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1 Uvod a cile prace

S boomem v oblasti sekvenacnich metod nové generace pfisel do mddy termin
.personalizovana medicina“, ktera oteviela dvefe pro nova léCiva. BohuZzel
v nasledujicich letech tento trend pomalu ustupoval, i pfestoZze pocCet nové
objevovanych potencionalnich terapeutickych cili stale narlstal. Jako divod se
jevila pfiliSna komplexnost a finan¢ni narocnost de novo vyvoje l€Civ (Cuatrecasas
P, 2006), coz ovSem otevielo cestu pro vyvoj novych, a hlavné efektivnéjSich
metod. Jednou z téchto metod, ktera se zacCala na poli vyvoje Ié€Civ uplathovat, je
nuklearni magnetickd rezonan¢ni spektroskopie. Hlavné zddvodu svoji
robustnosti si postupné nasla cestu do vSech vyvojovych fazi (Jahnke W, Widmer
H, 2004). Nejvétsim pfinosem je ovSem na poli detekce interakci mezi 1éCivem
a biomakromolekulou. Existuje cela fada experimentd, jako jsou STD (Mayer M,
Meyer B, 1999), WaterLOGSY (Dalvit C et al., 2000; Dalvit C et al., 2001), &i
heteronuklearni 2D HSQC (Maurer T et al., 2012), které tyto mezi-molekulové
interakce charakterizuji. Vyuziti téchto metod se postupné rozSifilo i mimo
biomedicialni vyzkum a dnes se uplathuji ve vSech oborech, kde dochazi

k intermolekulovym vazebnym interakcim.

Cilem této diplomové prace s nazvem ,NMR a jeho vyuziti pro testovani biologické
aktivity latek” je zavedeni rychlé a uc€inné metody pro detekci interakci
nizkomolekularnich latek s vybranym rostlinnym enzymem cytokinin oxidazou
(AtCKX2, CKX2) pomoci nuklearni magnetické rezonance na oddéleni chemické
biologie a genetiky v Centru regionu Hana pro zemédélsky a biotechnologicky

vyzkum.



2 Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Nuklearni magneticka rezonance

2.1.1 Od historie po soucasnost

S pojmem nuklearni magnetické rezonance se poprvé setkavame v praci
Nizozemského fyzika Gortera (1936), ve které popsal fenomén magnetické
rezonance, ale nedokazal ji prakticky prokazat. Na jeho poznatky navazal o rok
pozdéji dalsi fyzik I. I. Rabi (1937), ktery jiz zdarné v praxi nuklearni magnetickou

rezonanci aplikoval a je tedy povazovan za jejiho objevitele.

Opomeneme-li obecné fyzikalni poznatky, potom tedy mezi jeden z prvnich
objevll vedoucich k metodé nuklearni magnetické rezonancéni spektroskopie
muzZeme zaradit praci Wolfganga Pauliho (1927), ktery v ni formuloval rovnici pro

Castice se spinem -1/2, pfi jejich interakci s externim elektromagnetickym polem.:

[ (ox(0 — a4))* + a9 ) = in S 1w, (1)

2m

Pauliho rovnice (Rovnice (1)) vychazi z nerelativistické Schrdodingerovy rovnice, je
ovSem obohacena o relativistickou &ast z Diracovy rovnice, kterd predikuje

Casticovy spin.

V nasledujicich letech, po zvefejnéni prace |. |. Rabiho, byl dal$i vyvoj
poznamenan obdobim svétového konfliktu. OvSem v ndvaznosti na rychly vyvoj
radarovych technologii béhem druhé svétové valky, se na prelomu let 1945
a 1946, dvéma na sobé nezavislym tymum okolo E. M. Purcella (1946) a F.
Blocha (1946) poprvé podafilo uspésSné pozorovat fenomén nuklearni magnetické
rezonance. Tym vedeny F. Blochem vyuzil méfeni v roztoku, zatimco Purcelliv
tym meéfil pevné skupenstvi. V nasledujicich letech nabral vyvoj NMR velkou
rychlost, v roce 1949 byl objeven chemicky posun (Proctor WG, Yu FC, 1950),
v roce 1958 bylo detekovano spektrum ve vysokém rozliSeni méfené v pevné fazi
pod magickym uhlem (Andrew ER, et al.,1959) a v roce 1966 byla R. R. Ernstem
vyuzita Fourierova transformace, ktera dala podobu zaznamu vyslednych spekter

tak, jak je zname dnes. Béhem sedmdesatych a osmdesatych let byly popsany
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pulzni sekvence pro 2D experimenty, jez byly ve stejném obdobi i uspésné

demonstrovany.

Milnikem pro vyuziti NMR v |ékafstvi byl rok 1972, kdy byl poprvé proveden
MRI (magnetic resonance imaging) experiment. Se zvysujici se silou magnetu
a vyuzitim 2D experimentl se poprvé podafilo, v roce 1978 (Wagner G, Withrich

K), urcit strukturu proteinu pomoci NMR.

V dnesni dobé se fenomén NMR vyuziva pfi studiu struktur chemickych
latek (pfirodnich i syntetizovanych), mechanismu reakci a dale také pro studium
struktury novych material(. V biologickych oborech pak pro studium protein-
protein interakci, ur€ovani 3D struktur peptidu, enzymové kinetiky, vyvoje IéCiv Ci

zobrazovani.

2.1.2 Princip

Co rozhoduje o tom, zda bude atom poskytovat NMR signal? Kazdy atom je
sloZzeny ze subatomarnich Castic, které maji magnetické vlastnosti, a pravé ty
mohou byt vyuzity k pozorovani atomu. Podle kvantové mechaniky maji
subatomarni ¢astice (proton, neutron, elektron) jistou vnitini formu hybnosti, spin.
U nékterych atomu (*2C, 160, 32S) se sudym pocétem protont i neutronu, se spiny
sparuji, navenek nevykazuji zadny magneticky moment (1) (Rovnice (2)) a tudiz
jsou pro NMR experimenty nepouzitelné. Oproti tomu, pokud je soucet protonu
i neutronu lichy, atomové jadro vykazuje nenulové spinové kvantové cCislo (),
vtomto pfFipadé ‘% (rotujici koule), a je tudiz aktivni v NMR experimentu.
Prikladem téchto atomU jsou H, 13C, 3!P, 5N, 19F. Posledni moznosti, ktera muze
nastat, je, ze protonové i neutronové Cislo je liché. V takovém pfipadé je spinové
kvantové Cislo vétsi nebo rovno 1 (rotujici elipsoid). Ale i tyto jadra atomua vykazuji

magneticky moment a jsou tedy detekovatelné v NMR experimentu.
p = yxhxl (2)

Rovnice (2) Magneticky moment charakterizovany jako  nasobek
gyromagnetického poméru, redukované Planckovy konstanty a spinového

kvantového d&isla.
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Pfedtim, nez jsou jadra vlozena do magnetického pole pfistroje (Bo), se
vyskytuji v takzvaném zakladnim stavu, kdy spiny nejsou uspofadany a neni mezi
nimi zadny energeticky rozdil. Po vlozeni do silného magnetického pole, dojde
k sefazeni magnetickych momentlt jader rovnobézné po a proti sméru vnéjsiho

magnetického pole (Zeemanuv jev) (Obr. 1).

smér By

Bo =0 Bo # 0 Magnetické pole

Obr. 1 Energeticky rozdil spinovych stavli v zavislosti na velikosti vnéj$iho magnetického pole Bo.

Pro zjednoduSeni budou brana v potaz pouze jadra s | = 7%, protoze pro tyto
jadra existuji pouze dvé energetické hladiny, charakterizované kvantovym cCislem
m. Dle kvantové mechaniky muze m nabyvat pouze hodnot od -1 do |
v celoCiselnych krocich. Takze v tomto pfipadé jsou mozné pouze hodnoty m -%2

a +%. Na zakladé Boltzmannova zakona (Rovnice (3)):

N+1!,r2fN_1f,r2 = gAE/KT (3)

kde N je populace spinového stavu, AE je energeticky rozdil mezi obéma stavy,
T je teplota (K) a k je Boltzmannova konstanta, bude mirné pfevazovat orientace
ve sméru magnetického pole (m = +'%). Rozdil energii (AE) je poté dan vztahem
(Rovnice (4)):

hy By

- 4)

P 3

AE =

kde h je Planckova konstanta, y je gyromagneticky pomér (charakteristicky pro
kazdé jadro).
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Magneticky moment rotujiciho jadra neni orientovan pouze staticky
paralelné (antiparalelng€), ale kona takzvany precesni pohyb, ktery je

charakterizovan uhlovou (Larmorovou) frekvenci danou vztahem (Rovnice (5)):
w, = ¥ X By. (5)

Timto procesem generuje elektrické pole s frekvenci wo. Pokud v této chvili
aplikujeme elektromagnetické zareni (radiové vinéni, MHz) B1 a jeho frekvence
dosahne stejné hodnoty jako je Larmorova frekvence daného jadra (wo = wai),
nastane emise nebo absorpce zafeni v zavislosti na energetickém spinovém
stavu. Jak jiz bylo zminéno dfive, mirné pfevazuji jaddra ve spinovém stavu +%
s niz8i energii, proto bude ve vysledku pfevazovat absorpce. Jadra budou
prechazet z nizsi energetické hladiny do vysSi. Tento proces se nazyva
rezonance, protoZe frekvence aplikovaného zafeni a precesni frekvence se

shoduji neboli rezonuiji.

Skupinu stejné orientovanych spinl ve sméru osy z muzeme nahradit
spoleCnym vektorem magnetizace M. Jeho velikost je zavisla na vnéjSim
magnetickém poli, kdy pfi Bo = 0 = M. Interakci jadernych spinG s externim
radiofrekvenénim zafenim (Bi, ve sméru osy y) je vyvolano vychyleni vektoru
magnetizace M od osy z (od sméru vektoru vnéjSiho magnetické pole Bo) smérem
k ose x. (Obr. 2).

! 11 iz z z
| 5

I

S

Ve
By
p,
.

y

Obr. 2 Schéma sklapéni vektoru magnetizace M v zavislosti na délce radiofrekvenéniho pulzu.

