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Abstrakt (CZ)

Fosfatasy z rodiny haloacidnich dehalogenas jsou jednim z néstrojt, prostfednictvim nichz
bunky provadi defosforylaci velmi rozmanitého mnozstvi endogennich i1 exogennich
sloucenin. Krom¢ mnoha jinych se mezi fosfatasy této rodiny fadi enzymy Tt82

a cytosolickd purinova 5'-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 zndmo jen malo. Na zéklad¢ jeho
strukturnich a sekvencnich vlastnosti byla predikovana fosfatasova katalyticka aktivita
a pomoci metody molekulového dokovani navrzeny potencidlni substraty. Fosfatasova
aktivita Tt82 byla v této diplomové praci potvrzena a spolu s tim nalezeno nékolik substrati:
AMP, D-glukosa-1-fostat, D-glukosa-6-fosfat a p-nitrofenylfosfat (pNPP). Pro AMP
a pNPP byla aktivita Tt82 detailné charakterizovana pii teplotdch 37°C a 60°C a ziskany
prislusné kinetické parametry. Aktivita enzymu byla pro oba substraty podstatné vyssi
pti teploté¢ 60 °C, coz je v souladu s jeho plivodem z termofilniho organismu. Efektivita
katalytické aktivity Tt82 vuci identifikovanym substratlim je pfesto pomérné nizka a patrné
se tedy nejedna o biologicky relevantni substraty tohoto enzymu. Je vSak pravdépodobné,
ze Tt82 méa mnohem §irsi substratovou specifitu, coZ by ve spojeni s jeho termofilni povahou

mohlo pfedstavovat potencial pro biotechnologické vyuziti.

Lidsky allostericky enzym c¢N-II je studovan jiz fadu let. Katalyzuje prvni krok degrada¢ni
drahy v metabolismu purinovych nukleotidi a ma v této draze klicovou regulacni funkci.
Poruchy regulace aktivity cN-II zapfi¢inéné aktivujicimi mutacemi v genu NT5C2 se vSak
poji s nékolika zdvaznymi onemocnénimi vcetné akutni lymfoblastické leukemie.
Hyperaktivni mutantni varianty cN-II jsou odpovédné za vznik resistence leukemickych
bun¢k vaci protinadorové 1€cbé prostiednictvim thiopurinti. Enzym cN-II je proto
vyznamnym terapeutickym cilem. Jednou z moZnych strategii, jak proti hyperaktivité cN-II
zakroCit, je vyvoj efektivnich inhibitorti. V souvislosti s tim byly v této diplomové praci
hledany slouceniny, které s timto enzymem prokazatelné interaguji. Pro tyto ucely byly
uspesné piipraveny dvé C-termindln€ zkracené varianty cN-II. Prostfednictvim metody
»saturation transfer difference (STD) NMR bylo nalezeno 68 interagujicich
nizkomolekularnich slouc¢enin (fragmentil) z 1000 testovanych. Na zéklad¢ miry interakce
s enzymem bylo posléze vybrano 50 nejlepSich fragmentt. Tyto poskytnou zaklad pro vyvoj
budoucich inhibitorti cilenych na hyperaktivni mutantni varianty ¢N-II.

Klicova slova: fosfatasy z rodiny HAD, cytosolickd purinova 5'-nukleotidasa II, vyvoj

inhibitord s vyuzitim malych fragmenti, fosfatasa Tt82, charakterizace katalytické aktivity



Abstract (EN)

Phosphatases of the haloacid dehalogenase superfamily are one of the cell’s 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 archacon 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 °C and 60 °C. In consistence
with its thermophilic origin, the Tt82 showed markedly higher activity towards both
substrates at 60 °C. 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-
IT 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]



Obsah

1

Literarni prehled ......oovvieeiiieeee e e e e 11
L1 UVOQ ettt 11
1.2 Rodina haloacidnich dehalogenas ............cccccueerieeiiieniieiieieceee e 11
1.3  Fosfatasy a fosfotransferasy rodiny HAD..........ccccoeviiiiiiiiiniiece e 12

1.3.1  Strukturni vlastnosti fosfatas a fosfotransferas rodiny HAD........................ 12

1.3.2  Aktivni misto enzymi rodiny HAD.........ccccviiviiiciiie e 14

1.3.3  Katalyticka aktivita enzymi rodiny HAD ........ccccoeoviiiiiiiiiiniieiieieeee 17
1.4 Fosfatasa Tt82 ....c..oooiiiiiiieeieee et 18

1.4.1  Struktura Tt82 a jeho pfisluSnost k rodin€ HAD ..........ccccoceniiiininiincnnne. 19

1.4.2  Substratova specifita Tt82 ......ccccccieiiieiieieeie et e 21
1.5  Lidskeé intracelularni 5’-nukleotidasy z rodiny HAD...........cccccoiviiiiinniiiiee 23
1.6  Cytosolicka purinova 5’-nukleotidasa IT...........cccecieriieiieniiiiiieiieiceie e 24

1.6.1  Zakladni vlastnosti a katalytickd funkce..........ccoceeveiiiiiiiniii 24

1.6.2  Struktura CN-TL.......ooiiiiiiiieeeeeee e e 26

1.6.3  Regulace katalytick€ aktivity........cccoueeeiiiiinciiiiriieee e 30

1.6.4  Mutace v 2enu NTSC2.....cooiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 33

1.6.5  Patologie Spojené s CN-I1........cccceiriiiiiiiiieiiieeee e 34

CHLPIACE ..ttt ettt et be ettt s bt be et saeesae et 40

Material @ MELOAY ....eeeueieeiiieeiee ettt et eree e e e e eabee e saeeeaaeeens 41
R 20 Y 1153 F: 1 LSOO SO 41

3.1.1  Bakteridlni KmMeny .........coceevuiriiriiiiiiiiiiieneseeecceee et 41

T 0 o - 10 01 16 2RSSR 41

3. 1.3 ChemiKAIIE ....ooiiiiiieiicieeeeeee et e 42

3.1.4  Pouzitd kultivacni média, roztoky a pufry .......ccceeeveeevieinieeeeeee e, 44

3.1.5  Chromatografické KOIONY ..........ccccevieriiiiiiiiiieiiecieeeee e 46

3.1.6  Ostatnd Material...........ooiiiiiiiiiiiiieeee e 46
3.2 PTiStroje @ VYDAVENI....ccouiiiiiiiiieiieeiieee ettt e 47



3.3 Experimentalni Metody ........ccceeeiieiiieiiieiieeiiee e 48
3.3.1 Rekombinantni eXprese proteinil .........ccceecvueeerveeerieeeieeeeiieesveeesreeesereeernnens 48
3.3.2  PUIIKACE ..o e 50
3.3.3  Diferencni skenovaci flUOTIMEtrie .........cooueeriieiiiiniiiiienieeeee e 53
3.3.4  NMR SPEKLroSKOPIC ....ccovveieiieiieeiiieiieeie ettt et 54
3.3.5  Detekce fosfatasove aktivity ......cceevierciieriieniieiieeieeieeeee e 57
3.3.6  ENZYMOVE T€AKCE ... ..eiiviieeiieeciie ettt tae e e e e e sareeeaneas 59
3.3.7  Vysokoucinna kapalinova chromatografie: analyza enzymovych reakei...... 59
VYSLEAKY .ttt ettt et ettt 62

4.1  Heterologni exprese a isolace rekombinantnich proteinti...........ccccceceevervenueenene 62

4.2 Purifikace rekombinantnich proteinii...........cccccveeeeiieeiieeriii e 62

4.3  Optimalizace pufru pro cN-II pomoci diferen¢ni skenovaci fluorimetrie ........... 67

4.4  Hledani liganda varianty cN-ITDS52N A ...c.oooiiiiiiiieiieieeeee e 70

4.5 Enzymova aktivita a sSubstraty Tt82 ........ccccieiiieiiiiiiiiiie e 80

4.6  Charakterizace kinetickych parametrti Tt82 se substraty AMP a pNPP............... 83
DIISKUSE. ..ttt ettt ettt e h e et et et e et e et esnteenteesaeeenne 85
ZLAVET .ottt ettt h ettt h bt e n e e he et e ent e bt e bt e s teeheenbeentenaeenteas 89
Seznam PouZite IIETAULY ......eoviriiiiiriiiiieiertereee ettt 91



Seznam zkratek a symbol(

ZKratka

2,3-BPG
5'N
6-MP
6-TG
AA
ADA
ADK
ADP
AfP

AICAR

ALL
AMP
AMPDA

Ap4A
ApnA
APRT
APS
ATP
Bicin
BIS
cdN

cN-IA
cN-IB

cN-II

cN-II WT A

cN-II D52N A

cN-IIT
dAMP

Vyznam anglicky
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Vyznam Cesky

2,3-bisfosfoglycerat
S'-nukleotidasy
6-merkaptopurin

6-thioguanin

akrylamid

adenosin deaminasa

adenosin kinasa
adenosin-5'-difosfat

fosfatasa z termofilniho organismu
Archaeoglobus fulgidus
5'-fosforibosyl-5-amino-4-
-imidazolkarboxamid

akutni lymfoblasticka leukemie
adenosin-5'-monofosfat
adenosin monofosfat deaminasa

diadenosin-5',5"'-tetrafosfat
diadenosin-5',5""-polyfostat
adenin fosforibosyltransferasa
peroxodisiran amonny
adenosin-5'-trifosfat
N,N-bis-(2-hydroxyethyl)glycin
N,N’-methylen-bis(akrylamid)
cytosolicka 5'(3")-deoxy-
-nukleotidasa

cytosolickd 5'-nukleotidasa [A
cytosolicka 5'-nukleotidasa IB
cytosolicka 5'-nukleotidasa II
(His)s— cN-II WT (1-536)
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EDTA
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GMP
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GTP
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HEPES
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HPLC
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IMPDH
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mM

M
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4-nitrophenyl phosphate
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chemical shift in NMR spectroscopy
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ribose S5-phosphate
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1 Literarni prehled

1.1 Uvod

Estery kyseliny fosforecné jsou nepostradatelnou soucasti vSech bunécnych organismii. Maji
nenahraditelnou roli v bunécéné signalizaci, podileji se na ukladani a pfenosu energie, jsou
stavebni slozkou bunéénych membran, nukleovych kyselin, kosti a mnohych dalSich
struktur. Defosforylace téchto velmi rozmanitych sloucenin je jednou z kli¢ovych reaket,
které¢ v bunce probihaji. Je nezbytnd pro uvolnéni uskladnéné energie v buiikkach a hraje
vyznamnou roli napiiklad také v regulaci riznych bunécnych procesii [1-3]. V prubéhu
evoluce se vyvinulo velké mnozstvi enzymi, které jsou schopné hydrolytickou defosforylaci
katalyzovat. Tyto enzymy patii do skupiny tzv. fosfohydrolas a jsou rozdé€leny do piiblizné
jedné desitky enzymovych rodin, mezi néz patii i rodina haloacidnich dehalogenas (HAD)
[4].

Rodina HAD obsahuje velké mnozstvi zastupci, mezi néz se fadi také enzymy Tt82
a cytosolicka purinova 5'-nukleotidasa II (cN-II), jimiz se tato diplomova prace zabyva.
Enzym Tt82, jenz pochdzi ztermofilni archebakterie Thermococcus thioreducens, byl
popsén teprve nedavno (v roce 2019) [5], pficemZ neni zndma jeho biologicka funkce ani
katalyticka aktivita. V této diplomové praci byla katalyticka aktivita Tt82 objasnéna a spolu
s tim nalezeny nékteré jeho substraty. Lidskym enzymem cN-II se naproti tomu vyzkumy
zabyvaji jiz fadu let. Zastdva regulacni funkci v metabolismu purinovych nukleotida
aporuchy v jeho expresi ¢i regulaci jsou spojeny s nékolika zdvaznymi onemocnénimi. Témi
jsou akutni lymfoblasticka leukemie (ALL), hereditdrni spastické paraparézy (HSP)
a Lesch-Nyhantiv syndrom. Z tohoto divodu je cN-II povazovan za vyznamny terapeuticky
cil. Predmétem této diplomové prace je hledani nizkomolekularnich sloucenin, které s cN-II
interaguji a které by mohly tvofit zdklad pro vyvoj budoucich, terapeuticky vyuzitelnych

inhibitori.
1.2 Rodina haloacidnich dehalogenas

Do rodiny haloacidnich dehalogenas (z angl. haloalkanoic acid/haloacid dehalogenase
superfamily) bylo doposud zatazeno vice nez 500 000 zndmych enzymu. Zastupci z této
rodiny se vyskytuji v organismech napfi¢ vSemi fiSemi [6]. Zastavaji rGzné biologické
funkce v€etné uUcCasti na primarnim a sekunddrnim metabolismu, na regulaci hladiny
bunéénych metabolitl, v procesu ziskavani zivin a udrzovani zakladnich bunécnych
pochodi. Obecné se jedna o skupinu hydrolas schopnych katalyzovat hydrolytické Stépeni
ruznych typt vazeb, jmenovité C—Cl vazby, C—P vazby a esterovych vazeb CO-P a PO-P.
Rodinu HAD tvofti pét enzymovych podskupin: fosfatasy (katalyzuji hydrolyzu monoesterti
kyseliny fosfore¢né za vzniku volného fosfatu a ptislusného alkoholu), ATPasy (katalyzuji
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hydrolyzu ATP na ADP a volny fosfatovy ion za souc¢asného uvolnéni energie), fosfomutasy
sacharidii (katalyzuji hydrolyzu a intramolekulérni pienos fosfatové skupiny), dehalogenasy
(katalyzuji hydrolyzu a uvolnéni atomu halogenu z molekuly organického halogenidu)
a fosfonatasy (katalyzuji hydrolyzu fosfonoacetaldehydu za vzniku acetaldehydu a volného
fosfatu) [4, 7-9].

1.3 Fosfatasy a fosfotransferasy rodiny HAD

Navzdory ndzvu této enzymové rodiny ma pievazna vétsina jejich zastupcti (ptiblizné 99 %)
nikoliv dehalogenasovou, ale fosfotransferasovou, resp. fosfatasovou aktivitu. Vyjma
dehalogenas tedy katalyzuji pfenos fosfatové skupiny ze substratu nebo na n¢j a jsou
bezpodmineéné zavislé na ptitomnosti Mg?" iontll coby kofaktoru [4, 8]. Vykazuji §irokou
substratovou specifitu, pficemz prevazna vétSina je schopna katalyzovat pfeménu 5 a vice
riznych substratd [10, 11]. Molekulovéa velikost substratli se pohybuje od téch témét
nejmensich molekul, jako jsou napt. pyrofosfat, fosfoserin ¢i fosfoglykolat, az po velké
makromolekuly jako t-RNA a fosfoproteiny [7, 12]. Tato substratova rozmanitost a rozdilna
substratova specifita prameni z charakteristickych strukturnich a sekvencnich rysii rodiny

HAD, kter¢ jsou popsany v nasledujicich podkapitolach.

1.3.1 Strukturni vlastnosti fosfatas

a fosfotransferas rodiny HAD
Terciarni struktura enzymul rodiny HAD je obecné tvofena dvéma hlavnimi doménami,
které se nazyvaji core —,,jadro* (dale v textu oznaovano jako core doména), a cap —,,vicko*

(déle v textu oznacovano jako cap doména).

Domeéna core

Zakladnou proteinu a téz nositelem aktivniho mista (viz kapitola 1.3.2) je doména core.
Doménu tvofi nékolikanasobné opakovani B-o sekundarniho strukturniho motivu,
které vytvari tiivrstvy o/f sendvi¢ — centralni B-skladany list obklopeny sérii a-helixa.
Toto usporadani lze nazvat jako ,,Rossmann-like sbaleni (z angl. Rossmannoid fold
¢1 Rossmann-like fold). Centralni B-skladany list je tvofen obvykle nejméné 5 fetézci, které
jsou vicéi sobé vzdy paralelni. Jednotlivé fetézce se znac¢i S1-S5 (S z angl. sheet)
a v centralnim listu zaujimaji specifické potadi, které je vyobrazeno na Obrazku 1, str. 13.
Rossmann-like sbaleni dale obsahuje dva kli¢ové strukturni motivy nazyvané v anglickém
jazyce jako squiggle — ,klicka®, a flap — ,klapka® (Obrazek 1, str. 13), kterymi se rodina
HAD odlisuje od ostatnich enzymovych rodin obsahujicich totéz sbaleni. Motiv squiggle je
tvofen pfiblizn¢ Sesti aminokyselinovymi zbytky (z angl. residues) a nachazi se
bezprostiedné za fetézcem S1 centralniho B-sklddaného listu, pficemz zaujima témet jednu

kompletni otdCku a-helixu. Thned za timto motivem nasleduje B-vlasenka tvofend dvéma
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antiparalelnimi fetézci, kterd se oznacuje jako motiv flap. Oba vyse popsané strukturni
motivy hraji dillezitou roli v katalytické aktivité enzymt rodiny HAD [4].

Domeéna cap

Vedle motiva squiggle a flap mize Rossmann-like sbaleni obsahovat v fad¢ piipadtu také
dalsi strukturni variace, které se vyskytuji zejména v oblasti centralniho B-skladaného listu.
Jednou znich je tak navySeni poctu fetézcl pfimo v centralnim [-sklddaném listu.
Nejpodstatnéjsi variaci je vSak pravé doména cap, ktera mize byt vlozena bud’ mezi dva
fetézce B-vlasenky motivu flap (C1 pozice) nebo do useku linkeru nasledujiciho ihned
za fetézcem S3 (C2 pozice) (Obrazek 1 a Obrazek 2A, B, str. 15) [4]. Na doménu core
je napojena prostiednictvim motivu helix-smycka-helix, pficemz smycka v tomto motivu

se znaci L5 a z funk¢niho hlediska hraje dalezitou roli [9], jeZ je popsana v kapitole 1.3.2.

__AC1 pozice
- C2 pozice

v

’
-
r-

. p——

o‘\’

Obrazek 1 — Klasické usporadani Rossmann-like sbaleni v doméné core

Centralni B-skladany list obsahujici 5 paralelnich fetézct (S1-S5, zlutd a modrd) a oklopeny sérii a-helixti (Cervenad)
predstavuje zékladni uspofadani Rossmann-like sbaleni enzymti rodiny HAD. Rimskymi &islicemi I-IV jsou naznadeny
pozice konzervovanych sekvencnich motivi I-IV. Naznaceny jsou také konzervované motivy squiggle (rizova) a flap
(zelend), ktery je zaroven mistem vlozeni cap domén typu CO nebo C1 (C1 pozice, zelend). Dale je naznac¢eno misto vliozeni
cap domén typu CO nebo C2 (C2 pozice, oranzova). V piipadé mnoha zastupcti rodiny HAD je toto zékladni usporadani
dale rozsiteno o riizny pocet dalsich fetézct B-skladaného listu (napt. o fetézce S3.1 a S3.2 aj.) ¢i a-helixt (Seda). Obrazek
byl upraven v programu Inkscape 0.92.4 podle a ptevzat z: [4].

Domény cap jsou strukturné velice rozlicné a na zdkladé své velikosti, mista vloZeni
do Rossmann-like sbaleni a své celkové topologie se rozdeluji do tii podskupin: (1) CO cap
domény jsou tvoreny kratkym aminokyselinovym usekem, ktery mlze vytvaiet nanejvys
smycku ¢i tieti fetézec skladaného listu vlozeny mezi dva antiparalelni fetézce motivu flap.
Predstavuji strukturné nejjednodussi podskupinu a mohou se vyskytovat v obou z moznych
mist vloZeni popsanych vyse v textu. (2) Cl cap domény se vyskytuji vzdy ve stiedu
B-vlasenky motivu flap a ze strukturniho hlediska je 1ze rozdélit do dvou podtfid. Prvni
znich je oznafovéana jako o-helikdlni a je tvofena rGzné velkym svazkem a-helixd,

od nejjednodussiho ,helix-smycka-helix* motivu az po velké globularni svazky slozené
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zosmi a-helix. Druhd podtfida se vyznacuje kombinaci o+f struktur s centrdlnim
tii fetézcovym B-skladanym listem. (3) C2 cap domény jsou oproti C1 kategorii vlozeny
vzdy do linkeru nasledujiciho za S3 fetézcem centradlniho p-skladaného listu
v Rossmann-like sbaleni. Obdobn¢ je vSak Ize na zaklad¢ strukturnich prvki rozdélit, a sice
na typ podobny NagD fosfatase a typ Cof fosfatas [4]. Tyto dva typy lze pro piehlednost
oznacovat jako typ C2A, respektive typ C2B [10]. Obecné jsou oba tyto typy tvofeny
a+p strukturami s nejméné tii fetézcovym B-skladanym listem v jaddru domény, avsak lisi se
od sebe dal§imi strukturnimi variacemi a celkovym prostorovym uspoifaddnim. Typ C2B
je v zakladu tvofen tfi fetézcovym antiparalelnim B-skladanym listem, ktery mtze byt dale
rozsifen o dalsi strukturni prvky, napiiklad o jednu ¢i vice a-3 jednotek na N-konci domény
cap. Zakladem C2 cap domény u typu C2A je Ctyf fetézcovy paralelni B-skladany list
rozSiteny o dalSi paralelni B-skladany list na N-konci fetézce a unikdtni B-vlasenkou

vlozenou mezi 3. a 4. fetézec zékladniho B-sklddaného listu [4].

Vétsina zastupctl rodiny HAD obsahuje C1 nebo C2 cap doménu. V nékterych ptipadech
vSak mohou obsahovat kombinaci dvou domén zaroven, které si mohou byt svou
prostorovou velikosti a uspofddanim navzéjem podobné, avSak i1 znac¢né rozdilné. Ptikladem
je kombinace C1 cap domény tvofené n€kolika a-helixy a C2 cap domény v podobé malé
B-vlasenky. Pozorovana byla dale také kombinace CO cap domény s C2 cap doménou

tvofenou taktéz malou B-vlasenkou [4].

1.3.2 Aktivni misto enzymd rodiny HAD

Role domeén cap a caore

Hlavni uloha domény cap spociva v interakci s pfistupujicim substratem, v jeho rozpoznani
a nasledném smétovani do centra aktivniho mista. Tato interakce je pfi¢inou substratové
specifity enzymi rodiny HAD a je zprostfedkovana zbytky aminokyselin, které jsou
lokalizovany v tzv. smyCce substratové specifity (z angl. the substrate-specifity loop) —
— oznacované téZ jako smycka L5 (viz nasledujici podkapitola) [4, 9]. Strukturni studie
odhalily, Ze domény typu CO ¢i Gplnad absence cap domény ve struktuie udileji enzymu
uzkou substradtovou specifitu. Domény typu Cl1 a C2 jsou naproti tomu zodpovédné
za substratovou ,,promiskuitu® a tedy sniZenou substratovou specifitu enzymil rodiny HAD
[10]. V ptipad¢ vétSiny hydrolas z rodiny HAD jsou v sekvenci cap domény dale obsazeny
aminokyseliny, jejichz postranni fetézce hraji dilezitou roli pfimo v pribéhu katalyzované
reakce (viz dale). Vedle toho se cap doména miize v nékterych ptipadech podilet na utvareni

oligomerniho rozhrani mezi protomery v oligomernim proteinu [4].

Vlastni katalytické aktivita je soustiedéna pfedevsim ve strukturné konzervované doméné
core. Doména core vytvaii ,leSeni“, do néhoz je zasazeno aktivni misto ve tvaru konkavni

dutiny tvofené ¢tyfmi smyCkami zna¢enymi jako L1-L4 (Obrazek 2B). Pfistup do aktivniho
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mista je stericky stinén B-vlasenkou motivu flap a doménou cap, je-li ve struktufe enzymu
pritomna. V takovém piipadé slouzi cap doména jako poklop, ktery se pfi vstupu substratu
do kavity dynamicky prtiklopi nad jeji usti pohybem podobnym otoceni dveti na pantu,
uzavie substrat uvnitt a brani vstupu molekul rozpoustédla do aktivniho mista. Konformace
enzymu v tomto procesu piechazi z oteviené na uzavienou, ¢imz je vytvofeno prostiedi
vhodné pro uskute¢néni enzymové reakce [4, 9]. Tato vlastnost cap domény ma dale
za nasledek, ze enzymy nesouci doménu typu C1 a/nebo C2, které jsou zpravidla prostorove
objemngjsi nez typ CO, pracuji pfevazné s mensimi substraty [7]. V pfipadé enzymd,
u kterych cap doména ve struktuie zcela chybi, tuto funkci zastava samotny substrat. Ten je
natolik velky a objemny, Ze zcela vyplni kavitu aktivniho mista, a vytésni z néj tak zaroven
veskeré molekuly rozpoustédla. Piikladem takového enzymu z rodiny HAD je polynukleotid
kinasa z T4 faga [8].

C1 pozice

4

C1 pozice

C2 pozice = Ns

(a)

Obrdzek 2 — Struktura typického zastupce enzymii rodiny HAD

Krystalova struktura 3-deoxy-D-manno-oktulosonat-8-fosfat fosfatasy KdsC (PDB kod 1kle), typického zastupce rodiny
HAD. (a) V centru struktury je zvyraznén centralni B-skladany list (Zluta a modra) tvofeny celkem 6 paralelnimi fetézci
a obklopeny sérii o-helix; toto uspotadani lze nazvat jako Rossmann-like sbaleni. Podobné jako na Obrazku 1 (str. 13)
je zluté zvyraznén fetézec oznaCovany jako S1, celkové poradi jednotlivych fetézcti je pak (vzhledem k poloze od N-konce
v sekvenci proteinu) zleva S3-S2-S1-S4-S5-S6. (b) Rossmann-like sbaleni tvoti jadro domény core, jejiz soucasti jsou také
smycky L1 (zlutd), L2 (tyrkysova), L3 (fialova) a L4 (oranzova). Tyto smycky tvofi aktivni misto enzymu a obsahuji
katalyticky vyznamné konzervované sekvencni motivy I-IV (Motiv I je soucasti smycky L1, motiv II smycky L2, motiv
I smy¢ky L3 a motiv IV smy¢ky L4). Prostiednictvim t&chto smyéek je koordinovéan iont Co?* (¢ernd), jenz se spolu
se smy¢kami L1-4 podili na vazbé molekuly SO4? v aktivnim misté. Fyziologickymi ligandy jsou vak kofaktor Mg?*
a substrat nesouci fosfat (Obrazek 3, str. 16). Ve struktufe jsou dale vyznaceny charakteristické strukturni motivy flap
(zelend) a squiggle (purpurové). Cervené jsou zvyraznéna mista pro vloZeni cap domény typu CO & C1 (C1 pozice),
resp. typu CO ¢i C2 (C2 pozice). Obrazek byl vytvoten v programu PyMOL 1.5.0.2 (DeLano Scientific LLC, San Francisco,
CA, USA) a upraven v programu Inkscape 0.92.4.



Konzervovaneé sekvencni motivy

Aktivni misto je tvofeno celkem péti konzervovanymi sekvenénimi motivy, jez se oznacuji
fimskymi ¢islicemi I-V. Motivy 1, I1, III a IV lezi na odpovidajicich smyckach L1-L4 a jsou
tedy soucasti domény core, kdezto motiv V je soucasti smycky L5 a nélezi doméné cap.
V ptipad¢ motivl I-IV se jedna o vyznacny identifikacni prvek, ktery je charakteristicky

témet pro vSechny Cleny rodiny HAD [9].

