich, USA 

 ® 

  1 MGSSHHHHHH SSGLVPRGSM STSWSDRLQN AADMPANMDK HALKKYRREA YHRVFVNRSL  

 61 AMEKIKCFGF NMDYTLAVYK SPEYESLGFE LTVERLVSIG YPQELLSFAY DSTFPTRGLV 

121  FDTLYGNLLK VDAYGNLLVC AHGFNFIRGP ETREQYPNKF IQRDDTERFY ILNTLFNLPE  

181 TYLLACLVDF FTNCPRYTSC ETGFKDGDLF MSYRSMFQDV RDAVDWVHYK GSLKEKTVEN  

241 LEKYVVKDGK LPLLLSRMKE VGKVFLATNS DYKYTDKIMT YLFDFPHGPK PGSSHRPWQS  

301 YFDLILVDAR KPLFFGEGTV LRQVDTKTGK LKIGTYTGPL QHGIVYSGGS SDTICDLLGA  

361 KGKDILYIGD HIFGDILKSK KRQGWRTFLV IPELAQELHV WTDKSSLFEE LQSLDIFLAE  

421 LYKHLDSSSN ERPDISSIQR RIKKVTHDMD MCYGMMGSLF RSGSRQTLFA SQVMRYADLY  

481 AASFINLLYY PFSYLFRAAH VLMPHESTVE HTHVDINEME SPLATRNRTS VDFKDTDYKR  

541 HQLTRSISEI KPPNL 

 

 

https://www.bioinformatics.org/sms2/group_protein.html
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D-glukosa-6-fosf§t Sigma-Aldrich, USA 

dihydrogenfosforeļnan draselnĨ monohydr§t Sigma-Aldrich, USA 

dihydrogenfosforeļnan sodnĨ dihydr§t Sigma-Aldrich, USA 

dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, USA 

dimethylsulfoxid (DMSO) deuteriovanĨ (D6) Eurisotop, UK 

dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, USA 

dodecyls²ran sodnĨ (SDS) Sigma-Aldrich, USA 

dusiļnan stŚ²brnĨ Sigma-Aldrich, USA 

ethanol Penta, Ļesk§ republika 

ethyl-ɓ-D-thiogalaktosid (ETG) Carbosynth Limited, UK 

ethylendiamintetraoctov§ kyselina (EDTA) Sigma-Aldrich, USA 

inosin monofosf§t (IMP) Sigma-Aldrich, USA 

formaldehyd Sigma-Aldrich, USA 

glycerol Penta, Ļesk§ republika 

glycerol-1-fosf§t Sigma-Aldrich, USA 

glycerol-2-fosf§t Sigma-Aldrich, USA 

glycin Sigma-Aldrich, USA 

hydroxid sodnĨ Penta, Ļesk§ republika 

hydrogenfosforeļnan sodnĨ heptahydr§t Sigma-Aldrich, USA 

chloramfenikol Sigma-Aldrich, USA 

chlorid draselnĨ Penta, Ļesk§ republika 

chlorid hoŚeļnatĨ Sigma-Aldrich, USA 

chlorid sodnĨ Penta, Ļesk§ republika 

imidazol Sigma-Aldrich, USA 

kanamycin sulf§t Sigma-Aldrich, USA 

kyselina 2-(N-morfolino)-ethansulfonov§ (MES) Sigma-Aldrich, USA 

kyselina chlorovod²kov§ Penta, Ļesk§ republika 

kyselina N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonov§ 

(HEPES) 

Sigma-Aldrich, USA 

kyselina octov§ Penta, Ļesk§ republika 

kyselina trifluoroctov§ (TFA) Sigma-Aldrich, USA 

Luria Bertani (LB) Sigma-Aldrich, USA 

methanol Penta, Ļesk§ republika 

methanol (pro HPLC) Sigma-Aldrich, USA 

methanol (pro HPLC) VWR International 

N,N-bis-(2-hydroxyethyl)glycin (Bicin) Sigma-Aldrich, USA 

N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich, USA 

p-nitrofenylfosf§t (pNPP) Sigma-Aldrich, USA 
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peroxodis²ran amonnĨ (APS) Sigma-Aldrich, USA 

octan amonnĨ Sigma-Aldrich, USA 

octan sodnĨ Fluka, ĠvĨcarsko 

SYPRO Orange Protein Gel Stain Lifesciences, USA 

Terrific Broth, modified (TB) Sigma-Aldrich, USA 

triethylamonium bikarbon§t Sigma-Aldrich, USA 

tris(2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid (TCEP) Sigma-Aldrich, USA 

thios²ran sodnĨ Sigma-Aldrich, USA 

tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) Merck, NŊmecko 

uhliļitan sodnĨ Penta, Ļesk§ republika 

 

Agarov® plotny 

35 mg/ml agar (Sigma-Aldrich, USA); 20% (w/v) glukosa; 50 Õg/ml kanamycin; 34 Õg/ml 

chloramfenikol 

LB (Luria Bertani) m®dium 

20 mg/ml Luria Bertani 

TB (Terrific Broth) m®dium 

47,6 mg/ml Terrific Broth; 0,008% (v/v) glycerol; 50 Õg/ml kanamycin; 34 Õg/ml 

chloramfenikol 

Lyzaļn² pufr 

50mM HEPES, pH 7,5; 500mM NaCl; 10mM imidazol; 10% (v/v) glycerol; 0,5mM TCEP; 

EDTA-free PIC (Protease Inhibitor Cocktail; 1 tableta na 50 ml) 

Ekvilibraļn² pufr pro chelataļn² chromatografii 

50mM HEPES, pH 7,5; 500mM NaCl; 10mM imidazol; 10% (v/v) glycerol; 0,5mM TCEP 

Eluļn² pufr pro chelataļn² chromatografii  

50mM HEPES, pH 7,5; 500mM NaCl; 500mM imidazol; 10% (v/v) glycerol; 0,5mM TCEP 

Ekvilibraļn² pufr pro iontovŊ vĨmŊnnou chromatografii 

50mM Na-fosf§tovĨ pufr pH 6,7; 100mM NaCl; 10% (v/v) glycerol; 2mM TCEP 

Eluļn² pufr pro iontovŊ vĨmŊnnou chromatografii 

50mM Na-fosf§tovĨ pufr pH 6,7; 1M NaCl; 10% (v/v) glycerol; 2mM TCEP 
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Pufr vhodnĨ pro skladov§n² cN-II  

50mM Na-fosf§tovĨ pufr pH 7,4; 100mM NaCl; 2mM TCEP 

PBS (phosphate buffer saline) pufr  

10mM Na2HPO4; 1,8mM KH2PO4; 136mM NaCl; 2,6mM KCl; pH 7,2 

VzorkovĨ pufr (VP-S) 

125mM Tris (pH 6,8); 20% (v/v) glycerol; 0,1% (v/v) merkaptoethanol; 4% (w/v) SDS; 

0,2% (w/v) bromfenolov§ modŚ  

ElektrodovĨ pufr 

20mM Tris (pH 8,3); 200mM glycin; 0,1% (w/v) SDS 

Z§sobn² roztok 40% akrylamidov®ho ļinidla ï Sigma Aldrich, USA 

DŊl²c² gel 

12,5% (w/v) AA; 375mM Tris (pH 8,8); 1mM EDTA; 5% (v/v) glycerol; 0,1% (w/v) SDS; 

0,1% (v/v) TEMED; 0,1% (w/v) pers²ran amonnĨ 

ZaostŚovac² gel 

5% (w/v) AA; 125mM Tris pH 6,8; 1mM EDTA; 5% (v/v) glycerol; 0,1% (w/v) SDS; 0,1% 

(v/v) TEMED; 0,1% (w/v) pers²ran amonnĨ 

Fixaļn² roztok 

12% (v/v) kyselina octov§; 50% (v/v) methanol; 0,05% (v/v) formaldehyd 

Roztok methanolu 

50% (v/v) methanol 

Roztok Na2S2O3 

0,8mM Na2S2O3 

Roztok AgNO3 

12mM AgNO3; 0,07% (v/v) formaldehyd 
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Roztok pro vyvol§n² 

570mM Na2CO3; 0,05% (v/v) formaldehyd; 16ÕM Na2S2O3 

Roztok pro zastaven² vyvol§n² 

12% (v/v) kyselina octov§; 50% (v/v) methanol 

Roztok pro uchov§n² gelu 

50% (v/v) methanol 

Mobiln² f§ze pro separaci sloģek enzymovĨch reakc² Tt82 s AMP 

0.1M KH2PO4 (pH 6.0); 5% (v/v) methanol 

Mobiln² f§ze pro separaci sloģek enzymovĨch reakc² Tt82 s pNPP 

0.1M KH2PO4 (pH 6.0); 20% (v/v) methanol 

Mobiln² f§ze pro separaci sloģek enzymovĨch reakc² s cN-II WT (FL)  

0,1M triethylamonium bikarbon§t (pH 8,5) 

Mobiln² f§ze pro vymĨv§n² separaļn² HPLC kolony 

-  50% (v/v) methanol; 0,05% (v/v) TFA 

-  100% methanol; 0,05% (v/v) TFA 

Reakļn² pufr pro enzymov® reakce s Tt82 

50mM Tris-HCl (pH 7,5); 1mM MgCl2 

Reakļn² pufr pro enzymov® reakce s cN-II W T (FL)  

60mM imidazol (pH 7,4); 150mM NaCl; 1mM MgCl2; 0,5mM DTT 

150mM Na-fosf§tovĨ pufr (pH 7,6); 200mM NaCl; 1mM MgCl2; 0,5mM DTT 

 

- HisTrapTM HP 5 ml (GE Healthcare) 

- MonoS 5/50 GL 1 ml (GE Healthcare) 

- GeminiÈ 5 Õm C18 110 ¡ column (LC Column 100 x 3 mm, Phenomenex) 

 

- centrifugaļn² filtry AmiconÈ Ultra 0.5mL, mezn² velikost p·rŢ 10 kDa (Merck 

Millipore, USA) 
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- celulosov§ dialyzaļn² membr§na, mezn² velikost p·rŢ 10 kDa (Sigma-Aldrich, USA) 

- dialyzaļn² jednotky Slide-A-Lyzer(R) Mini Dialysis Unit 10 kDa (Thermo Fisher 

Scientific, USA) 

- dialyzaļn² r§meļky Slide-A-Lyzer(R) Dialysis Casette 10 kDa (Thermo Fisher 

Scientific, USA) 

- standard molekulovĨch hmotnost² pro SDS-PAGE SpectraTM Multicolor Broad 

range Protein Ladder 10ï260 kDa (Thermo Fisher Scientific, USA) 

