Abstrakt

Fosfatasy z rodiny haloacidnich dehalogenas jsou jednim z nastroja, prostfednictvim nichz
buiiky provadi defosforylaci velmi rozmanitého mnozstvi endogennich i exogennich sloucenin.
Krom¢ mnoha jinych se mezi fosfatasy této rodiny fadi enzymy Tt82 a cytosolickd purinova

S'-nukleotidasa II (cN-II), jimiz se tato diplomova prace zabyva.

Enzym Tt82 pochdzi ztermofilni archebakterie Thermococcus thioreducens a o jeho
vlastnostech a biologické funkci je v soucasnosti znamo jen malo. Na zéklad¢ jeho strukturnich
a sekvencnich vlastnosti byla predikovéana fosfatasova katalyticka aktivita a pomoci metody
molekulového dokovani navrzeny potencidlni substraty. Fosfatasova aktivita Tt82 byla v této
diplomové préci potvrzena a spolu s tim nalezeno né€kolik substrati: AMP, D-glukosa-1-fosfat,
D-glukosa-6-fosfat a p-nitrofenylfosfat (»NPP). Pro AMP a pNPP byla aktivita Tt82 detailn¢
charakterizovana pfi teplotach 37°C a 60°C a ziskany pftislusné kinetické parametry. Aktivita
enzymu byla pro oba substraty podstatné vyssi pfi teplot¢ 60 °C, coz je v souladu s jeho
puvodem z termofilniho organismu. Efektivita katalytické aktivity Tt82 vici identifikovanym
substratlim je presto pomérné nizka a patrné se tedy nejedna o biologicky relevantni substraty
tohoto enzymu. Je vSak pravdépodobné, ze Tt82 ma mnohem S§ir$i substratovou specifitu, coz
by ve spojeni s jeho termofilni povahou mohlo ptfedstavovat potencial pro biotechnologické

vyuZziti.

Lidsky allostericky enzym cN-II je studovan jiz fadu let. Katalyzuje prvni krok degrada¢ni
drahy v metabolismu purinovych nukleotidli a ma v této draze klicovou regulacni funkci.
Poruchy regulace aktivity cN-II zapfi¢inéné aktivujicimi mutacemi v genu NT5C2 se vSak poji
s n€kolika zadvaZznymi onemocnénimi vcetné akutni lymfoblastické leukemie. Hyperaktivni
mutantni varianty cN-II jsou odpovédné za vznik resistence leukemickych bunék vuci
protinadorové 1é€bé prostiednictvim thiopurind. Enzym cN-II je proto vyznamnym
terapeutickym cilem. Jednou z moZnych strategii, jak proti hyperaktivit¢ cN-II zakrocit,
je vyvoj efektivnich inhibitor. V souvislosti s tim byly v této diplomové praci hledany
slouCeniny, které stimto enzymem prokazatelné interaguji. Pro tyto ucely byly uspésné
ptipraveny dvé C-termindlné zkracené varianty cN-II. Prostfednictvim metody ,,saturation
transfer difference* (STD) NMR bylo nalezeno 68 interagujicich nizkomolekularnich sloucenin
(fragmentil) z 1000 testovanych. Na zaklad¢ miry interakce s enzymem bylo posléze vybrano
50 nejlepsich fragmentli. Tyto poskytnou zaklad pro vyvoj budoucich inhibitorti cilenych

na hyperaktivni mutantni varianty cN-IL
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