Motiv I se nachazi na smycce L1 na konci fetézce S1 a zpravidla jej tvoii sled aminokyselin
DxD, kde x je libovolna biogenni aminokyselina. Karboxylova skupina postranniho fetézce
v poradi prvniho aspartatu, Asp(n), a karbonylova skupina v potfadi druhého aspartatu,
Asp(n+2), se podili na koordinaci kofaktoru — iontu Mg?" (Obrazek 3). V pribéhu
katalytické reakce vystupuje Asp(n) jako nukleofil a vytvafi kovalentni intermediat
s molekulou substratu, zatimco druhy Asp(n+2) mulze slouZit jako obecnd kyselina,
respektive baze (viz kapitola 1.3.3) [4, 8, 13]. Vyznamnou vyjimku v sekvenci motivu I
na pozici Asp(n+2) tvoii ATPasy a fosfonatasy. V piipadé¢ ATPas se na této pozici vyskytuje
threonin, coz ma za nasledek pomalejsi prubéh katalytické reakce [4, 7]. Fosfonatasy nesou
na téze pozici alanin, coz vSak nenaruSuje jejich katalytickou aktivitu, nebot’ hydrolyticka
reakce téchto enzymi probihd odliSnym mechanismem nez u ostatnich enzymovych
podskupin rodiny HAD [9, 14]. Kromé téchto dvou hlavnich vyjimek byly na pozici
Asp(nt+2) zaznamenany jeSt¢ dal$i odlisné aminokyselinové zbytky, nicméné zatim

bez velké Cetnosti vyskytu napfi¢ touto enzymovou rodinou [4].

Ser/Thr
(Motiv II)
P Smycka substratové
A IOI ﬂ \specifity (Motiv V)
sp — :" - /
(Motiv I) ~0" ,.'0 P —OR R
\\ "l' _0/ ". O
; 24 .- \
O I\‘rlg 5 ICI— Obecna kyselina
(Motich(; L 0™ HO~ (Motiv I)

Obrazek 3 — Obecné schematické znazornéni uspo¥adani vazby substratu a kofaktoru Mg?*" do aktivniho mista

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

Motiv II, tvofeny vzdy bud’to serinem nebo threoninem (tj. sekvence motivu II je S/T), je
soucasti smycky L2 a lezi na konci fetézce S2. Postranni fetézec konzervovaného S/T

napomaha ke spravné orientaci substratu v aktivnim misté tim, Ze prostfednictvim vodikové
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vazby vaze prendSenou fosfatovou skupinu substratu. Motiv III v podobé konzervovaného
lysinu nebo argininu (tj. sekvence motivu III je K/R), se vyskytuje bud'to ve smycce L3
propojujici fetézec S4 a jemu piedchazejici a-helix anebo je pfimo sou¢asti onoho a-helixu.
Vzhledem k této nejednotné lokalizaci je motiv III, oproti ostatnim tfem, pouze slab¢
konzervovany. Spolu s motivem II pfispivaji prostiednictvim postrannich fetézct svych
konzervovanych zbytkt ke stabilizaci negativniho naboje reakénich intermediat v prubéhu
hydrolytické reakce (Obrazek 4, str. 18) [4, 7, 8, 13].

Piimou soucasti feté¢zce S4 je motiv IV, ktery se nachéazi na jeho C-konci ve smycce L4
[4, 9]. Tvoii jej dva vysoce konzervované Asp a vyskytuji se nejcastéji v jednom ze tii
nasledujicich sekvencnich sledi: DD, GDxxxD ¢i GDxxxxD. Postranni fetézce obou
konzervovanych aspartati motivu IV se podileji spolu s obéma aspartity motivu I
na koordinaci kofaktoru Mg?" (Obréazek 3, str. 16) [4, 8].

Sekvencni motiv V je lokalizovan ve strukturnim motivu helix-smycka-helix, ktery lezi
na N-konci domény cap a napojuje ji k doméné€ core. Zadkladem motivu V je vysoce
konzervovany glycin umistény pifimo v otocce P-vlasenky a je obklopen dalSimi
aminokyselinovymi zbytky charakteristickymi pro jednotlivé podskupiny rodiny HAD.
Ty jsou svymi postrannimi fetézci soucasti aktivniho mista, kdyZ je dany enzym v uzaviené
konformaci [9]. VSechny vySe popsané konzervované sekvencni motivy maji kli¢ové role
ajsou nepostradatelné pro katalytickou funkci. Zprostiedkovavaji vazbu substratu
a kofaktoru v aktivnim misté, podileji se na desolvataci substratu a jsou hlavnimi aktéry

v hydrolytickych reakcich katalyzovanych enzymy rodiny HAD [4, 9, 15].

1.3.3 Katalyticka aktivita enzymd rodiny HAD

Mechanismus hydrolyticke reakce katalyzovane FosFatasami
Hydrolyticka reakce katalyzovand enzymy rodiny HAD s fosfatasovou aktivitou probiha
ve dvou dil¢ich reak¢énich krocich mechanismem nukleofilni substituce (Obrazek 4, str. 18).
Vlastni reakci predchéazi dva klicové déje: (1) po navazéani substratu do aktivniho mista
prechézi konformace enzymu z oteviené na uzavienou a (2) prostfednictvim motivi squiggle
a flap jsou posléze zaktivniho mista vytésnény molekuly rozpoustédla. Kofaktor,
tj. iont Mg?', v aktivnim misté interaguje se zaporné nabitou fosfitovou skupinou
na substratu, ¢imz vytvaii vhodné podminky pro prvni krok reakce [4]. Uspofddani substratu

v aktivnim misté enzymu je schematicky vyobrazeno na Obrazku 3 na str. 16.

Nasledné dochazi k prvnimu kroku reakce, pii némz je fosfatova skupina pifenesena
z molekuly substratu na enzym. Karboxylova skupina Asp(n) motivu I. provadi nukleofilni
atak na atom fosforu fosfatové skupiny, zatimco kysela karboxylova skupina Asp(n+2) t€hoZz
motivu protonuje zbylou c¢ast molekuly substratu. Tato cast se ndsledné odStépuje
od fosfatové skupiny. Vznikd reak¢ni intermediat enzym-fosfat, ktery ma formu
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aspartylfosfatu, v némz je fosfat kovalentn¢ vazan esterovou vazbou na karboxyl Asp(n)
molekuly enzymu. Zaporny naboj na molekule fosfatu je v intermediatu stabilizovan kladné
nabitymi postrannimi fetézci aminokyselin lysinu a serinu/threoninu z konzervovanych
motivi II aIIl. Enzym posléze piechazi do oteviené konformace a z aktivniho mista

odstupuje prvni produkt reakce ve formée alkoholu.

Ve druhém reakénim kroku je fosfatova skupina pienesena z karboxylové skupiny Asp(n)
na akceptor, kterym je v piipad¢ fosfatas molekula H,O. Pro tento pienos je vyuzita energie
obsazena v esterové vazbé¢ aspartylfosfatového intermediatu. Molekula H,O pfistupuje
do aktivniho mista enzymu, jenz se jesté stale nachazi v oteviené konformaci, a vede
nukleofilni atak na reak¢ni intermediat. Soucasné postupuje proton karboxylové skupiné
Asp(n+2), kterd nyni po prvnim reakénim kroku vystupuje jako baze. Vysledkem tohoto
synchronizovaného procesu je prenos fosfatové skupiny na hydroxyl molekuly vody

a odstépeni fosfatu z aktivniho mista za jeho soucasné regenerace [4, 7, 8].
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Obrazek 4 — Obecny reakéni mechanismus hydrolytické reakce katalyzované fosfatasami rodiny HAD
Pribéh celé reakce je popsan v textu, viz kapitola 1.3.3. Obrazek byl vytvofen podle a prevzat z: [8, 15].

Vyse popsany mechanismus je pravdépodobné stile jedinym, ktery byl dosud pozorovan
u fosfatas zrodiny HAD. Zastupci ztad téchto fosfatas, jejichz biologicka funkce je
alespont zCasti znama, se svou katalytickou aktivitou podili na mnohdy dilezitych
bunéénych pochodech. Jednou z takovych fosfatas rodiny HAD je cytosolickd purinova
5'-nukleotidasa II, jiz je vénovana kapitola 1.6. Naproti tomu jednim z mnoha enzymu této
rodiny, jejichZ katalytickd a biologickd funkce neni objasnéna, je fosfatasa Tt82, o niz
pojednéva kapitola 1.4.

1.4 Fosfatasa Tt82

Enzym nesouci oznaCeni Tt82, jehoz fosfatasova aktivita byla studovana v praktické Casti
této diplomové prace, pochdzi z termofilni archebakterie Thermococcus thioreducens.
Jedné se o obligatné anaerobni organismus redukujici siru a snésejici teplotu az 94 °C.
Poprvé byl izolovan v roce 1999 ze vzorku shromaZdéného z hydrotermalniho priduchu
Rainbow (angl. Rainbow hydrothermal vent), ktery se nachézi na dné stfedo-atlantského
hibetu v hloubce 2300 m [16]. Termofilni charakter archebakterie se odrazi ve fyzikalnich
vlastnostech enzymu Tt82, ktery vykazuje stabilitu do teploty nejméné 75 °C [5]. Biologicka

funkce enzymu v tomto organismu vSak zatim neni objasnéna.
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1.4.1 Struktura Tt82 a jeho pfislusnost k rodine HAD

Enzym Tt82 je tvofen 241 aminokyselin dlouhym proteinovym fetézcem, ktery v nativnim
stavu vytvaifi monomerni uspotadani (Obrazek 5) o molekulové hmotnosti ptiblizné
27,9 kDa. Struktura nativniho proteinu byla vyfeSena prostiednictvim rentgenové
krystalografie s rozliSenim 1,75 A (PDB kod 6iah) a je tvotena 11 a-helixy a 5 B-skladanymi
listy, které jsou od N-konce proteinového fetézce uspoiadany v potradi fl-al-02-a3-a4-a5-
-06-07-f2-08-f3-09-f4-a10-B5-a11 (Obrazek 5A). Prvky sekundarni struktury vytvari dvé
zietelné odlisitelné domény cap a core. Doména core, kterou tvoii aminokyselinové zbytky
spofadim 1-12 a 128-240 v aminokyselinové sekvenci proteinu, je uspoiddana
do strukturniho motivu tfivrstvého B/a sendvice a zietelné tedy zaujima Rossmann-like
sbaleni. Dva linkery, tvofené aminokyselinami 13-18 a 123-127, spojuji doménu core

s doménou cap, jez se fadi mezi cap domény typu C1 a je slozena z aminokyselin 19-122

[5].

_Gly54

Asp199
Asp203

Lys179

(a) (b)

Obrazek 5 — Krystalova struktura Tt82 (PDB kéd 2hdo)

(a) Struktura enzymu Tt82 je tvofena doménami cap a core. Doména core obsahuje Rossmann-like sbaleni, tj. centralni
B-skladany list (zlutd) obklopeny sérii a-helixti. Doména cap typu C1 je tvoiena svazkem Sesti o-helixu. Ve struktufe jsou
vyznaceny smycky L1-L5 nesouci konzervované sekvencni motivy I-V. Oznaceny jsou také N-konec a C-konec
proteinového fetézce. (b) Aktivni misto Tt82 (zelend) je tvofeno aminokyselinovymi zbytky konzervovanych sekvencnich
motivl [-V, které jsou soucasti smycek L1-L5. Zbytky Asp6 a Asp8 nalezi motivu I (smycka L1), Ser153 motivu II
(smycka L2), Lys179 motivu III (smycka L3), Asp199 a Asp203 motivu IV (smycka L4) a Gly54 motivu V (smycka LS).
Kofaktor Mg?* koordinovany v aktivnim mist¢ je vyznaden modrou sférou. Obrazek byl vytvofen v programu
PyMOL 1.5.0.2 (DeLano Scientific LLC, San Francisco, CA, USA) a upraven v programu Inkscape 0.92.4. Obrazek (a)
byl pievzat z: [5].
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Ptislusnost Tt82 k rodiné HAD byla urcena na zaklad¢ ptitomnosti Rossmann-like sbaleni

a strukturni homologie s mnoha dalsimi enzymy ztéto rodiny. Sekvencni a strukturni

srovnani se dvéma vybranymi blizkymi homology (Obrazek 6, resp. Obrazek 7, str. 22),

fosfoglykolat fosfatasou pochazejici z prokaryotniho organismu Lactobacillus plantarum

(PDB k&d 2hdo) a alumycin P fosfatasou pochazejici z prokaryotniho organismu (PDB kéd

4ex7), odhalilo ve struktutfe Tt82 konzervované sekvencni motivy I, Il a IV [5] (Obrazek 6)

typické pro rodinu HAD [4, 9]. Dale struktura obsahuje nepfilis konzervovany motiv III [5].
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Obrazek 6 — Srovnani sekvence Tt82 se sekvencemi dvou strukturné podobnych fosfatas z rodiny HAD

Sekvence Tt82 sdili se sekvenci fosfoglykolat fosfatasy (PDB kod 2hdo) 22% identitu, se sekvenci alumycin P fosfatasy

(PDB kéd 4ex7) pak 27% identitu. Cervené jsou vyznadeny konzervované sekvenéni motivy I-V. Nad aminokyselinovou

sekvenci Tt82 jsou rovnéz zvyraznény a oznaceny pozice jednotlivych prvkd sekundarni struktury: a pro a-helix, f pro

B-skladany list, n pro 310-helix, TT pro B-ohyb. Vytvoteno prostfednictvim programi Clustal Omega [17], ESPript 3.x [18]
a Inkscape 0.92.4 podle: [5].
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Aktivni misto enzymu je tvofeno aminokyselinovymi zbytky, které jsou lokalizovany
na celkem péti smyckach oznacenych L1-L5 (Obrazek 5, str. 19). Smycka L5 je soucasti
domény cap a nese konzervovanou aminokyselinu Gly54, jejimz vyznamem je urceni
substratové specifity enzymu. Smycky L1-L4 jsou naproti tomu soucasti domény core
a nesou aminokyselinové zbytky, které jsou ptimo zodpovédné za uskute¢néni katalytické
reakce enzymu. Smycka L1 nese aminokyseliny Asp6 a Asp8 a spojuje prvky sekundarni
struktury B1 a al, smycka L2 obsahuje Ser153 a spojuje prvky B2 a a8, smycka L3 spojuje
prvky B3 a a9 a zahrnuje Lys179. Smycka L4, ktera spojuje prvky P4 a al0, obsahuje
konzervované aminokyseliny Aspl199 a Asp203. Souéasti aktivniho mista je iont Mg>",
jenz je v aktivnim misté koordinovan tfemi molekulami vody, karboxylovymi skupinami
postrannich fetézcl Asp6 a Aspl199 a karbonylovou skupinou aminokyseliny Asp8 lezici

na hlavnim proteinovém fetézci [5].

1.4.2 Substratova specifita Tt82

Struktura aktivniho mista a pfislusnost k rodiné HAD potvrdily, Ze enzym Tt82 patii
do enzymové skupiny hydrolas. S vysokou pravdépodobnosti se jedna o fosfatasu, avSak
nejsou zatim znamy zadné jeji substraty. Krystalova struktura Tt82 byla vyuzita k navrzeni
potencidlnich  substrati metodou molekulového dokovani [19] provedeného
a vyhodnoceného ve spolupracujici laboratofi [5]. Sada téchto potencidlnich substratii Tt82
byla sestavena na zéklad€é seznamu nejbéznéjSich substratii enzymi z rodiny HAD [10]

a obsahovala 30 nasledujicich sloucenin:

2-deoxy-6-fosfoglucitol arabinosa-5-fosfat D-sorbitol-6-fosfat
2-deoxy-D-glukosa-6-fosfat D-allitol-6-fosfat glycerol-1-fosfat
2-deoxy-D-ribitol-5-fosfat D-erythritol-4-fosfat glycerol-2-fostat
2-deoxy-D-ribonat-5-fosfat D-glukosa-1-fosfat imidodifosfat
2-deoxy-D-ribosa-5-fosfat D-glukosa-6-fosfat L-arabitol-1-fosfat
3-deoxy-D-glukonat-6-fosfat D-lyxosa-5-fosfat L-xylitol-5-fosfat
3-deoxy-D-glukosa-6-fostat D-mannitol-6-fosfat L-xylonat-5-fostat
3-deoxy-D-sorbitol-6-fosfat D-ribitol-5-fosfat p-nitrofenylfostat
acetylfosfat D-ribonat-5-fosfat pyridoxal-5-fosfat
adenosin 5'-monofosfat D-sorbitol-1-fosfat riboflavin-5-fosfat

Vysledky molekulového dokovani Tt82 se sadou 30 vySe uvedenych sloucenin jsou v této
diplomové praci ilustrovany Obrazkem 8 na str. 23. Detailni vysledky (o poloze ligandu
v aktivnim misté€, poctu vodikovych vazeb mezi ligandem a proteinem a mnoZstvi atomil

proteinu a ligandu zapojenych do tvorby téchto vodikovych vazeb) jsou uvedeny v odborné
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publikaci [5]. V experimentalni Casti této diplomové prace byly pouzity pro vybér
konec¢ného souboru molekul, na némz byla experimentalné testovana fosfatasova aktivita
Tt82 (viz kapitoly 3-6).

Asp203 Lys179
Aspl66 Lys137
AspG
Asp9 Serl53

Argl07
Q é ‘AspB
Aspll

(b)

Asp203 Lys179
Asp6
Aspl5

Asp199
Aspl62

Ser153
Val120
o o Asp8 a
Asp199
Aspl75

(d)

Obrazek 7 — Porovnani struktury Tt82 se dvéma strukturnimi homology z rodiny HAD

(a) Superpozice terciarni struktury Tt82 (purpurovd) s terciarni strukturou fosfoglykolat fosfatasy (azurova, PDB kéd
2hdo). (b) Superpozice aktivniho mista Tt82 (purpurovd) a fosfoglykolat fosfatasy (azurova, PDB kod 2hdo).
(¢) Superpozice terciarni struktury Tt82 (purpurovd) s terciarni strukturou alumycin P fosfatasy (zelena, PDB kod 4ex7).
(d) Superpozice aktivniho mista Tt82 (purpurova) a alumycin P fosfatasy (zelena, PDB kod 4ex7). Pozn.: Cast Argl07
v obrazku (b) neni vyobrazena. Pfevzato z: [5].
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Lys179

Gly151

(c)

Obrazek 8 — Predikované potencialni substraty Tt82 zasazené do aktivniho mista pomoci molekulového dokovani

Na obrazku je vyobrazena molekula: (a) para-nitrofenylfosfatu; (b) AMP; (c¢) D-glukosa-1-fosfat; (d) D-glukosa-6-fosfat.
Molekuly jsou v aktivnim misté vazany vodikovymi miistky (Zlutd), jejichz délky jsou uvedeny v jednotkach A. Cervens
jsou znazornény atomy kysliku, modie atomy dusiku, bile atomy vodiku, oranzové atomy fosforu. Purpurové jsou zbarveny
atomy uhliku aminokyselin aktivniho mista, svétle modfe pak atomy uhliku nalezicich molekuldm predikovanych substratt.
Zelené je vyznaden kofaktor — iont Mg?*. Pfevzato z: [5].

1.5 Lidske intracelularni 5'-nuklectidasy z rodiny HAD

Mezi zéastupce fosfatas z rodiny HAD se tadi také Sest enzymi, které patii do skupiny
lidskych intracelularnich  5'-nukleotidas (E.C. 3.1.3.5). Témi jsou cytosolicka
S'-nukleotidasa IA a IB (cN-IA a cN-IB), cytosolickd purinovéa 5'-nukleotidasa II (cN-II),
cytosolicka 5'-nukleotidasa III (cN-III), cytosolickd 5'(3')-deoxy-ribonukleotidasa (cdN)
a mitochondridlni 5'(3")-deoxy-ribonukleotidasa (mdN). Z charakteristickych motivii rodiny

HAD obsahuje vSech 6 enzymu piinejmenSim konzervované sekvencni motivy I a V,
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nicmén¢ cN-II, cN-III, cdN a mdN nesou také motivy II-IV [13]. Krystalové struktury téchto
Ctyf jmenovanych nukleotidas dale odhalily ptitomnost domény cap a Rossmann-like sbaleni

v jadfe domény core [20, 21].

Vyse jmenované enzymy katalyzuji defosforylaci (2'-deoxy)ribonukleosid-5'-monofosfatl
na pfislusné (2'-deoxy)ribonukleosidy. Uvnitf bunék tvoii dualezity c¢lanek v regulaci
intracelularni hladiny nukleotidii a svou katalytickou aktivitou piisobi protichtidné vaci
katalytické aktivité nukleosid kinas. Vzdjemné se od sebe odliSuji primarni strukturou,
riznou mirou afinity vici svym substrattim, lokalizaci uvnitt buiiky i distribuci v riznych
typech tkani. K expresi cN-II, cdN a mdN dochézi v bunikach vsech typt tkani, kdezto cN-I
a cN-III jsou exprimovany pouze ve specifickych tkanich. S nékterymi z uvedenych enzymu
jsou spojeny také patologické souvislosti [13, 22, 23]. Jednim z ptikladd je deficit cN-III
zapii¢inény mutacemi v genu NT5C3, které¢ vedou ke ztraté¢ funkce enzymu (angl. loss of
function). Néasledkem toho vznikd autosomalné recesivni dédiéné onemocnéni — hemolyticka
anemie [24, 25]. Zmény v enzymov¢ aktivité¢ cN-IA, cN-III a zejména cN-II byly asociovany
s nezadouci zménou v responsivité nadorovych bunék vici ur€itym protinadorovym léciviim
podavanym pti chemoterapii [26-30]. Nukleotidasa cN-II je nicméné spjata jesté s nékolika

dalSimi onemocnénimi (viz kapitola 1.6.5).

1.6 Cytosolicka purinova 5'-nuklectidasa ll

1.6.1 Zakladni vlastnosti a katalyticka funkce

Nukleotidasa cN-II se vyskytuje v cytosolu (rozpustna ¢ast cytoplasmy) a je exprimovana
v buiitkach vSech lidskych tkani, pfi€emZ nejhojnéji v pankreatu, kosterni svaloving
a srde¢ni svaloviné [22, 31-34]. Jednd se o bifunkéni enzym, ktery primarné
vystupuje jako fosfatasa nukleotidd (tj. nukleotidasa), ale vykazuje rovnéz
aktivitu fosfotransferasovou. Coby nukleotidasa katalyzuje hydrolytickou defosforylaci

(2'-deoxy)ribonukleosid-5'-monofosfati odvozenych od 6-hydroxypurinu za vzniku

ptislusnych (2'-deoxy)ribonukleosidi a volného fosfatového iontu (Obrazek 9, str. 25)
[31, 32]. Tato reakce probihd mechanismem, ktery je popsan v kapitole 1.3.3.
Prostfednictvim fosfotransferasové aktivity zprostfedkovava pienos fosfatové skupiny
z molekuly (2'-deoxy)ribonukleosid-5'-monofosfatu na molekulu (2'-deoxy)ribonukleosidu,
kterym jsou nej€astéji inosin nebo deoxyinosin (Obrazek 9, str. 25) [35].
Nukleotidasova 1 fosfotransferasova aktivita probihaji zpocatku stejnym mechanismem,
kdy dochazi k vytvotfeni kovalentniho enzym-fosfatového intermediatu (kapitola 1.3.3).
Pti nukleotidasové reakci je pak nasledné fosfatova skupina pienesena na molekulu H>O,

kdezto v ptipadé fosfotransferasové reakce na molekulu nukleosidu [36, 37].
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Obrazek 9 — Nukleotidasova a fosfotransferasova aktivita ¢N-II

Reakce katalyzovana nukleotidasovou aktivitou cN-II je naznacena modre, fosfotransferasovou aktivitou pak zelené.
Substratem nukleotidasové reakce mohou byt krom& IMP jesté dalsi purinové nukleotidy a jejich ptislusné 2'-deoxy-
analogy (viz odstavec nize), kdezto substratem fosfotransferasové reakce je primarné (2'-deoxy)inosin. Donorem fosfatu
ve fosfotransferasové reakci mize byt jakykoliv (2'-deoxy)ribonukleosid-5'-monofosfat (NMP). Obrazek reakéniho
schématu byl vytvofen v programu ChemBioDraw Ultral2.0.2 (© 1986-2010 CambridgeSoft.) a upraven v programu
Inkscape 0.92.4.

Upftednostiiovanymi substraty cN-II jsou purinové nukleotidy inosin-5'-monofosfat (IMP),
guanosin-5'-monofosfat (GMP), xanthosin-5'-monofosfat (XMP) a jejich pfislusné
2'-deoxy-analogy. Adenosin-5'-monofosfat (AMP), 2'-deoxyadenosin-5'-monofosfat
(dAMP) a pyrimidinové nukleosid-5'-monofosfaty jsou naproti tomu ptrevazné slabymi
substraty. Nejvyssi katalytickou aktivitu vykazuje vici IMP a GMP [31, 32, 35], proto je
tento enzym oznaCovan téz jako IMP-GMP specifickéd/selektivni nukleotidasa [38, 39].
Presto v§ak m4 vici svym substratim relativné nizkou afinitu. Michaelisova konstanta, K,
pro IMP 1 GMP se pohybuje v oblasti desetin mM [31, 32], na zdklad¢ ¢ehoz cN-II ziskala
svlj dalsi nazev: 5'-nukleotidasa s vysokym K, (z angl. high K, 5"-nucleotidase) [31].

Katalytické aktivita cN-II (nukleotidasova 1 fosfotransferasovd) je bezpodminecné zavisla
na piftomnosti Mg*" iontfi [31, 32], coZ je v souladu s obecnymi vlastnostmi ostatnich
fosfatas z rodiny HAD (viz kapitola 1.3). Na rozdil od ostatnich lidskych nukleotidas
uvedenych v kapitole 1.5 je regulovana allosterickymi mechanismy [20, 31, 32]
(viz kapitola 1.6.3) prostiednictvim nékolika efektort. Tyto efektory se vazi
do allosterického mista, které se nachazi pobliz aktivniho mista enzymu (viz kapitola 1.6.2).
Pfirozenymi aktivatory jsou nukleosid-5'-trifosfaty, nékteré nukleosid-5'-difosfaty, dale
pak také 2.3-bisfosfoglycerat (2,3-BPG) a nékteré diadenosinpolyfosfaty (ApnA).
Nasledujici allosterické aktivatory cN-II jsou sefazeny podle klesajici ucinnosti aktivace:
2'-deoxyadenosin-5'-trifosfat (dATP) > diadenosin-5',5"-tetrafosfat (Ap4A) > adenosin-5'-
-trifosfat (ATP) = 2,3-BPG > guanosin-5'-trifosfat (GTP) > adenosin-5'-difosfat (ADP)
[31, 32, 40]. Fyziologickym inhibitorem cN-II jsou volné fosfatové ionty. Jejich inhibi¢ni
efekt se projevuje 1 v pritomnosti allosterického aktivatoru a je siln€j$i zejména v nizsich
koncentracich substratu [31]. VIiv na aktivitu ma vedle allosterické modulace takeé
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hodnota pH. Pro nukleotidasovou aktivitu lezi pH optimum v rozmezi 6,3-6,5 [31, 32],

kdezto pro fosfotransferasovou aktivitu lezi tentyz parametr v rozmezi 7,0-7,2 [35].

V buiice je nukleotidasova aktivita cN-II zévisla na energetickém stavu bunky.
V energeticky bohatém stavu, tj. pfi dostateéné intracelularni koncentraci ATP, dochazi
k allosterické aktivaci cN-II. Opacny piipad nastava pii nizkém energetickém stavu, v anoxii
¢1 ischemii. Zasoby ATP jsou postupné vycCerpany, coz soucasn¢ vede k nahromadéni
volnych fosfatovych iontii v bunice. Jejich zvySena koncentrace nasledné inhibuje aktivitu
cN-II a tim brani hydrolyze IMP a GMP, kterd by v takovém stavu vedla k nezadoucim
ztratdm purinovych nukleotidti [41, 42]. K fosfotransferasové aktivit¢ cN-II dochazi
v pfitomnosti dostatecného mnozstvi vhodného nukleosidového akceptoru, tj. zejména

(deoxy)inosinu [35].