- 96-jamkov§ mikrotitraļn² destiļka pro real-time PCR LightCyclerÈ 480 Multiwell 

Plate 96 (Roche Life Sciences) 

- f·lie LightCyclerÈ 480 Sealing Foil (Roche Life Sciences) 

- 3mm NMR kyvety 

- destiļka MediSorpÊ Nunc-ImmunoÊ 96 MicroWellÊ plate (Thermo Fisher 

Scientific, USA) 

- f·lie na krystalizaļn² destiļky Greiner VIEWseal (Jena Bioscience, NŊmecko) 

- souprava pro detekci volnĨch fosf§tovĨch iontŢ v roztoku EnzChek Phosphate Assay 

Kit (Invitrogen) 

 

autokl§v Unisteri HP 366, BMT Medical Technology s.r.o. (MMT 

Group, NŊmecko) 

automatick§ pipeta Pipetman M P12x20M, Gilson USA 

Pipetman M P12x300M, Gilson USA 

centrifugy Beckman AvantiÊ J-E, rotor JLA 9.1000, JA-20, USA 

Beckman AvantiÊ JXN-26, rotor JLA 9.1000, JA-20, 

USA 

Beckman Allegra X-15R, rotor SX4750 ɛPlate Carrier, 

USA 

Eppendorf Mini Spin, NŊmecko 

Hettich Zentrifugen EBA 12R, rotor 1412, NŊmecko 

spektrofotometry  

 

NanoDrop ND-1000, USA 

Ultrospec 3100pro UV/Visible Spectrophotometer 

Amersham Biosciences, Velk§ Brit§nie 

ļteļka destiļek Tecan Infinite M200 microplate reader (Tecan Life 

Sciences) 

souprava na elektrofor®zu  

 

Mighty SmallTM II SE 250 HoeferTM Scientific 

Instruments, USA 

zdroj Consort EV243, Belgie 
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inkub§tor Sanyo MCO-20AIC CO2 Incubator, Japonsko  

rotaļn² inkub§tory Gallenkamp Orbital Incubator, Velk§ Brit§nie 

Sanyo Orbital Incubator, Japonsko 

FPLC  kta Prime Amersham Bioscience, Ġv®dsko 

 kta FPLC (GE Healthcare, UK) 

HPLC Agilent 1100 HPLC system (Agilent Technologies, 

USA) 

pŚ²stroj pro DSF LightCyclerÈ 480 Instrument II RT PCR (Roche Life 

Sciences, USA) 

NMR spektrometr Bruker Avance IIIÊ HD 600 MHz spectrometer (Bruker 

Corporation, USA) 

optick® mikroskopy Olympus SZX10, Japonsko 

lamin§rn² box BSB 4A Gelaire, Austr§lie 

vodn² l§zeŔ Grant Instruments GD100 Series (UK) 

such§ l§zeŔ Benchmark MyBlockTM mini dry bath (Benchmark 

Scientific, USA) 

Labnet International D1100 AccuBlockTM Digital Dry 

Bath (Labnet International, USA) 

v§hy Ohaus Adventurer Pro AV2102CM, OHAUS Corp., 

USA 

Ohaus Pioneer PA2102C, OHAUS Corp., USA 

Ohaus Pioneer PA124C, OHAUS Corp., USA 

PRS 620-3, KERN & SOHN GmbH, NŊmecko 

pH metr GMH 3530 Griesinger Electronic, NŊmecko 

sonik§tor Dynatech (Farmingdale, NY, USA) 

tŚepaļka Rotamax 120 Heidolph Instruments, NŊmecko 

magnetick§ m²chaļka Jenway 1000, Velk§ Brit§nie 

vortex Stuart vortexmixer SA8 (Stuart Scientific, UK) 

 

 

Agarov® plotny o prŢmŊru 15 cm byly pŚipraveny z agarov®ho roztoku. Roztok byl 

nachyst§n zahŚ§t²m a rozpuġtŊn²m 10,5 g pr§ġkov®ho agaru ve 300 ml deionizovan® vody 

(dH2O) a sterilizov§n v autokl§vu Unisteri HP 366 po dobu 20 min pŚi teplotŊ 121 ÁC a tlaku 

220 kPa. SterilizovanĨ agarovĨ roztok byl postupnŊ za st§l®ho m²ch§n² ochlazen 

pod studenou tekouc² vodou na teplotu snesitelnou dotykem pokoģky a k tomuto roztoku 
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n§slednŊ pŚid§n 20% (v/v) steriln² z§sobn² roztok glukosy do fin§ln² koncentrace 1 % (v/v). 

Do agarov®ho roztoku byl nakonec pŚid§n z§sobn² roztok chloramfenikolu a z§sobn² roztok 

kanamycinu o fin§ln² koncentraci tŊchto antibiotik 34 ɛg/ml, respektive 50 ɛg/ml. Vz§pŊt² 

bylo na kaģdou ze dvou steriln²ch Petriho misek (prŢmŊr 15 cm) nalito pŚibliģnŊ 150 ml 

tohoto roztoku. Po jeho zatuhnut² byly vznikl® agarov® plotny um²stŊny do lamin§rn²ho 

boxu, zde suġeny po dobu 40 minut a pot® skladov§ny pŚi teplotŊ 5 ÁC. 

Teriffic Broth (TB) m®dium pro kultivaci bunŊk o objemu 8  500 ml bylo pŚipraveno 

n§sledovnĨm postupem. Do kaģd® z 8 ErlenmeyerovĨch banŊk o objemu 2 L bylo odv§ģeno 

23,8 g pr§ġkov®ho TB, pŚid§ny 4 ml glycerolu a 500 ml dH2O a n§slednŊ baŔky pŚesunuty 

do autokl§vu a sterilizov§ny po dobu 20 min pŚi teplotŊ 121 ÁC a tlaku 220 kPa. 

Po vychladnut² na laboratorn² teplotu byly baŔky se steriln²m TB m®diem skladov§ny 

pŚi teplotŊ 5 ÁC. 

Proteiny (His)6 ï cN-II WT (1-536) (d§le jen cN-II WT ȹ) a (His)6 ï cN-II D52N (1-536) 

(d§le jen cN-II D52N ȹ) byly exprimov§ny rekombinantnŊ v kompetentn²m bakteri§ln²m 

kmenu Escherichia coli BL21 (DE3) RIL. Exprese obou proteinŢ prob²hala dle stejn®ho 

postupu, proto je n§sleduj²c² postup pŚi expresi pops§n pouze pro cN-II WT ȹ a pŚ²padn® 

odliġnosti jsou zm²nŊny. 

Do 100 ɛl suspenze kompetentn²ch bunŊk byl pŚid§n 1 ɛl roztoku dan®ho expresn²ho 

plasmidu a suspenze nad§le ponech§na 30 minut na ledu. Transformace bunŊk plasmidy bylo 

doc²leno metodou teplotn²ho ġoku. Suspenze byla pŚenesena na dobu 45 s do vodn² l§znŊ 

temperovan® na 42 ÁC a n§slednŊ opŊt um²stŊna na led. Po 2 min bylo 900 ɛl LB m®dia 

bez antibiotik inokulov§no ve steriln² zkumavce 100 ɛl transformovan® bunŊļn® suspenze. 

Inokulovan® m®dium bylo inkubov§no 1 hod v rotaļn²m inkub§toru Gallenkamp pŚi 37 ÁC 

a 200 ot./min. Na 15cm agarovou plotnu obsahuj²c² chloramfenikol a kanamycin bylo 

n§slednŊ rozetŚeno 300 ɛl bunŊļn® suspenze a takto oġetŚen§ plotna um²stŊna inkubovat 

pŚi 37 ÁC pŚes noc v inkub§toru Sanyo MCO-20AIC. 

Erlenmeyerovy baŔky se steriln²m TB m®diem byly pŚesunuty do rotaļn²ho inkub§toru 

Gallenkamp a vytemperov§ny na teplotu 37 ÁC pŚi 200 ot./min. Do kaģd® baŔky byl pŚid§n 

z§sobn² roztok chloramfenikolu (fin§ln² koncentrace 34 ɛg/ml) a z§sobn² roztok kanamycinu 

(fin§ln² koncentrace 50 ɛg/ml). Z kaģd® z 8 banŊk bylo posl®ze odebr§no 11 ml m®dia 

a s 15 ml tohoto m®dia n§slednŊ z agarov® plotny setŚeny bunŊļn® kolonie narostl® pŚes noc. 

Na spektrofotometru Ultrospec 3100pro byla zmŊŚena optick§ densita bakteri§ln² bunŊļn® 

suspenze pŚi vlnov® d®lce 550 nm (OD550). S celkovĨm objemem pŚibliģnŊ 13 ml 

(resp. 16 ml) t®to suspenze byly n§slednŊ inokulov§ny 4 Erlenmeyerovy baŔky s 500 ml TB 

m®dia vģdy tak, ģe hodnota poļ§teļn² OD550 bunŊk v kaģd® baŔce se rovnala pŚibliģnŊ 0,02. 
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N§slednŊ byla v rotaļn²m inkub§toru zah§jena kultivace bakteri§ln²ch bunŊk pŚi 37 ÁC 

a 200 ot./min a vģdy v jedn®, na poļ§tku kultivace zvolen® baŔce spektrofotometricky 

mŊŚena v pravidelnĨch intervalech hodnota OD550. Po pŚekroļen² hodnoty OD550 pŚibliģnŊ 

0,9 byly baŔky pŚem²stŊny do rotaļn²ho inkub§toru Sanyo pŚedem temperovan®ho na teplotu 

18 ÁC a ponech§ny vychladit na uvedenou teplotu po dobu 30 min pŚi 200 ot./min. Exprese 

rekombinantn²ho proteinu byla indukov§na pŚid§n²m roztoku 0,5M etyl-ɓ-D- 

-thiogalaktosidu (ETG) steriln² pipetou do kaģd® baŔky tak, aby jeho koncentrace 

v kultivaļn²m m®diu byla 0,5 mM. Bakteri§ln² buŔky byly takto nad§le pŊstov§ny pŚes noc.  