V zavislosti na délce pusobeni radiofrekvenéniho pulzu (tr), dochazi k rustu

velikosti sklapéciho uhlu 6, dle vztahu (Rovnice (6)):

8 =wXty, =y X By Xtp. (6)
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Po pferuseni radiofrekvencniho pulzu zacnou vektory magnetizace relaxovat zpét
do plvodni pozice, ktera je rovnobézna s osou z. Béhem relaxace kona vektor
magnetizace rota¢ni pohyb okolo osy z a v urCitych fazich dosahuje rozdilnych
hodnot v ose x (pokles magnetizace do nuly, poté dosahuje maximalni zaporné
hodnoty a vraci se zpét pfes nulu do maximalni kladné hodnoty). Zmény jsou
periodické, a pokud je zasadime do Casové osy, muzeme pozorovat typickou
kosinusoidu se snizujici se amplitudou. V pfistroji tyto zmény magnetizace indukuji
odpovidajici kmitavé napéti v detekéni civce a hovofime o ,free induction decay”
(FID). Pokud aplikujeme na ziskanou kosinusoidu Fourierovu transformaci bude

vysledkem spektrum zavislosti intenzity absorbovaného zafeni na jeho frekvenci.

2.1.2.1 Relaxace

Relaxaci je mySlen proces, pfi némz se magneticky moment jadra navraci do
svého rovnovazného stavu, ze kterého byl vychylen aplikaci radiofrekvenéniho
zareni (Marion D, 2013). RozliSujeme dva druhy relaxace, spin-mfizkovou relaxaci
(podélnou) a spin-spinovou relaxaci (pficnou) (Popa I, 2012). Magneticky spin
relaxuje obéma druhy sou€asné, rozdilem je, Ze podélné magnetizace se navraci
do rovnovahy ve sméru osy z (rovnovaha s nadbytkem spind +'2), s ¢asovou
konstantou T1. Na druhou stranu pfi¢na relaxace ma svoji rovhovahu v 0 (hodnota
nulové magnetizace), které dosahne za Casovou konstantu T2 (Obr. 3) ve sméru

osxay.

Ty

z-magnetizace

x/y-magnetizace

magnetizace
=

Obr. 3 Schéma vyvoje relaxaci magnetického spinu pro jednotlivé sméry v osach z a x-y v ¢ase do jejich
dosazeni rovnovahy.

Proces relaxace je sam o sobé pfirozeny, bez nutnosti vnéjSiho zasahu (Keeler
J, 2010).
13



2.1.2.1.1 Podélna relaxace

Budeme-li hovofit o spin-mfizkoveé relaxaci, jednim z vlivd na dosazeni rovnovahy
ma mechanismus nazvany ,lokalni pole®“. Tento jev je zplsoben samovolnym
vznikem oscilacéniho pole, které vytvafi pohybujici se ¢astice ve vzorku a které ma,
stejné jako aplikované radiofrekvencni zafeni, schopnost interagovat
s magnetickymi momenty atim je vychylovat zrovnovazné polohy. Takto
vychylené spiny generuji magnetické pole, jez v zavislosti na vzdalenosti od
sledovaného jaderného spinu, vétsi ¢i mensi mérou ovliviuji jeho velikost a smér.
Vzhledem k interakci dvou spinU, se tento mechanismus taktéz nazyva jako dipdl-
dipolovy.

Nejenom jaderné spiny mohou generovat magnetické pole, ale jsou to
i neparové elektrony, které vytvafi lokalni magneticka pole. Magneticky moment
elektronu je o poznani vysSi nez magneticky moment protonu. Z tohoto ddvodu je

i generované magnetické pole silnéj§i avprocesu relaxace zaujima

nezanedbatelné misto i pfes nizké koncentrace neparovych elektrona.

Jak je z nazvu relaxace patrné, nedilnou soucasti je interakce spinu s jeho
okolim (mfizkou), jez probiha pomoci molekularniho pohybu. Pfi této interakci

ztraci spin energii, ziskanou absorpci, ve formé tepla.

2.1.2.1.2 Pri¢narelaxace

Spin-spinova relaxace je stejné jako spin-mfizkova relaxace ovlivnéna
mechanismem ,lokalnich poli“. Jejich vliv je jak tzv. sekularni tak i nesekularni
(Keeler J, 2010). Sekularnim vlivem se nazyva ovlivnéni pochazejici z vnéjSiho
pole Bo obohaceného o z-slozku z ,lokalnich poli*. Za nesekularni pak pfispévek
zmensovani prumétu magnetizace do roviny X,y pfi sklapéni magnetizace do osy
Z. V dusledku nehomogenity pole dochazi k rozdilim v precesnich frekvencich
jednotlivych spind, a ztoho divodu se jejich faze stavaji nahodilymi (Popa I,
2012). Tento jev ma vliv na chemickou vymeénu a zpusobi rozsifeni signalu ve

spektru.
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2.1.3 Jaderny Overhauseriv efekt (Nuclear Overhauser Effect - NOE)

V roce 1953 byla poprvé popsana nova metoda polarizace jader Albertem W.
Overhauserem (1953), pfi jeho studiu polarizace jader kovu. Overhauser se ve své
praci zabyval zmé&nami intenzit rezonancnich signalt jednotlivych jader, pfi
ozafeni jiného jadra radiofrekvencnim zafenim. Nejedna se tedy o zmény
v chemickych posunech, které vznikaji na zakladé spin-spinovych interakci skrze
elektrochemické vazby, ale o zmény zpusobené pfenosem magnetizace z jednoho
jadra na druhé skrze prostor. Vyuziva se dipél-dipélové relaxace a vicenasobné
rezonance, kdy je jedno ze dvou prostorové blizkych jader (<5 A) saturovano
zafenim, zpuUsobujici rozdilnou distribuci magnetickych momentl (Boltzmannovy
populace) druhého jadra (Popa |, 2012). Projevem této redistribuce je zména
v rezonancni intenzité. Dokladem budiz diferencialni Solomonova rovnice miry
zmény v z-magnetizaci (Rovnice (7)):

dl, [
== RV, — 1) — 0y, (L, — 12), (7)

ktera fika, ze pokud spin dva neni v rovnovaze (I, —Ii.) # 0, mira zmény v z-

. . . . . , dl, . s ’ % ’ v .
magnetizaci u spinu jedna bude mit hodnotu podilu d—;‘-’ jez je umérny kfizové

relaxaci 012 (zména stavu jednoho spinu ovliviiuje stav spinu druhého a naopak)

a rozsahu odchylky druhého spinu od rovnovahy v ose z.

Pokud budeme uvazZovat dvouspinovy systém, ve kterém tyto dva spiny
sdileji dipolarni vazbu, ale ne vazbu chemickou (J-coupling), pak v pfipadé
stejnych jader jde o homonuklearni NOE (Hs, Hi) a v druhém pfipadé rozdilnych
jader heteronuklearni NOE (napf. Hx, Ny), Bude-li populace spinl jednoho jadra
(S) vychylena z rovnovahy, budeme stejny efekt pozorovat na intenzité signalu
spinu druhého jadra I. NOE bude definovano jako zména intenzity n{S}, dle vztahu
(Rovnice (8)):

n{s} = ~=x100%. (8)
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Podrobnéji se da NOE popsat na nejjednodussim NOE experimentu,
kterym je ,steady state. Selektivné se zde saturuje spin S, a nasledné je

aplikovan 90° pulz, diky kterému pozorujeme zménu u populace spinu | (Obr. 4).

Selektivni saturace

spinu S \‘
]

AN
90 \/

Obr. 4 Diagram pulzni sekvence NOE steady state experimentu.

Dokud je systém v rovnovaze, rozdily mezi energetickymi stavy jsou urCeny na
zakladé Boltzmanovy distribuce (Obr. 5) a dovolené prechody mezi nimi jsou

pouze jedno kvantové (Obr. 6).

88 MZ =M,
N/4 -26 -
i z — Mp
ap =28 S ap=28
Hg - o Hp Spektrum po 90° pulzu
’ ’ L
H,
H, 5
N ¥
H. T {s] —_— EEEESEE— Ba
s . N/4 VZ A T T
. ( Vg Vi
H " Hg
AP = 28 . . AP = 268
aa
N/ +2 &

Obr. 5 Energeticky diagram normalniho dvou spinového systému. Hs a Hi oznacuji protonova jadro
s frekvencemi vs a vi; a reprezentuje spinové populace na nizSi energetické hlading, B znaci
populace na vyS$si energetické hladiné; AP je symbolem pro rozdil v poCtu spinli mezi energetickymi
hladinami; & charakterizuje urcity pocet spinl; N/4 znali rovnhomérné rozdéleni spind do vSech
energetickych stav(l; Mo udava hodnotu magnetizace ve stavu rovnovahy, M:® a M/ jsou specifické
hodnoty magnetizace pro jednotliva jadra Hs a H.

Ozéfime-li jedno z jader (Hs) selektivnim nizko energetickym pulzem, bude toto

jadro vyvedeno z rovnovahy, protoze populace spint a (nizsi energie) a B (vySsi
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energie) budou shodné (Jacobsen NE, 2007). Z pohledu Hs, bude Hi kolem Hs
vykonavat rotaéni pohyb a oscilovat pro molekulu charakteristickou frekvenci,
ktera je blizka Larmorové frekvenci. Z divodu oscilaéniho pohybu Hi bude na Hs
pusobit vznikajici magnetické pole, jez zapfi€ini pokles spinové populace
energetického stavu 3 ve prospéch spinové populace na nizsi energetické hladiné
a. Toto je hlavni mechanismus pro Ti relaxaci. Jsou pozorovany jedno kvantové
pfechody mezi energetickymi hladinami spinovych populaci, ovéem bez tvoreni
NOE efektu.

Bp BB Bp

ﬁ ap Pa ap H ap
aa “aa o
Jedno kvantové Nul-kvantové Dvou kvantové
pfechody ( W1 ) prechody ( Wo) prechody ( W)

Obr. 6 Kvantové pfechody mezi jednotlivymi energetfckymi sinovymi stavy.