Nukleotidasové aktivita cN-II je zapojena do metabolismu purinil, ktery se sklada ze tii
synchronizovanych metabolickych procest. Témi jsou de novo syntéza, degradace
aresyntéza (angl. salvage pathway) purinovych nukleotidii, pfi¢emz cN-II katalyzuje
areguluje prvni krok degrada¢ni drahy. Soucinnosti regulované aktivity cN-II s aktivitou
enzymu zapojenych do resyntézy (Obrazek 10, str. 27) je zajiSté€na citliva regulace hladiny

purinovych nukleotidl v bunikach [43, 44].

1.6.2 Struktura cN-Il

Kvarterni struktura

Protein cN-II je zakddovan v genu NTSC2 leZicim na chromosomu 10 v useku
10924.32-q24.33 [38]. Expresi tohoto genu vznika 561 aminokyselin dlouhy proteinovy
fetézec o molekulové hmotnosti 65 kDa [45, 46]. Sekvence proteinu je uvedena
na Obrazku 11 na str. 28. V nativnim stavu cN-II tvofi homotetramer o molekulové
hmotnosti 260 kDa, ktery je sloZzen ze dvou identickych dimert (Obrazek 12B, str. 30)
a oznacuje se proto t¢Z jako dimer dimert (angl. dimer of dimers) [20]. Pravé dimerni

uspofadani je nejmensi katalyticky aktivni jednotkou cN-II [47].

Dimerni uspofadani vznikd propojenim dvou identickych protomeri, ¢ehoZ je docileno
prostiednictvim tzv. oligomerniho rozhrani A (angl. oligomeric interface A),
viz Obrazek 12B na str. 30. Ze dvou dimera je nasledné¢ vybudovano homotetramerni
uspotadani, v némz jsou oba dimery propojeny kontakty na tzv. oligomernim rozhrani B
(angl. oligomeric interface B), viz Obrazek 12B na str. 30. Oligomerni rozhrani A je tvofeno
53 aminokyselinovymi zbytky od kazd¢ podjednotky dimeru, z nichz 19 zprostfedkovava
vazbu pftilehlych podjednotek prostfednictvim vodikovych mustkli a 4 prostfednictvim
iontovych vazeb. Oproti tomu oligomerni rozhrani B obsahuje z kazdé podjednotky dimeru
pouze 28 aminokyselinovych zbytkdl, z nichZ pouze 8 vytvaii mezi podjednotkami vodikové
mustky [20].
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Obrazek 10 — Metabolismus purini v lidskych buiikach

Na obrazku je vyobrazena degrada¢ni draha purinovych nukleotidl (Cernd) a jejich zpétna resyntéza (zelena a Cervena).
Draha de novo syntézy purinovych nukleotidi neni soucasti obrazku a je prezentovana pouze jejimi produkty (modra).
Prvni krok degradace je katalyzovan 5'-nukleotidasami (zkr. 5'N), mezi néz se fadi prave také cN-II. Hlavni roli v resyntéze
nukleotidl pak hraje enzym hypoxanthin-guanin fosforybosyl transferasa (HGPRT), ktery je zaroven klicovy pro funkci
thiopurinovych protinddorovych 1é¢iv (viz kapitola 1.6.5 a Obrazek 14 na str. 37). Vysvétleni ostatnich 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 = pyrofosfat; PRPP = 5-fosforibosyl-1-pyrofosfat; RSP = ribosa-5-fosfat; XO (XOR) = xanthin oxidasa (xanthin
oxidoreduktasa). Obrazek byl vytvoten v programu ChemBioDraw Ultral2.0.2 (© 1986-2010 CambridgeSoft.) a upraven
v programu Inkscape 0.92.4.

Terciarni struktura a aktivni misto

Terciarni struktura cN-II (Obrazek 12A, str. 30) obsahuje (v souladu s piislusnosti enzymu
k rodiné¢ HAD) dvé hlavni domény cap a core (viz kapitola 1.3.1), mezi nimiz se nachazi
aktivni misto. Doména core obsahuje Rossmann-like sbaleni, které je tvofeno centralnim
B-skladanym listem sloZenym z osmi paralelnich B-fetézci a obklopenym osmi a-helixy.
Na této doméné se nachazeji také Ctyfi konzervované sekvencni motivy I-IV tvofici jadro
aktivniho mista [20]. Aminokyselinové zbytky Asp52, Asp54, Thr56 a Leu57 v sekvenci
cN-II tvoti motiv I, Thr249 ptedstavuje motiv II a motiv III je tvofen Lys292. Motiv IV je
pak sloZen z aminokyselin Asp351 a Asp356 [13, 20, 48]. Tyto motivy umoziuji vazbu
kofaktoru Mg** a fosfatové ¢asti substratu v aktivnim misté (viz Obrazek 3 na str. 16) a jsou

hlavnim strukturnim elementem pro katalytickou aktivitu cN-II (viz kapitola 1.3.3). Aktivni
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Obrazek 11 — Aminokyselinova sekvence ¢N-11

Sekvence obsahuje tfi vyznamné strukturni segmenty (modra, Zluté, purpurova), které jsou popsany v textu. Cervené jsou
vyznaceny konzervované sekvencni motivy I-1V, zelené pak usek, ktery pii allosterické aktivaci cN-II zaujima strukturu
a-helixu ozna¢ovaného jako helix A (zkr. aA). Nad sekvenci cN-II jsou rovnéz zvyraznény a oznaceny pozice jednotlivych
prvkt sekundarni struktury: o pro o-helix, B pro p-skladany list, n pro 3i0-helix, TT pro B-ohyb a TTT pro a-ohyb.
Vytvofeno prostfednictvim programt Clustal Omega [17], ESPript 3.x [18] a Inkscape 0.92.4 podle: [5].
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misto enzymu se nachdzi na povrchu domény core a je stericky stinéno doménou cap
(Obrazek 12A, str. 30).

Doména cap je tvofena svazkem 4 o-helixi a dvéma antiparalelnimi B-skladanymi listy,
z nichz jeden je tvoien 3 B-fetézci a druhy 4 B-fetézci. Dale tato doména obsahuje od svazku
odlouceny a-helix a dvé smycky [20]. Na zaklad¢ své morfologie se tfadi ke cap doménam
typu C1 (viz kapitola 1.3.1) Doména cap je zprostfedkovatelem substratové specifity cN-II
a zCasti se téz podili na konstrukci aktivniho mista. Rozpoznani a ¢astecna vazba substratu
enzymem jsou totiz zajiStény postrannimi fetézci aminokyselin Phel57, Arg202, Asp206,
His209 a Tyr210 lezicich na doméné cap za spolutcasti né€kolika molekul H>O.
Nukleosidova ¢ast substratu je vtésnana mezi vhodné upotfddand aromaticka jadra Phel57,
His209 a Tyr210, kdezto postranni fetézce Arg202 a Asp206 vytvari s touto Casti
substratu elektrostatické interakce. Uspotadani polarnich postrannich fetézcl cap domény
v oblasti kolem 2'-pozice sacharidové c¢asti nukleosidu je pravdépodobnou piicinou
pro upfednostiiovani substratt IMP a GMP nad 2'-deoxy-IMP (dIMP) a 2'-deoxy-GMP
(dGMP) [48].

Vedle domén cap a core jsou soucasti struktury cN-II tfi vyznamné strukturni segmenty
(Obrazek 11, str. 28 a Obrazek 12A, str. 30): (1) N-termindlni segment tvotfeny
aminokyselinami Metl-Arg29, (2) helikalni segment (z angl. helical arm) slozeny
z aminokyselin Pro373-Tyr434 a (3) C-termindlni segment, ktery je tvofen usekem
aminokyselin Ala479-Glu561. Biologicka role C-terminalniho segmentu neni dosud plné
objasnéna, kdeZto zbylé dva jmenované segmenty se spolu s allosterickym mistem podili
na velmi komplexni regulaci enzymové aktivity cN-II — vice viz kapitoly 1.6.3 a 1.6.4 [47].

Allosterické misto

Pobliz aktivniho mista a oligomerniho rozhrani A v doméné core lezi allosterické misto
enzymu, které se zaroven nachazi vramci dimerniho uspofadani v t€sné blizkosti
allosterického mista sousedni podjednotky (Obrazek 12, str. 30). Vazba efektort
do allosterického mista je zprostfedkovana postrannimi fetézci aminokyselin Argl44,
Asnl54, Ile152, Phe354, Lys362, Asn453, Arg456 a Tyr457. V ptipadé€ efektort jako ATP
a dATP pfipadd jedna molekula efektoru na jedno allosterické misto v dimeru cN-II.
Tato molekula je zde vdzana aminokyselinovymi zbytky pouze téZe podjednotky, na niz
allosterické misto leZi. Naproti tomu 2,3-BPG a diadenosinpolyfosfaty jako Aps+A obsazuji
ob¢ allosterickd mista dimeru pouze jednou molekulou efektoru, ktera je zde vazana obéma
podjednotkami zaroven. Molekula ApsA je zanofena do kazdého z allosterickych mist
jednou ze svych dvou adenosinovych ¢asti, kdezto molekula 2,3-BPG je véazana piimo

na oligomernim rozhrani obou podjednotek [48].
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Obrazek 12 — Krystalova struktura c¢N-11

Struktura katalyticky neaktivni C-terminalné zkracené varianty cN-II D52N (PDB kod 2xcw), ktera je takika totozna
se strukturou C-terminalné zkracené nativni formy cN-II WT. Flexibilni tisek Glu401-Ile416 neni soucasti struktury.
(a) Terciarni struktura protomeru cN-II v aktivovaném stavu. Struktura je tvofena cap doménou typu C1 (tmavé Seda)
a doménou core (svétle Sedd). ZIuté jsou v doméné core zvyrazndny fetézce B-skladanych listd. Hlavni &ast této domény
tvoii tzv. Rossmann-like sbaleni, jehoZ centralni B-skladany list je tvofen osmi paralelnimi B-fetézci (Zlutd). Soucasti
domény core je aktivni misto, do n¢hoz je navazana molekula substratu IMP (zelend), a allosterické misto s navazanou
molekulou allosterického aktivatoru ATP (svétle modrd). Oba ligandy jsou koordinovany s ionty Mg?" (modré sféry).
Ridzovou barvou je zvyraznén tzv. helix A (ozn. aA). (b) Kvartérni strukturu cN-II tvoii homotertramer slozeny ze dvou
identickych dimerid. Dimery jsou mezi sebou propojeny prostfednictvim oligomernich rozhrani B (ozn. B). Kazdy dimer je
tvofen dvéma identickymi protomery, které jsou propojeny prostfednictvim oligomerniho rozhrani A (ozn. A). V aktivnim
misté¢ kazdé podjednotky je navazana molekula IMP, v allosterické misté kazdé podjednotky pak molekula ATP. Zelenou
sférou jsou vyznaceny koordinované ionty Mg?*. V obou obrazcich jsou oranzové zbarveny atomy fosforu ve fosfatovych
skupinach obou ligandd. Obrazek byl vytvofen v programu PyMOL 1.5.0.2 (DeLano Scientific LLC, San Francisco, CA,
USA) a upraven v programu Inkscape 0.92.4.

1.6.3 Regulace katalyticke aktivity

Allostericka aktivace

Ve formé apoproteinu, kdy v allosterickém misté neni navazan Zadny aktivator, smétuje
postranni fetézec Asp356 motivu IV pry¢ z aktivniho mista enzymu. Za téchto podminek
se do aktivniho mista nemiize navazat kofaktor Mg?" nezbytny pro katalytickou aktivitu
enzymu, ktery tak setrvavd v neaktivni form&. Po navézani aktivatoru do allosterického
mista dochazi v doméné core ke strukturnimu pieuspotadani jinak neuspotadaného useku
aminokyselin Gly355-Gln364, ktery nasledné€ zaujima konformaci a-helixu (Obrazek 13A,
str. 32) [47, 48]. Tento a-helix se oznacuje jako tzv. helix A a je stabilizovan prostednictvim
iontovych interakci Lys361 s Asp459 [47] a elektrostatickych interakci Lys362
s fosfatovymi zbytky aktivatoru [48]. Jeho zformovanim dochdzi k natoceni postranniho
fetézce Asp356 motivu IV do prostoru aktivniho mista a zaroven odsunuti aromatického
jadra postranniho tetézce Phe354 mimo aktivni misto. PootoCeni nabitého Asp356

do aktivniho mista ma za nésledek dal$i konformacéni zmény ve struktuie cN-II, nacez enzym
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pfechézi z ptivodné basalniho, neaktivniho stavu do aktivovaného stavu. Tim je umoznéna

koordinace kofaktoru Mg?* a poté i vazba fosfatové ¢asti substratu v aktivnim misté [48].

Zformovani helixu A je klicovym mechanismem v regulaci katalytické aktivity cN-II
a je bezpodminetné nutné k tomu, aby vibec bylo umoznéno navazani substratu
do aktivniho mista [48]. Pfechod enzymu z basalniho do aktivovaného stavu (a zpét) je vSak
doprovazen také zménou celkové konfigurace homotetrameru. Pti allosterické aktivaci
dochazi zejména na oligomernich rozhranich k fad¢ konformacnich zmén [47, 49], vlivem
nichz enzym pfechdzi z plvodné uzaviengjsi, tésnéji semknuté konfigurace na vice
otevienou (Obrazek 13B, str. 32) [47].

Mechanismus zpéetne inaktivace

Ptechod do oteviengj$i, tj. aktivni konformace je soucasné spjat s autoregulacnim
mechanismem zpétné inaktivace (z angl. switch-off mechanism), za nimz stoji helikalni
segment [47]. Segment sestava z a-helixu a jeho vrcholu, ktery nese aminokyseliny Asp407
a Ser408. V basdlnim stavu enzymu zaujima vrchol tvar smycky (je oznafovana jako
tzv. interhelikalni smycka), kdy Ser408 interaguje s Arg238 lokalizovanym na tzv. helixu B
v sousedni podjednotce dimeru blizko kladn¢ nabité kapsy na dimernim rozhrani [47, 50].
Usporadani do tvaru smycky zarovenl umoziuje Asp407 interagovat s kladné nabitymi
aminokyselinovymi zbytky tohoto rozhrani. Po ptfechodu do aktivniho stavu a zformovani
helixu A jsou tyto interakce pieruseny vlivem posunu helikalniho segmentu. Interhelikalni
smycka ptechazi v neuspofadanou strukturu a jeji Asp407 se dostava do blizkosti a interakce
s Lys361 v helixu A na pfilehlé podjednotce dimeru. To destabilizuje interakci Lys361
s Asp459, jejizulohou je helix A stabilizovat, a zprostiedkovava tak ndvrat enzymu
do neaktivniho basalniho stavu [47].

Terminalni segmenty

Zatimco N-termindlni segment se pravdépodobné podili na usnadnéni ptechodu z basalniho
do aktivniho stavu cN-II, role konzervovaného C-terminalniho konce neni zfejma.
Ptedstavuje flexibilni strukturu bohatou na kyselé residua, zejména pak na uplném C-konci
proteinového fetézce (viz Obrazek 11 na str. 28). V odborné strukturni studii bylo popséno,
Ze v basalnim stavu cN-II vytvafi jakousi zavoru, ktera obepind zakladnu helikalniho
segmentu v sousedni podjednotce, a vyznamné tak pfispiva k té€snéji semknuté neaktivni
konfiguraci cN-II. MiiZe tedy pfedstavovat zadbranu v allosterické aktivaci enzymu [47].
Proti této regulacni funkci vSak hovoti vysledky kinetické studie z odborné publikace, ktera
byla vypracovana na Skolicim pracovisti. Z téchto vysledkt vyplyva, ze kinetické vlastnosti
nemutantnich 1 mutantnich variant cN-II (viz kapitola 1.6.4) jsou pfi allosterické aktivaci
obdobné, nezavisle na piitomnosti ¢i absenci C-terminalniho segmentu ve struktufe enzymu
[49]. Vzhledem k vyrazné¢ polarnimu charakteru tohoto segmentu je pravdépodobné,
ze ptispiva ke stabilizaci struktury cN-II. Jeho biologické funkce vSak zlistava neobjasnéna.
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Obrdazek 13 — Strukturni zmény p¥i allosterické aktivaci ¢N-II

Prechod z basélniho (nahote) do aktivniho stavu (dole) je doprovazen zménami ve struktufe cN-II. (a) Zasadni zménou
v protomeru cN-II je zformovani tzv. helixu A (fialova, ozn. aA), ¢imZ je nasledné umoznéna vazba kofaktoru a substratu
do aktivniho mista. Tvar a-helixu nabyva také N-terminalni segment (zkr. N segment, oranzova). Ke zménam dale dochazi
v o-helikalnim segmentu (zkr. a segment, rizova) a v C-terminalnim segmentu (zkr. C segment, tmavé modrd). (b) Zmény
v jedné podjednotce se prostiednictvim oligomernich rozhrani pfenasi na sousedni podjednotky. Pfi allosterické aktivaci
prechazi tésnéji sbalena struktura homotetrameru (nahote) na vice otevienou (dole). Jednotlivé podjednotky jsou od sebe

barevné odliseny. Upraveno v programu Inkscape 0.92.4 a pievzato z: [47].
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Nelze vyloucit, ze kromé vyse popsanych mechanismil se na regulaci aktivity cN-II mohou
podilet jesté dalsi, dosud neodhalené mechanismy. Tento systém regulace je velice

komplexni a k jeho poskozeni muze dojit vlivem nékterych mutaci v genu NT5C2.

1.6.4 Mutace v genu NT5C2

V soucasnosti je znamo vice nez 450 raznych mutaci zasahujicich do genu NT5C2 [51].
Mnoho z téchto mutaci ovlivituje katalytickou aktivitu cN-II a lze je na zaklad¢ toho rozd¢lit
do nasledujicich tfi skupin. Prvni skupinou jsou mutace, které vyrazné ¢i viibec nepozméiuji
aktivitu cN-II. Jedna se o neutralni mutace, mezi néz se fadi napiiklad mutantni varianty
T3A a H380R [50]. Druhou skupinu tvofi mutace vedouci ke ztrat¢ enzymu ¢i jeho
katalytické funkce (angl. loss-of-function). Do této skupiny se zatim fadi nékolik
homozygotnich mutaci, z nichz vS§echny maji za nasledek poruchu exprese cN-II [52].
Tteti a nejpocetnéjsi skupinu pifedstavuji mutace, které vedou ke zvySeni katalytické
aktivity enzymu (angl. gain-of-function). Tyto aktivujici mutace narusuji prostfednictvim
riznych mechanismu allosterickou regulaci a zptusobuji hyperaktivitu katalytické funkce
cN-1II [47, 49, 50].

Aktivujici mutace a hyperaktivita cN-II

Aktivujici mutace v genu NT5C2 jsou ve struktuie cN-II rozmistény do riznych mist, ¢asto
se vSak nachazeji ve funk¢éné dilezitych castech popsanych v ptedchozi kapitole. Témi jsou
helix A a jeho pfilehlé okoli, helikdlni segment a zejména oligomerni rozhrani [47, 50].
Pravé obé oligomerni rozhrani (A i1 B) jsou klicova pro propagaci efektli téchto mutaci
v celém tetramernim uspofadani enzymu [49, 50]. Na zakladé mechanismu, jimZ naruSuji

allosterickou regulaci cN-II, je 1ze rozdélit do tii t¥id I-111.

Mutace tfidy I naruSuji mechanismus aktivace enzymu prostifednictvim zformovani
helixu A pfi vazbé aktivatoru do allosterického mista (viz kapitola 1.6.3). Uzamykaji
helix A v uspofadané helikalni konformaci, nasledkem ¢&ehoz enzym trvale setrvava
v aktivovaném stavu bez ohledu na piitomnost allosterického aktivatoru. Do této ttidy se
fadi mutantni varianty K359Q a L375F. Oproti nemutantni variant¢ enzymu oznacované
jako wild-type (zkr. WT, dale jen cN-II WT) vykazuji siln¢ zvySenou nukleotidasovou
aktivitu, ktera se po navazani allosterického aktivatoru dale vyrazné zvysuje [47, 49].
Zatimco zdména K359Q je pfimou soucasti helixu A (ovliviiuje jej tedy pfimo), zdména
L375F je od helixu A vice vzdalena a ovliviiuje tento usek prostfednictvim fetézce drobnych

konformacnich zmén vcetné ¢asteéného vychyleni helikalniho segmentu [49].

Prevaznd vétSina aktivujicich mutaci v genu NTS5C2 nalezi do tiidy II. Zasahuji
budto do vrcholu ¢i oblasti helikalniho segmentu anebo jsou lokalizovany v kladné
nabité kapse na dimernim rozhrani. Vyskytem na téchto pozicich pak narusuji zejména prave

interakce mezi helikdlnim segmentem a aminokyselinovymi zbytky v kladné nabité kapse.
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Zatimco mechanismus allosterické aktivace enzymu prostfednictvim helixu A zGstava
prevazné neovlivnén, mechanismus zpétné inaktivace je poskozen (viz kapitola 1.6.3) [47].
V baséalnim neaktivnim stavu si mutantni varianty tfidy II zachovavaji podobné nizkou
katalytickou aktivitu jako cN-II WT, ktera se vSak po allosterické aktivaci mnohondsobné
zvySuje [47, 49]. Mezi mutace tfidy II jsou zafazeny mutantni varianty R39Q, R238W,
R367Q, D407A, S408R, S445F a R478S, dale pak pravdépodobné¢ také varianty
R238G/L/Q, R291W, K404N, D407E/H/V/Y, P414A/S a D415G [47, 50].

Mutace ttidy III zpisobuji ztratu C-terminalniho segmentu (viz kapitola 1.6.3), nasledkem
¢ehoz enzym zaujima oteviengjsi konfiguraci jiz v basalnim stavu. Ttida III mé zatim pouze
jednoho zastupce, kterym je C-terminalné zkracend varianta Q523 *. Nukleotidasova aktivita
této mutantni varianty je v basalnim i aktivovaném stavu srovnatelna s aktivitou cN-II WT,
ale ke stimulaci aktivity dochdzi jiz za nizSich koncentraci allosterického aktivatoru [47].
Mechanismus, kterym je tato odchylka v allosterické aktivaci zprosttedkovana, vSak zatim

neni objasnén.

Mezipodjednotkova stimulace katalytickeé aktivity

Velka cast aktivujicich mutaci v genu NTS5C2 je heterozygotni. V bunkach v takovém
ptipadé dochazi k expresi mutantni varianty i nemutantni WT varianty zaroven. Nasledné
vznikaji nejen homotypické tetramery (homotetramery), ale téZ smiSené heterotetramery
cN-II, v nichZ mohou byt tyto varianty zastoupeny v poméru 4:0, 3:1, 2:2, 1:3 nebo 0:4
[47, 50]. Bylo zjiSténo, Ze pfitomnost mutantnich podjednotek v heterotetrameru stimuluje
hyperaktivitu u WT podjednotek. Aktivacni efekt mutaci se na ptilehlé WT podjednotky
pfenasi prostfednictvim konformacnich zmén na oligomernich rozhranich, nacez
JiZ v basdlnim stavu vykazuji zvySenou katalytickou aktivitu. Po vazbé aktivatoru
do allosterického mista pak nabyvaji své standardni aktivity, jakou maji v homotetrameru
cN-II WT v aktivovaném stavu [50].

1.6.5 Patologie spojene s cN-II

Hyperaktivita nebo poruchy exprese cN-II byly zaznamenany ve spojeni s nékterymi
onemocnénimi jako hyperurikemie, hyperurikosurie, Lesch-Nyhanv syndrom [53],
hereditarni spastické paraparézy (zkr. HSP, z angl. hereditary spastic paraplegia ¢i familial
spastic paraparesis) [52] ¢i akutni lymfoblastické leukemie (zkr. ALL) [28, 29].

Hereditarni spasticke paraparezy
Hereditarni spastické paraparézy jsou skupinou dédi¢nych neurodegenerativnich

onemocnéni, jejichz hlavnim projevem je porucha motoriky dolnich koncetin

wrwe

degeneraci axonti nervovych buné€k v kortikospinalni dréze, jejiZ funkei je védomé ovladani

kosterniho svalstva. Na zédkladé¢ mnozstvi a povahy symptom Ize rozliSit nekomplikovanou
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a komplikovanou formu HSP [52, 54]. Nekomplikovana forma je charakterizovana pouze
mén¢ extrémni kieCovitosti a slabosti kosternich svalti, syndromem hyperaktivniho méchyie
(angl. hypertonic urinary bladder disturbance) a lehce narusenou citlivosti pro vnimani
vibraci v dolnich koncetinach. Tytéz problémy zahrnuje i komplikovana forma HSP,
ta je vSak vzdy déale doprovazena dal§imi neurologickymi problémy jako uzkost, epileptické
zachvaty, hluchota, ztrata zraku, duSevni poruchy, svalova atrofie, ichtyoza,
extrapyramidovy syndrom ¢i periferni neuropatie [54, 55]. Prevalence HSP se piiblizné
pohybuje mezi 3 az 10 ptipady na 100 000 jedinct, pfiCemz prvni symptomy se mohou

objevit v jakémkoliv véku.

Hlavni pfi¢inou vzniku HSP jsou genové mutace [52, 54, 56]. V soucasnosti je s timto
onemocnénim spjato ptes 70 riznych chromosomovych usekt tohoto onemocnéni, které
zahrnuji vice nez 60 rtiznych genl oznacovanych jako geny asociované se spastickou
paraplegii (zkr. SPGs, z angl. spastic paraplegia genes) [56]. Mezi SPGs se tadi také gen
NT5C2, v némz bylo dosud identifikovano pét homozygotnich vysoce dele¢nich mutaci
vedoucich k poruse exprese a deficitu cN-II [52]. Neni zcela jasné, jakym zplisobem tento
deficit ptispiva ke vzniku HSP. Vzhledem k fyziologické funkci cN-II v metabolismu purinit
je vsak velmi pravdépodobné, ze dochdzi k zavaznému naruseni regulace hladiny
purinovych nukleotidi. Purinové nukleotidy hraji klicovou roli ve vyvoji mozku a maji
neuro-protektivni funkci (naptiklad pfi jeho ischemii) [57]. V soucasnosti jsou znamy
jiZ razné poruchy v metabolismu purind, které zaroven Casto zasahuji do riznych c¢asti
lidského nervového systému [58]. Lze se tedy domnivat, Ze vliv deficitu cN-II na hladinu
purinovych nukleotidii je podstatou mechanismu, kterym cN-II pfispiva ke vzniku

neurologickych problémt v HSP.

Lesch-Nyhaniv syndrom

Lesch-Nyhaniv syndrom je autosomalné recesivni dédi€né onemocnéni véazané
na chormosom X, které postihuje vyhradné¢ muze, pficemz prvni pifiznaky se obvykle
mentalni retardace, spastickd mozkova obrna (z angl. spastic cerebral spalsy), choreoatetoza
(mimovolné, obfasné a nekontrolovatelné pohyby mimickych svalt a koncetin) a nutkaveé
sebeposkozovani. Piiznaky jsou také hyperurikemie a hyperurikosurie, které postupné vedou
ke vzniku mocovych a ledvinovych kament, nefropatie, dny a s ni souvisejici artritidy [59].

Molekularni podstatou vzniku Lesch-Nyhanova syndromu je porucha metabolismu
purinovych  nukleotidd  zapfi€inénd  Gplnym  deficitem  hypoxanthin-guanin
fosforibosyltransferasy (HGPRT; EC 2.4.2.8) [59-61]. Tento enzym, kédovany genem
HPRTI, katalyzuje ptfenos molekuly fosforibosylpyrofosfatu (PRPP) na purinové baze
hypoxanthin a guanin za vzniku IMP, respektive GMP [61]. Tato reakce je klicova
v resyntéze purinovych nukleotidti (Obrazek 10, str. 27). Uplny deficit HGPRT vede
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k nedostatku purinovych nukleotidl v organismu, ktery se jej snazi kompenzovat
prostiednictvim navySeni de novo syntézy. Tim ovSem dochéazi k jejich ohromné
nadprodukci a soucasn¢ zvySené degradaci. Vysledkem je kontinudln€ vznikajici nadmérné

mnozstvi urdtu a hyperurikemie [62].