N§sleduj²c² den r§no dos§hla OD550 hodnoty 13,40 (resp. 12,34) a d§le jiģ nerostla. BaŔky 

byly vyjmuty z rotaļn²ho inkub§toru, bunŊļn§ suspenze o objemu pŚibliģnŊ 2 l pŚelita  

do dvou 1l centrifugaļn²ch kyvet a centrifugov§na v pŚedem pŚedchlazen® centrifuze 

Beckman AvantiÊ J-E (5000 G, rotor JLA 9.1000, 20 min, 4 ÁC). Supernatant byl odebr§n 

a peleta v kaģd® centrifugaļn² kyvetŊ suspendov§na na ledu vģdy ve 100 ml vychlazen®ho 

PBS pufru (z angl. phosphate buffer saline). Vznikl§ suspenze o objemu pŚibliģnŊ 200 ml 

byla pŚenesena do 40ml centrifugaļn²ch n§dob a centrifugov§na v pŚedem pŚedchlazen® 

centrifuze Beckman AvantiÊ J-E (10000 G, rotor JA-20, 20 min, 4 ÁC). Supernatant byl 

opŊt odebr§n a pelety bakteri§ln²ch bunŊk zamraģeny a uchov§ny pŚi ï80 ÁC. 

 

Purifikace obou proteinŢ prob²hala dle stejn®ho postupu, proto je n§sleduj²c² postup 

purifikace pops§n pouze pro cN-II WT ȹ a pŚ²padn® odliġnosti jsou zm²nŊny. 

Mnoģstv² bunŊļn® biomasy o celkov® hmotnosti 20,5 g (resp. 24,04 g) bylo rozmrazeno 

a resuspendov§no na ledu v 210 ml (resp. 240 ml) lyzaļn²ho pufru (3.1.4). PŚibliģnŊ 200 ml 

(resp. 240 ml) bunŊļn® suspenze bylo rozdŊleno na objem pŚibliģnŊ 4  50 ml 

(resp. 5  50 ml) a homogenizov§no na ledu sonik§torem Dynatech. VzniklĨ bunŊļnĨ lyz§t 

byl n§slednŊ centrifugov§n ve 40ml centrifugaļn²ch n§dob§ch v pŚedem pŚedchlazen® 

centrifuze Beckman AvantiÊ J-E (20000 G, rotor JA-20, 30 min, 4 ÁC). PŚibliģnŊ 200 ml 

(resp. 240 ml) supernatantu bunŊļn®ho lyz§tu bylo pŚelito do 300ml Erlenmeyerovy baŔky, 

um²stŊno na led a vz§pŊt² podrobeno chelataļn² chromatografii. 

V prvn²m purifikaļn²m kroku prostŚednictv²m chelataļn² chromatografie byla pouģita 

kolona HisTrapTM HP (3.1.5). Chromatografie byla prov§dŊna za laboratorn² teploty, 

pŚiļemģ baŔka se supernatantem bunŊļn®ho lyz§tu byla drģena po celou dobu separace 

na ledu. PŚi prŢtoku 5 ml/min byla kolona nejprve ekvilibrov§na filtrovanĨm 

a odvzduġnŊnĨm ekvilibraļn²m pufrem pro chelataļn² chromatografii obsahuj²c²m 10mM 

imidazol (3.1.4). N§slednŊ byl na kolonu nanesen supernatant bunŊļn®ho lyz§tu pŚi prŢtoku 
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1 ml/min. Po jeho nanesen² byla kolona pŚi prŢtoku 2 ml/min promyta nejprve samotnĨm 

ekvilibraļn²m pufrem obsahuj²c²m 10mM imidazol a n§slednŊ tĨmģ pufrem, avġak jiģ s 3% 

pod²lem eluļn²ho pufru pro chelataļn² chromatografii (3.1.4), obsahuj²c²m celkovŊ 25mM 

imidazol. ProstŚednictv²m smŊsi ekvilibraļn²ho pufru s 10mM imidazolem a eluļn²ho pufru 

s 500mM imidazolem byla provedena eluce molekul zachycenĨch na kolonŊ v line§rn²m 

gradientu eluļn²ho pufru z 3 % (25 mM imidazol) na 100 % (500 mM imidazol) v celkov®m 

objemu 60 ml a pŚi prŢtoku 2 ml/min. PrŢbŊh eluce byl pozorov§n spektrofotometricky 

pŚi vlnov® d®lce 280 nm. PŚi eluci byly j²m§ny frakce o objemu 2 ml. 

Frakce byly analyzov§ny prostŚednictv²m diskontinu§ln² elektrofor®zy v 12,5% (w/v) 

polyakrylamidov®m gelu za denaturuj²c²ch podm²nek v pŚ²tomnosti SDS s n§slednou detekc² 

stŚ²brem (viz str. 52 a 53). Na z§kladŊ t®to analĨzy byly vybr§ny a spojeny frakce obsahuj²c² 

protein a dialĨzou (viz str. 52) pŚevedeny do ekvilibraļn²ho pufru vhodn®ho pro iontovŊ 

vĨmŊnnou chromatografii (3.1.4). 

Ve druh®m purifikaļn²m kroku bylo vyuģito celkov®ho povrchov®ho n§boje purifikovanĨch 

proteinŢ [hodnota pI obou proteinŢ m§ hodnotu vyġġ² neģ 7,5: pI = 7,68 pro  

(His)6-cN-II WT (1-536); pI = 8,00 pro (His)6-cN-II D52N (1-536); tyto parametry byly 

vypoļteny na z§kladŊ aminokyselinov® sekvence rekombinantn²ch proteinŢ prostŚednictv²m 

programu ExPASy ï ProtParam Tool [72], dostupn® na: https://web.expasy.org/protparam/]. 

Roztok obsahuj²c² c²lovĨ protein byl proto podroben iontovŊ vĨmŊnn® chromatografii 

na MonoS 5/50 GL kolonŊ (mŊniļ kationtŢ) (3.1.5). Kolona byla pŚi prŢtoku 1 ml/min 

ekvilibrov§na ekvilibraļn²m pufrem pro iontovŊ vĨmŊnnou chromatografii obsahuj²c²m 

100mM chlorid sodnĨ (3.1.4). Pot® na ni byl pŚi prŢtoku 1 ml/min nanesen proteinovĨ 

prepar§t. Eluce probŊhla prostŚednictv²m gradientu eluļn²ho pufru pro iontovŊ vĨmŊnnou 

chromatografii s 1M chlorid sodnĨ (3.1.4). Za prŢtoku 1 ml/min nejprve prob²hal gradient 

eluļn²ho pufru z 0 % na 50 % v objemu 25 ml a pot® v 50 % na 100 % jiģ pouze v objemu 

5 ml. V dalġ²ch 5 ml byla kolona promyta jiģ 100% eluļn²m pufrem pro iontovŊ vĨmŊnnou 

chromatografii. PrŢbŊh eluce byl sledov§n spektrofotometricky pŚi vlnov® d®lce 280 nm. 

Objem sb²ranĨch frakc² byl 2 ml. Sekvence tvoŚen§ ekvilibrac², nanesen²m proteinov®ho 

prepar§tu a n§slednou eluc² pŚedstavoval jeden cyklus, kterĨ byl nŊkolikr§t opakov§n 

v z§vislosti na mnoģstv² proteinov®ho prepar§tu a nan§ġec² kapacitŊ chromatografick® 

kolony. 

Frakce byly analyzov§ny pomoc² diskontinu§ln² elektrofor®zy v 12,5% (w/v) 

polyakrylamidov®m gelu za denaturuj²c²ch podm²nek v pŚ²tomnosti SDS s n§slednou detekc² 

stŚ²brem (viz d§le, str. 52 a 53). N§slednŊ byly vybran® frakce spojeny a dialĨzou (viz str. 52) 

pŚevedeny do pufru vhodn®ho pro skladov§n² proteinu (3.1.4). 

https://web.expasy.org/protparam/
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Za ¼ļelem pŚeveden² proteinovĨch roztokŢ do vhodn®ho pufru byla pouģita dialĨza pŚi 4 ÁC 

za st§l®ho m²ch§n² dialyz§tu. VŊtġ² objemy (> 15 ml) proteinov®ho roztoku byly dialyzov§ny 

v celulosov® dialyzaļn² membr§nŊ s mezn² velikost² p·rŢ 12,5 kDa, menġ² objemy (< 15 ml) 

pak v dialyzaļn²ch r§meļc²ch Slide-A-LyzerTM s mezn² velikost² p·rŢ 10 kDa. Po dialĨze 

byl filtr§t vģdy centrifugov§n v centrifuze Beckman AvantiÊ J-E (10000 G, rotor JA-20, 

10 min, 4 ÁC) anebo, v pŚ²padŊ malĨch objemŢ (V  2 ml), v centrifuze Hettich EBA 12 R 

(10000 RCF, 4 ÁC, 10 min). 

Za ¼ļelem urļen² koncentrace purifikovanĨch c²lovĨch proteinŢ ļi orientaļn²mu urļen² 

koncentrace proteinŢ v prŢbŊhu proteinov® purifikace byla mŊŚena absorbance tŊchto 

proteinovĨch roztokŢ za laboratorn² teploty na pŚ²stroji NanoDrop ND-1000 pŚi vlnov® d®lce 

280 nm. Pro vĨpoļet hodnot koncentrace byl pouģit absorpļn² koeficient, kterĨ m§ pŚi t®to 

vlnov® d®lce pro oba rekombinantn² proteiny cN-II , tj. (His)6 ï cN-II WT (1-536)  

i (His)6 ï cN-II D52N (1-536), hodnotu 1,158 mlĿmg-1Ŀcm-1 a pro Tt82 hodnotu  

1,413 mlĿmg-1Ŀcm-1. Tyto hodnoty jsou teoretick® a byly vypoļ²t§ny na z§kladŊ 

aminokyselinov® sekvence danĨch rekombinantn²ch proteinŢ prostŚednictv²m programu 

ExPASy ï ProtParam Tool [72] (dostupn® na: https://web.expasy.org/protparam/). 