DalSi zpusob relaxace zahrnuje pfechod spinovych populaci u obou jader
souCasné. Prevazuji-li tedy u obou jader B populace (BB stav), mize dojit ke
spole¢nému pfechodu do aa stavu (pfevaha a spinovych populaci). Tento pfechod
se nazyva jako dvou kvantovy a jeho projevem je pozitivni NOE efekt.
Predstavime-li si extrémni situaci, kdy budeme saturovat jadro Hs, ale jako jediny
z relaxaCnich procesu by se uplatfioval dvou kvantovy pfechod a. Pokazdé kdyz
bude jeden ze spinl pfechazet z energeticky vyssSiho stavu B do stavu a, bude
s sebou strhavat ispin z jadra Hi. Pro spiny zjadra Hs se bude jednat
0 znovuobnoveni Boltzmanovy distribuce (mirné vyssi pocet spint v energetické
hladiné a), ovSem pro nesaturované spiny jadra Hi, bude tato situace znamenat
vyrazné navyseni v téZze energetické hladiné a, a tudiz vysledny rozdil mezi
obéma energetickymi hladinami (spinovymi populacemi), a zarovenn magnetizace
(Mz), bude dvojnéasobny (Obr. 7).
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Stav rovnovahy Hg saturovano Stav po dvou kvantové relaxaci

b=t ot 5 —HHHH i B —Hi o
8 ) 2 Saturace 12 8 mixing 2 4
saturafni —_— Dvou kvanfova relaxace —_—
16 pulz H_g 12 16 time 16 20
e e1ge sisatsiitesssste fastents ietpatest sapsadarienta Sttieinntasetratres

o = @~ fiHHH o =i T
Hs H} H} Hs H}
AP = 8 8 0 8 8 16
MZ = MO MO 0 MO MO 2M0

Obr. 7 Schéma zmén v rozlozeni spinovych populaci na energetickych hladinach a a B v disledku
saturace jednoho jadra a nasledné dvou kvantové relaxaci.

Kdyz za takovéhoto stavu aplikujeme 90° pulz s naslednou detekci, budeme
pozorovat, ze nesaturované jadro (pik ve spektru), bude mit dvojnasobnou

intenzitu piku oproti situaci bez saturace.

Posledni moznosti pfechodu mezi spinovymi stavy je takzvany pfechod nul-
kvantovy. Z duvodu dipolarnich interakci je mozny pfechod z a do 3, z B do a nebo
z aifs do Bias (Carbajo RJ, Neira JL, 2013). Témito pfechody se snazi o zpétné
dosazeni rovnovahy mezi aifs a Bias, ale ponechava populace aias a Bifs
nezménéné. | tento kvantovy prechod vytvafi NOE efekt, ale negativni.
Predstavme si opét extréemni situaci, kdy je jako jediny relaxacni proces umoznén
pouze jediny, v tomto pfipadé nul-kvantovy spinovy pfechod. Po saturaci jadra Hs,
zatne dochazet krelaxaci pomoci nul-kvantového spinového prechodu, jez
zpusobi navrat excitovanych spind z energetického stavu B, do stavu a. Timto
ustalovanim do pred saturacni Boltzmanovy distribuce, zpusobené molekulovymi
pohyby s nul-kvantovou frekvenci (charakterizovanou rozdilem frekvenci dvou
spinG: vo(Hs) — vo(Hi)) jsou ovliviiovany spiny jadra Hi. A to tak, ze prestupuiji
z niz8i energetické hladiny a do stavu B. Vysledny rozdil spinovych populaci pro
jadro Hi bude nulovy (Obr. 8).

Stav rovnovahy Hg saturovéno Stav po nul-kvantové relaxaci
B——.  —iHit— B —Hit—= — B —ti— —HHi—
p o Saturace 12 8 mixing 8 12
satufacni — Nul-kvanfova relaxace
16 @ 15 Hg 12 X 16 time 16 12
o —HAHRHHIET R o —HHHHR —HHHEHH— o R —HHFHH—
Hg Hr Hg Hr Hg Hp
AP= 8 8 0 8 8 0
M, = M, M, 0 M, M, 0

Obr. 8 Schéma zmén v rozlozeni spinovych populaci na energetickych hladinach a a B v disledku
saturace jednoho jadra a nasledné nul-kvantové relaxaci.
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Projevem na naméreném spektru po aplikovani 90° pulzu bude snizeni intenzity

nesaturovaného piku Hi.

Nebudeme-li uvazovat extrémni pfipady, dochazi u realnych vzorkd ke
vSem typu kvantovych pfechodd soucCasné. V diagramu energetickych hladin
u dvouspinového systému (jadra Hi a Hs) se C&tyfmi spinovymi stavy (Obr. 9)
muzeme pozorovat jeden spin od obou jader ve stavu a (aa), to stejné u stavu
B (BB). DalSi spiny zjadra Hi va stavu a zHs v 3 stavu (ap) a obracené v Ba.
Hladina energie vzrusta od stavu aa a postupuje k nejvySsi hladiné u stavu .
V diagramu jsou zachyceny i kvantové pfechody (JK — jedno kvantovy; NK — nul-

kvantovy; DK — dvou kvantovy).

H; » B8+ H;

Hs 5 00 +— H,

Obr. 9 Energeticky diagram spinovych populaci dvou spinového systému se zobrazenim moznych
kvantovych pfechodt.

Jak bude vypadat energeticky diagram, pokud budeme kontinualné, po urcity
Cas, ozafovat jedno z jader (Hs) pomoci nizko energetického zafeni o frekvenci
vs? Spiny z jadernych populaci jadra Hs, ve stavu a, budou excitovany a pfejdou

do vysSich energetickych stavi 8 (Obr. 10).
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Obr. 10 Energeticky diagram spinovych populaci po saturaci jadra Hs. Hs a Hi oznacuji protonova jadro
s frekvencemi vs a vi; a reprezentuje spinové populace na nizSi energetické hlading, B znadci
populace na vy$si energetické hlading; AP je symbolem pro rozdil v poétu spinti mezi energetickymi
hladinami; & charakterizuje urcity pocet spinl; N/4 znaci rovnomérné rozdéleni spinl do vSech
energetickych stavli; Mo udava hodnotu magnetizace ve stavu rovnovahy, M:S a M' jsou specifické
hodnoty magnetizace pro jednotliva jadra Hs a H..

Tyto pfechody zpuUsobi snizeni populace u aa stavu a u aff stavu. Oproti tomu
bude dochéazet k narustu populaci u stavu BB a Ba (aa -> Ba; af -> BB). V tomto
momenté je rozdil mezi populaénimi stavy jadra Hi shodny s rovnovaznym stavem
(AP = 208). U populacénich stavl jadra Hs vSak doslo ke zméné, kde je rozdil roven
nule. To se projevi ve spektru jako vymizeni piku reprezentujiciho jadro Hs
(s frekvenci vs). Nastane-li v této chvili dvou kvantova relaxace, ktera se snazi
0 znovu nastoleni rovnovahy v podobé Boltzmannovy distribuce, dojde k dalSim

zménam v rozdilech mezi jednotlivymi populaénimi stavy (Obr. 11).
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Obr. 11 Energeticky diagram spinovych populaci pfi dvou kvantové relaxaci. Hs a Hi oznacuji protonova
jadro s frekvencemi vs a vi; a reprezentuje spinové populace na niz$i energetické hladiné, B znaci
populace na vy$si energetické hladiné; AP je symbolem pro rozdil v po¢tu spind mezi energetickymi
hladinami; & charakterizuje urcity pocet spind; N/4 znac¢i rovnomérné rozdéleni spinl do vSech
energetickych stavll; Mo udava hodnotu magnetizace ve stavu rovnovahy, M:° a M' jsou specifické
hodnoty magnetizace pro jednotliva jadra Hs a H..

U jadra Hs jesté rozdil ve spinovych populacich nedosahuje hodnoty jako pfi
rovnovaze (AP pfi rovnovaze pro Hs je 28) a naopak rozdil v populacich u jadra H;
jiz pfevySuje hodnotu rovnovahy (AP pfi rovnovaze pro Hi je 28). Tento stav
vyvolava zmény v intenzitach jednotlivych pikld ve spektru. Kdy pro jadro vs je
z divodu poklesu magnetizace M-S o polovinu, oproti stavu v rovnovaze, sniZzena
intenzita o 50 %. V opacném pripadé plati pro jadro vi narist magnetizace M.
o polovinu. Pokud tedy po saturaci jednoho jadra, které je vzdaleno od druhého
sledovaného jadra méné nez 5A, pozorujeme sniZeni intenzity ozafovaného jadra
0 50 % a naopak neozafované jadro vykazuje narlst intenzity o stejny
procentudlni podil, mizeme, zjednoduSené, oznacit NOE efekt za prenos

z magnetizace mezi sledovanymi jadry.

Jak jiz bylo zminéno, nejjednodussim NOE experimentem, je steady state
experiment. Mezi historicky prvni se Fadi NOE difference. Princip tohoto
experimentu spociva vtom, Ze jedno jadro je saturovano nizko energetickou
kontinualni vinou o stejné frekvenci, jako je jeho vlastni, po dobu nékolika sekund.

Béhem této doby, dochazi ke zvySovani NOE efektu na prostorové blizkém jadru,
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az do dosazeni ustaleného stavu, v némz se jiz magnetizace dale nezvySuje. Po
uplynuti periody ozafovani je aplikovan 90° tvrdy pulz, ktery vychyli vSechny jadra
ve vzorku a diky nasledné precesi je generovan signal FIDu. Ozafené jadro
neposkytuje témer zadny signal, protoze v dobé aplikace tvrdého pulzu byla jeho
magnetizace v ose z témeérF nulova. Narlst intenzity blizkého jadra neni v realnych
méfenich nikterak vyrazna, ovSem pokud bude zméfeno i referencni spektrum
(Off-resonance) liSici se ve frekvenci pulzu s nizkou energii (idealné nékde na
okraji spektra) a poté bude matematicky odecteno od NOE spektra, dostaneme

spektrum rozdilové (Obr. 12).

Qzarovani pfi
on-rezonanci
NOE

o

NOE
rozdil

5 Kontrolni spektrum
Odetet

% QOzafovani jadra

Odetet

Ozafovani pfi
off-rezonanci

/\ _-NOE

\//\ vy Rozdilové
\/ spektrum
Vg

Obr. 12 Princip vzniku rozdilového NOE spektra.