Do vyse popsaného mechanismu je zapojen také enzym cN-II, ktery figuruje v degradaci
purinovych nukleotid. U nékolika pacientt s ¢astecnym nebo Gplnym deficitem HGPRT
vsak byla zaznamenana hyperaktivita cN-II pii hydrolytické defosforylaci 5'-fosforibosyl-5-
-amino-4-imidazolkarboxamidu (AICAR) — v Lesch-Nyhanov¢ syndromu nadprodukované
slouceniny, kterd je v de novo syntéze prekursorem IMP. Bylo prokdzano, ze produkt
hydrolytické reakce je toxicky viici nékterym typtim nervovych bunék a zptisobuje jejich
apoptézu. Tato skuteCnost naznacuje, Ze hyperaktivita cN-II mize byt jednou

z moznych pfi¢in rozvoje neurodegenerativnich poruch v Lesch-Nyhanové syndromu [53].

Akutni lymFfoblasticka leukemie

Akutni lymfoblasticka leukemie pfedstavuje zdvazné hematologické nadorové onemocnéni,
jehoz pficinou je maligni transformace lymfoidnich progenitorovych bunék. Projevuje se
poruchou krvetvorby bilych krvinek a postihuje pacienty v dospélém i détském véku. Akutni
lymfoblastickd leukemie je nejcastéjSim nadorovym onemocnénim déti. Navzdory vysoké
Sanci léCenych pacientl na pieziti, jeZ ve vyspélych zemich piesahuje 85 %, dochazi ¢asto

k relapsu tohoto onemocnéni, ktery ve vice nez 60 % piipadli konci smrti [28, 63].

Lécebna terapie pacientli s ALL zahrnuje podavani vysokych davek kombinovanych
chemoterapeutik. Ve vice nez 90 % ptipadi se timto postupem podaii docilit klinické
a hematologické remise (vymizeni pfiznakil a projevii onemocnéni). Poté obvykle nasleduje
tzv. "udrZovaci" terapie po dobu 2 let. Nedilnou soucasti udrZovaci terapie pii remisi ALL
jsou protinadorova ,,proléciva® (z angl. prodrugs) 6-merkaptopurin (6-MP) a 6-thioguanin
(6-TG) [63]. V bunkéach organismu dochazi k jejich konverzi prostfednictvim enzymu
HGPRT v procesu resyntézy purinovych nukleotidi (viz pfedchozi podkapitola —
— Lesch-Nyhantv syndrom). Takto je 6-MP pifeménén na 6-thioinosin-5'-monofosfat
(TIMP) a 6-TG na 6-thioguanosin-5'-monofosfat (TGMP). Nasledna pfeména TIMP probiha
dvéma moZznymi sméry. Budto je ve dvou reakénich krocich pfeménén enzymy
IMP-dehydrogenasa (IMPDH) a GMP synthetasa (GMPS) taktéz na TGMP, nebo dochazi
k jeho konverzi na 6-methylthioinosin-5'-monofosfat (MeTIMP) prostfednictvim enzymu
thiopurin S-methyltransferasa (TPMT). Dalsi ptislusné enzymy katalyzuji pfeménu TGMP
na 6-thioguanosin-5'-trifosfat (TGTP) a 2'-deoxy-6-thioguanosin-5'-trifosfat (dTGTP)
[64, 65]. Celkové schéma aktivace 6-MP a 6-TG je znazornéno na Obrazku 14 na str. 37.
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Obrazek 14 — Schéma aktivace 6-MP a 6-TG a jejich zpétna inaktivace prostfednictvim cN-II

Aktivace thiopurinovych 1é¢iv 6-MP a 6-TG probihad ve sméru cernych plnych Sipek; ¢erné preruSované Sipky naznacuji
jejich import z extracelularniho prostoru do bunécéné cytoplasmy. Cytotoxické uc¢inky TGTP a MeTIMP jsou naznaceny
symboly. Mechanismus cytotoxicity téchto sloucenin a jednotlivé kroky aktivace 6-MP a 6-TG jsou podrobné popsany
v textu této podkapitoly. Cervenymi Sipkami je zjednodu$ené naznaden mechanismus zpétné inaktivace: prostiednictvim
5'-nukleotidasy cN-II nejprve dochazi k hydrolytické defosforylaci aktivovanych metabolitii 6-MP a 6-TG (Cervené plné
$ipky) za vzniku pfislusnych nukleosidi (pro jednoduchost nejsou ve schématu vyobrazeny), které jsou vzapéti
exportovany z butiky do extracelularniho prostoru (Cervené prerusované Sipky), zde dale degradovany, a nakonec
vylouéeny s mo¢i pry¢ z organismu. R = OH nebo H. Vysvétleni zkratek: TXMP = 6-thioxanthosin-5'-monofosfat; ostatni
zkratky enzymd a sloucenin jsou vysvétleny vySe vtextu. Obrazek byl vytvoifen prostiednictvim programu
ChemBioDraw Ultral2.0.2 (© 1986-2010 CambridgeSoft.) a Inkscape 0.92.4 podle [64].

Slouceniny 6-MP a 6-TG se spole¢né s TIMP a TGMP oznacuji jako analoga purinovych
nukleotidli. Jejich metabolity popsané vyse se fadi mezi tzv. purinové antimetabolity
a vykazuji cytotoxické ucCinky. Pfi replikaci a transkripci dochéazi k zaClenéni TGTP
a dTGTP do fetézci RNA a DNA, ¢imz vznikaji poSkozené molekuly nukleovych kyselin

obsahujici chyby. Rozpoznani téchto chyb v postizené butice posléze vede ke spusténi jeji
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programované bunééné smrti. Mechanismus U¢inku MeTIMP naproti tomu spociva
v inhibici enzymu fosforibosylpyrofosfat amidotransferasa. Dochazi tak k naruseni de novo
syntézy purinovych nukleotidi, do které je tento enzym piimo zapojen. Vzhledem
ke zvySenym narokiim na piisun zivin a metabolickému obratu pfi nekontrolované
proliferaci maji nadorové buitkky mj. vysokou spotiebu nukleotidii coby stavebnich kameni
pro syntézu DNA a RNA. Builkky musi tuto spotfebu kompenzovat a jejich hladinu
neustadle dopliovat, k ¢emuz intenzivné vyuzivaji resyntézu purinovych nukleotidu.
Z extracelularniho prostoru tak Cerpaji velka mnozstvi nukleosidii a bazi, a to v¢etné 6-TG
a 6-MP.

V pribéhu udrZovaci terapie Casto dochézi ke vzniku resistence nadorovych bunék vuci
6-TG a 6-MP, coz nasledné vede k relapsu ALL. Jednou z pficin tohoto problému jsou
hyperaktivujici mutace v genu NT5C2 (viz kapitola 1.6.4) [28, 29]. Krom& svych
ptirozenych substratii je enzym cN-II schopen defosforylovat také analoga purinovych
nukleosid-5'-monofosfatd, tj. TIMP a TGMP. Nemutantni varianta enzymu, cN-II WT,
ma vici témto sloucenindm nizsi afinitu nez vici svym piirozenym substratim IMP a GMP.
Bylo v$ak pozorovano, ze hyperaktivni mutantni varianty cN-II asociované s relapsem ALL
vykazuji nejen vyssi afinitu vici IMP a GMP, ale také vaci TIMP a TGMP (afinita vici
TIMP a TGMP je dokonce né€kolikandsobné vyssi nez vici IMP a GMP) [65]. Nasledkem
je nadmérna defosforylace, tj. inaktivace purinovych antimetabolitd (Obrazek 14, str. 37)
a snizeni ucinnosti protinddorové 1écby [28, 29, 65]. Exprese hyperaktivnich mutantnich
variant cN-II navic nepfimo ovliviiuje transmembranovy transport 1é¢iv. Zatimco mira
transportu 6-MP a 6-TG do intracelularniho prostoru je sniZena, mira transportu jejich
inaktivovanych metaboliti do extracelularniho prostoru je zvySena. Toto dale pfispiva
ke snizeni senzitivity a zvySeni resistence nadorovych bun¢k vici thiopurinovym 1é¢ivim.
Utinky hyperaktivnich mutantnich variant ¢N-II jsou vSak je§té vétsi, nebot vedou
k celkovému metabolickému pfeprogramovani nadorovych bunék. NaruSuji nejen
metabolismus a homeostdzi purinovych nukleotidd, ale také dal§i metabolické drahy.
Ovlivnény jsou tak naptiklad metabolismus pyrimidinovych nukleotidii a syntéza

aminokyselin [65].

V asociaci s ALL bylo popsano jiz n€kolik desitek hyperaktivnich mutantnich variant cN-II,
mezi néz patii 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-terminalné zkracena varianta Q523* [28, 29, 47, 49, 50]. Dosud
s nejvyssi Cetnosti se u pacientil vyskytuji varianty R367Q a R238W [50].

Aktivujici mutace v genu NTS5C2 se v nddorovych bunéénych liniich pacientli objevuji

vyhradné pii relapsu ALL nebo tésné¢ pted nim [28, 29, 64]. Toto je s vysokou
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pravdépodobnosti zplisobeno vyvojovym tlakem pii 1é€ebné a udrzovaci chemoterapii
thiopurinovymi 1éCivy. Resistence, ktera je vaci témto léCivim zprostfedkovana
hyperaktivitou cN-II, nicmén¢ ptichdzi za cenu snizené rychlosti rustu a bunééného déleni
nadorovych bunék. Toto je tizce spjato s nadmérnou degradaci purinovych nukleotidii
a jejich exportem do extracelularniho prostoru. Zavislost nddorovych bun¢k na resyntéze

a de novo syntéze purini tak vyrazné vzrusta [64].

V soucasnosti je popsano nékolik moznych pfistupii, jak v praxi bojovat proti vzniku
a progresi resistentnich forem ALL nesoucich hyperaktivni varianty cN-II. Evolu¢ni vybér
nadorovych klond nesoucich mutace v genu NT5C2 by mohlo byt mozné utlumit ¢i potlacit
vhodnou zménou léCebné strategie, vniz by se 6-MP a 6-TG vyuzivaly s menSim
zastoupenim [64, 65]. Bylo také pozorovano, Zze zvySena zavislost nddorovych bunék
naresyntéze a de novo syntéze purinovych nukleotidl je jejich citlivym mistem [64].
Syntézu IMP a jeho naslednou pteménu na GMP v zavéru de novo syntézy purinovych
nukleotidii katalyzuji enzymy IMP synthasa a IMP dehydrogenasa, pficemz oba tyto enzymy
jsou selektivné inhibovany Iéivem mizoribin (imunosupresivum) [66]. Pfi pouZiti
mizoribinu in vivo je takto zablokovadna syntéza GMP, coZ nasledné dramaticky sniZuje
preziti leukemickych bun¢k nesoucich hyperaktivni varianty cN-II [64]. Vhodny zasah
do de novo syntézy purini a ptipadné i jiné metabolické drahy tak mize znamenat G¢inny
nastroj k eliminaci této resistentni formy ALL. V neposledni fad¢ se jako jeden z moznych
ptistupll jevi snaha o nalezeni vhodnych, specifickych a dostatecné silnych inhibitort vici

hyperaktivnim mutantnim variantam cN-II [67-70].
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2 Cil prace

Diplomova prace se zabyva problematikou spojenou s enzymem cN-II a je soucasti
dlouhodobého projektu feSeného ve Skolici laboratofi. Tento projekt je zaméfen na vyvoj

inhibitorti cN-II. Dale se tato prace zabyva studiem katalytickych vlastnosti enzymu Tt82.
Cile diplomové prace jsou:

¢ literarni ptehled soucasné problematiky se zaméfenim na charakterizaci enzymové
rodiny HAD

¢ rekombinantni exprese, isolace a purifikace C-terminaln¢ zkracenych variant ¢N-IT

% nalezeni nizkomolekularnich fragmentti vykazujicich interakci s C-terminalné

zkricenou variantou eN-I1

¢ analyza vzdjemného ovlivnéni interakce IMP, ATP a nalezenych ligandi

s C-terminalné zkracenou variantou ¢N-I1

¢ experimentalni potvrzeni predikované fosfatasové aktivity Tt82 s potencidlnimi

substraty

¢ charakterizace kinetickych parametri Tt82 pro nejucinnéjsi substrat
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3 Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Bakterialni kmeny
Escherichia coli BL 21 codon plus (DE3) RIL (Agilent Technologies): E. coli s DE3
profagem A, nesoucim gen T7 RNA polymerasy pod transkripéni kontrolou promotoru

piacuvs; extra kopie genti argU, ileY, and leuW tRNA.

3.1.2 Plasmidy

Plasmidy k expresi cN-II WT (1-536) a cN-II D52N (1-536) byly pfipraveny na Skolicim
pracoviSti RNDr. Milanem Fabrym, CSc. Expresni konstrukty jsou odvozeny z plasmidu
pET28 (Novagen) kédujiciho lidskou cytosolickou purinovou 5'-nukleotidasu II zkracenou
na C-konci (A 537-561). Tento plasmid byl zakoupen u Source Bioscience, UK. Mutace
D52N byla zavedena ve vhodném subfragmentu kdédujici DNA s pouzitim protokolu
QuikChange Site-Directed Mutagenesis (Agilent Technologies) a mutovany usek vlozen
zpét do expresniho plasmidu. Oba vektory jsou pod kontrolou indukovatelného

T7 promotoru a nesou resistenci vaci kanamycinu.

Charakterizace konstruktd cN-II

Produktem exprese jsou rekombinantni proteiny (His)s— cN-II WT (1-536) a (His)s — cN-II
D52N (1-536). Sekvence obou variant je tvofena 555 aminokyselinami a je uvedena
na Obrazek 15 (str. 42). Na svém N-konci jsou konstrukty opatfeny histidinovou kotvou
tvofenou sérii Sesti histidind (viz Obrazek 15, str. 42), jejiz ucelem je zvySeni ucinnosti
purifikace proteinu prostfednictvim chelatacni chromatografie. Za histidinovou kotvou
nasleduje nékolik aminokyselin dlouhy usek ptedstavujici St€pnou sekvenci pro serinovou
proteasu thrombin (sekvence LVPR||GS; viz Obrazek 15, str. 42), coz v ptipadé potieby
umoziuje histidinovou kotvu z proteinu odstranit. Kotva vSak neovliviiuje katalytickou
aktivitu ani nebrani v pfipadné krystalizaci cN-II [20, 49] a proto nebylo nutné ji
pred dal§imi experimenty odstranit (kapitoly 4.3 a 4.4). Pro ptipadnou krystalizaci enzymu
s potencidlnimi ligandy jsou oba konstrukty zkracené o 25 aminokyselin na kyselém C-konci
sekvence cN-II (A 537-561). Toto zkraceni enzym stabilizuje a napomaha v dosazeni jeho
dostate¢n¢ vysoké koncentrace, kterd je pro krystalizaci nezbytnd [20] (pozn.: v sou€asnosti
Jiz existuje protokol pro krystalizaci nezkracené varianty cN-II [47], ktery vSak v dobé
navrzeni téchto konstrukti, jejich pfipravy a néslednych Gvodnich experimentd s nimi jeste
nebyl publikovéan). Konstrukt (His)s— cN-II D52N (1-536) pfedstavuje katalyticky neaktivni
mutantni variantu cN-II, nebot” obsahuje aminokyselinovou zaménu v aktivnim misté
enzymu vedouci ke ztraté jeho katalytické aktivity. Substrat (napt. IMP) se tak do aktivniho

mista enzymu muze pouze navazat, nedochazi vsak k jeho hydrolyze [48].
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Obrazek 15 — Aminokyselinova sekvence a schematické zobrazeni konstruktu (His)s— ¢cN-1I1 D52N (1-536)

Sekvence konstruktu (His)s— cN-II WT (1-536) je totozna, pouze na pozici 52 je aminokyselina Asp. V sekvenci je ¢erné
vyznacena pocatecni a koncova aminokyselina vlastni sekvence cN-II. Zelené¢ je zvyraznéna histidinova kotva
(angl. His-tag), jejiz soucasti je $tépna sekvence rozpoznavana proteasou thrombinem (svétle zelena), pricemz §tépné misto
je naznaeno &ernou Sipkou. Cervenou barvou je zvyraznéna aminokyselinova zaména D52N. Obrazek schématu
konstruktu byl vytvoten v programu Inkscape 0.92.4. Sekvence byla naformatovana v online programu Sequence
Manipulation Suite: Group Protien [71] (dostupné z: https://www.bioinformatics.org/sms2/group_protein.html).

3.1.3 Chemikalie
acetonitril Sigma-Aldrich, USA
acetylfosfat Sigma-Aldrich, USA

adenosin monofosfat (AMP)
adenosin trifosfat (ATP)

agarosa

akrylamidové ¢inidlo (40% roztok)

bromfenolova modf

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Bio-Rad, USA

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

-merkaptoethanol
citrat sodny dihydrat
D20
D-erythritol-4-fosfat
D-glukosa
D-glukosa-1-fostat
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Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Eurisotop, UK
Sigma-Aldrich, USA
Penta, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA


https://www.bioinformatics.org/sms2/group_protein.html

D-glukosa-6-fosfat

dihydrogenfosfore¢nan draselny monohydrat
dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat
dimethylsulfoxid (DMSO)
dimethylsulfoxid (DMSO) deuteriovany (D6)
dithiothreitol (DTT)

dodecylsiran sodny (SDS)

dusi¢nan stfibrny

ethanol

ethyl-B-D-thiogalaktosid (ETG)
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA)
inosin monofosfat (IMP)

formaldehyd

glycerol

glycerol-1-fosfat

glycerol-2-fostat

glycin

hydroxid sodny

hydrogenfosfore¢nan sodny heptahydrat
chloramfenikol

chlorid draselny

chlorid hofec¢naty

chlorid sodny

imidazol

kanamycin sulfat

kyselina 2-(N-morfolino)-ethansulfonova (MES)

kyselina chlorovodikova

kyselina N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonova

(HEPES)

kyselina octova

kyselina trifluoroctova (TFA)

Luria Bertani (LB)

methanol

methanol (pro HPLC)

methanol (pro HPLC)
N,N-bis-(2-hydroxyethyl)glycin (Bicin)

N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED)

p-nitrofenylfosfat (pNPP)
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Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Eurisotop, UK
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Penta, Ceska republika
Carbosynth Limited, UK
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Penta, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Penta, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Penta, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA
Penta, Ceské republika
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Penta, Ceské republika
Sigma-Aldrich, USA

Penta, Ceské republika
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Penta, Ceské republika
Sigma-Aldrich, USA
VWR International
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA



peroxodisiran amonny (APS) Sigma-Aldrich, USA

octan amonny Sigma-Aldrich, USA
octan sodny Fluka, Svycarsko
SYPRO Orange Protein Gel Stain Lifesciences, USA
Terrific Broth, modified (TB) Sigma-Aldrich, USA
triethylamonium bikarbonat Sigma-Aldrich, USA
tris(2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid (TCEP) Sigma-Aldrich, USA
thiosiran sodny Sigma-Aldrich, USA
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) Merck, Némecko
uhlicitan sodny Penta, Ceska republika

3.1.4 PouzZita kultivacni media, roztoky a pufry
Agarové plotny
35 mg/ml agar (Sigma-Aldrich, USA); 20% (w/v) glukosa; 50 ng/ml kanamycin; 34 pg/ml

chloramfenikol

LB (Luria Bertani) médium

20 mg/ml Luria Bertani

TB (Terrific Broth) médium
47,6 mg/ml Terrific Broth; 0,008% (v/v) glycerol; 50 pg/ml kanamycin; 34 pg/ml

chloramfenikol

Lyzaéni 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)

Ekvilibraé¢ni pufr pro chelata¢ni chromatografii
50mM HEPES, pH 7,5; 500mM NaCl; 10mM imidazol; 10% (v/v) glycerol; 0,5mM TCEP

Eluc¢ni pufr pro chelata¢ni chromatografii
50mM HEPES, pH 7,5; 500mM NaCl; 500mM imidazol; 10% (v/v) glycerol; 0,5mM TCEP

Ekvilibraé¢ni pufr pro iontové vyménnou chromatografii
50mM Na-fosfatovy pufr pH 6,7; 100mM NaCl; 10% (v/v) glycerol; 2mM TCEP

Elu¢ni pufr pro iontové vyménnou chromatografii
50mM Na-fosfatovy pufr pH 6,7; IM NaCl; 10% (v/v) glycerol; 2mM TCEP

44



Pufr vhodny pro skladovani cN-II
50mM Na-fosftatovy pufr pH 7,4; 100mM NaCl; 2mM TCEP

PBS (phosphate buffer saline) pufr
10mM NaxHPOg; 1,8mM KH2PO4; 136mM NaCl; 2,6mM KCI; pH 7,2

Roztoky pro diskontinualni elektroforézu v polyakrylamidovem

gelu za denaturujicich podminek v pfitomnosti SDS

Vzorkovy 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) bromfenolova modr

Elektrodovy pufr
20mM Tris (pH 8,3); 200mM glycin; 0,1% (w/v) SDS

Roztoky pro pfipravu polyakrylamidovéeho gelu
Zasobni roztok 40% akrylamidového ¢inidla — Sigma Aldrich, USA

Délici gel
12,5% (w/v) AA; 375mM Tris (pH 8,8); ImM EDTA; 5% (v/v) glycerol; 0,1% (w/v) SDS;
0,1% (v/v) TEMED; 0,1% (w/v) persiran amonny

Zaostiovaci 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) persiran amonny

Roztoky pro barveni polyakrylamidového gelu stfibrem

Fixa¢ni roztok
12% (v/v) kyselina octova; 50% (v/v) methanol; 0,05% (v/v) formaldehyd

Roztok methanolu
50% (v/v) methanol

Roztok Na2S:203
0,8mM Na,S,03

Roztok AgNO3
12mM AgNOs3; 0,07% (v/v) formaldehyd
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Roztok pro vyvolani
570mM Na>COs3; 0,05% (v/v) formaldehyd; 16uM Na;S>03

Roztok pro zastaveni vyvolani
12% (v/v) kyselina octova; 50% (v/v) methanol

Roztok pro uchovani gelu
50% (v/v) methanol

HPLC mobilni Faze

Mobilni faze pro separaci slozek enzymovych reakci Tt82 s AMP
0.1M KH2POq4 (pH 6.0); 5% (v/v) methanol

Mobilni faze pro separaci sloZek enzymovych reakci Tt82 s pNPP
0.1M KH2POq4 (pH 6.0); 20% (v/v) methanol

Mobilni faze pro separaci sloZek enzymovych reakci s ¢cN-II WT (FL)
0,1M triethylamonium bikarbonat (pH 8,5)

Mobilni faze pro vymyvani separa¢ni HPLC kolony
- 50% (v/v) methanol; 0,05% (v/v) TFA
- 100% methanol; 0,05% (v/v) TFA

Reakcni pufry
Reakéni pufr pro enzymové reakce s Tt82
50mM Tris-HCI (pH 7,5); 1mM MgCl

Reak¢ni pufr pro enzymové reakce s ¢N-II WT (FL)
60mM imidazol (pH 7,4); 150mM NaCl; ImM MgCly; 0,5mM DTT

Pufr pro meéreni STD NMR (zkracene NMR pufr)
150mM Na-fosfatovy pufr (pH 7,6); 200mM NaCl; 1mM MgCl; 0,5mM DTT

3.1.5 Chromatografické kolony
— HisTrap™ HP 5 ml (GE Healthcare)
— MonoS 5/50 GL 1 ml (GE Healthcare)
—  Gemini® 5 pm C18 110 A column (LC Column 100 x 3 mm, Phenomenex)

3.1.6 Ostatni material

— centrifugacni filtry Amicon® Ultra 0.5mL, mezni velikost port 10 kDa (Merck
Millipore, USA)
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— celulosova dialyza¢ni membrana, mezni velikost p6rt 10 kDa (Sigma-Aldrich, USA)

— dialyzaéni jednotky Slide-A-Lyzer™ Mini Dialysis Unit 10 kDa (Thermo Fisher
Scientific, USA)

— dialyzaéni rdmecky Slide-A-Lyzer® Dialysis Casette 10 kDa (Thermo Fisher
Scientific, USA)

— standard molekulovych hmotnosti pro SDS-PAGE Spectra™ Multicolor Broad
range Protein Ladder 10-260 kDa (Thermo Fisher Scientific, USA)

— 96-jamkova mikrotitracni desticka pro real-time PCR LightCycler® 480 Multiwell
Plate 96 (Roche Life Sciences)

— folie LightCycler® 480 Sealing Foil (Roche Life Sciences)

— 3mm NMR kyvety

— desticka MediSorp™ Nunc-Immuno™ 96 MicroWell™ plate (Thermo Fisher
Scientific, USA)

— folie na krystaliza¢ni desticky Greiner VIEWseal (Jena Bioscience, Némecko)

— souprava pro detekci volnych fosfatovych iontii v roztoku EnzChek Phosphate Assay

Kit (Invitrogen)

3.2 Pristroje a vybaveni

autoklav Unisteri HP 366, BMT Medical Technology s.r.o. (MMT
Group, Némecko)

automatickd pipeta Pipetman M P12x20M, Gilson USA
Pipetman M P12x300M, Gilson USA

centrifugy Beckman Avanti™ J-E, rotor JLA 9.1000, JA-20, USA
Beckman Avanti™ JXN-26, rotor JLA 9.1000, JA-20,
USA
Beckman Allegra X-15R, rotor SX4750 uPlate Carrier,
USA
Eppendorf Mini Spin, Némecko
Hettich Zentrifugen EBA 12R, rotor 1412, Némecko

spektrofotometry NanoDrop ND-1000, USA
Ultrospec 3100pro UV/Visible Spectrophotometer

Amersham Biosciences, Velka Britanie

ctecka desticek Tecan Infinite M200 microplate reader (Tecan Life
Sciences)
souprava na elektroforézu Mighty Small™ 1I SE 250 Hoefer™ Scientific

Instruments, USA
zdroj Consort EV243, Belgie
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inkubator

Sanyo MCO-20AIC CO?2 Incubator, Japonsko

rotacni inkubatory

Gallenkamp Orbital Incubator, Velka Britanie

Sanyo Orbital Incubator, Japonsko

FPLC Akta Prime Amersham Bioscience, Svédsko
Akta FPLC (GE Healthcare, UK)
HPLC Agilent 1100 HPLC system (Agilent Technologies,

USA)

piistroj pro DSF

LightCycler® 480 Instrument II RT PCR (Roche Life
Sciences, USA)

NMR spektrometr Bruker Avance III™ HD 600 MHz spectrometer (Bruker
Corporation, USA)
optické mikroskopy Olympus SZX10, Japonsko

laminarni box

BSB 4A Gelaire, Australie

vodni lazen

Grant Instruments GD100 Series (UK)

sucha lazen

Benchmark MyBlock™ mini dry bath (Benchmark
Scientific, USA)

Labnet International D1100 AccuBlock™ Digital Dry
Bath (Labnet International, USA)

vahy 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, Némecko
pH metr GMH 3530 Griesinger Electronic, Némecko
sonikator Dynatech (Farmingdale, NY, USA)
trepacka Rotamax 120 Heidolph Instruments, Némecko

magnetickd michacka

Jenway 1000, Velka Britanie

vortex

Stuart vortexmixer SAS8 (Stuart Scientific, UK)

3.3 Experimentalni metody

3.3.1

Rekombinantni exprese proteint

Priprava agarovych ploten a kultivacniho meédia

Agarové plotny o priméru 15 cm byly pfipraveny zagarového roztoku. Roztok byl

nachystan zahfatim a rozpusténim 10,5 g praSkového agaru ve 300 ml deionizované vody
(dH20) a sterilizovan v autoklavu Unisteri HP 366 po dobu 20 min pfi teploté 121 °C a tlaku

220 kPa. Sterilizovany agarovy roztok byl postupné za stalého michani ochlazen

pod studenou tekouci vodou na teplotu snesitelnou dotykem pokozky a k tomuto roztoku
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nasledné ptidan 20% (v/v) sterilni zdsobni roztok glukosy do finalni koncentrace 1 % (v/v).
Do agarového roztoku byl nakonec ptfidan zasobni roztok chloramfenikolu a zdsobni roztok
kanamycinu o finalni koncentraci téchto antibiotik 34 pg/ml, respektive 50 pg/ml. Vzapéti
bylo na kazdou ze dvou sterilnich Petriho misek (primér 15 cm) nalito pfiblizné 150 ml
tohoto roztoku. Po jeho zatuhnuti byly vzniklé agarové plotny umistény do laminarniho

boxu, zde suseny po dobu 40 minut a poté skladovany pii teploté 5 °C.