Diskontinu§ln² elektrofor®za v polyakrylamidov®m gelu za denaturuj²c²ch podm²nek 

v pŚ²tomnosti SDS (SDS-PAGE) byla provedena ve vertik§ln²m tris-glycinov®m uspoŚ§d§n² 

na aparatuŚe Mighty Small II SE 250. ZaostŚovac² gel obsahoval 5% (w/v) akrylamid (AA), 

dŊl²c² gel pak 12,5% (w/v) AA (3.1.4). Vzorky proteinŢ byly nejprve zŚedŊny tak, 

aby mnoģstv² proteinu v objemu 10 Õl nepŚesahovalo hodnotu 5 Õg. K 10 Õl naŚedŊnĨch 

vzorkŢ bylo n§slednŊ pipetov§no 5 Õl VP-S obsahuj²c²ho merkaptoethanol (3.1.4), vzorky 

pŚivedeny k varu pŚi teplotŊ 100 ÁC v such®m inkub§toru MyBlockTM mini a pot® kr§tce 

centrifugov§ny na centrifuze Eppendorf MiniSpin (13 400 RCF/min, laboratorn² teplota, 

cca 15 s). Do prvn² jamky zaostŚovac²ho gelu bylo naneseno 5Õl standardu molekulovĨch 

hmotnost² pro SDS-PAGE (3.1.6), do dalġ²ch jamek bylo naneseno vģdy 12,5 Õl 

pŚipravenĨch vzorkŢ. Pot® byla pŚi poļ§teļn²m napŊt² zdroje 100 V zah§jena 

elektroforetick§ separace. Jakmile linie modrĨch prouģkŢ (bromfenolov§ modŚ, jeģ byla 

souļ§st² VP-S) doputovala na rozhran² mezi zaostŚovac²m a dŊl²c²m gelem, bylo napŊt² 

zdroje zvĨġeno na 180 V. Elektrofor®za byla ukonļena ve chv²li, kdy linie modrĨch prouģkŢ 

doputovala k doln²mu okraji gelu. 

https://web.expasy.org/protparam/
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Po ukonļen² elektrofor®zy byl gel barven stŚ²brem. V prŢbŊhu procesu byla vyuģ²v§na 

tŚepaļka Rotamax 120, sloģen² jednotlivĨch pouģ²vanĨch roztokŢ je uvedeno  

v kapitole 3.1.4. Nejprve byl gel fixov§n ve fixaļn²m roztoku po dobu 45 min. Pot® byl 

celkem tŚikr§t, vģdy po dobu 5 min, promyt 50% (v/v) roztokem methanolu a n§slednŊ 

vloģen na 20 s do roztoku Na2S2O3. Po uplynut² 20 s n§sledovalo opl§chnut² gelu dH2O 

a promĨv§n² v roztoku AgNO3 po dobu 20 min. Po promĨv§n² byl gel opŊt opl§chnut v dH2O 

a vloģen do roztoku pro vyvol§n². Zde byl ponech§n pŚibliģnŊ 1 min, dokud se dostateļnŊ 

nevybarvil stŚ²brem. Dalġ², jiģ neģ§douc² vyv²jen² stŚ²bra, bylo posl®ze ukonļeno pŚenesen²m 

gelu do roztoku pro zastaven² vyvol§v§n². ObarvenĨ gel byl uloģen do uchov§vac²ho 

50% (v/v) roztoku methanolu. 

Gel uloģenĨ v 50% (v/v) roztoku methanolu byl za ¼ļelem jeho archivace m§ļen v roztoku 

20% (v/v) ethanolu a 3% (v/v) glycerolu a n§slednŊ vysuġen na napnut® celof§nov® f·lii. 

 

Pro nalezen² sloģen² pufru, kterĨ by co moģn§ nejl®pe stabilizoval cN-II WT ȹ  

a cN-II D52N ȹ v nativn²m stavu, byla vyuģita metoda diferenļn² skenovac² 

fluorimetrie (DSF). 

Rekombinantn² proteiny byly zahuġtŊny ultrafiltrac² na koncentraci 4,6 mg/ml s vyuģit²m 

centrifugaļn²ch filtrŢ AmiconÈ Ultra 0.5ml o mezn² velikosti p·rŢ 10 kDa. Ultrafiltrace 

byla prov§dŊna na centrifuze Hettich EBA 12 R (10000 RCF, 4 ÁC) v 3minutovĨch 

intervalech a mezi kaģdĨm intervalem byl zahuġŠovanĨ roztok proteinu opatrnŊ prom²ch§n 

ġpiļkou pipety. ZahuġtŊnĨ roztok proteinu byl posl®ze centrifugov§n na tomt®ģ pŚ²stroji 

a za stejnĨch podm²nek po dobu 10 min, aby byla z roztoku oddŊlena denaturovan§ ļ§st 

proteinu. 

Do jamek v 96-jamkov® mikrotitraļn² destiļce pro real-time PCR (LightCyclerÈ 480 

Multiwell Plate 96) byla pŚipravena smŊs 1 Õl proteinu o fin§ln² koncentraci 200 Õg/ml 

ve 23 Õl analyzovan®ho pufru o variabiln²m sloģen². V prim§rn²m DSF experimentu byly 

pouģity n§sleduj²c² pufry: octan sodnĨ (pH 4,5 a 5,0); citr§t sodnĨ (pH 4,7 a 5,5); 

dihydrogenfosforeļnan draselnĨ (pH 5,0 a 6,0 a 7,0), dihydrogenfosforeļnan sodnĨ (pH 5,5 

a 6,5 a 7,5); MES (pH 5,8 a 6,2 a 6,5); HEPES (pH 7,0 a 8,0); octan amonnĨ (pH 7,3); 

Tris (pH 7,5 a 8,0 a 8,5); Bicin (pH 8,0 a 9,0); imidazol (pH 8,0). V n§sleduj²c²m 

sekund§rn²m DSF experimentu byl testov§n pufr obsahuj²c² dihydrogenfosforeļnan sodnĨ 

(rozmez² koncentrac² 25-200 mM, pH 7,5) a chlorid sodnĨ (rozmez² koncentrace  
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50-300 mM). V z§vŊreļn®m tŚet²m DSF experimentu byl pouģit obsahuj²c² 150mM 

dihydrogenfosforeļnan sodnĨ (pH 7,6), 200mM chlorid sodnĨ, 1mM chlorid hoŚeļnatĨ 

a 0,5mM dithiothreitol (DTT), 0-10mM ATP a 0-30mM IMP. 

Za sn²ģen®ho osvŊtlen² byl pot® na stŊnu kaģd® jamky pipetov§n automatickou pipetou 1 Õl 

25  zŚedŊn®ho fluorescenļn²ho barviva SYPRO Orange Protein Gel Stain. CelkovĨ objem 

smŊsi v kaģd® jamce byl 25 Õl. Mikrotitraļn² destiļka byla vz§pŊt² zakryta tŊsn²c² f·li² 

(LightCyclerÈ 480 Sealing Foil) a obalena alobalem za ¼ļelem ochrany fluorescenļn²ho 

barviva pŚed svŊtlem. 

PŚed vlastn²m mŊŚen²m strukturn² stability proteinu byla mikrotitraļn² destiļka 

za laboratorn² teploty kr§tce centrifugov§na v centrifuze Beckman Allegra X-15R, vyjmuta 

z alobalu a vloģena do pŚ²stroje LightCyclerÈ 480 Instrument II RT PCR. N§slednŊ byly 

analyzovan® smŊsi podrobeny gradientu teploty z 20 ÁC na 90 ÁC bŊhem 90 min, v prŢbŊhu 

nŊhoģ byla v kaģd® jamce nepŚetrģitŊ sn²m§na intenzita fluorescence v rozmez² vlnovĨch 

d®lek 465-580 nm. 

Data jsou namŊŚena ve formŊ denaturaļn²ch kŚivek. Hodnota teploty v inflexn²ch bodech 

tŊchto kŚivek pŚedstavuje hodnoty teplot denaturace (t§n²) proteinu ï TM (z angl. melting 

temperature). S rostouc² hodnotou TM se tedy strukturn² stabilita proteinu v dan®m prostŚed² 

zvyġuje. ProstŚednictv²m softwarov®ho programu Roche LightCyclerÈ 480 (Software 

release 1.5.1.62 SP3) byly takto z namŊŚenĨch dat z²sk§ny informace o strukturn² stabilitŊ 

proteinu v prostŚed² pufrŢ o variabiln²m sloģen². Na z§kladŊ tŊchto informac² bylo zvoleno 

takov® sloģen² pufru, pŚi kter®m obŊ varianty cN-II  vykazovaly nejvyġġ² moģnou strukturn² 

stabilitu (viz kapitola 4.3). ZvolenĨ pufr byl n§slednŊ pouģit v NMR spektroskopii (3.3.4). 

 

Pro hled§n² interakc² n²zkomolekul§rn²ch l§tek (ligandŢ) s enzymem cN-II byla vyuģita 

metoda Ărozd²lu z pŚenosu saturaceñ (z angl. saturation transfer difference) NMR (zkr. STD 

NMR) [73, 74]. Experiment byl proveden s C-termin§lnŊ zkr§cenou neaktivn² mutantn² 

variantou cN-II D52N ȹ, kter§ umoģŔuje vazbu substr§tu do aktivn²ho m²sta, aniģ by byl 

vz§pŊt² katalyticky pŚemŊnŊn na produkt. 

Zdrojem potenci§ln²ch ligandŢ enzymu byla fragmentov§ knihovna sestaven§  

z 1000 n²zkomolekul§rn²ch organickĨch l§tek (fragmentŢ) zakoupenĨch u specializovan® 

firmy Maybridge a uspoŚ§dan§ do z§sobn²ch roztokŢ obsahuj²c²ch vģdy smŊs  
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5-6 fragmentŢ v DMSO. Z§sobn² koncentrace kaģd®ho z fragmentŢ ve fragmentov® 

knihovnŊ byla 20 mM. Tyto fragmenty se vyznaļuj² velkou strukturn² diverzitou  

(viz Obr§zek 16) a splŔuj² tzv. pravidlo tŚ² (z angl. Rule of Three) [75]. 

 
Obr§zek 16 ï PŚ²klad vybranĨch z§stupcŢ z testovan® fragmentov® knihovny demonstruj²c² velkou strukturn² 

diverzitu tŊchto malĨch molekul 

Obr§zek byl vytvoŚen s pouģit²m programŢ Inkscape 0.92.4 a ChemBioDraw Ultra12.0.2 (É 1986-2010 CambridgeSoft.). 

PŚed vlastn² pŚ²pravou vzorkŢ bylo potŚebn® mnoģstv² zkr§cen® neaktivn² varianty  

cN-II D52N ȹ pŚevedeno dialĨzou do NMR pufru (3.1.4). PŚ²prava vzorkŢ pro prim§rn² 

screening fragmentov® knihovny prob²hala za laboratorn² teploty. KaģdĨ vzorek o celkov®m 

objemu 160 ɛl pŚipravenĨ do mikrozkumavky obsahoval 1,5ɛM cN-II D52N ȹ v NMR 

pufru a 10% (v/v) D2O. Do vzorku bylo pot® pipetov§no 4 ɛl z§sobn² smŊsi  

5-6 fragmentŢ z urļit® pozice fragmentov® knihovny, pŚiļemģ fin§ln² koncentrace kaģd®ho 

fragmentu ve vzorku byla pŚibliģnŊ 500 ɛM. Takto formulovanĨ vzorek o celkov®m objemu 

164 ɛl byl pot® za laboratorn² teploty kr§tce centrifugov§n v centrifuze Eppendorf Minispin 

pŚi 12100 G po dobu 30 s. Đļelem bylo oddŊlit vzorek od potenci§ln²ch agreg§tŢ a odstranit 

z nŊj pŚ²padn® vzduchov® bubliny. N§slednŊ byl pŚenesen sklenŊnou Pasteurovou pipetou 

do 3mm NMR kyvet a v t®to podobŊ pŚ²padŊ skladov§n pŚi 4 ÁC pŚes noc. NejpozdŊji 

n§sleduj²c²ho dne vġak byly vġechny pŚipraven® vzorky podrobeny STD NMR screeningu. 