Kontrola

V prubéhu €asu byly vyvinuty dalSi a daleko robustnéjsi pulzni sekvence, jez
zkratily Cas experimentu a poskytuji daleko uhlazenéjsi spektra. OvSem puvodni
smysl vyuziti NOE efektu zUstava i nadale stejny, a to je snaha zachytit interakce
pres prostor, ¢ehoz se vyuziva v konformacni analyze biomolekul, stereochemii,
urCovani mezijadernych vzdalenosti a v neposledni fadé mulzeme diky tomuto
efektu detekovat a nasledné charakterizovat vazebné interakce mezi jednotlivymi

biomolekulami.

2.1.4 Biomedicinalni vyzkum

Kratce po UspéSném osekvencovani lidského genomu, se ve svété mediciny
dostal na vysluni termin ,personalizovana medicina®“, coz mélo za nasledek
nebyvaly narlst novych farmaceutickych I€civ cilicich na celou fadu chorob (Stark
J L, Powers R, 2011). Ov8em po necelych deseti letech zacal tento trend pomalu

ustupovat. Nehledé na stale nové terapeutické cile, se mnozstvi nové schvalenych
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farmaceutickych [éCiv snizilo o bezmala polovinu. Vysvétleni se nabizi hned
nékolik, ale jedno z nich je nejvice nasnadé. Vyvoj de novo léCiva je velmi
komplexni, stoji mnoho usili a v neposledni fadé je extrémné drahy. Vzdyt 80-90
% |éCiv skoni ve fazi klinického testovani a na trh se vlbec nedostane
(Cuatrecasas P, 2006). Tyto adalsi problémy vedou nutné k pfehodnoceni
a k naslednym zménam vyvojové faze tak, aby se vyvoj léCiv stal co nejvice

efektivni.

Prvotnim krokem pfi vyvoji 1éCiva je vybér proteinového cile. Samotné
informace z bioinformatické analyzy, v podobé znalosti sekvence genu, nestaci
jako odlvodnéni vybéru pravé tohoto cile (White R H, 2006). Bezesporu je
potfebna i znalost kvartérni struktury, jez muze poskytnout vhled do molekularnich
procesu a prozradit biologickou funkci, & zpusob zapojeni proteinu do déju
zpusobujicich dané onemocnéni. Informace o struktufe mohou téz v dalSich fazich
napomoci k lepSimu porozuméni a popisu ligand-vazebnych interakci (metoda
SAR — Structure Activity Relantionship), coz povede k usnadnéni vybéru vedouci
molekuly IéCiva a jeji dalSi optimalizaci pro vysSi specificitu a efektivitu. V dnesdni
dobé je primarni metodou vedouci k identifikovani vedouci molekuly takzvany
high-throughput screaning (HTS), kdy je proskenovano obrovské mnozstvi latek,
v co mozno nejkratSim Case a co nejlevnéji. Tyto metody ovSem poskystuji velké
procento faleSné pozitivnich vysledu (Rishton G M, 1997), proto je cilem vyvijet
alternativni metody, které povedou k usnadnéni této faze ve vyvoiji Ié€iv (Macarron
R, 2006).

Jeden z pfistupl zalozeny na vztahu struktura-aktivita, ktery zefektivriuje
proces vyvoje léCiv, se nazyvd SAR pomoci nuklearni magneticka resonancni
spektroskopie (Powers R, 2009; Shuker S B, 1996). NMR pfimo detekuje
interakce mezi ligandem a proteinem (Ci jinou biomakromolekulou). Analyza
vzorku probihd v nativnich podminkach, pficemz je mozné otestovat az stovky
vzorkl béhem jednoho dne. Taktéz informace o vazebném misté spolu
s vazebnou afinitou jsou snadno zjistitelné. Pro svoji robustnost se dnes NMR
analyza vyuziva ve vSech fazich vyvoje léCiva (Jahnke W, Widmer H, 2004) (Obr.
13).
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Obr. 13 Ctyfi faze ve vyvoji IéGiva.

Prvni faze vyvoje léCiva jiz byla zminéna dfive, je to vybér proteinového
cile, urCeni jeho 3D struktury a zhodnoceni moznosti jeho vyuziti pro
charakterizaci vazebnych mist. V druhé vyvojové fazi, kde dochazi k vybéru
idealni metodiky pro testovani vazebnych interakci mezi ligandem a proteinem, je
NMR univerzalni metodou. Hlavnim vyhodou NMR je, Ze neni potfeba specificky
upravovat a ,Sit na miru“ rozdilné podminky pro kazdy jednotlivy protein nebo

vyvijet nové fluorescencné znacené ligandy.

viiwv s

nékteré z metod HTS objeveny hity, které se posléze mohou stat vedouci
strukturou. Jsou zde zcharakterizovany jak vazebna mista proteinu, tak vazebny
epitop ligandu. NMR vtomto kroku muze doplnit jinou HTS metodu nebo ji

dokonce uplné nahradit.

Jaké zmény v NMR spektrech tedy muzeme v praxi snadno a s vysokou
sensitivitou  detekovat pfi  studovani vazebnych interakcich ligandu
s biomakromolekulou? Pfikladem mohou byt zmény v chemickych posunech,
zmény v relaxacnich ¢asech, zmény difuznich konstant, zmény v NOE signalech
nebo mulze byt vyuzito zmén v saturaci jako uméru pro silu vazby mezi ligandem
a biomakromolekulou (Meyer B, 2003). V praxi jsou aplikovany dva experimentalni
pfistupy. Jeden je z pohledu proteinu, druhy z pohledu ligandu. Oba vSak maji
spole¢ny zaklad a to ten, Ze se vzdy porovnavaji naméfena spektra s a bez

pfitomnosti druhého Clena vazebné dvojice.

Pro experimentalni pfistup z pohledu proteinu je nejvice typickym
parametrem chemicky posun (Cala O et al., 2013). Zavisi totiz na chemickém okoli
pFislusnych residui. Pokud je k proteinu pfidan ligand, zmény v chemickych

posunech urci, které z residui se pfimo uc€astni protein-ligandové interakce nebo
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které z residui reprezentuji sekundarni efekty, jako jsou konformacni zmény,
z disledku ligandové vazby (Jahnke E, 2004). 1D experimenty zachycujici
proteinové spektrum se jevi jako pfilis§ slozité z divodu velkého mnozZstvi
prekryvanych pikl, proto se dava pfednost 2D experimentiim. Typickymi jsou
dvou-dimenzionalni heteronuklearni NMR experimenty (Maurer T et al., 2012), 1H-
15N HSQC nebo H-13C HSQC.

Nevyhodou u téchto experimentd je nutnost znaleni proteinu téZkymi
izotopy (*3C, ™N), znalost 3D struktury (pfifazeni residui) a také velikost proteinu
(>25 kDa). Avsak diky tomu ziskame pfesnou informaci o vazebném misté,
s pouzitim titrace ligandem i hodnotu Ko a vylou€ime faleSné pozitivni Ci faleSné

negativni pfipady (Harner M J, 2017).

U druhého z pfistupl, z pohledu ligandu, vznikla béhem dvou desetileti
fada metod, které muzeme rozdélit do tfi kategorii: testovani strukturnich
fragmentu, ligand vazebné studie a kvalitativni strukturalni provéfovani (Harner M
J, 2017). Oproti pfedchozimu pfistupu neni potfeba biomakromolekulu (protein)
ani ligand izotopicky znacit, odpada limitace v jejich velikostech a koncentrace
proteinu je Fadové nékolikanasobné nizsi. V naprosté vétsiné pfipadl jsou pouzity
1D experimenty, ve kterych (z dlivodu nizkych koncentraci biomakromolekul) jsou
piky ligandu snadno detekovatelné. Mezi nevyhody této metody se fadi nutnost
rozpustnosti ligandl ve vodé, detekce i nespecifickych interakci a pokud jsou

vazebna interakce az pfili$ silné, nemusi byt vibec detekovany.

Kterych efektll se vyuziva pro rozliSeni vazaného ligandu a jeho volné
formy? Ve fazi, kdy je vytvofen komplex protein-ligand, pfebira docasné
nizkomolekularni latka vlastnosti proteinu. Vykazuje tak rychlejSi relaxaci,
pomalejsi difuzi a vétsSi NOE (Jahnke W, 2004). Na zakladé téchto poznatku byly
vyvinuty metody pro jejich detekci. T2R je nazev metody detekujici rapidni narust
pFicni relaxace, s Casem T2, ktera ma za nasledek rozSifeni protonovych piku ve
spektru pro vzorek ligandu s proteinem (Hajduk P J et al., 1997). Pfi porovnani
s referenénim spektrem (bez pFitomnosti proteinu) budou piky ligandu ve vazbé
tlumené. Hojné vyuzivané jsou dvé metody pracujici na bazi NOE efektu, Water-

Ligand Observed via Gradient SpectroscopY (WaterLOGSY) a Saturation Transfer
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Diffrence (STD). Principem u prvni ze zmifilovanych metod, WaterLOGSY, je
pfenos magnetizace z protont molekul vody na protony molekul ligandu (Dalvit C
et al., 2000; Dalvit C et al., 2001). Kdyz je pfedpokladany ligand ve volném stavu,
tak z dlvodu rychlého Brownova pohybu molekul ligandu a vody dochazi k tvorbé
slabého pozitivnihno NOE efektu. Naopak pokud je ligand ve vazbé, vykazuje
znaky proteinu, a pfenesena magnetizace zpUsobi negativni NOE efekt. Diky
obracenym efektim tak muzeme rozliSit vazané ligandy od nevazanych. Ve

vysledném spektru se projevi jako negativni, respektive pozitivni piky (Obr. 14).