Teriffic Broth (TB) médium pro kultivaci bunék o objemu 8 X 500 ml bylo piipraveno
nasledovnym postupem. Do kazdé z 8 Erlenmeyerovych banék o objemu 2 L bylo odvéazeno
23,8 g praskového TB, ptidany 4 ml glycerolu a 500 ml dH>O a nasledné banky presunuty
do autoklavu a sterilizovany po dobu 20 min pii teplot¢ 121 °C a tlaku 220 kPa.
Po vychladnuti na laboratorni teplotu byly banky se sterilnim TB médiem skladovany

pfti teploté 5 °C.

Transformace, exprese a sklizeni bunek

Proteiny (His)s — cN-II WT (1-536) (dale jen cN-II WT A) a (His)s — cN-II D52N (1-536)
(dale jen cN-II D52N A) byly exprimovany rekombinantné v kompetentnim bakteridlnim
kmenu Escherichia coli BL21 (DE3) RIL. Exprese obou proteinti probihala dle stejného
postupu, proto je nasledujici postup pii expresi popsan pouze pro cN-II WT A a piipadné

odli$nosti jsou zminény.

Do 100 pl suspenze kompetentnich bunék byl pfidan 1 pl roztoku daného expresniho
plasmidu a suspenze nadale ponechana 30 minut na ledu. Transformace bunck plasmidy bylo
docileno metodou teplotniho Soku. Suspenze byla ptenesena na dobu 45 s do vodni 14zné
temperované na 42 °C a nasledné opét umisténa na led. Po 2 min bylo 900 pul LB média
bez antibiotik inokulovano ve sterilni zkumavce 100 pl transformované buné¢né suspenze.
Inokulované médium bylo inkubovano 1 hod v rotacnim inkubatoru Gallenkamp pti 37 °C
a 200 ot./min. Na 15cm agarovou plotnu obsahujici chloramfenikol a kanamycin bylo
nasledné rozetfeno 300 pl bunécné suspenze a takto oSetfena plotna umisténa inkubovat
pii 37 °C ptes noc v inkubatoru Sanyo MCO-20AIC.

Erlenmeyerovy banky se sterilnim TB médiem byly pfesunuty do rota¢niho inkubétoru
Gallenkamp a vytemperovany na teplotu 37 °C pti 200 ot./min. Do kazd¢ baniky byl ptfidan
zasobni roztok chloramfenikolu (findlni koncentrace 34 pg/ml) a zdsobni roztok kanamycinu
(finalni koncentrace 50 pg/ml). Z kazdé z 8 ban&k bylo posléze odebrano 11 ml média
a s 15 ml tohoto média nasledn¢ z agarové plotny setieny bunécné kolonie narostlé ptes noc.
Na spektrofotometru Ultrospec 3100pro byla zmétena opticka densita bakterialni bunécné
suspenze pii vlnové délce 550 nm (ODsso). S celkovym objemem piiblizné 13 ml
(resp. 16 ml) této suspenze byly nasledn¢ inokulovany 4 Erlenmeyerovy banky s 500 ml TB

média vzdy tak, Ze hodnota pocatecni ODsso bun€k v kazdé batice se rovnala piiblizné 0,02.
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Nasledné byla v rotacnim inkubétoru zahdjena kultivace bakteridlnich bunék pii 37 °C
a 200 ot./min a vzdy v jedné, na pocatku kultivace zvolené baiice spektrofotometricky
méiena v pravidelnych intervalech hodnota ODsso. Po ptekroc¢eni hodnoty ODsso piiblizné
0,9 byly banky piremistény do rotacniho inkubatoru Sanyo pfedem temperovaného na teplotu
18 °C a ponechany vychladit na uvedenou teplotu po dobu 30 min pii 200 ot./min. Exprese
rekombinantniho  proteinu byla indukovdna pifidanim roztoku 0,5M etyl-B-D-
-thiogalaktosidu (ETG) sterilni pipetou do kazdé banky tak, aby jeho koncentrace
v kultivaénim médiu byla 0,5 mM. Bakteridlni buniky byly takto nadale péstovany ptes noc.

Naésledujici den rano dosahla ODsso hodnoty 13,40 (resp. 12,34) a dale jiz nerostla. Banky
byly vyjmuty zrota¢niho inkubatoru, bunécnd suspenze o objemu pfiblizn¢ 2 1 ptelita
do dvou 11 centrifugacnich kyvet a centrifugovana v pfedem piredchlazené centrifuze
Beckman Avanti™ J-E (5000 G, rotor JLA 9.1000, 20 min, 4 °C). Supernatant byl odebran
a peleta v kazdé centrifugacni kyveté suspendovana na ledu vzdy ve 100 ml vychlazeného
PBS pufru (z angl. phosphate buffer saline). Vznikla suspenze o objemu ptiblizn¢ 200 ml
byla pfenesena do 40ml centrifugacnich nddob a centrifugovdna v pfedem piedchlazené
centrifuze Beckman Avanti™ J-E (10000 G, rotor JA-20, 20 min, 4 °C). Supernatant byl
opét odebran a pelety bakteridlnich bunék zamrazeny a uchovany pii —80 °C.

3.3.2 Purifikace
Purifikace obou proteinii probihala dle stejného postupu, proto je nasledujici postup

purifikace popsan pouze pro cN-II WT A a ptipadné odliSnosti jsou zminény.

Resuspendace a desintegrace bunek

Mnozstvi bunééné biomasy o celkové hmotnosti 20,5 g (resp. 24,04 g) bylo rozmrazeno
a resuspendovéno na ledu v 210 ml (resp. 240 ml) lyza¢niho pufru (3.1.4). Pfiblizn€ 200 ml
(resp. 240 ml) bunécné suspenze bylo rozdéleno na objem pfiblizn€¢ 4 X 50 ml
(resp. 5 X 50 ml) a homogenizovano na ledu sonikatorem Dynatech. Vznikly bunéény lyzat
byl nésledné centrifugovan ve 40ml centrifugacnich nadobach v pfedem piedchlazené
centrifuze Beckman Avanti™ J-E (20000 G, rotor JA-20, 30 min, 4 °C). Pfiblizn¢ 200 ml
(resp. 240 ml) supernatantu bunééného lyzatu bylo prelito do 300ml Erlenmeyerovy bariky,
umisténo na led a vzapéti podrobeno chelata¢ni chromatografii.

Chromatografickée metody — chelatacni chromatografie

V prvnim purifikaénim kroku prostfednictvim chelataéni chromatografie byla pouZzita
kolona HisTrap™ HP (3.1.5). Chromatografie byla provadéna za laboratorni teploty,
pficemz banka se supernatantem bunééného lyzatu byla drzena po celou dobu separace
naledu. Pfi pritoku 5 ml/min byla kolona nejprve ekvilibrovdna filtrovanym
a odvzdusnénym ekvilibracnim pufrem pro chelata¢ni chromatografii obsahujicim 10mM

imidazol (3.1.4). Nésledné byl na kolonu nanesen supernatant bunécného lyzatu pii pratoku
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1 ml/min. Po jeho naneseni byla kolona pfi pritoku 2 ml/min promyta nejprve samotnym
ekvilibraénim pufrem obsahujicim 10mM imidazol a nasledné tymz pufrem, avSak jiz s 3%
podilem elu¢niho pufru pro chelata¢ni chromatografii (3.1.4), obsahujicim celkové 25mM
imidazol. Prostfednictvim smési ekvilibra¢niho pufru s 10mM imidazolem a elu¢niho pufru
s 500mM imidazolem byla provedena eluce molekul zachycenych na kolon€ v linearnim
gradientu elu¢niho pufru z 3 % (25 mM imidazol) na 100 % (500 mM imidazol) v celkovém
objemu 60 ml a pii pratoku 2 ml/min. Pribéh eluce byl pozorovan spektrofotometricky

pti vinové délce 280 nm. Pii eluci byly jiméany frakce o objemu 2 ml.

Frakce byly analyzovany prostfednictvim diskontinualni elektroforézy v 12,5% (w/v)
polyakrylamidovém gelu za denaturujicich podminek v pfitomnosti SDS s naslednou detekci
sttibrem (viz str. 52 a 53). Na zaklad¢ této analyzy byly vybrany a spojeny frakce obsahujici
protein a dialyzou (viz str. 52) pievedeny do ekvilibracniho pufru vhodného pro iontové

vyménnou chromatografii (3.1.4).

Chromatografické metody - iontove vymenna chromatografie

Ve druhém purifika¢nim kroku bylo vyuzito celkového povrchového naboje purifikovanych
proteini [hodnota pl obou proteini ma& hodnotu vyssi nez 7,5: pl = 7,68 pro
(His)e-cN-II WT (1-536); pl = 8,00 pro (His)s-cN-II D52N (1-536); tyto parametry byly
vypocteny na zakladé aminokyselinové sekvence rekombinantnich proteind prostfednictvim

programu ExPASy — ProtParam Tool [72], dostupné na: https://web.expasy.org/protparam/].

Roztok obsahujici cilovy protein byl proto podroben iontové vyménné chromatografii
na MonoS 5/50 GL koloné (méni¢ kationtit) (3.1.5). Kolona byla pfi pritoku 1 ml/min
ekvilibrovana ekvilibratnim pufrem pro iontové vyménnou chromatografii obsahujicim
100mM chlorid sodny (3.1.4). Poté na ni byl pii pritoku 1 ml/min nanesen proteinovy
preparat. Eluce probéhla prostiednictvim gradientu elu¢niho pufru pro iontové vyménnou
chromatografii s 1M chlorid sodny (3.1.4). Za priitoku 1 ml/min nejprve probihal gradient
eluéniho pufru z 0 % na 50 % v objemu 25 ml a poté v 50 % na 100 % jiZ pouze v objemu
5 ml. V dal$ich 5 ml byla kolona promyta jiz 100% elu¢nim pufrem pro iontové vyménnou
chromatografii. Priib¢h eluce byl sledovan spektrofotometricky pii vinové délce 280 nm.
Objem sbiranych frakci byl 2 ml. Sekvence tvofena ekvilibraci, nanesenim proteinového
preparatu a naslednou eluci predstavoval jeden cyklus, ktery byl nékolikrat opakovan
v zavislosti na mnozstvi proteinového preparatu a nanaSeci kapacit¢ chromatografické

kolony.

Frakce byly analyzovany pomoci diskontinudlni elektroforézy v 12,5% (w/v)
polyakrylamidovém gelu za denaturujicich podminek v ptitomnosti SDS s naslednou detekci
stiibrem (viz déle, str. 52 a 53). Nasledn¢ byly vybrané frakce spojeny a dialyzou (viz str. 52)
prevedeny do pufru vhodného pro skladovani proteinu (3.1.4).
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Dialyza

Za ucelem prevedeni proteinovych roztokli do vhodného pufru byla pouzita dialyza pii 4 °C
za stalého michani dialyzatu. VEtsi objemy (> 15 ml) proteinového roztoku byly dialyzovany
v celulosové dialyzacni membrané s mezni velikosti porti 12,5 kDa, mensi objemy (< 15 ml)
pak v dialyza¢nich ramec¢cich Slide-A-Lyzer™ s mezni velikosti portt 10 kDa. Po dialyze
byl filtrat vzdy centrifugovan v centrifuze Beckman Avanti™ J-E (10000 G, rotor JA-20,
10 min, 4 °C) anebo, v ptipadé malych objemil (V < 2 ml), v centrifuze Hettich EBA 12 R
(10000 RCF, 4 °C, 10 min).

Stanoveni koncentrace proteinu merenim absorbance

Za ucelem urceni koncentrace purifikovanych cilovych proteint ¢i orienta¢nimu urceni
koncentrace proteind v prib&hu proteinové purifikace byla meéfena absorbance téchto
proteinovych roztoki za laboratorni teploty na pfistroji NanoDrop ND-1000 pti vinové délce
280 nm. Pro vypocet hodnot koncentrace byl pouzit absorp¢ni koeficient, ktery ma pfi této
vlnové délce pro oba rekombinantni proteiny cN-II, tj. (His)s — cN-II WT (1-536)
i (His)s — cN-II D52N (1-536), hodnotu 1,158 ml'mg'-cm™' a pro Tt82 hodnotu
1,413 ml'mg'-cm!. Tyto hodnoty jsou teoretické a byly vypocitiny na zikladé
aminokyselinové sekvence danych rekombinantnich proteini prostiednictvim programu

ExPASy — ProtParam Tool [72] (dostupné na: https://web.expasy.org/protparam/).

Diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovem

gelu za denaturujicich podminek v pfitomnosti SDS

Diskontinudlni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za denaturujicich podminek
v ptitomnosti SDS (SDS-PAGE) byla provedena ve vertikalnim tris-glycinovém uspotadani
na aparatufe Mighty Small II SE 250. Zaosttovaci gel obsahoval 5% (w/v) akrylamid (AA),
délici gel pak 12,5% (w/v) AA (3.1.4). Vzorky proteinli byly nejprve ziedény tak,
aby mnozZstvi proteinu v objemu 10 pl nepfesahovalo hodnotu 5 pg. K 10 ul natedénych
vzorki bylo nésledné pipetovano 5 pul VP-S obsahujiciho merkaptoethanol (3.1.4), vzorky
piivedeny k varu pfi teploté 100 °C v suchém inkubatoru MyBlock™ mini a poté kratce
centrifugovany na centrifuze Eppendorf MiniSpin (13 400 RCF/min, laboratorni teplota,
cca 15 s). Do prvni jamky zaostfovaciho gelu bylo naneseno 5pul standardu molekulovych
hmotnosti pro SDS-PAGE (3.1.6), do dalSich jamek bylo naneseno vzdy 12,5 pnl
pfipravenych vzorkli. Poté byla pifi pocatenim napéti zdroje 100V zahajena
elektroforetickd separace. Jakmile linie modrych prouzkl (bromfenolova modf, jez byla
soucasti VP-S) doputovala na rozhrani mezi zaostfovacim a délicim gelem, bylo napé&ti
zdroje zvySeno na 180 V. Elektroforéza byla ukoncena ve chvili, kdy linie modrych prouzkii
doputovala k dolnimu okraji gelu.
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Barveni polyakrylamidovych geld stfibrem

Po ukonceni elektroforézy byl gel barven stiibrem. V pribéhu procesu byla vyuzivana
ttepaCka Rotamax 120, slozeni jednotlivych pouzivanych roztokii je uvedeno
v kapitole 3.1.4. Nejprve byl gel fixovan ve fixatnim roztoku po dobu 45 min. Poté byl
celkem tiikrat, vzdy po dobu 5 min, promyt 50% (v/v) roztokem methanolu a nasledné
vlozen na 20 s do roztoku Na>S>03. Po uplynuti 20 s nésledovalo oplachnuti gelu dH>O
a promyvani v roztoku AgNO3 po dobu 20 min. Po promyvéani byl gel opét oplachnut v dH>O
a vlozen do roztoku pro vyvolani. Zde byl ponechan pfiblizné 1 min, dokud se dostatecné
nevybarvil sttibrem. Dalsi, jiz nezddouci vyvijeni stfibra, bylo posléze ukonceno prenesenim
gelu do roztoku pro zastaveni vyvoldvani. Obarveny gel byl ulozen do uchovévaciho

50% (v/v) roztoku methanolu.

Suseni gelu
Gel uloZeny v 50% (v/v) roztoku methanolu byl za G¢elem jeho archivace macen v roztoku

20% (v/v) ethanolu a 3% (v/v) glycerolu a nésledn€ vysuSen na napnuté celofanové folii.

3.3.3 Diferencni skenovaci fluorimetrie
Pro nalezeni slozeni pufru, ktery by co moZznd nejlépe stabilizoval cN-II WT A

a cN-II D52N A vnativnim stavu, byla vyuzita metoda diferenéni skenovaci
fluorimetrie (DSF).

Zahusteni proteinu

Rekombinantni proteiny byly zahuStény ultrafiltraci na koncentraci 4,6 mg/ml s vyuzitim
centrifuga¢nich filtri Amicon® Ultra 0.5ml o mezni velikosti p6rtt 10 kDa. Ultrafiltrace
byla provddéna na centrifuze Hettich EBA 12 R (10000 RCF, 4 °C) v 3minutovych
intervalech a mezi kazdym intervalem byl zahustovany roztok proteinu opatrné promichan
Spickou pipety. Zahustény roztok proteinu byl posléze centrifugovan na tomtéz pftistroji
a za stejnych podminek po dobu 10 min, aby byla z roztoku oddélena denaturovana ¢ast

proteinu.

Priprava vzork( a méreni strukturni stability proteinu

Do jamek v 96-jamkové mikrotitracni desti¢ce pro real-time PCR (LightCycler® 480
Multiwell Plate 96) byla pfipravena smés 1 pl proteinu o findlni koncentraci 200 pg/ml
ve 23 ul analyzovaného pufru o variabilnim slozeni. V primarnim DSF experimentu byly
pouzity nasledujici pufry: octan sodny (pH 4,5 a 5,0); citrdt sodny (pH 4,7 a 5,5);
dihydrogenfosforec¢nan draselny (pH 5,0 a 6,0 a 7,0), dihydrogenfosfore¢nan sodny (pH 5,5
a6,5a7,5); MES (pH 5,8 a 6,2 a 6,5); HEPES (pH 7,0 a 8,0); octan amonny (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 nasledujicim
sekundarnim DSF experimentu byl testovan pufr obsahujici dihydrogenfosforecnan sodny

(rozmezi koncentraci 25-200 mM, pH 7,5) a chlorid sodny (rozmezi koncentrace
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50-300 mM). V zavére¢ném tietim DSF experimentu byl pouZzit obsahujici 150mM
dihydrogenfosfore¢nan sodny (pH 7,6), 200mM chlorid sodny, 1mM chlorid hote¢naty
a 0,5mM dithiothreitol (DTT), 0-10mM ATP a 0-30mM IMP.

Za snizeného osvétleni byl poté na sténu kazdé jamky pipetovan automatickou pipetou 1 pl
25% ziedéného fluorescencniho barviva SYPRO Orange Protein Gel Stain. Celkovy objem
smési v kazdé jamce byl 25 pl. Mikrotitracni desticka byla vzéapéti zakryta tésnici folii
(LightCycler® 480 Sealing Foil) a obalena alobalem za tic¢elem ochrany fluorescenéniho

barviva pted svétlem.

Pred vlastnim méfenim strukturni stability proteinu byla mikrotitracni desticka
za laboratorni teploty kratce centrifugovana v centrifuze Beckman Allegra X-15R, vyjmuta
z alobalu a vloZena do pfistroje LightCycler® 480 Instrument II RT PCR. Nasledné byly
analyzované smési podrobeny gradientu teploty z 20 °C na 90 °C bé¢hem 90 min, v pribéhu
n¢hoz byla v kazdé jamce nepfetrzité snimana intenzita fluorescence v rozmezi vinovych
délek 465-580 nm.

Zptsob vyhodnoceni namérenych dat

Data jsou naméfena ve form¢ denaturacnich kiivek. Hodnota teploty v inflexnich bodech
téchto kiivek pfedstavuje hodnoty teplot denaturace (tani) proteinu — Twm (z angl. melting
temperature). S rostouci hodnotou Twv se tedy strukturni stabilita proteinu v daném prosttedi
zvySuje. Prostfednictvim softwarového programu Roche LightCycler® 480 (Software
release 1.5.1.62 SP3) byly takto z namétenych dat ziskany informace o strukturni stabilité
proteinu v prostiedi pufrl o variabilnim sloZeni. Na zdkladé téchto informaci bylo zvoleno
takové sloZeni pufru, pfi kterém obé& varianty cN-II vykazovaly nejvyssi moZnou strukturni

stabilitu (viz kapitola 4.3). Zvoleny pufr byl nasledné pouzit v NMR spektroskopii (3.3.4).

3.3.4 NMR spektroskopie

Metoda pro detekci interakci ligandd s cN-Il D52N A

Pro hledéani interakci nizkomolekularnich latek (ligandd) s enzymem cN-II byla vyuzita
metoda ,,rozdilu z pfenosu saturace* (z angl. saturation transfer difference) NMR (zkr. STD
NMR) [73, 74]. Experiment byl proveden s C-termindlné zkracenou neaktivni mutantni
variantou cN-II D52N A, kterd umozZiuje vazbu substratu do aktivniho mista, aniZ by byl

vzapéti katalyticky pfeménén na produkt.

Fragmentova knihovna
Zdrojem potencialnich ligandi enzymu byla fragmentovd knihovna sestavena
z 1000 nizkomolekuldrnich organickych latek (fragmentli) zakoupenych u specializované

firmy Maybridge a wuspofddana do zasobnich roztokli obsahujicich vzdy smés
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5-6 fragmenti v DMSO. Zasobni koncentrace kazdého z fragmentli ve fragmentové
knihovné byla 20 mM. Tyto fragmenty se vyznacuji velkou strukturni diverzitou
(viz Obrazek 16) a spliuji tzv. pravidlo tii (z angl. Rule of Three) [75].

Obrazek 16 — Priklad vybranych zastupci z testované fragmentové knihovny demonstrujici velkou strukturni
diverzitu téchto malych molekul
Obrazek byl vytvoren s pouzitim programi Inkscape 0.92.4 a ChemBioDraw Ultral2.0.2 (© 1986-2010 CambridgeSoft.).

Priprava vzork( pro STD NMR screening

Pred vlastni piipravou vzorkli bylo potfebné mnozstvi zkracené neaktivni varianty
cN-II D52N A ptevedeno dialyzou do NMR pufru (3.1.4). Piiprava vzorkll pro primarni
screening fragmentové knihovny probihala za laboratorni teploty. Kazdy vzorek o celkovém
objemu 160 pl pfipraveny do mikrozkumavky obsahoval 1,5uM cN-II D52N A v NMR
pufru a 10% (v/v) D2O. Do vzorku bylo poté pipetovano 4 pl zésobni smési
5-6 fragmenti z urcité pozice fragmentové knihovny, pfi¢emz finalni koncentrace kazdého
fragmentu ve vzorku byla pfiblizné 500 pM. Takto formulovany vzorek o celkovém objemu
164 ul byl poté za laboratorni teploty kratce centrifugovan v centrifuze Eppendorf Minispin
pii 12100 G po dobu 30 s. Uéelem bylo oddélit vzorek od potencialnich agregatt a odstranit
z n¢j piipadné vzduchové bubliny. Nasledné byl pienesen sklenénou Pasteurovou pipetou
do 3mm NMR kyvet a v této podobé piipadé skladovan pii 4 °C pies noc. Nejpozdéji
nasledujiciho dne vSak byly vSechny ptipravené vzorky podrobeny STD NMR screeningu.

Vzorky pro valida¢ni screening fragmentl predstavujicich potencialni ligandy enzymu byly
pfipraveny obdobné — rozdilem v pfipravé bylo pouze pfidani 4 pl zasobniho roztoku jiz
pouze jednotlivého fragmentu namisto smési 5-6 fragmentl. Finalni koncentrace samotného
fragmentu ve vzorku o celkovém objemu 164 pl byla opét priblizné 500 uM. Vzorky pro
analyzu vlivu pfitomnosti IMP a ATP na interakci vybranych fragmentli s enzymem
obsahovaly navic krom¢ jednotlivych 500 uM fragmentt také 500 uM IMP bez ¢i spolu
s 500 uM ATP.
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STD NMR screening vzorkd a jeho nastaveni

Priméarni screening fragmentové knihovny s cN-II D52N A a nésledné téz validacni
screening fragmentd vybranych na zdklad¢ primarniho screeningu (viz kapitola 4.4) byl
proveden prostfednictvim '"H STD NMR experimentu na spektrometru Bruker Avance I1I™

HD 600 MHz vybaveném kryo-sondou a zdsobnikem vzorkl s 24 pozicemi.
Detailni nastaveni spektrometru:

e Magnet: Superconducting 600 MHz, UltraShield™ Plus

e Konsole: Avance III HD 600, tfi kandly, BOSS III (36 korekci homogenity
magnetického pole), BSMS 2, zesilovace BLAXH2H 300/100 a BLAX 500

e Bruker Cryoplatform: chlazené kanaly 'H a 1°C

e Teplotni jednotka (angl. temperature unit): BSVT, BCU 05

e Hilavice sond (angl. probeheads): inversni troj-resonanc¢ni kryosonda s modulem
ATM (5mm CPTCI 'H/"C/N/D Z-GRD), inversni S$irokopasma sonda
(5 mm BBI 'H/D-BB Z-GRD), mikro-kryo inversni troj-resonanéni kryosonda
s modulem ATM (1.7 mm CPTCI 'H/"3C/'*N/D Z-GRD)

e Pracovni rozhrani: Linux CentOS 5.11, NMR software Topspin 3.2 pl 6

Viechna 'H STD NMR spektra vzorkdi byla nasnimana pii teploté 20 °C s pouzitim
standardni pulsni sekvence ,stddiffesgp* [76, 77]. Tato sekvence umoznuje efektivni
potlaceni signali protonit vody ve vzorku a zvySuje tak vyznamné citlivost méfeni.
Neselektivni 50ms tvarovany puls Eburp2.1000 o vykonu 40 dB byl nastaven na ozatovaci
frekvenci 430 Hz, diky ¢emuZ bylo nasledné mozné timto pulsem selektivné ozafit
a saturovat pouze oblast ve frekvencnim rozsahu + 100 Hz od stiedu ozafované frekvence.
Na této ozarovaci frekvenci nebo v jeji t€sné blizkosti uvnitt uvedeného frekvencniho
intervalu se vykytuji signaly protonti methylovych skupin enzymu cN-II D52N A, které jsou
dostatecné separované od témér vSech signalli protonl ostatnich molekul (zejména
testovanych fragmentl) ve vzorku. Podstatou dostatecné separace je zabranit vzniku
falesnych pozitivnich signalti od ostatnich molekul. Referen¢ni (Off-resonance, viz dale)
spektra byla nasnimana obdobnym zpisobem za stejnych podminek, avSak s ozafovaci
frekvenci 20000 Hz. V oblasti této ozafovaci frekvence se obvykle nevyskytuji zadné

signaly protond, jejichZ jadra by mohla byt selektivné ozarena.

Vyse popsanym zpsobem bylo pro kazdy vzorek nasnimano 'H STD NMR spektrum
s rozliSenim 1 Hz. Primarni screening celkem 192 vzorkl probehl ve dvou métenich, vzdy
po 96 vzorcich, pficemZ v prvnim méfeni byla otestovana prvni polovina a ve druhém meéteni
druha polovina fragmentové knihovny. Nasnimdni STD NMR spektra jednoho vzorku
probihalo po dobu pfiblizn€ 30 minut, z ¢ehoZ vyplyva, Ze kazdé ze dvou méteni trvalo
pfiblizné 48 hodin.
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Nasledny validacni screening slouzil k ovéfeni, zdali fragmenty, které se v primarnim
screeningu jevily jako interagujici (avSak ve smési s dalSimi 4-5 fragmenty), s enzymem
skutecné interaguji. Tento prob¢hl pii stejném nastaveni a stejnym zptisobem jako primarni
screening, avSak pouze se 70 vzorky v jediném souvislém meéfeni, které trvalo ptiblizné
35 hodin.