Vzorky pro validaļn² screening fragmentŢ pŚedstavuj²c²ch potenci§ln² ligandy enzymu byly 

pŚipraveny obdobnŊ ï rozd²lem v pŚ²pravŊ bylo pouze pŚid§n² 4 ɛl z§sobn²ho roztoku jiģ 

pouze jednotliv®ho fragmentu nam²sto smŊsi 5-6 fragmentŢ. Fin§ln² koncentrace samotn®ho 

fragmentu ve vzorku o celkov®m objemu 164 ɛl byla opŊt pŚibliģnŊ 500 ɛM. Vzorky pro 

analĨzu vlivu pŚ²tomnosti IMP a ATP na interakci vybranĨch fragmentŢ s enzymem 

obsahovaly nav²c kromŊ jednotlivĨch 500 ɛM fragmentŢ tak® 500 ɛM IMP bez ļi spolu 

s 500 ɛM ATP.  
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Prim§rn² screening fragmentov® knihovny s cN-II D52N ȹ a n§slednŊ t®ģ validaļn² 

screening fragmentŢ vybranĨch na z§kladŊ prim§rn²ho screeningu (viz kapitola 4.4) byl 

proveden prostŚednictv²m 1H STD NMR experimentu na spektrometru Bruker Avance IIIÊ 

HD 600 MHz vybaven®m kryo-sondou a z§sobn²kem vzorkŢ s 24 pozicemi.  

Detailn² nastaven² spektrometru: 

¶ Magnet: Superconducting 600 MHz, UltraShieldÊ Plus 

¶ Konsole: Avance III HD 600, tŚi kan§ly, BOSS III (36 korekc² homogenity 

magnetick®ho pole), BSMS 2, zesilovaļe BLAXH2H 300/100 a BLAX 500 

¶ Bruker Cryoplatform:  chlazen® kan§ly 1H a 13C 

¶ Teplotn² jednotka (angl. temperature unit): BSVT, BCU 05 

¶ Hlavice sond (angl. probeheads): inversn² troj-resonanļn² kryosonda s modulem 

ATM (5 mm CPTCI 1H/13C/15N/D Z-GRD), inversn² ġirokop§sm§ sonda 

(5 mm BBI 1H/D-BB Z-GRD), mikro-kryo inversn² troj-resonanļn² kryosonda 

s modulem ATM (1.7 mm CPTCI 1H/13C/15N/D Z-GRD) 

¶ Pracovn² rozhran²: Linux CentOS 5.11, NMR software Topspin 3.2 pl 6 

Vġechna 1H STD NMR spektra vzorkŢ byla nasn²m§na pŚi teplotŊ 20 ÁC s pouģit²m 

standardn² pulsn² sekvence Ăstddiffesgpñ [76, 77]. Tato sekvence umoģŔuje efektivn² 

potlaļen² sign§lŢ protonŢ vody ve vzorku a zvyġuje tak vĨznamnŊ citlivost mŊŚen². 

Neselektivn² 50ms tvarovanĨ puls Eburp2.1000 o vĨkonu 40 dB byl nastaven na ozaŚovac² 

frekvenci 430 Hz, d²ky ļemuģ bylo n§slednŊ moģn® t²mto pulsem selektivnŊ oz§Śit 

a saturovat pouze oblast ve frekvenļn²m rozsahu  100 Hz od stŚedu ozaŚovan® frekvence. 

Na t®to ozaŚovac² frekvenci nebo v jej² tŊsn® bl²zkosti uvnitŚ uveden®ho frekvenļn²ho 

intervalu se vykytuj² sign§ly protonŢ methylovĨch skupin enzymu cN-II D52N ȹ, kter® jsou 

dostateļnŊ separovan® od t®mŊŚ vġech sign§lŢ protonŢ ostatn²ch molekul (zejm®na 

testovanĨch fragmentŢ) ve vzorku. Podstatou dostateļn® separace je zabr§nit vzniku 

faleġnĨch pozitivn²ch sign§lŢ od ostatn²ch molekul. Referenļn² (Off-resonance, viz d§le) 

spektra byla nasn²m§na obdobnĨm zpŢsobem za stejnĨch podm²nek, avġak s ozaŚovac² 

frekvenc² 20000 Hz. V oblasti t®to ozaŚovac² frekvence se obvykle nevyskytuj² ģ§dn® 

sign§ly protonŢ, jejichģ j§dra by mohla bĨt selektivnŊ oz§Śena. 

VĨġe popsanĨm zpŢsobem bylo pro kaģdĨ vzorek nasn²m§no 1H STD NMR spektrum 

s rozliġen²m 1 Hz. Prim§rn² screening celkem 192 vzorkŢ probŊhl ve dvou mŊŚen²ch, vģdy 

po 96 vzorc²ch, pŚiļemģ v prvn²m mŊŚen² byla otestov§na prvn² polovina a ve druh®m mŊŚen² 

druh§ polovina fragmentov® knihovny. Nasn²m§n² STD NMR spektra jednoho vzorku 

prob²halo po dobu pŚibliģnŊ 30 minut, z ļehoģ vyplĨv§, ģe kaģd® ze dvou mŊŚen² trvalo 

pŚibliģnŊ 48 hodin. 
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N§slednĨ validaļn² screening slouģil k ovŊŚen², zdali fragmenty, kter® se v prim§rn²m 

screeningu jevily jako interaguj²c² (avġak ve smŊsi s dalġ²mi 4-5 fragmenty), s enzymem 

skuteļnŊ interaguj². Tento probŊhl pŚi stejn®m nastaven² a stejnĨm zpŢsobem jako prim§rn² 

screening, avġak pouze se 70 vzorky v jedin®m souvisl®m mŊŚen², kter® trvalo pŚibliģnŊ 

35 hodin. 

Screening vzorkŢ obsahuj²c²ch smŊs enzymu, dan®ho fragmentu a IMP, resp. IMP a ATP 

slouģil pro analĨzu, jak pŚirozen® ligandy cN-II ovlivŔuj² interakci jednotlivĨch fragmentŢ 

s enzymem. Nastaven² a prŢbŊh screeningu byly obdobn® jako pŚi validaļn²m a prim§rn²m 

screeningu. Souvisle bylo promŊŚeno celkem 103 vzorkŢ a mŊŚen² trvalo pŚibliģnŊ 56 hodin. 

Nasn²man§ data mŊla nejprve form§t FID (angl. free induction decay), coģ pŚedstavuje 

z§znam z§vislosti intenzity proudu v mŊŚ²c² c²vce spektrometru na ļase. Tato data byla 

n§slednŊ prostŚednictv²m Fourierovy transformace pŚevedena na pŚ²sluġn§ 1H STD NMR 

spektra, kter§ jiģ pŚedstavuj² z§vislost spektr§ln² intenzity na frekvenci. Veġker® manipulace 

s NMR spektry byly prov§dŊny v programu TopSpin verze 3.5 pl7 a 3.6.2 (Bruker BioSpin 

GmbH). 

Z²skan§ spektra byla zpracov§na n§sledovnŊ: STD spektrum dan®ho vzorku, rozdŊlen® 

na referenļn² (Off-resonance) a diferenļn² (On-resonance) 1H NMR spektrum, bylo 

porovn§no s pŚ²sluġnĨmi spektry samotnĨch fragmentŢ, kter® byly v tomto vzorku obsaģeny. 

Z tohoto porovn§n² byly jednotliv® p²ky v referenļn²m spektru pŚiŚazeny k danĨm 

fragmentŢm (pro ilustraci viz Obr§zek 25A na str. 72). 

M²ra interakce dan®ho fragmentu s enzymem byla vyhodnocena prostŚednictv²m ġk§lov§n² 

diferenļn²ho spektra vŢļi referenļn²mu spektru. Diferenļn² spektrum bylo ġk§lov§no 

(zvŊtġov§no), dokud jeden z p²kŢ n§leģ²c²ch v tomto spektru protonŢm ligandu nedos§hl 

stejn® vĨġky jako tentĨģ p²k v referenļn²m spektru (pro ilustraci viz Obr§zek 26 na str. 73). 

Hodnota Ăġk§lovac²ho faktoruñ, Ὢ, diferenļn²ho spektra vŢļi referenļn²mu spektru byla 

dosazena do vztahu (1) a vypoļ²t§na tak relativn² m²ra interakce dan®ho fragmentu 

s enzymem, Ὅ. 

Ὅ Ϸ
ρ

Ὢ
Ͻρππ 

 (1) 

 

Fosfatasov§ aktivita Tt82 vŢļi potenci§ln²m substr§tŢm byla sledov§na prostŚednictv²m 

komerļnŊ dostupn® soupravy EnzChek phosphate assay kit (3.1.6), pomoc² n²ģ lze detekovat 

pŚ²tomnost volnĨch fosf§tovĨch iontŢ v analyzovan® smŊsi. Enzym purin nukleosid 
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fosforylasa (PNP), kterĨ je souļ§st² soupravy, katalyzuje v pŚ²tomnosti volnĨch fosf§tovĨch 

iontŢ fosforolĨzu N-glykosidick® vazby v chromogenn²m substr§tu 7-methylthioguanosinu 

(MESG). Kl²ļovĨm produktem t®to reakce (Obr§zek 17) je 7-methylthioguanin, kterĨ lze 

spektrofotometricky detekovat v jeho absorpļn²m maximu pŚi vlnov® d®lce 360 nm. Vznikl® 

mnoģstv² tohoto produktu odpov²d§ v jednotkov®m pomŊru mnoģstv² pŢvodnŊ volnĨch 

fosf§tovĨch iontŢ v analyzovan® smŊsi. D²ky tomuto mechanismu lze soupravu pouģ²t jako 

vhodnĨ n§stroj pro kvalitativn² i kvantitativn² analĨzu fosfatasov® aktivity Tt82. 