Iradiace molekul vody ‘ ‘ ‘ ‘
vence

Referencni spektrum bez uZiti WaterLOGSY pulzni sek

Q Nevazané molekuly vody
a Qo e
Q Q
o a @ ¢
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o]
Q a Q

o i
a e Ne-ligand
Q

Molekuly vody
uéasnici se vazby Spektrum po vyuZiti WaterLOGSY pulzni sekvence

Obr. 14 Schématické zobrazeni principu WaterLOGSY experimentu (Unione L et al., 2014; upraveno).

wrwve

jeho selektivnim ozafovanim pomoci nizko-energetického radiofrekvencniho
zareni s urcitou frekvenci. Saturace se rozSifi po celém proteinu vlivem NOE
aspinové difaize adale bude pfenesena na navazany ligand skrze
mezimolekularni NOE. Vlivem rychlé chemické vymény ligandu mezi vazanym
a volnym stavem, mizeme detekovat excitované protony ligandu ve volném stavu
(Wang Y et al., 2004). Tento pfenos magnetizace produkuje negativni NOE efekt,
ktery zpuUsobi snizeni intenzity pikd ucastnicich se protein-ligandové vazby.
Odectem referencniho spektra (vzniklé ozafovanim mimo pozice proteinovych
pikl) od ziskaného spekira se specifickym ozafovanim proteinové frekvence
ziskame spektrum diferencni, jez reprezentuje NOE efekt u jednotlivych protonu,

vlivem protein-ligandové vazby (Obr. 15).
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Obr. 15 Schématické znazornéni principu STD experimentu.

Metoda byla publikovana jako rychla a vhodna pro testovani knihoven
potencialnich proteinovych ligandu s hodnotou Kp v rozmezi mM-uM (Mayer M,
Meyer B, 1999). V praxi jsou vzorky pfipravovany tak, Zze se v roztoku nachazi
velky prebytek ligandu oproti proteinu (1:100 az 1:1000) (Cala O, 2013).
Koncentrace proteinu se odviji od jeho velikosti, kdy plati pravidlo, Zze ¢im vétsi
protein, tim mensi koncentrace, ovSem bézné hodnoty jsou v fadech od stovek uM
po 10! nM. Hodna satura¢niho ¢asu je vrozmezi od 1-2 s. Bezesporu mezi
proteinového signalu (nej¢astéji methylovych skupin). Pro spektrum bez saturace
proteinu se voli frekvence mimo vSechny mozné signaly. Nejmodernéjsi pulzni
sekvence pro STD dokazi vyvinout dostatecné silny radiofrekvencni pulz, ktery
zvysi citlivost i pro proteiny s velikosti mensi nez 70 kDa. DalSim vylepSenim je
moznost po sobé jdouciho stfidavého méfeni dvou spekter (jedno s on-rezonanci
a druhé s off-rezonanci) Tato funkce potladuje vznik excitaéni artefaktl u ligandu
(Xia Y. et al, 2010). Vyraznym posunem kupfedu byla kombinace STD
experimentu a pulznich sekvenci pro potlageni signalu vody (Furihata K, 2009,
2010).
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Ctvrtou a zaroven posledni fazi ve vyvoji lé¢iv je optimalizace nalezenych
vedoucich struktur (Jahnke W, 2003), ve smyslu zvySeni vazebné afinity, zvySeni
selektivity a dodani farmakologického a farmakokinetického profilu. NMR muze
poskytnout informace i vtéto fazi napfiklad v podobé& dynamickych informaci

o protein-ligandovém komplexu €i detekci vazby léCiva na proteiny krevni plazmy.

2.2 Cytokinin oxidasa/dehydrogenasa

Z mnoha latek pusobicich v rostlinach mdzeme vyzdvihnout derivaty adeninu
nesouci N®-isoprenoidni nebo N®-aromaticky postranni fetézec. Tyto rostlinné
hormony, cytokininy, se uc€astni fady kliCovych procesu v ristu a vyvoji rostliny,
jako jsou bunécné déleni, vyvoj prytu a kofene, apikalni dominance a klic¢eni
semen (Mok DWS, Mok MC, 2001). Z téchto divodu je pro rostlinu esencialni, aby
udrzovala urc€itou hladinu cytokininl. To se muize dit vice zpUsoby, jako je
regulace v jejich syntéze, buné&fna kompartmentace, Ci jejich inaktivace
a degradace (Hare PD, van Staden J, 1994).

Enzym zodpovédny za katabolismus a inaktivaci cytokininG je cytokinin
oxidasa/dehydrogenasa (CKX; EC 1.5.99.12). V roce 1971 jeji aktivitu jako prvni
objevil V. Paces, ktery pfistudiu tabakovych bunéénych extraktl pozoroval
pfeménu N&-(2-isopentenyl) adeninu na adenin (Paces V et al, 1971).
V nasledujicich letech byla aktivita CKX detekovana v rozli€nych rostlinnych
druzich, napfiklad v kukufici (Whitty CD, Hall RH, 1974), pSenici, fazolich, ryZi
a s¢ji. Déle se diky celo-genomovym analyzam podafilo zjistit, Ze jsou enzymy
CKX kédovany genovymi rodinami s rozdilnym poc¢tem ¢lenu. U rostlinného druhu
Arabidopsis thaliana bylo prokazano 7 CKX genl (AtCKX1-AtCKX7)
(Schmdlling T et al., 2003), u ryze to bylo 11 gent (Werner T et al., 2006),
u kukufice 13 genu (Vyroubalova et al., 2009) a u je€mene byl zjistén stejny pocet
jako u Arabidopsis, tedy 7 CKX genl (Galuszka P et al., 2004).

Od roku 1974, kdy publikovali svoji praci Whity a Hall, se pfedpokladalo, ze
CKX pro svoji aktivitu, inaktivaci cytokininG reakci pfes iminovy meziprodukt

(Laloue M, Fox JE, 1985), potfebuji v aktivnim misté vazany kationt médi
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a molekularni kyslik jako elektronovy akceptor (Whitty CD, Hall RH, 1974). Z toho
ddvodu byl enzym klasifikovan jako aminoxidasa obsahujici méd (EC 1.4.3.6).
Ovsem v navaznosti na pozorovani Chatfielda a Armstronga (1987), pfi kterém
byla zjisténa substituce molekularniho kysliku za médno-imidazolovy komplex,
a skuteCnosti, Zze aminooxidasa nedokaze odstépit sekundarni aminoskupiny
z cytokininu, které jsou inhibitory enzymu (Galuszka P et al., 1998), se stala tato
klasifikace ponékud zavadéjici. Rozhodujici milnik nastal pfi Uspé&Sném
naklonovani CKX genu z kukufice. Zjistilo se, ze ZmCKX1 obsahuje flavin-vazajici
doménu (Morris RO et al.,, 1999) a taktéz byl nalezen GHS motiv naznacujici
moznost kovalentni vazby enzymu na FAD skrze histidinovy zbytek (Houba-Hérin
N et al.,, 1999). Tyto poznatky jsou podpofeny znacnou inhibici CKX enzymu
pomoci inhibitor( flavoproteinovych oxidoreduktas (Houba-Hérin N et al., 1999;
Galuszka P et al., 2001). Ve své praci se Galuszka na zakladé testovani dalSich
moznych elektronovych akceptort pfiklani k moznosti, Zze pokud je CKX aktivita
zvySena diky jednomu z analogu ubiquinonu, muzeme pfedpokladat elektronovy
prenos pomoci flavinového kofaktoru do druhého redoxniho centra enzymu, ktery
jej dale predava pravé ubiquinonu. Obdobny elektronovy pfenos pozorujeme
u membranového proteinu, sukcinat dehydrogenasy. Vlivem téchto okolnosti je
zahodno klasifikovat CKX jako cytokinin dehydrogenasu a nikoli jako oxidasu
(Galuszka P et al, 2001).

Principem inaktivace cytokinini pomoci CKX je jednokrokové odstépeni
postranniho fetézce na N° substituovaném misté. Reakce probiha dehydrogenaci
cytokininu pfes iminovy meziprodukt, na adenin a pfislusny aldehyd (Obr. 16).
Reakce se ucastni kovalentné vazany kofaktor FAD, ktery se b&hem reakce
redukuje na FADH. Pfi reoxidaci kofaktoru (FADH -> FAD) dochazi k pfedani dvou

elektronl na elektronovy akceptor (Werner T et al., 2006).
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Obr. 16 Degradace substratu iP enzymem cytokinindehydrogenasou (CKX) s kovalentn& vazanym FAD

(upraveno podle Werner T et al., 2006).

Jednotlivé AtCKX enzymy se odliSuji svymi biochemickymi vlastnostmi,
regulaci exprese a subcelularni lokalizaci (Schmdlling T et al., 2003). Studiem
exprimovanych isoforem byl objeven N-terminalni hydrofobni peptid, diky kterému
dochazi k funkéni diverzifikaci. Ctyfi proteiny (AtCKX2, AtCKX4, AtCKX5, AtCKX6)
jsou zaméfeny na rostlinné sekrecCni drahy a lokalizovany v apoplastu. DalSi dva
proteiny (AtCKX1, AtCKX3) byly lokalizovany pomoci GFP ve vakuolach,
konkrétné AtCKX3 v centralni vakuole a AtCKX1 pouze v malych vakuolach
(Werner T et al., 2003). U jako jediné isoformy, AtCKX7, nebyl objeven zadny
signalni peptid, jeho lokalizace se tedy na zakladé intracelularni exprese
rekombinantniho proteinu v E. coli a Pichia pastoris pfedpoklada v cytosolu
(Kowalska M et al., 2010).

Jak jiz bylo zminéno, sekvenovanim genomu Arabidopsis thaliana bylo
objeveno 7 homolognich genu kédujicich CKX proteiny. Na chromozomu 1 byl
objeven gen pro AtCKX5, na druhém chromozomu jsou umistény dva geny pro
AtCKX1 a AtCKX2, treti chromozom obsahuje gen pro AtCKX6, gen pro AtCKX4
je umistén na chromozomu 4 a posledni dva geny (AtCKX3 a AtCKX7) jsou
shodné na chromozomu 5 (Bilyeu KD et al., 2001). Predikované velikosti proteinu
jsou fadoveé 60 kDa, ovSem proteiny podléhaji post-translaénim Upravam, zejména
Cetnym glykosylacim, jez finalni velikost ovlivhuji (Gu R et al., 2010). Ke
glykosylaci muze dochazet na nékolika shodnych N-glykosylacnich mistech. Tato
post-translaéni modifikace ma vliv na enzymovou aktivitu (napfiklad udava pH
optimum), dale na translokaci enzymu a na proteinovou stabilitu (Schmdlling T
et al., 2003).
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V této diplomové praci byl pouzit enzym AtCKX2 ziskany z geneticky
modifikované P. pastoris (pGAPZa:AtCKX2). Velikost proteinu byla pomoci SDS-
PAGE elektroforézy stanovena na 61 kDa (Frébortova J et al.,, 2007). OvSem
nutno podotknout, Ze enzym byl exprimovan v Saccharomyces cerevisiae.
Krystalova struktura proteinu z Arabidopsis thaliana nebyla doposud ziskana,
zatim je kdispozici pouze enzym z kukufice seté ZmCKO2 (Obr. 17; 4MLB8),

exprimovan v E. coli (Morera S et al., 2016).