Screening vzorkl obsahujicich smés enzymu, dané¢ho fragmentu a IMP, resp. IMP a ATP
slouzil pro analyzu, jak pfirozené ligandy cN-II ovliviiuji interakci jednotlivych fragmenti
s enzymem. Nastaveni a prib¢h screeningu byly obdobné jako pti valida¢nim a primarnim

screeningu. Souvisle bylo prométeno celkem 103 vzorkl a méteni trvalo pfiblizné¢ 56 hodin.

Zpracovani namerenych dat

Nasnimana data méla nejprve format FID (angl. free induction decay), coz ptredstavuje
zaznam zavislosti intenzity proudu v méfici civce spektrometru na case. Tato data byla
nasledné prostfednictvim Fourierovy transformace prevedena na piislusnd 'H STD NMR
spektra, kterd jiz pfedstavuji zavislost spektralni intenzity na frekvenci. Veskeré manipulace
s NMR spektry byly provadény v programu TopSpin verze 3.5 pl7 a 3.6.2 (Bruker BioSpin
GmbH).

Ziskana spektra byla zpracovana nasledovné: STD spektrum daného vzorku, rozdélené
na referenéni (Off-resonance) a diferen¢ni (On-resonance) 'H NMR spektrum, bylo
porovnano s piislusnymi spektry samotnych fragmentt, které byly v tomto vzorku obsazeny.
Z tohoto porovnani byly jednotlivé piky v referencnim spektru pfifazeny k danym
fragmentim (pro ilustraci viz Obrazek 25A na str. 72).

Mira interakce daného fragmentu s enzymem byla vyhodnocena prostfednictvim Skalovani
diferen¢niho spektra vii¢i referencnimu spektru. Diferen¢ni spektrum bylo Skéalovano
(zvétSovano), dokud jeden z pikli ndleZicich v tomto spektru protonlim ligandu nedoséhl
stejné vysky jako tentyz pik v referencnim spektru (pro ilustraci viz Obrazek 26 na str. 73).
Hodnota ,,8kalovaciho faktoru®, fs, diferen¢niho spektra vicéi referenénimu spektru byla
dosazena do vztahu (1) a vypoc€itdna tak relativni mira interakce dané¢ho fragmentu

s enzymem, [g.

1
Iy [%] =FS-100

(1

3.3.5 Detekce fosfatasove aktivity

Fosfatasova aktivita Tt82 vici potencidlnim substratim byla sledovana prostfednictvim
komer¢né dostupné soupravy EnzChek phosphate assay kit (3.1.6), pomoci niz Ize detekovat

pfitomnost volnych fosfatovych iontii v analyzované smési. Enzym purin nukleosid
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fosforylasa (PNP), ktery je soucasti soupravy, katalyzuje v pfitomnosti volnych fosfatovych
ionta fosforolyzu N-glykosidické vazby v chromogennim substratu 7-methylthioguanosinu
(MESQG). Klicovym produktem této reakce (Obrazek 17) je 7-methylthioguanin, ktery lze
spektrofotometricky detekovat v jeho absorpcnim maximu pfti vinové délce 360 nm. Vzniklé
mnozstvi tohoto produktu odpovidd v jednotkovém poméru mnozstvi ptivodné volnych
fosfatovych iontli v analyzované smési. Diky tomuto mechanismu lze soupravu pouzit jako

vhodny nastroj pro kvalitativni 1 kvantitativni analyzu fosfatasové aktivity Tt82.

\N+
SN
4 | S 0
[
HO <N P 0 \ HO 0—P—0
0 N™  "NH; T NH 0 I
+ HO-P-0 ——( || + o
I_ PNP =
o] N N NH,
OH OH OH OH
7-methylthioguanosin (MESG) 7-methylthioguanin ribosa-1-fosfat

Obrazek 17 — Schéma reakce, ktera je biochemickou podstatou fungovani soupravy EnzChek phosphate kit

V piitomnosti volnych fosfatovych iontd (Pi) dochazi prostiednictvim purin nukleotid fosforylasy (PNP)
k fosforolytickému rozkladu substratu 7-methylguanosinu (MESG). Produktem reakce jsou ribosa-1-fosfat
a 7-methylthioguanin, ktery lze spektrofotometricky detekovat v jeho absorpénim maximu pii vinové délce 360 nm.
Obrazek chemickych struktur byl vytvofen v programu ChemBioDraw Ultral2.0.2 (© 1986-2010 CambridgeSoft.)
a upraven v programu Inkscape 0.92.4.

Enzymové reakce s Tt82 byly pfipraveny do 96-jamkové desticky (MediSorp™ Nunc-
-Immuno™ 96 MicroWell™ plate, Fisher Scientific). Reak¢éni smés obsahovala 25uM Tt82,
PNP (mnozstvi odpovidajici enzymatické aktivité 1 U), 0,2mM MESG a 50mM reak¢ni pufr
Tris-HCI (pH 7,5) doplnény o ImM chlorid hotfe€naty a 0,1mM azid sodny. Multikanalovou
automatickou pipetou byl do reakéni smési pfidan potencialni substrat o finalni koncentraci
10 mM, ¢imz byla enzymova reakce zahdjena. Nasledné byla 96-jamkova desti¢ka vloZena
do pftistroje Tecan Infinite M200 microplate reader (Tecan Life Sciences), v némz enzymova
reakce nadale pokracovala pfi teploté 26 °C. Prosttednictvim pfistroje byla pii vinové délce
360 nm sniméana absorbance ve vSech vyuZitych jamkéach desticky ve 30s intervalech
po dobu 120 min. Takto bylo mozné detailné sledovat pribeh rekci v delSim casovém
horizontu. Namétené hodnoty absorbance v jednotlivych enzymovych reakcich byly poté

zpracovany a v reakénim ¢ase 30 min od zahdjeni reakce vyhodnoceny (viz kapitola 4.5).

Pro sestrojeni kalibra¢ni funkce zavislosti miry absorbance 7-methylthioguaninu pti vinové
délce 360 nm na koncentraci volnych fosfatovych iontd v reakéni smési bylo provedeno
standardiza¢ni méefeni. Reakéni smés o celkovém objemu 100 pl v 96-jamkové desticce
(viz vySe) obsahovala PNP (1 U), 0,2mM MESG a 50mM reakéni pufr Tris-HCI (pH 7,5)

doplnény o 1mM chlorid hotecnaty a 0,1mM azid sodny. Enzymova reakce byla zahdjena

58



pfidanim standardu fosfatu o finalni koncentraci v rozmezi od 2 pM do 150 uM, desticka
vloZena do pfistroje Tecan Infinite M200 a reakce ponechana probihat pti 26 °C. Po uplynuti
30 min byla prostfednictvim pfistroje zméfena mira absorbance pii vinové délce 360 nm
ve vSech vyuzitych jamkach desticky a naméfené hodnoty pouzity k sestrojeni kalibracni
funkce (viz kapitola 4.5).

Kazda enzymova reakce byla provedena v duplikdtu, od namétené hodnoty absorbance
v enzymové¢ reakci byla vzdy odectena hodnota absorbance z pfisluSné reakce negativni
kontroly. Slozeni reakce negativni kontroly bylo az na nepfitomnost Tt82, respektive

standardu fosfatu, totozné jako slozeni ptislusnych enzymovych reakci.

3.3.6 Enzymaove reakce

Priprava reakci pro sledovani aktivity Tt82

Za ucelem stanoveni kinetickych parametrti fosfatasové aktivity Tt82 byl enzym podroben
enzymovym reakcim s vybranymi substraty, AMP a p-nitrofenylfosfitem (pNPP),
pfi teploté 37 °C a 60 °C.

Enzymova reakce byla zahajena ptfidanim substratu do reakéni smési obsahujici 5 uM Tt82
a 50mM Tris-HCI pufr (pH 7,5) doplnény o 1mM chlorid hote¢naty. Finalni koncentrace
substratu v reak¢ni smési se pohybovala v rozmezi od 0,1 mM do 300 mM, celkovy objem
reakéni smési byl 100 pl. Po pfidani substratu byly mikrozkumavky s reakcemi pfeneseny
do suchého inkubatoru D1100 AccuBlock™ piedem vytemperovaného na pozadovanou
teplotu. Pii teploté 37 °C probihaly enzymové reakce s AMP po dobu 120 min a s pNPP
po dobu 60 min. Pti teploté 60 °C byly naproti tomu enzymové reakce ponechany probihat
pouze po dobu 20 min s AMP a po dobu 10 min s pNPP. Ptenesenim z inkubatoru na led
a naslednym ptidanim 40 pl 0,5M kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA) do reakéni
smési byly enzymové reakce zastaveny a do doby vlastni analyzy prostfednictvim
vysokoucinné kapalinové chromatografie (viz kapitola 3.3.7) uchovavany pii —20 °C. Kazda

enzymova reakce byla provedena v duplikéatu.

3.3.7 Vysokodcinna kapalinova chromatografie:
analyza enzymovych reakci

Reakéni smési pripravené dle postupu uvedeného v kapitole 3.3.6 byly analyzovany
prostfednictvim vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) na reverzni fazi se
spektrofotometrickou detekci. Objem 5 pul analyzovaného vzorku byl nanesen
na chromatografickou kolonu Gemini® 5 pm C18 110 A column (LC Column 100 x 3 mm,
Phenomenex) pfipojenou k HPLC pfistroji Agilent 1100 a separovano isokratickou eluci.
Mobilni faze byla tvofena pufrem o riizném sloZeni v zavislosti na typu substratu ve vzorku.
Piehled pufri pouzitych jako mobilni faze pii HPLC separaci substratu a produktu je

spole¢né s vinovou délkou jejich spektrofotometrické detekce pii analyze studovanych
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enzymovych reakci s Tt82 uveden v Tabulce 1. Po isokratické eluci vzorku byla kolona vzdy
promyta smési methanolu a 0,05% (v/v) kyseliny trifluoroctové (TFA).

Tabulka 1 — Prehled pufria pouzitych pouZiych jako mobilni faze pii HPLC separaci substratu a produktu a vinova

délka jejich spektrofotometrické detekce pri analyze studovanych enzymovych reakei s Tt82

Substrat Produkt Detekce ‘ Mobilni faze
AMP adenosin 260 nm | 0,1M KH>PO4 (pH 6,0); 5% (v/v) methanol
pNPP p-nitrofenol™ | 310 nm | 0,1M KH,PO4 (pH 6,0); 20% (v/v) methanol

*pozn.: absorpéni maximum p-nitrofenolu je znacné zavislé na pH prostiedi; pii pH 6,0 se nachazi pti vinové
délce 310 nm [78]

Spektrofotometrickou analyzou chromatografické separace byl ziskdn chromatogram.
Prostiednictvim programu Agilent ChemStation (Agilent Technologies, USA) byla
z chromatogramu ziskana plocha pod piky substratu a produktu a nasledné vypocitan stupeni

konverze enzymové reakce, a, s pouzitim vzorce (2):

()
kde S je plocha pod pikem odpovidajicim substratu a S, plocha pod pikem odpovidajicim
produktu. Ziskany stupeit konverze byl nasledné pouzit k vypoétu pocateéni reakéni
rychlosti, vy, enzymu Tt82 pii riznych pocatecnich koncentracich substrati AMP a pNPP
ze vztahu (3):

3)
kde [S] 0z je pocatecni koncentrace substrétu, V je objem reakcni smési a t je doba, po kterou
enzymova reakce probihala. V programu GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc) byly
do grafu vyneseny hodnoty pocate¢nich reakcénich rychlosti v zavislosti na pocatecni
koncentraci substratu. Body grafu byly prolozeny odpovidajici funkci enzymové
kinetiky — bud'to rovnici Michaelise-Mentenové (4) anebo rovnici pro inhibici
substratem (5) [79]. Z pribehu této funkce byly nasledné prostfednictvim vySe uvedeného
programu ziskdny hodnoty kinetickych parametri Michaelisovy konstanty, Ky, maximalni

reakeni rychlosti, V.4, @ pfipadné téZ inhibi¢ni konstanty, K;.

_ Vinax * [S]
0= Ky + [S]

4
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Vinax * [S]

KM+[S]-(1+[%]>

170:

)
Ze ziskanych parametr byla podle vzorce (6) vypoctena rychlostni konstanta enzymové

reakce, k.4, enzymu Tt82 s danym substratem.

(6)
Clen [E], ve vzorci (6) vyjadiuje celkovou koncentraci enzymu v reakéni smési. V piipads
Tt82 byla za tento ¢len dosazovana hodnota 5 uM v jednotkach nmol - dm~3. Hodnota V.4
byla vZdy nejprve vztazena na objem reakéni smési (tj. 1-107* dm3) a do vzorce (6)

dosazovana v jednotkach nmol - min~? - dm~3.
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4 Vysledky

Cytosolicka purinova 5'-nuklectidasa Il

4.1 Heterologni exprese a isolace

rekombinantnich proteind
Po své expresi je lidskd nukleotidasa cN-II lokalizovana v bunécném cytosolu. Konstrukty
(His)s — cN-II WT (1-536) (dale jen cN-II WT A) a (His)s — cN-II D52N (1-536) (dale jen
cN-II D52N A) byly exprimovany v bakteridlnim kmenu Escherichia coli BL21 (DE3) RIL
(metodicky postup je popsan v kapitolach 3.1.1,3.1.2a3.3.1). Ze 21 TB média, v némz byly
pestovany bakteridlni bunky s indukovanou expresi konstruktu cN-II WT A, bylo ziskdno
32 g bunétné biomasy. Z tohoto mnozstvi bylo 20,5 g nasledné¢ pouzito pro izolaci
rekombinantniho proteinu a zbytek uchovéan pii —20 °C. V ptipad¢ bakteridlnich bunék
s indukovanou expresi konstruktu cN-II D52N A bylo ze 2 1 TB média ziskdno 36,5 g

bunécné biomasy a z toho 24 g pouzito pro naslednou izolaci rekombinantniho proteinu.

Rozbitim bakteridlnich bunék v lyzaénim pufru (3.1.4) prostiednictvim sonikace
a néslednou centrifugaci byla oddélena rozpustna frakce od nerozpustné frakce. Produkty
rekombinantni exprese, tj. oba rekombinantni proteiny, se nachazely zejména
v rozpustné frakci (viz Obrazek 19 na str. 64). Bylo ziskano ptiblizn¢ 200 ml supernatantu
bunécného lyzatu obsahujiciho rekombinantni protein cN-II WT A, respektive ptiblizné
240 ml supernatantu bunécného lyzatu obsahujiciho rekombinantni protein cN-II D52N A.

Ze ziskanych supernatantl byly posléze tyto proteiny purifikovany.

4.2 Purifikace rekombinantnich proteind

Oba rekombinantni proteiny byly podrobeny dvou krokové purifikaci (kapitola 3.3.2) podle
jiz diive zavedeného protokolu [49], nejprve prostfednictvim chelatacni chromatografie
za vyuziti histidinové kotvy a posléze prostfednictvim iontové vyménné chromatografie
s vyuzitim teoretické hodnoty isoelektrického bodu téchto proteinti. Separace
rekombinantnich proteinti pomoci obou chromatografickych metod byla sledovana
prostfednictvim SDS-PAGE (kapitola 3.3.2). V elektrickém poli za denaturujicich podminek
putuje 65kDa nezkracend (angl. full-lenght) varianta cN-II jako castice s molekulovou
hmotnosti ptiblizn€ 55-57 kDa [46], proto 1ze oba rekombinantni proteiny o¢ekavat v oblasti

50-60 kDa molekulovych hmotnosti standardu.

V prvnim purifikaénim kroku byly rekombinantni proteiny obsazené v piisluSném
supernatantu  bunéfného lyzatu podrobeny chelataéni chromatografii na koloné

HisTrap™ HP (3.1.5). Nanesenim supernatantu na tuto chromatografickou kolonu
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se na koloné¢ podafilo zachytit velké mnozstvi

rekombinantniho proteinu, avSak spolecné
s dalSimi balastnimi proteiny a molekulami
s dostatecnou afinitou ke chromatografickému
nosi¢i kolony. Tyto molekuly byly posléze
z kolony vytésnény stoupajicim gradientem
imidazolového elu¢niho pufru pro chelatacni
chromatografii (3.1.4) a sbirany ve 2ml frakcich.
V ptipadé cN-II WT A bylo pfi eluci posbirano
38 frakci (Obrazek 19A, str. 64), v ptipade
cN-II D52N A pak 30 frakci (Obrazek 19B,
str. 64). Prab¢h eluce obou rekombinantnich
proteinti byl obdobny a je proto reprezentovan
eluce

pouze jednim chromatogramem z

cN-II D52N A, ktery je zachycen na Obrazek 18.

Uginnost  separace obou rekombinantnich
proteint byla nasledné ovétena prostfednictvim
SDS-PAGE (Obrazek 19, str. 64). Na zéklad¢
téchto vysledki byly v pfipadé cN-II WT A
vybrany frakce 11%*-34* o celkovém objemu
piiblizné 40 ml, v pfipadé cN-II D52N A pak
frakce 13-30 o celkovém objemu piiblizné
37 ml. byly

a dialyzovany v ekvilibra¢nim pufru pro iontové

Ptislusné¢  frakce slouceny
vyménnou chromatografii (3.1.4). Bylo ziskano
piiblizné 42 ml filtratu obsahujiciho cN-II WT A
a oddéleného centrifugaci od precipitatu, jehoz
absorbance pii A = 280 nm (A2s0) méla hodnotu
3,54. Vedle toho filtrat o objemu 37 ml
obsahujici ¢cN-II D52N A vykazoval hodnotu

absorbance Azgo = 4,53.

Ve druhém purifikacnim kroku byly oba
rekombinantni proteiny purifikovany pomoci
iontové vyménné chromatografie na koloné
MonoS 5/50 GL (méni¢ kationtit).
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Obrdazek 18 — Chromatogram zachycujici pribéh
eluce pii chelatacni chromatografii ¢cN-II D52N A
na koloné& HisTrap™ HP 5ml (GE Healthcare)

Eluce probihala pti konstantnim pratoku 2 ml/min
eluéniho pufru pro chelataéni chromatografii (3.1.4).
Béhem eluce bylo jiméano celkem 30 frakci o objemu
priblizné 2 ml. Na chromatogramu je vyznacen elu¢ni
objem 1. a 30. frakce (F1 a F30, zelend); zbylé
frakce 2-29 byly jimany v eluénim objemu mezi
1. a 30. frakci. Cerna kiivka znazoriuje pribéh
relativni absorbance eluatu, ktery byl sledovan
chromatografickou stanici AKTA Prime (Amersham
Bioscience, Svédsko). Cervenou kiivkou je znazornén
teoreticky pribéh gradientu imidazolu v elu¢nim pufru.

Obrazek byl upraven v programu Inkscape 0.92.4.
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Obrdzek 19 — Analyza pribéhu chelata¢ni chromatografie na niklové koloné HisTrapTM HP 5ml (GE Healthcare)
Na obrazku jsou vyobrazeny polyakrylamidové gely obarvené stiibrem (kapitola 3.3.2), prostiednictvim nichz byly
analyzovany frakce sbirané pifi chromatografické separaci supernatantu bunécného lyzatu obsahujiciho A) rekombinantni
protein cN-II WT A; B) rekombinantni protein ¢cN-II D52N A. Cervenou Sipkou je vzdy naznateno umisténi prouzkd
odpovidajicich cN-II. Na zaklad¢ této analyzy byly vybrany a spojeny frakce vhodné pro dalsi praci. Vybrané frakce jsou
oznadeny Gervenym rameckem. Vysvétleni zkratek: M — standard molekulovych hmotnosti Spectra™ Multicolor Broad
range Protein Ladder; MW — molekulové hmotnosti v jednotkach kDa pfifazené k piislusnym prouzkiim standardu;
PC — vzorek pred chromatografickou separaci; FT — ,,flow-through* = vzorek roztoku proteklého chromatografickou
kolonou pfi nanaseni bunécného lyzatu; oznaceni * vyjadiuje vzorek frakce vzniklé spojenim dvou po sobé nasledujicich

frakci. Obrazek byl upraven v programu Inkscape 0.92.4.

Rekombinantni protein ¢cN-II WT A byl ze svého roztoku o ptiblizném celkovém objemu
42 ml purifikovan ve tifech stejnych dil¢ich separac¢nich cyklech. Na ekvilibrovanou
katexovou kolonu byla nanesena vzdy piiblizn¢ pouhd tietina tohoto roztoku, aby nebyla
piekrocena kapacita pouzité chromatografické kolony a nedoslo tak ke zbytecnym ztratam
rekombinantniho proteinu. Za vySe popsanych podminek se rekombinantni protein

na kolonu navazal a po jejim promyti byl nasledné eluovan rostouci iontovou silou vlivem
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gradientu elu¢niho pufru pro iontové vyménnou chromatografii (3.1.4). Pribéh eluce
pii jednom ze tii dil¢ich separacnich cykll je vyobrazen na reprezentativnim chromatogramu
na Obrazku 20. Béhem vsSech tii separacnich cykli bylo nasbirano celkem 27 frakei
(Obrazek 21A, str. 66). Purifikace rekombinantniho proteinu c¢N-II D52N A probihala
ze svého roztoku o priblizném celkovém objemu 37 ml obdobné, avsak ve ¢tyfech dil¢ich
separacnich cyklech. Béhem nich bylo nasbirano celkem 36 frakci (Obrazek 21B, str. 66).
Pribéh eluce byl pfi vSech dilCich separacnich cyklech obdobny jako pro cN-II WT A

a je proto ilustrovan chromatogramem na Obrazku 20.
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Obrazek 20 — Chromatogram zachycujici pribéh eluce ¢cN-II WT A pri iontové vyménné chromatografii na koloné
MonoS 5/50 GL 1 ml (GE Healthcare)

V grafu je zachycen prubéh absorbance pii vinové délce 280 nm (tmavé modra), pribéh gradientu eluéniho pufru (%B)
obsahujiciho 500mM NaCl (ovlivove zelend) a s tim spojeny pribéh konduktivity elu¢niho roztoku (tmave hnéda). Pii ose
x jsou taktéz znazornény jednotlivé sbirané frakce (Cervend). Pro piehlednost jsou vyznaceny pouze frakce A1, A10a A18.
Utinnost chromatografické separace rekombinantnich proteinti byla opét ovéfena
prostiednictvim SDS-PAGE (Obrazek 21, str. 66). Na zaklad¢ téchto vysledki byly
v piipadé cN-II WT A vybrény frakce A4-A10, B3-B11 a C2-C6 o celkovém objemu
pfiblizné 32 ml, v ptipadé cN-II D52N A pak frakce A1-A8, B1-B8, C1-C8 a DI1-D8§
o celkovém objemu pfiblizné 64 ml. PfisluSné frakce byly slouceny a dialyzou pfevedeny
do pufru vhodného pro skladovani cN-II (3.1.4). Tim bylo po oddé€leni od precipitatu ziskano
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pfiblizné 29 ml roztoku purifikovaného cN-II WT A, jehoZ absorbance Azso méla hodnotu
1,74, coz odpovida ptiblizné koncentraci 1,5 mg/ml tohoto proteinu. Takto byl ziskan také
roztok purifikovaného cN-II D52N A o pfiblizném objemu 66 ml. Roztok proteinu
vykazoval absorbanci Asgo = 1,23, coz odpovida koncentraci pfiblizné 1,1 mg/ml

rekombinantniho proteinu. Proteiny nebylo nutné zahust'ovat na vyssi koncentraci.

A Monoss/socLiml B MonoS 5/50 GL 1 ml
cN-II WT A ; cN-II D52N A

MW (kDa) M A18 Al6 Al4 A12 [A10 A8 A6 A5 A4
B et o= =

B3 BS B7 B9 B11|B13 B15 B17 B19

Obrdzek 21 — Analyza pribéhu iontové vyménné chromatografie na koloné MonoS 5/50 GL (GE Healthcare)

Na obrazku jsou vyobrazeny polyakrylamidové gely obarvené stiibrem (kapitola 3.3.2), prostiednictvim nichz byly
analyzovany frakce sbirané pifi chromatografické separaci roztoku obsahujiciho A) rekombinantni protein cN-II WT A;
B) rekombinantni protein cN-II D52N A. Cervenou $ipkou je vzdy naznateno umisténi prouzkii odpovidajicich cN-IL.
Na zaklad¢ této analyzy byly vybrany a spojeny frakce obsahujici rekombinantni protein v dostatecné Cistoté pro dalsi
experimenty. Vybrané frakce jsou oznaceny Cervenym rameckem. Vysvétleni zkratek: M — standard molekulovych
hmotnosti Spectra™ Multicolor Broad range Protein Ladder; MW — molekulové hmotnosti v jednotkach kDa piifazené
k pfislusnym prouzkim standardu; PC — vzorek pied chromatografickou separaci; oznaceni A, B, C ¢i D vyjadiuje frakce
sbirané v pribéhu 1., 2., 3. ¢i 4. dil¢i chromatografické separace. Obrazek byl upraven v programu Inkscape 0.92.4.
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Po vyse popsané dvou krokové purifikaci byly oba rekombinantni proteiny ziskany v Cistoté
dostateCn¢ vysoké pro nasledujici experimenty. Vytézek c¢inil pfiblizné¢ 43,5 mg
rekombinantniho proteinu cN-II WT A z 20,5 g vlhké bunécné biomasy a ptiblizné 73 mg
rekombinantniho proteinu cN-II D52N A z 24 g vlhké bunécné biomasy. V pufru vhodném
pro skladovani cN-II (3.1.4) byly nasledné€ oba purifikované proteiny zamrazeny na suchém
ledu a skladovany pii —80 °C.

4.3 Optimalizace pufru pro cN-ll pomoci

diferencni skenovaci fFluorimetrie

Pro nalezeni optimalniho slozeni pufru, v némz zkracené varianty cN-II WT A a cN-II
D52N A vykazuji nejvyssi strukturni stabilitu, byla vyuzita metoda DSF. Postup a provedeni
nasledujicich experimentalnich krokli a zplsob zpracovani naméfenych dat je popsan
v kapitole 3.3.3.

V prvnim kroku byly oba proteiny testovany v prostiedi riiznych pufrt (viz kapitola 3.3.3).
Vyslednou strukturni stabilitu ¢cN-II WT A a cN-II D52N A shrnuje sloupcovy graf
na Obrazku 22 (str. 68). Mezi testovanymi pufry maji nejvyssi stabilizaéni G¢inky sodné
a draselné fosfatové pufry. Na zaklad¢ téchto vysledkl byl pro dalsi optimalizaci zvolen pufr
o slozeni: 100mM NaH;PO4 (pH 7,5), 200mM NaCl. V tomto pufru vykazovaly oba
rekombinantni proteiny nejvyssi hodnotou Twm, a sice 69,74 °C v ptipadé¢ cN-II WT A
a 70,66 °C v ptipad¢ cN-II D52N A.

Pro vybrany pufr byly ve druhém kroku sobéma variantami cN-II testovany rtzné
koncentrace NaH2PO4 a NaCl. Vysledky z tohoto méfeni jsou shrnuty prostfednictvim
spojnicového grafu (Obrazek 23, str. 69). S prihlédnutim k celkové iontové sile bylo z téchto
vysledki vybrano nasledujici slozeni fosfatového pufru: 150mM NaH,POs4 (pH 7,6),
200mM NacCl. V tomto pufru byla pro cN-II WT A namétfena hodnota Tm = 71,17 °C,
pro cN-II D52N A pak hodnota Tm = 73,06 °C.