 

Obr§zek 17 ï Sch®ma reakce, kter§ je biochemickou podstatou fungov§n² soupravy EnzChek phosphate kit 

V pŚ²tomnosti volnĨch fosf§tovĨch iontŢ (Pi) doch§z² prostŚednictv²m purin nukleotid fosforylasy (PNP) 

k fosforolytick®mu rozkladu substr§tu 7-methylguanosinu (MESG). Produktem reakce jsou ribosa-1-fosf§t  

a 7-methylthioguanin, kterĨ lze spektrofotometricky detekovat v jeho absorpļn²m maximu pŚi vlnov® d®lce 360 nm. 

Obr§zek chemickĨch struktur byl vytvoŚen v programu ChemBioDraw Ultra12.0.2 (É 1986-2010 CambridgeSoft.) 

a upraven v programu Inkscape 0.92.4. 

Enzymov® reakce s Tt82 byly pŚipraveny do 96-jamkov® destiļky (MediSorpÊ Nunc- 

-ImmunoÊ 96 MicroWellÊ plate, Fisher Scientific). Reakļn² smŊs obsahovala 25ÕM Tt82, 

PNP (mnoģstv² odpov²daj²c² enzymatick® aktivitŊ 1 U), 0,2mM MESG a 50mM reakļn² pufr 

Tris-HCl (pH 7,5) doplnŊnĨ o 1mM chlorid hoŚeļnatĨ a 0,1mM azid sodnĨ. Multikan§lovou 

automatickou pipetou byl do reakļn² smŊsi pŚid§n potenci§ln² substr§t o fin§ln² koncentraci 

10 mM, ļ²mģ byla enzymov§ reakce zah§jena. N§slednŊ byla 96-jamkov§ destiļka vloģena 

do pŚ²stroje Tecan Infinite M200 microplate reader (Tecan Life Sciences), v nŊmģ enzymov§ 

reakce nad§le pokraļovala pŚi teplotŊ 26 ÁC. ProstŚednictv²m pŚ²stroje byla pŚi vlnov® d®lce 

360 nm sn²m§na absorbance ve vġech vyuģitĨch jamk§ch destiļky ve 30s intervalech 

po dobu 120 min. Takto bylo moģn® detailnŊ sledovat prŢbŊh rekc² v delġ²m ļasov®m 

horizontu. NamŊŚen® hodnoty absorbance v jednotlivĨch enzymovĨch reakc²ch byly pot® 

zpracov§ny a v reakļn²m ļase 30 min od zah§jen² reakce vyhodnoceny (viz kapitola 4.5). 

Pro sestrojen² kalibraļn² funkce z§vislosti m²ry absorbance 7-methylthioguaninu pŚi vlnov® 

d®lce 360 nm na koncentraci volnĨch fosf§tovĨch iontŢ v reakļn² smŊsi bylo provedeno 

standardizaļn² mŊŚen². Reakļn² smŊs o celkov®m objemu 100 Õl v 96-jamkov® destiļce 

(viz vĨġe) obsahovala PNP (1 U), 0,2mM MESG a 50mM reakļn² pufr Tris-HCl (pH 7,5) 

doplnŊnĨ o 1mM chlorid hoŚeļnatĨ a 0,1mM azid sodnĨ. Enzymov§ reakce byla zah§jena 
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pŚid§n²m standardu fosf§tu o fin§ln² koncentraci v rozmez² od 2 ÕM do 150 ÕM, destiļka 

vloģena do pŚ²stroje Tecan Infinite M200 a reakce ponech§na prob²hat pŚi 26 ÁC. Po uplynut² 

30 min byla prostŚednictv²m pŚ²stroje zmŊŚena m²ra absorbance pŚi vlnov® d®lce 360 nm 

ve vġech vyuģitĨch jamk§ch destiļky a namŊŚen® hodnoty pouģity k sestrojen² kalibraļn² 

funkce (viz kapitola 4.5).  

Kaģd§ enzymov§ reakce byla provedena v duplik§tu, od namŊŚen® hodnoty absorbance 

v enzymov® reakci byla vģdy odeļtena hodnota absorbance z pŚ²sluġn® reakce negativn² 

kontroly. Sloģen² reakce negativn² kontroly bylo aģ na nepŚ²tomnost Tt82, respektive 

standardu fosf§tu, totoģn® jako sloģen² pŚ²sluġnĨch enzymovĨch reakc². 

 

Za ¼ļelem stanoven² kinetickĨch parametrŢ fosfatasov® aktivity Tt82 byl enzym podroben 

enzymovĨm reakc²m s vybranĨmi substr§ty, AMP a p-nitrofenylfosf§tem (pNPP), 

pŚi teplotŊ 37 ÁC a 60 ÁC. 

Enzymov§ reakce byla zah§jena pŚid§n²m substr§tu do reakļn² smŊsi obsahuj²c² 5 ÕM Tt82 

a 50mM Tris-HCl pufr (pH 7,5) doplnŊnĨ o 1mM chlorid hoŚeļnatĨ. Fin§ln² koncentrace 

substr§tu v reakļn² smŊsi se pohybovala v rozmez² od 0,1 mM do 300 mM, celkovĨ objem 

reakļn² smŊsi byl 100 Õl. Po pŚid§n² substr§tu byly mikrozkumavky s reakcemi pŚeneseny 

do such®ho inkub§toru D1100 AccuBlockTM pŚedem vytemperovan®ho na poģadovanou 

teplotu. PŚi teplotŊ 37 ÁC prob²haly enzymov® reakce s AMP po dobu 120 min a s pNPP 

po dobu 60 min. PŚi teplotŊ 60 ÁC byly naproti tomu enzymov® reakce ponech§ny prob²hat 

pouze po dobu 20 min s AMP a po dobu 10 min s pNPP. PŚenesen²m z inkub§toru na led 

a n§slednĨm pŚid§n²m 40 Õl 0,5M kyseliny ethylendiamintetraoctov® (EDTA) do reakļn² 

smŊsi byly enzymov® reakce zastaveny a do doby vlastn² analĨzy prostŚednictv²m 

vysoko¼ļinn® kapalinov® chromatografie (viz kapitola 3.3.7) uchov§v§ny pŚi ï20 ÁC. Kaģd§ 

enzymov§ reakce byla provedena v duplik§tu. 

 

Reakļn² smŊsi pŚipraven® dle postupu uveden®ho v kapitole 3.3.6 byly analyzov§ny 

prostŚednictv²m vysoko¼ļinn® kapalinov® chromatografie (HPLC) na reverzn² f§zi se 

spektrofotometrickou detekc². Objem 5 Õl analyzovan®ho vzorku byl nanesen 

na chromatografickou kolonu GeminiÈ 5 Õm C18 110 ¡ column (LC Column 100 x 3 mm, 

Phenomenex) pŚipojenou k HPLC pŚ²stroji Agilent 1100 a separov§no isokratickou eluc². 

Mobiln² f§ze byla tvoŚena pufrem o rŢzn®m sloģen² v z§vislosti na typu substr§tu ve vzorku. 

PŚehled pufrŢ pouģitĨch jako mobiln² f§ze pŚi HPLC separaci substr§tu a produktu je 

spoleļnŊ s vlnovou d®lkou jejich spektrofotometrick® detekce pŚi analĨze studovanĨch 
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enzymovĨch reakc² s Tt82 uveden v Tabulce 1. Po isokratick® eluci vzorku byla kolona vģdy 

promyta smŊs² methanolu a 0,05% (v/v) kyseliny trifluoroctov® (TFA). 

Tabulka 1 ï PŚehled pufrŢ pouģitĨch pouģiĨch jako mobiln² f§ze pŚi HPLC separaci substr§tu a produktu a vlnov§ 

d®lka jejich spektrofotometrick® detekce pŚi analĨze studovanĨch enzymovĨch reakc² s Tt82 

Substr§t Produkt  Detekce Mobiln² f§ze 

AMP adenosin 260 nm 0,1M KH2PO4 (pH 6,0); 5% (v/v) methanol 

pNPP p-nitrofenol(*) 310 nm 0,1M KH2PO4 (pH 6,0); 20% (v/v) methanol 

*pozn.: absorpļn² maximum p-nitrofenolu je znaļnŊ z§visl® na pH prostŚed²; pŚi pH 6,0 se nach§z² pŚi vlnov® 

d®lce 310 nm [78] 

Spektrofotometrickou analĨzou chromatografick® separace byl z²sk§n chromatogram. 

ProstŚednictv²m programu Agilent ChemStation (Agilent Technologies, USA) byla 

z chromatogramu z²sk§na plocha pod p²ky substr§tu a produktu a n§slednŊ vypoļ²t§n stupeŔ 

konverze enzymov® reakce, ‌, s pouģit²m vzorce (2): 

‌
3

3 3
 

(2) 

kde 3 je plocha pod p²kem odpov²daj²c²m substr§tu a 3 plocha pod p²kem odpov²daj²c²m 

produktu. Z²skanĨ stupeŔ konverze byl n§slednŊ pouģit k vĨpoļtu poļ§teļn² reakļn² 

rychlosti, ὺ, enzymu Tt82 pŚi rŢznĨch poļ§teļn²ch koncentrac²ch substr§tŢ AMP a pNPP 

ze vztahu (3): 

ὺ
3 éϽὠϽ‌

ὸ
 

(3) 

kde 3 é je poļ§teļn² koncentrace substr§tu, ὠ je objem reakļn² smŊsi a ὸ je doba, po kterou 

enzymov§ reakce prob²hala. V programu GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc) byly 

do grafu vyneseny hodnoty poļ§teļn²ch reakļn²ch rychlost² v z§vislosti na poļ§teļn² 

koncentraci substr§tu. Body grafu byly proloģeny odpov²daj²c² funkc² enzymov®  

kinetiky ï buŅto rovnic² Michaelise-Mentenov® (4) anebo rovnic² pro inhibici 

substr§tem (5) [79]. Z prŢbŊhu t®to funkce byly n§slednŊ prostŚednictv²m vĨġe uveden®ho 

programu z²sk§ny hodnoty kinetickĨch parametrŢ Michaelisovy konstanty, ὑ , maxim§ln² 

reakļn² rychlosti, ὠ , a pŚ²padnŊ t®ģ inhibiļn² konstanty, ὑ. 

ὺ
ὠ Ͻ3

ὑ 3
 

  (4) 
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ὠ Ͻ3

ὑ 3Ͻρ
3
ὑ

 

  (5) 

Ze z²skanĨch parametrŢ byla podle vzorce (6) vypoļtena rychlostn² konstanta enzymov® 

reakce, Ὧ , enzymu Tt82 s danĨm substr§tem. 