Obr. 17 3D struktura CKX enzymu z kukufice seté, ZmCKO2; 4ML8.

AtCKX2 je nejvice studovanym a také nejvice zastoupenym proteinem
v Arabidopsis, zejména v jeji vrcholové Casti (Werner T et al., 2003), ze vSech
7 CKX isoforem. Nové poznatky ohledné aktivity a funkce CKX protein vedou téz
k lepSimu pochopeni jejich role v rostlinné fyziologii a ve vyvoiji rostlin (Schmilling
T et al., 2003). Existuje spoustu postupq, jak docilit vyfazeni CKX z jeji pfirozené
aktivity. Jednim z nich je pouziti specifického inhibitoru, a to nam pravé otevira
dvefe pro vyuziti robustni techniky NMR k otestovani velkého mnozstvi latek jako

prekurzor( pro budouci potencionalni inhibitory.
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3 Material a metodika

3.1 Chemikalie

D20 - deuterovana voda (100 atom % D), Aldrich
DMSO-ds — dimethyl sulfoxid-d (99,9 atom % D), Aldrich
NaCl — chlorid sodny, Sigma-Aldrich

NaH2PO4 - dihydrogenfosfore€nan sodny, Merck
NaOH — 1M hydroxid sodny, Penta

HSA — lidsky sérovy albumin, Sigma-Aldrich
6-CHs-D,L-tryptofan — 6-methyl-D,L-tryptofan, Sigma-Aldrich
N,N-dimethylanilin — 99 %, Merch-Schachardt
6-chloropurin — 99 %, Sigma-Aldrich

Ac. Acetylsalicylicum — 98 %, Tamda a.s.

Benzylamin — 99 %, Aldrich

Anilin — 98 %, Fluka

N,N‘-dimethyltoluen — 97 %, Fluka

6-chloropurin ribosid 97 %, Olchemim

m-anisidin — 97 %, Aldrich

deuterovany fosfatovy pufr — 75 mM, pH = 7,5, NaCl = 150 mM v D20
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3.2 Pracovni postupy

3.2.1 Priprava CKX enzymu

Prvnim krokem byla pfiprava prekultury, ktera probihala ve sterilnim prostfedi
flowboxu. Byla provedena inokulace 1,8 mL YPD média s 0,2 mL 20% vodnym
roztokem glukosy a 8 uL zeocinu (koncentrace 25 mg/mL) pomoci zamrazené
kultury (-80 °C) P. pastoris pGAPZa:AtCKX2. Antibiotikum zeocin bylo pfed
pouzitim zvortexovano a sto€eno na stolni centrifuze. Takto pfipravena prekultura
byla za tmy kultivovana 48 h pfi 30 °C a 130 rpm na tfepacce.

Druhym krokem bylo prepipetovani 2 mL prekultury do 250 mL
Erlenmayerovy barnky k 43 mL YPD média s 5 mL 20 % vodného roztoku glukosy.
Erlenmayerova banka s roztokem byla kultivovana 24 h pfi 30 °C a 130 rpm na
tfepacce.

Poslednimi kroky pfipravy enzymu byly: V pfedem vychlazené centrifuze na
4 °C centrifugovat mlé€né bilou kulturu po dobu 10 minut pfi 10000 rpm, vysledny
supernatant byl slit a bylo upraveno pH na hodnotu 8 pomoci 1 M Tris/HCI (pH 8;
12,8 mL). Pfitomnost CKX enzymu byla ovéfena testem na CKX aktivitu, ktera
dosahovala hodnot 323,6 pKat/mL.

Finalni krokem byla sterilizace média s enzymem pfes 0,2 uM filtr. Zasobni
roztok byl poté skladovan v lednici.

Pavodnich 50 mL zasobniho roztoku s enzymem bylo zkoncentrovano
pomoci Amicon Ultra-15 (NMWL 15) na 500 pL. Koncentrace 201 mM byla

stanovena metodou Bradfordové (Bradford M M, 1976).
3.2.2 Nuklearné magneticka rezonancni spektroskopie
Spektra nuklearni magnetické rezonance byla ziskana na pfistroji Jeol 500 ECA

pri frekvenci 500 MHz pro jadra 'H. Pouzita rozpoustédla byla vzdy deuterovana
(D20; DMSO-d6).
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3.2.2.1 Priprava vzorkii pro STD experimenty

3.2.2.1.1 HSA

Pro vzorky s lidskym sérovym albuminem byl pfipraven zasobni roztok,
o koncentraci 50 pM, rozpusténim 10 mg HSA ve 3 mL deuterovaného
fosfatového pufru, ktery byl nasledné skladovan ve 4°C. DalSim zasobnim
roztokem byl 5mM roztok ligandu. Ten vznikl rozpusténim 5 mg 6-CHs-D,L-
tryptofanu v 5 mL DMSO-d6.

Vzorek pro STD build-up experiment byl pfipraven z 200 pL zasobniho
roztoku ligandu, 200 pL zésobniho roztoku HSA a 100 pL deuterovaného

fosfatového pufru.

Vzorky pro determinaci Ko a asto byly pfipraveny dle nasledujici tabulky 1.

Tabulka 1. Objemy jednotlivych roztok( pro tvorbu vzorkd k uréeni Kp a astp,
Zasobni roztok
6-CH3-D,L-  Zasobni roztok Deuterovany
Vzorek tryptofan [pL] HSA [pL] fosfatovy pufr [uL] Pomér Ligand/Protein

D1 10 200 290 5
D2 20 200 280 10
D3 40 200 260 20
D4 80 200 220 40
D5 100 200 200 50
D6 140 200 160 70
D7 200 200 100 100
3.2.2.1.2 CKX2

Pro pfipravu vzorkda k testovani interakci mezi proteinem CKX2 a vybranymi
ligandy byly pouzity aliquoty ze zasobniho roztoku CKX2 (201 mM) a to 0,638 mM,
100 uM a 83 uM. Z duvodu odliSnych vlastnosti rozpustnosti jednotlivych liganda,
byly uzity odliSné koncentrace prakticky pro kazdy jednotlivy vzorek (Tabulka 2.),

ovSem stale byl zachovan pomér Ligand/Protein minimalné 100:1.
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Tabulka 2. Tabulka pipetovanych roztokd pro pFipravu vzorkll k testovani detekce interakci ligandu
s proteinem CKX2.

Zasobni
roztok  Aliqout CKX2
ligandu vd-
v D,O fosfatovém Aliquot CKX2 Pomér
Ligand [mM] pufru [mM] Ligand [pL] [pL] Ligand/Protein
m-anisidin 91 0,638 250 250 143
N,N-dimethylalanin 81 0,638 250 250 127
Anilin 324 0,638 125 250 254
1,3-dimethylurea 324 0,638 125 250 254
6-chlorpurin ribosid 20 0,1 125 250 100
Benzylamin 20 0,1 125 250 100
Acetyl salicylova
kyselina 16,6 0,083 125 250 200
6-chlorpurin 16,6 0,083 125 250 200

Ligandy Anilin a 1,3-dimethylurea byly testovany spole¢né v jedné kyveté, stejné
tak jako dvojice 6-chlorpurin ribosid — Benyzylamin a Acetyl salicylova kyselina —

6-chlorpurin.

K ovéfeni chemickych posunl jednotlivych ligandd (1D 'H experimenty) byly
pripraveny vzorky o objemu 500 pL obsahujicich zasobni roztoky ligandd
v deuterované vodé. Jejich koncentrace zasobnich roztok( jsou zaznamenany

v tabulce 2.

3.2.2.2 STD experiment

Pfed samotnym STD experimentem bylo provedeno nékolik dalSich ukonu. Poté
co byl vzorek umistén do stroje, teplota byla nastavena na stabilni hodnotu 30°C,
probéhlo automatické ladéni sondy (tune and match), vzorek byl ,zalokovan
a zashimmovan®. Pomoci standartniho experimentu byla stanovena hodnota 90°

pulzu. V dalSim kroku byla urCena frekvence pro ozafovani proteinového piku
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s uzitim experimentu wgh.jxp, ktery potlaCuje signal vody a proteinové piky jsou
poté intenzivnéjsi.

Byla vybrana pulzni sekvence sat transfer_difference_wgh_2d_b
s parametrem outer_scans. Jednad se o0 optimalizovanou pseudo 2D pulzni
sekvenci klasického STD experimentu, obohacenou o pulzy potlacujici signal vody
(wgh) a parametr outer_scans, ktery zpusobuje stfidavé méfeni dvou spekter

(jedno s on-rezonanci a druhé s off-rezonanci). Diky témto dvéma, po sobé

jdoucim méfenim se zabrariuje vzniku excitacnich artefaktt u pikd ligandu.

Samotné nastaveni sat_transfer_difference_wgh 2d b  experimentu

zahrnuije:

e Spusténi automatického urceni receiver gain.

e Vypnuti spinovani, ponechani vyhfivani sondy.

e Nastaveni x_offset na pozici signélu vody.

e Nastaveni poctu scanu na hodnotu ,1“ a upraveni poctu outer_scans (dle
koncentrace vzorku v rozmezi 128-1024).

e Pro nastaveni pulzu, x_pulse pouzit zjist€nou hodnotu 90° pulzu.

e Std_sel _onresso nastavit na pozici piku proteinu (idealné methylovych
skupiny které se vyskytuji v rozsahu od 1 do -1 ppm).

e Std_sel_offreso nastavit mimo vSechny signaly (napf¥. -10 ppm).

e Wgh_pulse pouzit opét hodnotu 90° pulzu.

e Wgh grad_amp bylo optimalizovano na 60 [mT/m] v separatnim
experimentu.

e Std_loop (ovliviuje relaxacni ¢as) nastavit u experimentt pro uréeni Ko na
125 (relax. ¢as bude 2,5s), pro Build-up experiment hodnoty 20; 38; 50; 65;
75; 100; 125; 150; 200.

e Relaxation_delay ustanoveno na 5 s.