Treti DSF experiment slouzil k ovéfeni, jak na stabilitu zkracenych variant cN-II
v pritomnosti 150mM NaH>PO4 (pH 7,6), 200mM NaCl, ImM MgCl; a 0,5mM DTT
pusobi rtzna koncentrace substratu IMP a aktivatoru ATP. Hodnoty Twm ziskané
po provedeni experimentu a zpracovani denaturacnich kiivek jsou uvedeny v tabulkach
na Obrazku 24 (str. 70).
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IMidazol - pH 8,0 | ———————
Bl — PH 9,0 | ———
Bici — PH 8,0 | —————————————
Tris — PH 8.5 —
Tris — PH 8,0 | ————————————————
Tris - H 75—
octan amonny - pH 7,3 | ————
HEPES — PH 8,0 | ———
HEPES — pH 7,0 | ——————
MES — pH 6,5 =
MES —pH 6,2 | —
MES — PH 5.8 | —
NaH, PO, — D 7.5 | e
NaH, PO, — DH 6,5 | —————————————————
NaH, PO, — PH 5.5 [ —————————————————————
KH, PO, — pH 7, .
KH PO, — PH 6.0 | —.—
KH PO, — PH 5. ————————————
Cilrat Sotny — PH 5.5 | ————————————————————
Cilrat sotny - pH 4,7 | —
octan sodny - pH 5,0 |
octan sodny — pH 4,5 [ —
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Obrazek 22 — Strukturni stabilita variant cN-II WT A a ¢N-II D52N A

Strukturni stabilitu vyjadiuje teplota denaturace proteinu, Twm, v jednotkach °C. Stabilita byla testovana v prostfedi riznych
pufrii o variabilnim pH za ptitomnosti &i absence 200mM NaCl. Cervenym rameckem je oznaden pufr, v némz bylo pro
ob¢ varianty dosazeno nejvyssi strukturni stability. Data jsou vysledkem jednoho neopakovaného méteni. Graf byl vytvoren

v programu OriginPro 8 a upraven v programu Inkscape 0.92.4.

68



74

724 T — ~3—

] :_—Q/‘;\M
70 4

— . * — e o .
8 7 & " " 4 & 4 "
|—§ 68 - * — ﬂ—’—_“\"_\‘
| —— - > ——
66 -
o | ._—__—"_-.#f"",,a0———"'——-.H"“““-=~q-ﬂ"“"’rﬁ.
I ! I ' I ! | ! I ! I
50 100 150 200 250 300
Cnaci) [mM]
- - -
25 mM NaH,PO, S 75 mM NaH,PO, > 150 mM NaH,PO,
—4.»— —4.»—
_ 50 mM NaH,PO, 5100 mM NaH,PO, 200 mM NaH,PO,

Symbol pro cN-Il WT A: —@— Symbol pro cN-Il D52N A: —@—

Obrazek 23 — Zavislost strukturni stability ¢cN-II WT A na koncentraci NaH2PO4 a NaCl
Strukturni stabilitu vyjadfuje teplota denaturace proteinu, Tm, Vv jednotkdch °C. Data jsou vysledkem jednoho
neopakovaného méteni. Obrazek byl vytvoren v programu OriginPro 8 a upraven v programu Inkscape 0.92.4.

Celkovym vysledkem ze tfi vySe popsanych DSF experimentii byl optimalizovany pufr,
v némz strukturni stabilita rekombinantnich proteinti cN-II WT A a cN-II D52N A ptesahuje
teplotu 70 °C. Findlni sloZeni tohoto pufru je: 150mM NaH>PO4 (pH 7,6), 200mM NacCl,
ImM MgCl, a 0,5mM DTT. Co nejvyssi strukturni stabilita proteini je mj. dilezitou
podminkou pro experimenty, pfi nichZ je dany protein jinak udrZovany na ledu vystaven
po delsi casovy interval (naptf. viadu hodin) pokojové ¢i vyssi teploté. Takovym

experimentem je i STD NMR screening, jemuz byly oba konstrukty ¢N-II podrobeny.
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cN-II WT A

Koncentrace IMP [mM]

69,47 71,08 69,94 69,19 69,38 69,38 6881 69,00 69,47
69,38 69,19 6890 69,28 69,19 69,38 69,47 69,75 70,70
69,47 69,47 70,04 70,04 69,75 69,75 70,04 70,04 70,13
69,38 69,38 69,94 70,04 69,38 69,47 69,19 69,47 70,13
69,47 69,38 69,75 6890 70,04 69,47 69,57 70,04 69,94
69,94 70,13 69,75 69,94 69,75 69,75 69,75 69,00 69,19
69,94 70,51 69,94 69,94 69,75 69,94 70,13 70,89 69,47
70,04 70,04 69,94 70,04 70,04 70,89 70,89 70,70 69,38

Koncentrace ATP [mM]

cN-l1I D52N A

Koncentrace IMP [mM]

W 71,74 71,74 71,17 7145 71,26 70,13 70,32 70,04 70,04 7127 70,13
Bl 7126 7145 7240 7126 7032 70,32 70,04 70,13 71,17 70,04 71,17
k| 7032 7060 70,70 70,32 70,60 70,70 69,28 71,17 70,70 70,13 71,17
5 7126 69,47 6947 70,89 70,13 69,66 70,04 70,13 70,04 70,13 71,92
0] 71,17 71,17 69,94 71,85 70,60 70,04 70,60 70,04 69,47 71,26 70,13
] 7032 70,89 70,70 70,70 70,51 70,04 70,04 70,04 70,23 70,60 72,21|
] 7079 70,13 70,04 70,32 71,17 70,04 7299 69,94 70,70 69,38 70,51

0] 7023 7041 70,70 72,30 71,26 71,08 7268 71,74 70,70 72,68 70,70

Koncentrace ATP [mM]

Obrazek 24 — Zavislost strukturni stability C-terminalné zkracenych variant cN-II na koncentraci ATP a IMP

Oba proteiny byly v pufru o slozeni: 150mM NaH2PO4 (pH 7,6), 200mM NaCl, ImM MgClz a 0,5mM DTT. Vysledné
hodnoty v tabulce maji charakter teploty denaturace proteinu, Twm, v jednotkdch °C. Data jsou vysledkem jednoho
neopakovaného méteni. Obrazek byl upraven v programu Inkscape 0.92.4.

4.4 Hledani ligandd varianty cN-Il DS2N A

Veskeré vysledky v této kapitole jsou soucasti dlouhodobého projektu feSené¢ho ve skolici
laboratofi a nebyly dosud publikovany. Struktury nize zminovanych fragmentt (viz

Tabulka 2 na str. 71) proto nemohly byt v této diplomové praci uvedeny.

Primarni STD NMR screening

Ligandy cN-II byly hledany metodou STD NMR (viz kapitola 3.3.4). Prostfednictvim této
metody se v primarnim NMR screeningu testovalo, zdali nékteré z 1000 malych organickych
molekul (fragmenttll) z fragmentové knihovny interaguji se zkracenou neaktivni variantou
cN-II D52N A. Postup ptipravy vzorkil, nastaveni a provedeni experimentu a zpusob
vyhodnoceni ziskanych spekter je detailné popséan v kapitole 3.3.4.

V primarnim screeningu bylo otestovano 196 vzorki, kdy kazdy vzorek predstavoval smés
1,5uM enzymu s 5-6 fragmenty o koncentraci 500 uM kazdého z nich. V namétenych
spektrech vzorkti byly nejprve jednotlivé piky pfifazeny kdanym fragmentim
(Obrazek 25A na str. 72). Fragmenty, jejichz pfifazené piky byly vyraznéjsi a dobie
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rozeznatelné v referencnim 1 diferenénim spektru zaroven, byly posléze vybrany jako
pravdépodobné interagujici s enzymem. Na Obrazku 25A na str. 72 je takovym fragmentem
sloucenina s oznacenim FO82F05, jejiz piifazené piky 1-3 jsou dobfe viditelné také
v diferen¢nim spektru. Ze vSech 196 testovanych vzorkl bylo timto postupem vybrano
celkem 70 potencialnich ligandi. Jejich interakce s enzymem byla nasledné znovu ovétena
ve valida¢nim screeningu, ktery je ilustrovan ptikladem na Obrazku 25B (str. 72).

Validacni STD NMR screening

Ve validacnim screeningu bylo otestovano 70 vzorkt, piicemz kazdy vzorek obsahoval
1,5uM enzym ve smési sjednim ze 70 potencidlnich ligandii vybranych v primarnim
screeningu o koncentraci 500 uM. Mira interakce dan¢ho fragmentu s enzymem byla
vyhodnocena prostiednictvim Skalovani diferencniho spektra vici referen¢nimu spektru
(viz Obrézek 26 na str. 73), vice viz kapitola 3.3.4. VSech 70 fragment bylo poté sefazeno
podle vzristajici relativni miry interakce s enzymem, I, viz Tabulka 2. Na zaklad¢ tohoto
parametru bylo nasledné pro dalsi experimenty vybrano 50 fragmentt, jejichz Iz méla
hodnotu vyssi nez 3,5 % (Tabulka 2).

Tabulka 2 — Vysledky valida¢niho screeningu se 70 vybranymi fragmenty

Jednotlivé fragmenty oznacené svymi pozicemi ve fragmentové knihovné jsou sefazeny a o€islovany podle relativni miry

interakce s enzymem cN-II D52N A (Iy). Cervenym pismem jsou oznadeny fragmenty, které byly vyfazeny z dalsich

experimenttl.

6 6 6 o 6
FO82F05 22,691 19 | FO82H09 7,42 37 | FO11A09 4,86 55| F062H04 3,31

1
2| FO21B12 17,81] 20| F102A02 7,42 38 | F062D12 4,641 56 | F021C06 3,13
3 | FO82F02 13,35] 21| F041C12 7,08 39 | F0O21HO08 4,451 57 | F092C06 2,95
4 | FO41F10 13,09] 22 | FO82H04 7,08] 40| F011B04 4,40 58 | F011B02 2,87
5| F092G06 12,75] 23 | FO92H10 7,01] 41 | F082C06 4,21) 59 | FO82F10 2,86
6 | F021F04 12,38 24 | FO72H03 7,011 42 | F102G10 4,04] 60| FO72A04 2,58
7 | FO31E10 11,56 25 | F0O62B04 6,79] 43 | FO82A04 3,98 61| F051G02 2,55
8 | F031D09 11,45] 26 | F021G01 6,56 44 | F0O41D09 3,86 62 | FO51F04 2,50
9 | F041G07 10,90] 27 | F0O11GO05 6,51] 45| F102A09 3,84 63 | FO31G10 2,27
10 | FO92F10 10,51] 28 | FO51A09 6,48 46 | F031C03 3,82 64 | FO72H07 1,82
11 | F102E02 10,07 29 | FO51C12 5,941 47 | F102HO07 3,82 65| F102F06 1,45
12 | FO31C06 9,70] 30| FO41D03 5,771 48 | F092E12 3,72 66 | FO72H10 1,38
13 | F062B03 9,53] 31| F072D12 5,56 49 | F021E04 3,64 67| F011G07 1,31
14 | F062G12 9,35] 32| FO51HO01 5,52 50| FO31HO1 3,63] 68| F011B12 1,00
15| FO41C10 8,93] 33| F021G05 5,45] 51 | FO51H10 3,47] 69 | FO011D11 0,00
16 | FO11A02 8,74] 34 | FO62E12 5,45] 52| F092H09 3,40] 70| F021C12 0,00
17 | FO92F06 8,73 ] 35| FO62E03 5,35] 53 | F102B09 3,34] - — —
18 | F0O41C03 8,34] 36 | F021B04 5,20 54 | FO31E02 3,33] - - -
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Obrazek 25 — Priklad analyzy STD NMR dat z (a) primarniho screeningu a (b) valida¢niho screeningu

(a) Srovnanim referenéniho 'H NMR spektra vzorku (modrd) s 'H NMR spektry samotnych fragmentd (tmavé zelend,

fialova, Zluta, oranzova, svétle zelend) byly jednotlivé piky v referenénim spektru odhadem pfifazeny (viz ocislovani)

k jednotlivym fragmentlim. Fragmenty, jejichz pfifazené piky byly dostate¢né rozeznatelné také v diferencnim spektru

(Cervend), byly vybrany jako potencialné interagujici s enzymem — v tomto pfipade fragment s oznac¢enim FO82F05 (tmavé

zelend). Piky oznacené ve spektru indexem D (chemicky posun pfiblizn€ 2,5 ppm) a C (chemicky posun pfiblizné 7,3 ppm)

odpovidaji signalu protond dimethylsulfoxidu (DMSO), resp. chloroformu [80]. (b) Validace interakce fragmentu FO82F05

s enzymem (tmavé zelend). Ze signalti v aromatické oblasti (tj. 6-8 ppm) diferenéniho spektra (Cervend) vyplyva,

ze fragment s enzymem opravdu interaguje. Obrazek byl vytvoien v programu TopSpin 3.6.2 (Bruker BioSpin GmbH)

a upraven v programu Inkscape 0.92.4.
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Obrazek 26 — Piiklad vyhodnoceni miry interakce fragmentii s enzymem

Piekryvové zobrazeni referenéniho (modra) a diferen¢niho (¢ervend) 'H NMR spektra vzorku z validaéniho screeningu
obsahujiciho smés 1,5uM enzymu cN-II D52N A s fragmentem FO82F05. (a) Zpocatku jsou obé¢ spektra ve vzajemném
poméru zvétSeni 1 : 1. (b) Diferencni spektrum bylo vii¢i referenénimu skalovano, dokud jeden z pikd nalezicich
v diferen¢nim spektru signalim protontl fragmentu (oblast chemického posunu 7-8 ppm) nedosahl stejné vysky jako tentyz
pik v referen¢nim spektru. Toho bylo jako prvni dosaZeno u piku naznaceného cernou Sipkou, kdy byla obé spektra
ve vzajemném pomeéru zvétSeni 1 : 4,407. Mira zvétSeni diferencniho spektra byla oznacena jako Skalovaci faktor
(ve spektru ozn. jako ,,Scale”) a pouzita k vyjadfeni relativni miry interakce daného fragmentu senzymem (vice
viz kapitola 3.3.4). Obdobnym zpuisobem byla vyhodnocovana také vazba IMP a ATP na enzym, viz nasledujici text.
Obrazek byl vytvofen v programu TopSpin 3.6.2 (Bruker BioSpin GmbH) a upraven v programu Inkscape 0.92.4.
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Analyza vzajemného ovlivnéni vazby IMP, ATP a fragmentd s cN-II

V dal$im experimentdlnim kroku bylo prostfednictvim STD NMR testovéno, zdali
pritomnost 500uM substratu IMP a 500uM allosterického aktivatoru ATP ovliviiuje miru
interakce téchto 50 vybranych fragmentli s enzymem. Zaroven bylo v tomto experimentu,
jehoz provedeni je popsano v kapitole 3.3.4, otestovano, jak pfitomnost daného fragmentu

ovlivituje vazbu IMP a ATP na enzym.

Data nasnimana zcelkem 103 vzorkd byla zpracovana obdobné¢ jako v piedchozich
STD NMR experimentech. Pro rozpoznani pika nalezicich protonim IMP a ATP byla
porovnana 'H NMR spektra NMR pufru, enzymu ve smési s IMP a enzymu ve smési s IMP
a ATP (Obrazek 27). Mira interakce fragmenti s enzymem za ptitomnosti IMP nebo IMP
spolu s ATP byla vyhodnocena obdobn¢ jako ve valida¢nim screeningu. Vazba IMP a ATP
na enzym byla posuzovana stejnym zplsobem, pouze s tim rozdilem, Ze dané diferencni
spektrum bylo vic¢i referencnimu Skdlovano se zaméfenim na piky naleZzici protonim praveé
IMP ¢i ATP. Pro ilustraci je analyza miry interakce daného fragmentu senzymem
za pritomnosti IMP spolu s ATP uvedena na Obrazku 28A (str. 75). Analyza, jak
pfitomnost dan¢ho fragmentu ovliviiuje vazbu IMP a ATP na enzym, je pak ilustrovana
Obrazkem 28B (str. 75).

cN-II D52N A + IMP + ATP I+ A Scale: 1.00
A
A
£\
X
A
cN-II D52N A + IMP Scale: 1.00
I I I
I
I
I
i) A
NMR pufr Scale: 1.00
JNY
]
T T T T T T T T T T T T T T T
8 7 6 5 4 3 2 1 [ppm]

Obrazek 27 — Identifikace signald naleZicich protonim IMP a ATP v 'H NMR spektru

Spektra vzorkd obsahujicich pouze NMR pufr (3.1.4) (modra, dole), navic 1,5uM enzym cN-II D52N A ve smési
s 500uM IMP (Cervend, uprostied); navic 1,5uM enzym cN-II D52N A ve smési s 500uM IMP a 500uM ATP (tmavé
zelend, nahote). Indexy I a A jsou oznaceny piky nélezici signaliim protonti IMP, resp. ATP. Obrazek byl vytvoren

v programu TopSpin 3.6.2 (Bruker BioSpin GmbH) a upraven v programu Inkscape 0.92.4.
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Obrdazek 28 — Analyza (a) miry interakce fragmentu s enzymem cN-II D52N A v piitomnosti IMP i ATP
a (b) ovlivnéni vazby IMP ¢i ATP na tento enzym v pritomnosti fragmentu
Zpusob analyzy je popsan vySe v textu a vysvétlen na Obrazku 26 na str. 73. Diferenéni spektra (fialova) byla skalovana
vuci ptislusnému referenénimu spektru (tmavé zelena) ve vztahu k piktim odpovidajicich signaltim protont (a) fragmentu
FO82F05, resp. (b) ATP. Tyto piky jsou naznaceny Cernou Sipkou a hodnota vysledného $kalovaciho poméru mezi
pfislusnymi spektry je oznaCena Cerchovanym rameckem. Referen¢éni a diferen¢ni spektra vzorku bez pfitomnosti
fragmentu (Servena a modrd) jsou uvedena pouze pro srovnani. Pro identifikaci signald fragmentu je uvedeno také "H NMR
spektrum samotného fragmentu FO82F05 rozpusténého v DMSO (zlutd). Obrazek byl vytvoren v programu TopSpin 3.6.2
(Bruker BioSpin GmbH) a upraven v programu Inkscape 0.92.4.
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Vysledky tohoto experimentu pro smési s jednotlivymi fragmenty o koncentraci 500 pM
jsou shrnuty pomoci sloupcovych grafi na Obrazku 29 (str. 76), Obrazku 30 (str. 77),
Obrazku 31 (str. 78) a Obrazku 32 (str. 79). V piipad¢ 8 z 50 testovanych fragmentt doslo
ke zvySeni miry interakce s enzymem pouze v piitomnosti 500uM IMP, u 4 jinych
fragmentli se mira této interakce zvysila pouze v pfitomnosti 500uM IMP s 500uM ATP.
Naproti tomu vsak u celkem 25 z 50 fragmenti doslo ke zvySeni v obou ptipadech — jak

v ptitomnosti samotného IMP, tak i ve smési IMP s ATP.

50
49
48

FO31HO1 v pritomnosti IMP a ATP
I v pritomnosti IMP

FO21E04 bez IMP a ATP

FO092E12

)
)
)
47) F102HO7
46) F031C03
45) F102A09
)
)
)
)
)

44) F041D09
43) F082A04
42) F102G10
41) F082C06
0) FO11B04
9) F021H08
8) F062D12
7) FO11A09
6) F021B04
5) FO62E03
4) FOB2E12
3) F021G05
2) FO51HO1
1) FO72D12
30) F041D03
29) F051C12
28) FO51A09
27) FO11G05
26) F021G01

Fragment

w

o -
o -
_
o

15 20 25
[ [%]

Obrazek 29 — Vliv IMP a ATP na relativni miru interakce, I, fragmenti s enzymem cN-II D52N A

Obrazek uvadi vysledky pro fragmenty oznacené ¢islem 26-50. Vysledky pro fragmenty 1-25 jsou uvedeny na Obrazku 30
na str. 77. Koncentrace fragmentll, IMP i ATP ve vzorcich byla 500 uM, koncentrace enzymu pak 1,5 uM. Obrazek
byl vytvofen v programu OriginPro 8 a upraven v programu Inkscape 0.92.4.
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v pritomnosti IMP a ATP

24) FO72H03
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Obrdzek 30 — Vliv IMP a ATP na relativni miru interakce, I, fragmenti s enzymem cN-II D52N A
Obrazek uvadi vysledky pro fragmenty oznacené Cislem 1-25. Vysledky pro fragmenty 26-50 jsou uvedeny na Obrazku 29

na str.76. Koncentrace fragmentt, IMP i ATP ve vzorcich byla 500 uM, koncentrace enzymu pak 1,5 uM. Obrazek byl

vytvofen v programu OriginPro 8 a upraven v programu Inkscape 0.92.4.

Vazba IMP samotného i ve smési s ATP na enzym nebyla ve vétSiné piipadi (véetne

standardu tvofeného smési enzymu a IMP s 1 bez ATP) vlibec pozorovéna. Jestlize néktery

slaby signal v diferen¢nim spektru mohl odpovidat nékterému z protonit IMP, nebylo mozné

jej odlisit od Sumu. V takovych ptipadech hodnota Iz pro domnélou vazbu IMP k enzymu

zpravidla neptfesahovala hranici 0,8 %. Vazba ATP k enzymu ve standardni smési tvorené

enzymem spolu s IMP a ATP byla charakterizovana Ig o hodnoté 1,9 %. Pouze ve smési
s fragmenty FO31C06 (# 12), FO41C03 (# 18) a FOS1HO1 (# 32) se tato vazba vyraznéji,



tj. nejméné o hodnotu 1 %, zvysila. V ostatnich ptipadech byla pfevazné bud’to srovnatelna
anebo nizsi. Pfitomnost fragmentl F062B04 (# 25) nebo F102G10 (# 42) snizila intenzitu

vazby ATP na hodnotu pfiblizné 1 % (tj. vice nez o polovinu) oproti standardni hodnoté

a ve smesi s fragmentem F021B12 (# 2) nebyla vazba viibec zachycena.

o))

0
9
8
7

) FO31HO1
) FO21E04
) FO92E12
) F102H07
) F031C03
) F102A09
) F041D09
) FO82A04
) F102G10
) F082C06
0) FO11B04
9) F021HO8
8) F062D12

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

)

I O NN
()]

5
4
3
2
1

W ww A A DN A B

7) FO11A09
6) F021B04
5) FO62E03
4) FO62E12
3) F021G05
2) FO51HO1
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6) F021G01
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Obrazek 31 — Vliv pFitomnosti jednotlivych fragmenti na vazbu IMP a ATP na enzym cN-II DS2N A
Vazba je charakterizovana v podobé relativni miry interakce, Ir, s enzymem. Obrazek uvadi vysledky pro smési

s fragmenty oznacenymi Cislem 26-50. Vysledky pro smési s fragmenty 1-25 jsou uvedeny na Obrazku 32 na str. 79.

Cervené oznaceny ,standard” s ¢islem 0 uvadi pouze relativni miru intenzity vazby ATP na enzym bez pfitomnosti

jakéhokoliv z 50 testovanych fragmentd. Tato referencni mira vazby ATP je v grafu znazornéna Cervenou ¢arkovanou

kolmici. Vazba IMP na enzym naproti tomu nebyla ve standardu pozorovana ani za pfitomnosti ATP, ani v jeho absenci.

Ve vétsing pripadi nebyla vazba IMP na enzym zachycena ani v pfitomnosti fragmentu. Obrazek byl vytvofen v programu

OriginPro 8 a upraven v programu Inkscape 0.92.4.
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Obrazek 32 — Vliv piitomnosti jednotlivych fragmenti na vazbu IMP a ATP na enzym cN-II D52N A

Vazba je charakterizovana v podobé relativni miry interakce, I, s enzymem. Obrazek uvadi vysledky pro smési
s fragmenty oznacenymi Cislem 1-25. Vysledky pro smési s fragmenty 26-50 jsou uvedeny na Obrazku 31 na str. 78.
Cervené oznadeny ,,standard“ s ¢islem 0 uvadi pouze relativni miru intenzity vazby ATP na enzym bez pfitomnosti
jakéhokoliv z 50 testovanych fragmentl. Tato referencni mira vazby ATP je v grafu zndzornéna Cervenou ¢arkovanou
kolmici. Vazba IMP na enzym naproti tomu nebyla ve standardu pozorovana ani za pfitomnosti ATP, ani v jeho absenci.
Ve vétsing pripadi nebyla vazba IMP na enzym zachycena ani v pfitomnosti fragmentu. Obrazek byl vytvofen v programu
OriginPro 8 a upraven v programu Inkscape 0.92.4.
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FosFatasa Tt82

4.5 Enzymova aktivita a substraty Tt82

Enzymov4 aktivita Tt82 byla studovéna pii teploté 26 °C prostiednictvim soupravy EnzChek
phosphate assay kit (viz kapitola 3.3.5) na souboru komercéné dostupnych sloucenin, které
byly vybrany na zakladé vysledki molekulového dokovani jako potencidlni substraty tohoto
enzymu (viz kapitola 1.4.2 na str. 21). Jednalo se o tyto slouceniny: acetylfosfat,
AMP, D-erythritol-4-fosfat, D-glukosa-1-fosfat, D-glukosa-6-fosfat, glycerol-1-fosfat,
glycerol-2-fosfat, pNPP, pyridoxalfosfat a riboflavin-5-fosfat.

Nejprve bylo provedeno kalibra¢ni méfeni s koncentracni fadou standardu fosfatovych
iontll. Z tohoto méfeni byla ziskana zavislost absorbance 7-methylthioguaninu (viz
kapitola 3.3.5) pii vinové délce 360 nm (Az4o) na koncentraci volnych fosfatovych ionti
v reakéni smési v intervalu koncentraci 2-150 uM. Tato zévislost byla vynesena do grafu
v programu OriginPro 8. Body v rozmezi koncentrace 2-125 pM vzéjemné lezely ptiblizné
na ptimce a byly proto prolozeny linearni regresni funkci. Graf a rovnice této funkce jsou
vyobrazeny na Obrazku 33 (str. 81). Takto byla ziskana kalibra¢ni funkce platna v rozmezi
koncentrace 2-125 uM volnych fosfatovych ionti. Je definovana rovnici (7), kde [P;]

pfedstavuje rovnovaznou koncentraci volnych fosfatovych iontl v jednotkach pM.

Aszgo = 0,002 + 0,0038 - [P;](uM); V[P;] € (2 uM; 125 pM)

(7)
Poté jiz byly provedeny reakce Tt82 s vySe jmenovanymi potencidlnimi substraty — kromé
pyridoxalfosfatu, u néhoz nebylo mozné dosahnout pozadované koncentrace v dusledku
prili§ nizké rozpustnosti ve vodé za danych podminek. Reakce byly provedeny vzdy
v duplikatu s jednou pfisluSnou reakci negativni kontroly (reakce neobsahujici Tt82)
a prubézné sledovany métenim As¢o po dobu 120 min. Postup provedeni tohoto experimentu
je bliZe popsan v kapitole 3.3.5. Na Obrazku 34 na str. 81 je vyobrazen prub¢h reakci Tt82
jednotlivé s acetylfosfatem, AMP, D-erythritol-4-fosfatem, D-glukosa-1-fosfatem,
D-glukosa-6-fosfatem, glycerol-1-fosfatem a glycerol-2-fosfatem. Enzymové reakce Tt82
s riboflavin-5-fosfatem a pNPP nebylo mozné zvolenou metodou sledovat kvili absorpci

zateni obou molekul v oblasti spektra elektromagnetického vinéni pti vinové délce 360 nm.