Ὧ
ὠ

Ὁ
 

(6) 

Ļlen Ὁ  ve vzorci (6) vyjadŚuje celkovou koncentraci enzymu v reakļn² smŊsi. V pŚ²padŊ 

Tt82 byla za tento ļlen dosazov§na hodnota 5 ÕM v jednotk§ch ÎÍÏÌϽÄÍ . Hodnota ὠ  

byla vģdy nejprve vztaģena na objem reakļn² smŊsi (tj. ρϽρπ ÄÍ) a do vzorce (6) 

dosazov§na v jednotk§ch ÎÍÏÌϽÍÉÎϽÄÍ .  
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Po sv® expresi je lidsk§ nukleotidasa cN-II lokalizov§na v bunŊļn®m cytosolu. Konstrukty 

(His)6 ï cN-II WT (1-536) (d§le jen cN-II WT ȹ) a (His)6 ï cN-II D52N (1-536) (d§le jen 

cN-II D52N ȹ) byly exprimov§ny v bakteri§ln²m kmenu Escherichia coli BL21 (DE3) RIL 

(metodickĨ postup je pops§n v kapitol§ch 3.1.1, 3.1.2 a 3.3.1). Ze 2 l TB m®dia, v nŊmģ byly 

pŊstov§ny bakteri§ln² buŔky s indukovanou expres² konstruktu cN-II WT ȹ, bylo z²sk§no 

32 g bunŊļn® biomasy. Z tohoto mnoģstv² bylo 20,5 g n§slednŊ pouģito pro izolaci 

rekombinantn²ho proteinu a zbytek uchov§n pŚi ï20 ÁC. V pŚ²padŊ bakteri§ln²ch bunŊk 

s indukovanou expres² konstruktu cN-II D52N ȹ bylo ze 2 l TB m®dia z²sk§no 36,5 g 

bunŊļn® biomasy a z toho 24 g pouģito pro n§slednou izolaci rekombinantn²ho proteinu. 

Rozbit²m bakteri§ln²ch bunŊk v lyzaļn²m pufru (3.1.4) prostŚednictv²m sonikace 

a n§slednou centrifugac² byla oddŊlena rozpustn§ frakce od nerozpustn® frakce. Produkty 

rekombinantn² exprese, tj. oba rekombinantn² proteiny, se nach§zely zejm®na  

v rozpustn® frakci (viz Obr§zek 19 na str. 64). Bylo z²sk§no pŚibliģnŊ 200 ml supernatantu 

bunŊļn®ho lyz§tu obsahuj²c²ho rekombinantn² protein cN-II WT ȹ, respektive pŚibliģnŊ  

240 ml supernatantu bunŊļn®ho lyz§tu obsahuj²c²ho rekombinantn² protein cN-II D52N ȹ. 

Ze z²skanĨch supernatantŢ byly posl®ze tyto proteiny purifikov§ny. 

 

Oba rekombinantn² proteiny byly podrobeny dvou krokov® purifikaci (kapitola 3.3.2) podle 

jiģ dŚ²ve zaveden®ho protokolu [49], nejprve prostŚednictv²m chelataļn² chromatografie 

za vyuģit² histidinov® kotvy a posl®ze prostŚednictv²m iontovŊ vĨmŊnn® chromatografie 

s vyuģit²m teoretick® hodnoty isoelektrick®ho bodu tŊchto proteinŢ. Separace 

rekombinantn²ch proteinŢ pomoc² obou chromatografickĨch metod byla sledov§na 

prostŚednictv²m SDS-PAGE (kapitola 3.3.2). V elektrick®m poli za denaturuj²c²ch podm²nek 

putuje 65kDa nezkr§cen§ (angl. full-lenght) varianta cN-II jako ļ§stice s molekulovou 

hmotnost² pŚibliģnŊ 55-57 kDa [46], proto lze oba rekombinantn² proteiny oļek§vat v oblasti 

50-60 kDa molekulovĨch hmotnost² standardu. 

V prvn²m purifikaļn²m kroku byly rekombinantn² proteiny obsaģen® v pŚ²sluġn®m 

supernatantu bunŊļn®ho lyz§tu podrobeny chelataļn² chromatografii na kolonŊ 

HisTrapTM HP (3.1.5). Nanesen²m supernatantu na tuto chromatografickou kolonu  
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se na kolonŊ podaŚilo zachytit velk® mnoģstv² 

rekombinantn²ho proteinu, avġak spoleļnŊ  

s dalġ²mi balastn²mi proteiny a molekulami  

s dostateļnou afinitou ke chromatografick®mu 

nosiļi kolony. Tyto molekuly byly posl®ze 

z kolony vytŊsnŊny stoupaj²c²m gradientem 

imidazolov®ho eluļn²ho pufru pro chelataļn² 

chromatografii (3.1.4) a sb²r§ny ve 2ml frakc²ch. 

V pŚ²padŊ cN-II WT ȹ bylo pŚi eluci posb²r§no 

38 frakc² (Obr§zek 19A, str. 64), v pŚ²padŊ  

cN-II D52N ȹ pak 30 frakc² (Obr§zek 19B,  

str. 64). PrŢbŊh eluce obou rekombinantn²ch 

proteinŢ byl obdobnĨ a je proto reprezentov§n 

pouze jedn²m chromatogramem z eluce  

cN-II D52N ȹ, kterĨ je zachycen na Obr§zek 18. 

Đļinnost separace obou rekombinantn²ch 

proteinŢ byla n§slednŊ ovŊŚena prostŚednictv²m 

SDS-PAGE (Obr§zek 19, str. 64). Na z§kladŊ 

tŊchto vĨsledkŢ byly v pŚ²padŊ cN-II WT ȹ 

vybr§ny frakce 11*-34* o celkov®m objemu 

pŚibliģnŊ 40 ml, v pŚ²padŊ cN-II D52N ȹ pak 

frakce 13-30 o celkov®m objemu pŚibliģnŊ 

37 ml. PŚ²sluġn® frakce byly slouļeny 

a dialyzov§ny v ekvilibraļn²m pufru pro iontovŊ 

vĨmŊnnou chromatografii (3.1.4). Bylo z²sk§no 

pŚibliģnŊ 42 ml filtr§tu obsahuj²c²ho cN-II WT ȹ 

a oddŊlen®ho centrifugac² od precipit§tu, jehoģ 

absorbance pŚi l = 280 nm (A280) mŊla hodnotu 

3,54. Vedle toho filtr§t o objemu 37 ml 

obsahuj²c² cN-II D52N ȹ vykazoval hodnotu 

absorbance A280 = 4,53. 

Ve druh®m purifikaļn²m kroku byly oba 

rekombinantn² proteiny purifikov§ny pomoc² 

iontovŊ vĨmŊnn® chromatografie na kolonŊ 

MonoS 5/50 GL (mŊniļ kationtŢ).  

Obr§zek 18 ï Chromatogram zachycuj²c² prŢbŊh 

eluce pŚi chelataļn² chromatografii cN-II D52N ȹ 

na kolonŊ HisTrapTM  HP 5ml (GE Healthcare) 

Eluce prob²hala pŚi konstantn²m prŢtoku 2 ml/min 

eluļn²ho pufru pro chelataļn² chromatografii (3.1.4). 

BŊhem eluce bylo j²m§no celkem 30 frakc² o objemu 

pŚibliģnŊ 2 ml. Na chromatogramu je vyznaļen eluļn² 

objem 1. a 30. frakce (F1 a F30, zelen§); zbyl®  

frakce 2-29 byly j²m§ny v eluļn²m objemu mezi  

1. a 30. frakc². Ļern§ kŚivka zn§zorŔuje prŢbŊh  

relativn² absorbance elu§tu, kterĨ byl sledov§n 

chromatografickou stanic²  KTA Prime (Amersham 

Bioscience, Ġv®dsko). Ļervenou kŚivkou je zn§zornŊn 

teoretickĨ prŢbŊh gradientu imidazolu v eluļn²m pufru. 

Obr§zek byl upraven v programu Inkscape 0.92.4. 
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Obr§zek 19 ï AnalĨza prŢbŊhu chelataļn² chromatografie na niklov® kolonŊ HisTrapTM HP 5ml (GE Healthcare) 

Na obr§zku jsou vyobrazeny polyakrylamidov® gely obarven® stŚ²brem (kapitola 3.3.2), prostŚednictv²m nichģ byly 

analyzov§ny frakce sb²ran® pŚi chromatografick® separaci supernatantu bunŊļn®ho lyz§tu obsahuj²c²ho A) rekombinantn² 

protein cN-II WT ȹ; B) rekombinantn² protein cN-II D52N ȹ. Ļervenou ġipkou je vģdy naznaļeno um²stŊn² prouģkŢ 

odpov²daj²c²ch cN-II. Na z§kladŊ t®to analĨzy byly vybr§ny a spojeny frakce vhodn® pro dalġ² pr§ci. Vybran® frakce jsou 

oznaļeny ļervenĨm r§meļkem. VysvŊtlen² zkratek: M ï standard molekulovĨch hmotnost² SpectraTM Multicolor Broad 

range Protein Ladder; MW ï molekulov® hmotnosti v jednotk§ch kDa pŚiŚazen® k pŚ²sluġnĨm prouģkŢm standardu;  

PC ï vzorek pŚed chromatografickou separac²; FT ï Ăflow-throughñ = vzorek roztoku protekl®ho chromatografickou 

kolonou pŚi nan§ġen² bunŊļn®ho lyz§tu; oznaļen² * vyjadŚuje vzorek frakce vznikl® spojen²m dvou po sobŊ n§sleduj²c²ch 

frakc². Obr§zek byl upraven v programu Inkscape 0.92.4. 

Rekombinantn² protein cN-II WT ȹ byl ze sv®ho roztoku o pŚibliģn®m celkov®m objemu 

42 ml purifikov§n ve tŚech stejnĨch d²lļ²ch separaļn²ch cyklech. Na ekvilibrovanou 

katexovou kolonu byla nanesena vģdy pŚibliģnŊ pouh§ tŚetina tohoto roztoku, aby nebyla 

pŚekroļena kapacita pouģit® chromatografick® kolony a nedoġlo tak ke zbyteļnĨm ztr§t§m 

rekombinantn²ho proteinu. Za vĨġe popsanĨch podm²nek se rekombinantn² protein 

na kolonu nav§zal a po jej²m promyt² byl n§slednŊ eluov§n rostouc² iontovou silou vlivem 
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gradientu eluļn²ho pufru pro iontovŊ vĨmŊnnou chromatografii (3.1.4). PrŢbŊh eluce 

pŚi jednom ze tŚ² d²lļ²ch separaļn²ch cyklŢ je vyobrazen na reprezentativn²m chromatogramu 

na Obr§zku 20. BŊhem vġech tŚ² separaļn²ch cyklŢ bylo nasb²r§no celkem 27 frakc² 

(Obr§zek 21A, str. 66). Purifikace rekombinantn²ho proteinu cN-II D52N ȹ prob²hala 

ze sv®ho roztoku o pŚibliģn®m celkov®m objemu 37 ml obdobnŊ, avġak ve ļtyŚech d²lļ²ch 

separaļn²ch cyklech. BŊhem nich bylo nasb²r§no celkem 36 frakc² (Obr§zek 21B, str. 66). 