3.2.3 Zpracovani vysledkii

Analyza NMR spekter probihala pomoci programu Delta NMR Processing and

Control Software v5.0.2 ve verzi pro Windows. Vysledné 1D spektrum bylo
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sfazovano a uloZeno. Nasledné byl otevien “Data slade“ obsahujici dvé spektra.
Prvni bylo zméfeno pfi ozafovani na pozici proteinového signalu a druhé na pozici
-10 ppm. Tyto dvé spektra byla od sebe, pomoci funkce Operate on files,

odectena a vysledné spektrum reprezentovalo STD efekt.

Uréeni hodnoty Kp a asto spolu s tvorbou grafl a curve fitting bylo
provedeno pomoci programu Prism 5, verze 5.00 pro Windows.
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4 Vysledky

4.1 STD Build-up experiment

Pro analyzu STD efektu byl vyuzit amplifikacni faktor (Astp), ktery byl vypocitan
pro kazdy protonovy signal v urcitém saturacnim Case, dle Rovnice (9).

I,-I [Lly _ & (1]
Agrp = J_,:AT F}r = % F}r, 9)

kde lo reprezentuje referencni intenzitu signalu, Isat je hodnota intenzity po
saturaénim pulzu a [L]1/[P] zastupuje molarni pomér relativniho pfistupu ligandu
k proteinu. Pfi vytvofeni grafu zavislosti STD amplifikacniho faktoru na saturaénim

Case (Graf 1) dostdvame z hodnot (Tabulka 3), jasny vzrustajici trend (Build-up)

STD efektu v zavislosti na zvySujicim se saturacnim Case.

Tabulka 3. Data rozdilnych hodnot amplifikacniho faktoru v zavislosti na saturaénim ¢ase pro jednotlivé
protony ligandu.

Amplifika¢ni faktor kalkulovany pro jednotlivé

protony
Saturacni cas

[s] H-4 H-7 H-1 H-5 CH3
0,50 0,67 0,67 0,44 0,68 0,55
0,75 1,07 1,15 1,00 1,34 0,82
1,00 1,37 1,85 1,22 1,61 1,17
1,25 1,79 2,27 1,52 2,33 1,54
1,50 2,13 2,74 1,68 2,49 1,65
2,00 2,54 3,51 2,39 3,03 2,25
2,50 2,78 3,87 2,83 3,38 2,53
3,00 2,93 4,66 3,19 3,79 2,62
4,00 3,29 5,08 3,44 3,99 2,89
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Graf 1. STD amplifika¢ni faktor jako funkce saturacniho ¢asu.

Narust STD efektu je pozorovatelny i u STD-NMR spekter (Obr. 18).

CH
DMSO-d6

H9

70 6.0 50 40 30 20
X : parts per Million : Proton

Obr. 18 STD-NMR spektra zobrazujici narlist STD efektu z divodu prodluzovani saturaéniho ¢asu
od 0,5spo4,0s.
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4.2 Urceni hodnoty Kp

Jednoduchou titraci ligandu bylo zméfeno 7 spekter. Pfi jejich porovnani muzeme
pozorovat narlst STD efektu v zavislosti se zvySujici se koncentraci ligandu (Obr.
19).
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Obr. 19 STD-NMR spektra zobrazujici narGst STD efektu v zavislosti na zvySujici se koncentraci
ligandu, 6-CHzs-D,L-tryptofanu, v pfitomnosti stejné koncentrace HSA.

Aplikujeme-li stejnou rovnici (9), jako v pfipadé STD Build-up experimentu,
ziskame opét charakteristiku STD efektu v podobé amplifikaéniho faktoru Asto.
Hodnoty amplifikacniho faktoru z tabulky Cislo 4, mizeme poté analyzovat pomoci
curve fitting programu (Prism 5) jako funkci podobnou hyperbolické Michaelis-
Mentenové, a tim ziskat Kp hodnotu ligandu, danou primérem Kp hodnot pro

jednotlivé protony.
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Tabulka 4. Data rozdilnych hodnot amplifikaéniho faktoru v zavislosti na koncentraci 6-CHs-D,L-
tryptofanu pro jednotlivé protony.

Amplifikacni faktor kalkulovany pro
jednotlivé protony

Koncentrace
ligandu H-4 H-7 H-1 H-5 CH3
[mM]

0,1 0,68 0,74 0,71 0,75 0,53

0,2 0,95 1,20 1,12 1,18 0,64

0,4 1,29 1,74 1,51 1,34 0,90

0,8 1,83 2,43 1,70 1,92 1,23

1 1,89 2,63 2,11 2,14 1,45

1,4 1,96 2,96 2,05 2,35 1,85

2 2,80 4,23 2,92 3,36 2,64

Analogem rovnice Michaelis-Mentenové je rovnice (10):

_ astpl]
S0 gp+ll’

(10)

kde asto odpovida maximalnimu amplifikaénimu faktoru, [L] koncentraci

ligandu.

KdyZ promitneme hodnoty amplifikaéniho faktoru oproti koncentraci ligandu

v jednotlivych méfenich a vyuzijeme curve fitting s rovnici 10, ziskame graf Cislo 2.

(4}

F =N
1

w
1

-~ H-4
= H-7

-+ H-1

STD amplifikacni faktor

0""I""l""l“"l'

0.75
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Graf 2. STD amplifikaéni faktor jako funkce koncentrace ligandu. Kfivky reprezentuji fit na zakladé

rovnice ¢. 10.
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Vysledna hodnota Kp byla uréena jako pramér hodnot Kp pro jednotlivé

protony a dle vypoctu dosahuje hodnoty 393 + 25 uM.
4.3 Aplikace STD experimentu pro testovani ligandii u CKX2
S pouzitim optimalizované pulzni sekvence (sat_transfer_difference_wgh_2d b

s parametrem outer_scans) byla naméfena STD spektra ligandl s proteinem
CKX2.
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Obr.20 V horni ¢&asti 'H spektrum latky m-anisidinu v deuterované vodé. V doini ¢asti STD
diferenéni spektrum zobrazujici piky m-anisidinu interagujici s CKX2 s pouzitim 128 outer scand.
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Obr. 21 V horni ¢asti *H spektrum latky N,N-dimethylalaninu v deuterované vodé. V dolni ¢asti STD
diferen¢ni spektrum zobrazujici piky N,N-dimethylalaninu interagujici s CKX2 s pouzitim 512

outer scanu.

43



abundance

HHy

4H2H
3H-1H-5H 5 1

3. .
anilin

21 L

D20

B o
53
“E Ty W
H H

. 1,3-dimethylurea

D20

1H-2H

STD diferenéni spektrum

X : parts per Million : Proton

Obr. 22 V horni ¢asti 'H spektra latek anilinu a 1,3-dimethylurey v deuterované vodé. V dolni ¢asti
STD diferencni spektrum zobrazujici piky anilinu a 1,3-dimethylurey interagujici s CKX2

s pouzitim 512 outer scanu.
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Obr. 23 V horni ¢asti 'H spektra latek 6-chlorpurin ribosidu a benzylaminu v deuterované vodé.
V dolni ¢asti STD diferenéni spektrum zobrazujici piky 6-chlorpurin ribosidu a benzylaminu
interagujici s CKX2 s pouzitim 1024 outer scand.
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Obr. 24 V horni ¢asti H spektra latek kyseliny acetyl salycilové a 6-chlorpurinu v deuterované vodé.

V dolni ¢asti STD diferenéni spektrum zobrazujici piky kyseliny acetyl salycilové a 6-chlorpurinu
interagujici s CKX2 s pouzitim 128 outer scant.
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5 Diskuze

Od prvni publikace STD-NMR metody, popsané jako rychld a vhodna pro
testovani knihoven potencionalnich ligandl s hodnotou Kp v rozmezi od mM po
MM, ubéhla jiz fada let (Mayer M, Meyer B, 1999). V navaznosti na tuto metodu
publikoval Meyer B. a Petersem T. (2003) ¢lanek, ve kterém vyuzil amplifikacniho
faktoru jako charakteristiku STD efektu. Pfi zavadéni metody STD pro studium
ligand-proteinovych interakci pouZil ve své praci Wang Y. S. et a. (2004) lidsky
sérovy albumin (HSA) spolu s nizkomolekularnim ligandem 6-methyl-D,L,-
tryptofanem. Stejné latky pouzil béhem svého vyzkumu i Viegas A. et al (2011),

kdyz vytvofil navod pro své studenty, ktefi dochazeli do jeho kurzu.