Z pribéhu sledovanych reakci byly pro vyhodnoceni métfeni zvoleny hodnoty absorbance
namétfené v reakénim ¢ase 30 min od jejich zahajeni (viz Obrazek 34 na str. 81). Nejprve
byla od této hodnoty naméiené v daném duplikatu odectena hodnota namétena v prislusné
reakci negativni kontroly. Bylo nutné, aby se tento rozdil, Adsz¢q, pohyboval v intervalu
hodnot od 0,01 do 0,477, pficemZ tato podminka byla u vSech reakci splnéna
(viz Tabulka 3, str. 82).
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Obrazek 33 — Graf zavislosti absorbance pii vinové délce 360 nm (Ass0) na koncentraci volnych fosfatovych ionti

Cervenou barvou je znazornéna piimka linedrni regrese predstavujici kalibraéni funkci platnou v rozmezi koncentraci
2-125 uM volnych fosfatovych iontl (Pi). Rovnice této funkce ma tvar: y = a + bx, hodnoty parametrii @ a b jsou
uvedeny v tabulce, jeZ je soucasti grafu. Ptleny bod lezici v grafu pfi koncentraci 150 M nebyl do linearni regrese zahrnut
vzhledem ke své odlehlejsi poloze. Obrazek byl vytvoten v programu OriginPro 8 a upraven v programu Inkscape 0.92.4.

AMP
= D-glukosa-1-P
e D-glukosa-6-P
glycerol-2-P
acetyl-P
D-erythritol-4-P

05 |
| glycerol-1-P

0.4

0.3 4

O P

ABBO

SN,
K T T T
b I

0,0 +——"——"—F—"—+———"F———1—+———T———————
0 20 40 60 80 100 120

Cas [min]

Obrazek 34 — Prubéh enzymovych reakci Tt82 s potencidlnimi substraty p¥i teploté 26 °C

Reakce byly sledovany métenim absorbance pii vinové délce 360 nm (Aseo) v 30s intervalech po dobu 120 min od svého
zahgjeni. Ptislusné kiivky reprezentujici priibéh reakce s danym substratem jsou primérem pribéhu dvou duplikatnich
reakci zmenseného o priibéh piislusné reakce negativni kontroly. Cernou ¢arkovanou kolmici je vyznaden &as 30 min
od zah4jeni reakei (pfislusné hodnoty Ase v tomto reakénim case byly pouzity pro vyhodnoceni experimentu, viz text).

Obrazek byl vytvofen v programu OriginPro 8 a upraven v programu Inkscape 0.92.4.
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Tabulka 3 — Hodnoty absorbance pii vinové délce 360 nm (AA3zgo) jednotlivych duplikatnich reakei D1 a D2
naméiené v reakénim ¢ase 30 min od jejich zahajeni. Tyto hodnoty jsou zmenSené o prislusné hodnoty reakci

negativnich kontrol, tj. reakci v nepfitomnosti Tt82.

Substrat AAzqo (D1) AAzqo (D2) ‘
AMP 0,4742 0,4341
D-glukosa-1-fosfat 0,3635 0,3394
D-glukosa-6-fosfat 0,2615 0,2526
glycerol-2-fosfat 0,0653 0,0778
acetylfosfat 0,0712 0,0501
D-erythritol-4-fosfat 0,0560 0,0409
glycerol-1-fosfat 0,0362 0,0573

S vyuzitim rovnice kalibra¢ni funkce, viz rovnice (7) na str. 80, byl poté z hodnot
AAsgo uvedenych v Tabulce 3 vypocitan stupenn konverze, a, v jednotlivych reakcich

prosttednictvim vyrazu (8),
AAzg, — 0,002
0,0038 - ¢y

a[%] =
3

kde ¢, je pocateéni koncentrace 10mM potencialniho substratu v jednotkach pmol/dm?.
Vysledné primérné hodnoty jsou shrnuty v grafu na Obrazku 35. Timto experimentem byla
prokazéana fosfatasova aktivita Tt82. Na zakladé¢ téchto vysledki byly jako substraty tohoto
enzymu identifikovany molekuly AMP, D-glukosa-1-fosfat a D-glukosa-6-fosfat, pticemz

AMP se z téchto tii substratl jevi jako nejucinngjsi.

D-erythritol-4-P

-'§ glycerol-1-P
2 acetyl-P | ——
%2 glycerol-2-P E]—«

' D-glukosa-6-P |
D-glukosa-1-P —
AMP —t—

o R
0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0 1,2
Stupen konverze [%]

Obrazek 35 — Fosfatasova aktivita Tt82 v reakci s potencidlnimi substraty

Aktivita je vyjadiena formou stupné konverze substrati. Jedna se o primérné hodnoty se smérodatnou odchylkou, které
byly vypocitany z hodnot dvou duplikatnich reakci. Reakce probihaly pfi teploté 26 °C a byly vyhodnoceny v reakénim
case 30 min od svého zahajeni. Obrazek byl vytvofen v programu OriginPro 8 a upraven v programu Inkscape 0.92.4.
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4.6 Charakterizace kinetickych parametri Tt82

se substraty AMP a pNPP
Fosfatasova aktivita Tt82 byla dale charakterizovana pro AMP a pNPP prostfednictvim

enzymové kinetiky v ustdleném stavu (angl. steady-state kinetics). Zatimco AMP bylo
vybrano jako nejucinngjsi substrat Tt82, chromogenni sloucenina pNPP je béznym
substratem fosfatas a je proto hojné vyuzivana za Ucelem testovani ¢i charakterizace
fosfatasové aktivity [10, 81].

Enzymové reakce Tt82 s koncentracemi substratii v rozmezi 0,1-200 mM v piipadé¢ AMP
a0,1-300 mM v piipadé¢ pNPP byly provedeny pii teplotach 37 °C a 60 °C a po svém
ukonceni analyzovany prostfednictvim HPLC na reverzni fazi se spektrofotometrickou

detekci. Celkové provedeni reakci a jejich analyzy je popsano v kapitolach 3.3.6 a 3.3.7.

Pro tyto jednotlivé reakce byly posléze vypocteny piislusné pocatecni reakéni rychlosti, v.
Vypocty byly provedeny za pouziti vztaht (2) a (3), které jsou uvedeny v kapitole 3.3.7.
Takto ziskané zavislosti v, na pocatecni koncentraci dan¢ho substratu pti dané reakcni
teploté byly v programu GraphPad Prism 5 vyneseny do grafii (Obrazek 36, str. 84).
Jednotlivé grafy byly prolozeny odpovidajici funkci enzymové kinetiky — bud’to rovnici
Michaelise-Mentenové (Obrazek 36A, str. 84) anebo rovnici pro inhibici substratem
(Obrazek 36B, C, D na str. 84). Tyto rovnice (4) a (5) jsou uvedeny v kapitole 3.3.7.
Z pribéhu funkci prolozenych jednotlivymi grafy byly ziskany kinetické parametry Ky,
Vinax @ pfipadné téZ K;. Tyto parametry jsou shrnuty v Tabulce 4, ktera téZ obsahuje ptisluSné

hodnoty k., vypocitané ze vztahu (6), viz kapitola 3.3.7.

Z kinetickych parametri vyplyva, ze pNPP je taktéz substratem Tt82, pficemz pfi teploté
60 °C je aktivita enzymu vic¢i obéma substratim znateln¢ vyssi nez pii 37 °C. Pfi obou
teplotach Tt82 vykazoval vyssi afinitu viici pNPP, avSak Cislo premény, kc,, je pii dané
teploté pro reakci s obéma substraty srovnatelné. Inhibice substritem byla pozorovana

u reakci s AMP pfti obou teplotach a u reakce s pNPP pii teploté 60 °C.

Tabulka 4 — Souhrn hodnot kinetickych parametri pro fosfatasovou aktivitu Tt82 v reakci se substraty AMP
nebo pNPP pfi teploté 37 °C a 60 °C

Substrat Ky [mM] Vinax [nmol/min] k., - 10% [s7]
AMP (37 °C) 28,5+3,8 0,279 +£ 0,026 0,93 +£0,09 27,7+3.,5
AMP (60 °C) 66 + 18 16,6+ 3.7 55+ 12 13.8+3.6

pNPP (37°C) | 12,96 +0,64 | 0,3340+0,0074 | 0,97 +0,01 -

PpNPP (60 °C) 339+14 16,91 £ 0,45 56,4+ 1,5 142,9 £7,0
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Obrazek 36 — Enzymova Kinetika Tt82 se substraty AMP a pNPP

Zavislost pocatecni reakéni rychlosti, vg, SuM Tt82 na pocatecni koncentraci (a) pNPP pfi teploté 37 °C; (b) pNPP pii
teploté 60 °C; (¢) AMP pfi teploté 37 °C; (d) AMP pii teploté 60 °C. Pribéh grafu v bodu (a) odpovida klasické enzymové
kinetice podle Michaelise-Mentenové, kdezto pribéh grafii v bodech (b), (c) a (d) je typicky pro inhibici substratem [79].
Prislusné kinetické parametry jsou uvedeny v Tabulce 4 na str. 83. Grafy byly vytvofeny v programu GraphPad Prism 5
a upraveny v programu Inkscape 0.92.4.
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Cytosolicka purinova 5'-nuklectidasa Il

Vyvoj inhibitort ¢N-II je pfedmétem zijmu mnoha vyzkumnych pracovist. Zadny dosud
nalezeny inhibitor v§ak neni aplikovatelny v klinické praxi [67, 70]. V této diplomové praci
byla pro vyvoj inhibitorti cN-II vyuzita metoda testovani malych fragmenti (angl. fragment-
-based drug discovery). Tato metoda umoziuje hledat ve fragmentové knihovné molekuly,
které specificky interaguji s danym enzymem (viz kapitola 3.3.4). Rekombinantni expresi
dle zavedené¢ho protokolu byly za timto UcCelem pfipraveny dvé C-terminaln¢ zkracené
varianty cN-II. Neaktivni mutantni varianta cN-II D52N A byla pfipravena pro pouziti
v STD NMR experimentech, varianta cN-II WT A pro budouci krystalizacni experimenty.
Zkracené varianty cN-II umoziuji jejich uspésnou krystalizaci, a prave toto bylo diivodem
pro zvoleni zkracenych variant v pfipadé obou rekombinantnich proteini (viz kapitola

3.1.2). Oba enzymy se podafilo ziskat v mnozstvi dostateném pro néasledné experimenty.

Prostiednictvim DSF experimentli bylo nalezeno slozeni pufru, v némz maji ob¢ varianty
cN-II nejvyssi strukturni stabilitu (kapitola 4.3). Celkova iontova sila tohoto pufru ma
hodnotu ptiblizn€ 350 mM, coz je srovnatelné s intracelularni iontovou silou pohybujici se
v rozmezi 400-500 mM [82]. lontova sila prostfedi se navic vyznamné podili na sile
elektrostatickych interakci mezi receptorem a jeho ligandy [83]. Zvolené sloZeni pufru se tak
jevi jako prostfedi vhodné pro hledani ligandii enzymu pfirozené se vyskytujiciho v bunééné
cytoplasme. Z vysledka provedenych DSF experimentli je patrné, ze s rostouci koncentraci
fosfatu se strukturni stabilita cN-II zvySuje. Tento stabilizujici ucinek lze vysvétlit tim,
ze fostat samotny je ligandem cN-II (viz kapitola 1.6.1), pfi¢emZ vazbou svych pfirozenych
ligandl je obdobné stabilizovano mnoho dalSich enzym [84-87]. Presto vSak v pfitomnosti
0-10mM allosterického aktivatoru ATP a/nebo 0-30mM substratu IMP nebyly stabiliza¢ni
ucinky téchto ligandii pozorovany. V piipadé ATP je toto vrozporu s publikovanymi
vysledky [49], které ukazuji, Ze pfitomnost ATP ma vyrazny stabilizujici 0C€inek
na nezkracené i1 C-termindlné¢ zkracené varianty cN-II (teplota denaturace proteinli
koncentraci fosfatu v pouzitém pufru, kdy pfi mnohem niZsi koncentraci IMP a ATP neni

stabiliza¢ni efekt téchto ptirozenych ligandi cN-II méfitelny.

V tvodnim STD NMR screeningu se podafilo identifikovat 70 fragmentli potencialné
interagujicich s cN-II D52N A. V nasledujicim validaénim meéfeni byla tato interakce
potvrzena v piipadé 68 ze 70 validovanych fragmentt. U 50 fragmentl byla relativni mira
interakce (viz kapitola 3.3.4) vySsi nez 3,5 %, pfiCemz v ptipad€ 11 znich ptesahovala
hranici 10 %. Téchto 50 fragmentl bylo vybrano pro kompeticni STD NMR experiment.
Ugelem bylo zjistit, jak p¥itomnost 500uM substratu IMP a 500uM allosterického aktivatoru
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ATP ovliviluje miru interakce vybranych fragmentli s enzymem, a naopak, jak vybrané

fragmenty ovliviiuji silu vazby IMP a ATP na enzym.

Mira interakce s enzymem se alespon z C¢asti zvySila u celkem 37 z 50 fragment
(Obrazek 29 a Obrazek 30, str. 76 a 77), z ¢ehoz v ptipad¢ 25 fragmentii bylo zvySeni
zaznamenano v pritomnosti jak samotného IMP, tak i spolecné s ATP. V ptitomnosti IMP
bylo zvySeni o hodnotu nejméné 1,5 % zaznamenano u 8 fragmentt, ve smési s IMP a ATP
pak u 7 fragmentt. Jindy vSak piitomnost ATP vedla ke snizeni miry interakce fragmentt
s enzymem, ¢ehoz pri¢inou mohla byt kompetice o allosterické misto mezi ATP a danym
fragmentem. Z porovnani vysledkd se strukturami fragmentd nicméné nevyplyva zadna
zietelna strukturni korelace. Zmény v pfitomnosti ATP lze obecné vysvétlit zménou
konformace enzymu pii vazbé ATP do allosterického mista (viz kapitola 1.6.3),
nebot’ v diferencnim spektru smési s IMP a ATP byla v pfipadé takika vSech fragmentii
vzdy zaznamenana vazba ATP na enzym. Vyjimku tvofil pouze fragment s oznacenim
F021B12 (# 2), kde vazba ATP v analyzované smési zaznamenana nebyla, a pfesto mira
interakce fragmentu v pfitomnosti ATP vzrostla nejvice (o hodnotu 7,5 %) ze vSech
analyzovanych fragmentli. Zdali je tedy pozorovany efekt opravdu zplisoben vazbou
aktivatoru do allosterického mista, by bylo mozné ovéfit pouzitim jiného allosterického
aktivatoru cN-II, jako napft. 2,3-BPG ¢i ApsA (kapitola 1.6.1). Jakym zplisobem ovliviiuje

interakci fragmentd s enzymem piitomnost IMP, neni jasné.

V pfitomnosti vétSiny testovanych fragmentl nedoslo k vyraznym zménam ve vazbé IMP
a ATP na enzym (Obrazek 31 a Obrazek 32, str. 78 a 79). Relativni mira interakce ATP
se zpravidla pohybovala v intervalu 1,5-2,0 %. Vazba IMP naproti tomu nebyla v drtivé
vétsSing piipadl viibec pozorovana, a to véetné smesi obsahujici pouze enzym a IMP. Slabé
vazebné interakce IMP a ATP s enzymem lze pfi€itat nejen velmi nizké afinité cN-II
ke svym pfirozenym ligandim [31, 32] (viz kapitola 1.6.1), ale pfedevsim také ptili§ vysoké
koncentraci fosfatovych iontll obsazenych v pouzitém pufru. Fosfiatové ionty jsou
fyziologickym inhibitorem cN-II (viz kapitola 1.6.1) a v jejich pfitomnosti nepochybné
dochdzi k silné kompetici o vazbu do aktivniho i allosterického mista. Pouze v pfitomnosti
nékolika mélo fragmentl doslo ke znatelnéjSimu zvySeni miry interakce ATP s enzymem.
To mZe byt spjato s lepSim pfistupem ATP do allosterického mista enzymu, pokud vlivem
vazby daného fragmentu na molekulu enzymu dochézi k lepsim elektrostatickym interakcim
mezi ATP a enzymem v okoli allosterického mista. Podstatné zajimavéjsi vSak
bylo pozorovani v pfipadé fragmenti FO21B12 (# 2), F062B04 (# 25) a F102G10 (# 42),
kdy mira interakce ATP poklesla pfiblizn€ na polovinu (# 25 a # 42) nebo nebyla vibec
zachycena (# 2). V téchto tfech ptipadech dochazi s vysokou pravdépodobnosti ke kompetici
mezi ATP a fragmentem o vazbu do allosterického mista. Uplné zablokovani piistupu

aktivatoru do allosterického mista by znemoznilo ptrechod enzymu do aktivovaného stavu.
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Ptipadny inhibitor ptsobici takovymto mechanismem by mohl byt velice €inny zejména

proti hyperaktivnim mutantnim variantam cN-II tfidy II.

V budoucich experimentech bude vSech 50 vybranych fragmentli podrobeno enzymové
kinetice s nezkracenou variantou cN-II WT za ucelem odhalit piipadné efekty fragmentt
na katalytickou aktivitu enzymu. Tento experiment je vSak zatim stale ve fazi optimalizace.
Pokud se v ptipad¢ nekterych z fragment podaii prokdzat inhibicni ucinky na aktivitu
enzymu, budou tyto fragmenty dale podrobeny krystalizacnim experimentiim se zkracenou
variantou cN-II WT A pro ziskani strukturnich informaci o mist¢ jejich vazby na molekulu
enzymu. Takové fragmenty budou nasledné pouzity pro vyvoj ucinnéjSich inhibitori

s moznym terapeutickym potencidlem.

FosfFatasa Tt82

Druhd cast diplomové prace se zabyva enzymem Tt82, jehoz biologickd funkce
v termofilnim organismu Thermococcus thioreducens zatim neni objasnéna. Cilem této
prace bylo prozkoumat enzymovou aktivitu a substratovou specifitu Tt82. Fosfatasova
katalyticka aktivita Tt82, jez byla predikovana na zakladé sekvencni a strukturni analyzy,
byla otestovana v enzymovych reakcich pii teplot¢ 26 °C prostiednictvim soupravy
EnzChek phosphate assay kit na souboru sedmi vybranych potencidlnich substrati. Pét
z nich bylo zvoleno ze seznamu sloucenin, které jsou nejcastejSimi substraty fosfatas [10],
ato na zaklad¢ vysledki molekulového dokovani [5] (viz kapitola 1.4.2) s pfihlédnutim
k jejich komeréni dostupnosti. U zbyvajicich dvou, glycerol-1-fosfatu a glycerol-2-fosfatu,
bylo na zaklad€ vysledki molekulového dokovani predikovdno, Ze by se nemélo
jednat o substraty Tt82. Obé tyto slouceniny byly do experimentu zahrnuty coby

negativni kontrola.

Enzymologick4 analyza potvrdila fosfatasovou aktivitu Tt82 a odhalila n€kolik substratt
tohoto enzymu, jimiz jsou AMP, D-glukosa-1-fostat a D-glukosa-6-fosfat. Ostatni testované
slouceniny substraty nejsou, a to véetné glycerol-1-fosfatu a glycerol-2-fostatu. Vysledky
analyzy jsou tak zaroven v souladu snegativni predikci substratd prostiednictvim
molekulového dokovani. Identifikované substraty maji nizkou molekulovou hmotnost,
coZ je typické pro substraty fosfatas rodiny HAD nesoucich ve své struktuie cap doménu

typu C1 (viz kapitola 1.3.1). Prave Tt82 ve své struktuie tento typ cap domény obsahuje.

Nejvyssi stupent konverze byl pozorovan v ptipadé AMP, proto byla katalyticka aktivita Tt82
v reakci s timto substratem detailné charakterizovana prostfednictvim enzymové kinetiky
v ustaleném stavu pii teplotach 37 °C a 60 °C. Takto byla aktivita enzymu charakterizovana
také pro pNPP, nebot’ tato sloucenina je modelovym substratem mnoha raznych fosfatas
[10, 81]. Bylo pozorovéno, ze v ptipadé¢ obou substrati je aktivita Tt82 znatelné vyssi

pfi teploté¢ 60 °C. Enzym ma pii obou testovanych teplotach pfiblizn€ 2X vétsi afinitu
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k pNPP nez k AMP. Hodnoty Ky, (Tabulka 4, str. 83) se vSak pro oba substraty pohybuji
v tadech desitek mM. Byly proto srovnany s kinetickymi parametry dvou jinych zastupcii
fosfatas z rodiny HAD: fosfoserin fosfatasy z termofilniho organismu Thermus thermophilus
(zkr. TtPSP; testovany substrat L-fosfoserin; Ky = 0,25 mM a k., = 1506 s~ 1 pii teploté
70 °C) [88] a fosfatasy ztermofilniho organismu Archaeoglobus fulgidus (zkr. AfP;
testovany substrat dihydroxyacetonfosfat; Ky = 10,47 mM a k., = 0,16 s™1 pii teploté
37°C; Ky = 4,72 mM a k., = 0,64 s™1 pii teploté 60 °C) [89]. Pii teploté 60 °C je hodnota
Ky pro Tt82 s AMP nejméné 10X mensi oproti AfP. Lze navic predpokladat, ze pii teplote
70 °C by tato hodnota byla ve srovnani s TtPSP jest¢ mnohonasobné¢ mensi. U mnohych
jinych fosfatas z rodiny HAD se pak hodnota Kj; obvykle pohybuje v uM oblasti [10].

Z porovnani je tedy patrné, ze AMP neni hlavnim substratem Tt82.

Pti vysSich koncentracich AMP bylo pozorovano, ze pii obou testovanych teplotach dochazi
ke zfeteln¢ inhibici katalytické aktivity Tt82 substratem. Totéz bylo pozorovano pii teploté
60 °C v reakcich s vy$simi koncentracemi pNPP. Ze ziskanych hodnot K; (Tabulka 4, str. 83)
je pro AMP patrné, Ze s rostouci teplotou efektivita inhibice substratem vzrista. Vzhledem
k termofilnimu plvodu Tt82 se lze domnivat, ze se jednd o pfirozeny regulacni
mechanismus. V piipadé¢ AMP i pNPP se tento efekt projevuje az pti koncentracich, které jiz
nejsou biologicky relevantni. Za vysSich teplot vSak nelze vyloucit, Ze v pfipad¢ dosud
nenalezen¢ho hlavniho substratu by k tomuto jevu mohlo dochazet uz pii fyziologické
koncentraci. Regulace katalytické aktivity prosttednictvim mechanismu inhibice substratem
byla popsdna u mnoha enzymt, v jejichz biologické funkci hraje mnohdy velmi vyznamnou
roli [90]. Inhibice substratem byla mimo jiné pozorovana naptiklad také u fosfatasy HAD4,
jednoho ze zéastupct fosfatas rodiny HAD pochézejiciho z organismu Escherichia coli [91].

Ve vztahu k fosfatasam rodiny HAD se tak nemusi jednat o ojedinélé ptipady.

Vzhledem k vysledkiim dosazenym v této diplomové praci je pravdépodobné, ze substratova
specifita tohoto enzymu je mnohem SirSi. Na zdklad€ struktury zde identifikovanych
substratt by dal§imi mohly byt jiné purinové nebo pyrimidinové nukleotidy ¢i rlizné hexosy
a pentosy nesouci esteroveé vazanou fosfatovou skupinu. Pripadna $irsi substratova specifita
Tt82 by v kombinaci se strukturni stabilitou enzymu do nejméné 60 °C, resp. 75 °C [5],
mohla najit biotechnologické vyuziti napfiklad v organické syntéze vyzadujici

defosforyla¢ni reakce rozmanitych slou€enin pii vysSich teplotach.
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6 Zaver

Tématem této diplomové prace bylo studium enzymu cN-II a Tt82, které se spolecné fadi
mezi fosfatasy z enzymové rodiny HAD. V literarni reSerSi byly nejprve shrnuty
charakteristické strukturni, sekvencni a katalytické vlastnosti fosfatas této enzymové rodiny.
Dile se reser$e vénovala problematice obou vyse uvedenych enzymi. Cast zabyvajici se
lidskym enzymem cN-II je zaméfena predev§im na regulaci katalytické aktivity enzymu
anajeji poruchy, s nimiz se poji néktera zdvazna onemocnéni. V piipadé enzymu Tt82,
jenz pochazi z termofilni archebakterie Thermococcus thioreducens, se text zabyva jeho
strukturnimi  a sekven¢nimi vlastnostmi ve vztahu kjeho katalytické aktivité

a pravdépodobnym substratim.

Experimentalni ¢ast této diplomové byla zamétena na dva hlavni cile: (1) nalezeni ligandii
interagujicich s cN-II a (2) studium katalytické aktivity Tt82 a nalezeni substrati tohoto

enzymu. Oba tyto cile byly splnény.

(1) Rekombinantni expresi a naslednou dvou krokovou purifikaci prostfednictvim
chelataéni chromatografie a iontové vyménné chromatografie byly pfipraveny
C-terminalné zkracené varianty cN-II WT A a cN-II D52N A. Prostfednictvim metody
DSF bylo optimalizovano slozeni pufru, vnémz ob¢ varianty vykazuji vysokou
strukturni stabilitu s Tm pfesahujici 70 °C. V takto optimalizovaném pufru byly pomoci
metody STD NMR hledany ligandy interagujici s variantou cN-II D52N A. Bylo
nalezeno celkem 68 nizkomolekularnich slou€enin (tzv. fragmentt) z 1000 testovanych,
které zieteln¢ vykazovaly interakci s enzymem. Z téchto bylo vybrano 50 fragmenti,
jejichz relativni mira interakce ptesahovala hodnotu 3,5 %. V ptitomnosti IMP
a/nebo ATP, jeZ jsou substratem, resp. allosterickym aktivatorem cN-II, mira interakce
téchto vybranych fragmentli s enzymem vétSinou vzrostla. Bylo také pozorovano,
ze v ptitomnosti nékolika fragmentil dochdzi k vyraznému az Gplnému snizeni miry

vazby ATP na enzym.

Tyto vysledky poskytuji dobry zaklad pro dalSi experimenty. Budou-li mit nékteré
z 50 vybranych fragmentd inhibi¢ni G€inky na aktivitu cN-II, znamenalo by to prvni
usp&sny krok potencidlné sméfujici k vyvoji U€innych a terapeuticky vyuzitelnych
inhibitorii hyperaktivnich mutantnich variant cN-II.

(2) Na souboru potencialnich substratli vybranych na zéklad€ vysledkii z molekulového
dokovani byla testovana fosfatasova katalyticka aktivita Tt82. Byly identifikovany
Ctyfi mozné substraty tohoto enzymu: AMP, D-glukosa-1-fosfat, D-glukosa-6-fosfat
a pNPP. Pfi teplotach 37 °C a 60 °C byly pro AMP a pNPP nasledné ziskany piislusné
kinetické parametry Ky, Vimax» Kcar @ pripadné K;. Katalyticka aktivita Tt82 je pro oba
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substraty znatelné vyssi pii teploté 60 °C, coz je vsouladu splvodem enzymu
z termofilniho organismu. Ve vysSich koncentracich AMP pii obou testovanych
teplotach byla déle pozorovana inhibice katalytické aktivity Tt82 substratem. Totéz bylo
pozorovano i v pripadé pNPP, avSak pouze pii teplot¢ 60 °C. Reakce Tt82 s timto
substratem pii teplot€¢ 37 °C odpovidala klasickému modelu reakéni kinetiky podle
Michaelise-Mentenové. Z kinetickych parametrii nicméné vyplyva, Zze efektivita
katalytick¢ aktivity Tt82 je wvaci identifikovanym substratim pomérné nizka.

Pravdépodobné se tedy nejedna o pravé substraty tohoto enzymu.

Tato diplomova prace potvrdila fosfatasovou aktivitu Tt82 s n€kolika jeho substraty,
coz ptispélo k jedném z prvnich poznatkii o vlastnostech tohoto enzymu. Tyto vysledky
byly publikovany v odborném clanku [5]. V dalSich vyzkumech by bylo vhodné nalézt
pravé substraty tohoto enzymu a detailné prozkoumat jeho katalytické vlastnosti
za vysokych teplot. Termofilni povaha Tt82 v kombinaci s jeho pravdépodobné Sirsi

substratovou specifitou mize mit potencial v biotechnologickém vyuziti.
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