PrŢbŊh eluce byl pŚi vġech d²lļ²ch separaļn²ch cyklech obdobnĨ jako pro cN-II WT ȹ 

a je proto ilustrov§n chromatogramem na Obr§zku 20. 

 

Obr§zek 20 ï Chromatogram zachycuj²c² prŢbŊh eluce cN-II WT ȹ pŚi iontovŊ vĨmŊnn® chromatografii na kolonŊ 

MonoS 5/50 GL 1 ml (GE Healthcare) 

V grafu je zachycen prŢbŊh absorbance pŚi vlnov® d®lce 280 nm (tmavŊ modr§), prŢbŊh gradientu eluļn²ho pufru (%B) 

obsahuj²c²ho 500mM NaCl (ovlivovŊ zelen§) a s t²m spojenĨ prŢbŊh konduktivity eluļn²ho roztoku (tmavŊ hnŊd§). PŚi ose 

● jsou takt®ģ zn§zornŊny jednotliv® sb²ran® frakce (ļerven§). Pro pŚehlednost jsou vyznaļeny pouze frakce A1, A10 a A18. 

Đļinnost chromatografick® separace rekombinantn²ch proteinŢ byla opŊt ovŊŚena 

prostŚednictv²m SDS-PAGE (Obr§zek 21, str. 66). Na z§kladŊ tŊchto vĨsledkŢ byly  

v pŚ²padŊ cN-II WT ȹ vybr§ny frakce A4-A10, B3-B11 a C2-C6 o celkov®m objemu 

pŚibliģnŊ 32 ml, v pŚ²padŊ cN-II D52N ȹ pak frakce A1-A8, B1-B8, C1-C8 a D1-D8 

o celkov®m objemu pŚibliģnŊ 64 ml. PŚ²sluġn® frakce byly slouļeny a dialĨzou pŚevedeny 

do pufru vhodn®ho pro skladov§n² cN-II (3.1.4). T²m bylo po oddŊlen² od precipit§tu z²sk§no 
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pŚibliģnŊ 29 ml roztoku purifikovan®ho cN-II WT ȹ, jehoģ absorbance A280 mŊla hodnotu 

1,74, coģ odpov²d§ pŚibliģn® koncentraci 1,5 mg/ml tohoto proteinu. Takto byl z²sk§n tak® 

roztok purifikovan®ho cN-II D52N ȹ o pŚibliģn®m objemu 66 ml. Roztok proteinu 

vykazoval absorbanci A280 = 1,23, coģ odpov²d§ koncentraci pŚibliģnŊ 1,1 mg/ml 

rekombinantn²ho proteinu. Proteiny nebylo nutn® zahuġŠovat na vyġġ² koncentraci. 

 

Obr§zek 21 ï AnalĨza prŢbŊhu iontovŊ vĨmŊnn® chromatografie na kolonŊ MonoS 5/50 GL (GE Healthcare) 

Na obr§zku jsou vyobrazeny polyakrylamidov® gely obarven® stŚ²brem (kapitola 3.3.2), prostŚednictv²m nichģ byly 

analyzov§ny frakce sb²ran® pŚi chromatografick® separaci roztoku obsahuj²c²ho A) rekombinantn² protein cN-II WT ȹ; 

B) rekombinantn² protein cN-II D52N ȹ. Ļervenou ġipkou je vģdy naznaļeno um²stŊn² prouģkŢ odpov²daj²c²ch cN-II. 

Na z§kladŊ t®to analĨzy byly vybr§ny a spojeny frakce obsahuj²c² rekombinantn² protein v dostateļn® ļistotŊ pro dalġ² 

experimenty. Vybran® frakce jsou oznaļeny ļervenĨm r§meļkem. VysvŊtlen² zkratek: M ï standard molekulovĨch 

hmotnost² SpectraTM Multicolor Broad range Protein Ladder; MW ï molekulov® hmotnosti v jednotk§ch kDa pŚiŚazen® 

k pŚ²sluġnĨm prouģkŢm standardu; PC ï vzorek pŚed chromatografickou separac²; oznaļen² A, B, C ļi D vyjadŚuje frakce 

sb²ran® v prŢbŊhu 1., 2., 3. ļi 4. d²lļ² chromatografick® separace. Obr§zek byl upraven v programu Inkscape 0.92.4. 
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Po vĨġe popsan® dvou krokov® purifikaci byly oba rekombinantn² proteiny z²sk§ny v ļistotŊ 

dostateļnŊ vysok® pro n§sleduj²c² experimenty. VĨtŊģek ļinil pŚibliģnŊ 43,5 mg 

rekombinantn²ho proteinu cN-II WT ȹ z 20,5 g vlhk® bunŊļn® biomasy a pŚibliģnŊ 73 mg 

rekombinantn²ho proteinu cN-II D52N ȹ z 24 g vlhk® bunŊļn® biomasy. V pufru vhodn®m 

pro skladov§n² cN-II (3.1.4) byly n§slednŊ oba purifikovan® proteiny zamraģeny na such®m 

ledu a skladov§ny pŚi ï80 ÁC. 

 

Pro nalezen² optim§ln²ho sloģen² pufru, v nŊmģ zkr§cen® varianty cN-II WT ȹ a cN-II 

D52N ȹ vykazuj² nejvyġġ² strukturn² stabilitu, byla vyuģita metoda DSF. Postup a proveden² 

n§sleduj²c²ch experiment§ln²ch krokŢ a zpŢsob zpracovan² namŊŚenĨch dat je pops§n 

v kapitole 3.3.3. 

V prvn²m kroku byly oba proteiny testov§ny v prostŚed² rŢznĨch pufrŢ (viz kapitola 3.3.3). 

VĨslednou strukturn² stabilitu cN-II WT ȹ a cN-II D52N ȹ shrnuje sloupcovĨ graf  

na Obr§zku 22 (str. 68). Mezi testovanĨmi pufry maj² nejvyġġ² stabilizaļn² ¼ļinky sodn® 

a draseln® fosf§tov® pufry. Na z§kladŊ tŊchto vĨsledkŢ byl pro dalġ² optimalizaci zvolen pufr 

o sloģen²: 100mM NaH2PO4 (pH 7,5), 200mM NaCl. V tomto pufru vykazovaly oba 

rekombinantn² proteiny nejvyġġ² hodnotou TM, a sice 69,74 ÁC v pŚ²padŊ cN-II WT ȹ  

a 70,66 ÁC v pŚ²padŊ cN-II D52N ȹ. 

Pro vybranĨ pufr byly ve druh®m kroku s obŊma variantami cN-II testov§ny rŢzn® 

koncentrace NaH2PO4 a NaCl. VĨsledky z tohoto mŊŚen² jsou shrnuty prostŚednictv²m 

spojnicov®ho grafu (Obr§zek 23, str. 69). S pŚihl®dnut²m k celkov® iontov® s²le bylo z tŊchto 

vĨsledkŢ vybr§no n§sleduj²c² sloģen² fosf§tov®ho pufru: 150mM NaH2PO4 (pH 7,6), 

200mM NaCl. V tomto pufru byla pro cN-II WT ȹ namŊŚena hodnota TM = 71,17 ÁC, 

pro cN-II D52N ȹ pak hodnota TM = 73,06 ÁC. 

TŚet² DSF experiment slouģil k ovŊŚen², jak na stabilitu zkr§cenĨch variant cN-II 

v pŚ²tomnosti 150mM NaH2PO4 (pH 7,6), 200mM NaCl, 1mM MgCl2 a 0,5mM DTT  

pŢsob² rŢzn§ koncentrace substr§tu IMP a aktiv§toru ATP. Hodnoty TM z²skan®  

po proveden² experimentu a zpracov§n² denaturaļn²ch kŚivek jsou uvedeny v tabulk§ch  

na Obr§zku 24 (str. 70). 
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Obr§zek 22 ï Strukturn² stabilita variant cN-II WT ȹ a cN-II D52N ȹ 

Strukturn² stabilitu vyjadŚuje teplota denaturace proteinu, TM, v jednotk§ch ÁC. Stabilita byla testov§na v prostŚed² rŢznĨch 

pufrŢ o variabiln²m pH za pŚ²tomnosti ļi absence 200mM NaCl. ĻervenĨm r§meļkem je oznaļen pufr, v nŊmģ bylo pro 

obŊ varianty dosaģeno nejvyġġ² strukturn² stability. Data jsou vĨsledkem jednoho neopakovan®ho mŊŚen². Graf byl vytvoŚen 

v programu OriginPro 8 a upraven v programu Inkscape 0.92.4. 
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Obr§zek 23 ï Z§vislost strukturn² stability cN-II WT ȹ na koncentraci NaH2PO4 a NaCl 

Strukturn² stabilitu vyjadŚuje teplota denaturace proteinu, TM, v jednotk§ch ÁC. Data jsou vĨsledkem jednoho 

neopakovan®ho mŊŚen². Obr§zek byl vytvoŚen v programu OriginPro 8 a upraven v programu Inkscape 0.92.4. 

CelkovĨm vĨsledkem ze tŚ² vĨġe popsanĨch DSF experimentŢ byl optimalizovanĨ pufr, 

v nŊmģ strukturn² stabilita rekombinantn²ch proteinŢ cN-II  WT ȹ a cN-II D52N ȹ pŚesahuje 

teplotu 70 ÁC. Fin§ln² sloģen² tohoto pufru je: 150mM NaH2PO4 (pH 7,6), 200mM NaCl, 

1mM MgCl2 a 0,5mM DTT. Co nejvyġġ² strukturn² stabilita proteinŢ je mj. dŢleģitou 

podm²nkou pro experimenty, pŚi nichģ je danĨ protein jinak udrģovanĨ na ledu vystaven 

po delġ² ļasovĨ interval (napŚ. v Ś§du hodin) pokojov® ļi vyġġ² teplotŊ. TakovĨm 

experimentem je i STD NMR screening, jemuģ byly oba konstrukty cN-II podrobeny. 




























