Pfed samotnym studiem interakci CKX2 s ligandem bylo nutno ovéfit
spolehlivost STD experimentu v podminkach pfitomnych na pracovisti. Jako
reference poslouZzil postup Viegase pro interakci HSA s 6-methyl-D,L,-tryptofanem.
Jelikoz Viegas pracoval se stroji firmy Bruker a na pracovisti oddéleni chemické
biologie a genetiky je spektrometr firmy JEOL bylo nutné ovéfit pulsni sekvenci.
Standartni pulzni sekvence pro STD experiment poskytovala pouze vyhotovené
STD spektrum, ov8em pro potfeby vypoctu amplifikacniho faktoru je potfeba znat
i hodnoty intenzit z nesaturovaného spektra. Po konzultaci s vyrobcem
spektrometru, firma JEOL poskytla sérii novych pulznich sekvenci, které jsme
otestovali. NejvhodnéjSi pulzni sekvence (sat _transfer_difference_wgh_2d b
s parametrem outer_scans) umozriuje ziskat vSechny potfebné informace, a navic
limituje vznik excitaCnich artefakti. Pomoci této pulzni sekvence byly naméreny
spektra vzorkd obsahujicich HSA a 6-CHs-D,L-tryptofan v poméru 1:100. Prvotnim
cilem byl takzvany Build-up experiment, kdy byl zachovavan molarni pomér
protein-ligand, ale ménil se saturacni ¢as v sekundach (0,50; 0,75; 1,00; 1,25;
1,50; 2,00; 2,50; 3,00; 4,00). To mélo za nasledek narlist amplifikaéniho faktoru,
respektive STD efektu (Obr. 25A). Narast STD efektu mél obdobny prubéh, jaky

byl ukazan Viegasem pro pulsni sekvenci na spektrometru Bruker (Obr. 25B)
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Obr. 25 Grafy zavislosti amplifikacniho faktoru na saturadnim ¢ase. Graf A reprezentuje nami zjisténé
hodnoty amplifikaéniho faktoru pfi rozdilnych saturaénich &asech [s] (0,50; 0,75; 1,00; 1,25; 1,50;
2,00; 2,50; 3,00; 4,00). Graf B zobrazuje zavislost amplifikacniho faktoru na saturaénim Gase,
prevzato a upraveno Figure 3. z Viegas A. et al. (2011).

Druhym cilem k ovéfeni spolehlivosti pulsni sekvence bylo ureni disociacni
konstanty Kp. Byla vytvofena série vzorku, obdobna titraCnim experimentim,
s liSicimi se koncentracemi ligandu v mM (0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1; 1,4; 2). Saturacni
Cas byl zachovan pro v8echny vzorky ato 2,5 s. Dle vztahu 9, byly vypocitany
amplifikaéni faktory, jez byly aplikovany do grafu jako zavislost Astp ha
koncentraci ligandu. Vzniklymi body byly nasledné prolozeny predikované kfivky
na bazi analogie s rovnici dle Michaelis-Mentenové (Rovnice 10). Pomoci tohoto
vztahu byla poté urCena i primérna hodna Kp (ze vS8ech Kp hodnot protonu
ligandu) pro 6-methyl-D,L-tryptofan, 393 + 25 umol L1. Kp zjisténé Viegasem bylo
400 = 73 pmol L. Oproti tomu hodnoty Kp pro tento systém v jiné literatuie
uvadéji 37 umol L (Dalvit C et al., 2002). Tento desetinasobny rozdil ilustruje
jednu z limitaci pfimého vypoctu disocia¢ni konstanty z STD experimentu, a to ten,
ze pomoci STD-NMR experimentu nejsme schopni urcit specifické a nespecifické
vazebné interakce (Ji Z et al., 2009). VySe zminénymi vysledky bylo ovéfeno, ze
pulsni sekvence produkuje velmi podobna data jako sekvence od firmy Bruker

a byla pouzita pro prvotni studii ligand-proteinovych interakci s enzymem AtCKX2.

Jak jiz bylo zminéno, enzym AtCKX2 je jednim z nejvice studovanych
a nejvice zastoupenych proteinu v Arabidopsis thaliana (Werner T et al., 2003).

Z divodu dosud nekompletné prostudovanych vlivi cytokinini na rast a vyvoj
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rostlin, se jevi moznost inhibovat jeden z enzymu podilejici se pravé na regulaci
cytokininG v rostliné jako slibny krok v jejich dalSim studiu. V dnesni dobé jiz
existuje fada inhibitor cytokinin oxidasy/dehydrogenasy (Zatloukal M et al., 2008;
Aremu A O et al., 2014).

Exprese, izolace a purifikace proteinu AtCKX2 z P. pastoris byla provedena
uspésné, kdyz se podafilo izolovat vzorek o koncentraci 201 mM a objemu 500 uL.
Jeho aktivita byla stanovena na 323,6 pKat / mL. Oproti velikosti proteinu
exprimovaného v Saccharomyces cerevisiae (61 kDa), zmifiované v praci J.
Frébortoveé et al. (2007) bude velikost AtCKX2 z P. pastoris v rozmezi od 15 do 30
kDa a to na zakladé toho, Zze pfi zakoncentrovavani vzorku pomoci systému
Amicon Ultra-15, nebyl protein zachycen na sité s velikosti do 30 kDa, ale byl
zachycen az na sité s velikosti do 15 kDa. Pravdépodobné bude protein postradat
nékteré posttranslacni modifikace, jako je napfiklad glykosylace (Amstrong D J,
1994 in Mok D W S, Mok M C, 2001).

Pro prvotni experimenty byly za ligandy interagujici s CKX2 enzymem
vybrany znamé cytokininy jako jsou kinetin, 6-benzylaminopurin a INCYDE. STD
spektra téchto latek se vSak nepodafilo zméfit, z divodu malé rozpustnosti téchto
latek ve vodnych roztocich. Abychom zabranili precipitovani latek ve vodném
pufru, kde se nachazel protein, a zachovali pfitom jejich koncentraci alesponi
v fadu jednotek mM, museli bychom mit v roztoku pfebytek DMSO oproti vodé. To
ale neni mozné, protoze jsme zjistili, Zze i pfi 5 % koncentraci DMSO ve vodé
dochazi k denaturaci proteinu. Proto byly na zakladé strukturni analogie s jiz
prokazanymi inhibitory CKX enzymu (Aremu A O et al., 2014; Zatloukal M et al.,
2008) zvoleny ligandy s dostateCnou rozpustnosti ve vodé. Jednalo se pfevazné
o rlizné fragmenty inhibitorl odvozenych od 6-anilinopurinu. Zvolenymi fragmenty
byly me-anisidin, N,N-dimethylanilin, 6-chloropurin, benzylamin, anilin, N,N‘-

dimethylurea, 6-chloropurin ribosid.

V STD diferenénim spektru s latkou m-anisidinem (Obr. 26) pozorujeme

STD efekt u vdech protona.
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Obr. 26 Protony m-anisidinu interagujici s CKX2 enzymem znazornéné v STD diferenénim spektru

prazdnou Sipkou.

Latka pravdépodobné zapada cela do jedné z proteinovych kavit, ve které

interaguje s proteinem vodikovymi vazbami. U latky N,N-dimethylanilinu (Obr. 27)

nastava stejna situace jako u m-anisidinu. Veskeré protony interaguji s CKX2, diky

¢emuz detekujeme signaly vSech jejich protont v STD diferenénim spektru.
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Obr. 27 Protony N,N-dimethylalaninu interagujici s proteinem CKX2 (prazdna Sipka).

Jednou z vyhod STD metody je i moznost testovat v jednom experimentu
najednou vice latek (bézné 5-10 latek v jednom vzorku (Krishna N R, Berliner L J
2003). Proto jsme pokusné otestovali alespon dvé latky souCasné, a to anilin
a 1,3-dimethylureu (Obr. 28).
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Obr. 28 Protony anilinu interagujici s proteinem CKX2 (prazdna Sipka), plna Sipka reprezentuje protony
1,3-dimethylurey interagujici s proteinem CKX2.

V STD diferenénim spektru detekujeme vSechny aromatické protony anilinu,
ktery opét pravdépodobné zapada do nékteré z kavit proteinu. Ve spektru je

viditelny i signal odpovidajici methylovym skupinam 1,3-dimethylurey.

Pfi dalSim multikomponentnim experimentu byly testovany spole¢né latky 6-

chlorpurin ribosid a benzylamin (Obr. 29).
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Obr. 29 Protony 6-chlorpurin ribosidu interagujici s CKX2 (prazdna Sipka), interagujici protony
benzylaminu (plna Sipka).

Je velice dobfe patrné, Ze jedinymi protony, které interaguji s CKX2
enzymem v pfipadé 6-chlorpurin ribosidu jsou aromatické protony purinového
heterocyklu a nikoliv protony rib6zy. Takovyto vysledek nam jednozna¢né ukazuje
na specifickou orientaci ligandu pfi vazbé& na protein. Mizeme tedy usuzovat, Ze
purinova jednotka 6-chlorpurin ribosidu je v kavité enzymu, kdezto rib6za vné
respektive nevytvaii zadnou pfimo interakci s enzymem. V pfipadé benzylaminu je
patrné, Ze vazebnou interakci vykazuji aromatické protony, kdezto protony
methylenového muistku ne. Podle STD diferencniho spektra (pik s posunem 7,5
ppm) ovSem nelze presnéji urcit, ktery &i které aromatické protony vazbu vykazuiji.
Latka tudiz interaguje s enzymem jen svoji aromatickou ¢asti, ,alifaticka“ ¢ast je

orientovana mimo enzym.

V poslednim experimentu byly zméfeny latky 6-chlorpurin a acetyl

salicylova kyselina (Obr. 30).
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Obr. 30 Protony 6-chlorpurinu interagujici s CKX2 reprezentuji prazdné Sipky, plné Sipky zobrazuji
protony acetyl salicylové kyseliny interagujici s enzymem CKX2.

Zde STD diferen¢ni spektrum vykazuje interakci enzymu s 6-chlorpurinem.
Takovyto vysledek naznacCuje skuteCnost, Ze 6-chlorpurin zapada cely do
proteinové kavity, coz odpovida interakci enzymu s 6-chlorpurin ribosidem. U
kyseliny acetylsalicilové byl zaznamenan STD efekt pro protony acetylové skupiny
(5H), kdezto u aromatickych protonu (2-4H) je tento efekt velmi slaby. To muaze

naznacovat nespecifické interakce.

Jak jiz bylo zminéno dfive, jako hlavni nevyhoda STD experimentu je, ze
nedokazeme jednoduse rozliSit specifické a nespecifické vazebné interakce. Pro
rozliSeni téchto interakci musi nasledovat dalSi ovéfovaci experimenty, a to bud
kvantitativnim STD experimentem (Cala O, Krimm |, 2015) nebo titraci se siln&jSim
(Ci lépe rozpustnym) kompetitivnim ligandem (pokud je k dispozici), &i jinou

biofyzikalni metodou (Silvestre L H et al., 2013).
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Cilem této diplomové prace bylo zavedeni nové metody studia ligand-proteinovych
interakci pomoci nuklearni magnetické rezonancéni spektroskopie na pracovisti
oddéleni chemické biologie a genetiky Centra regionu Hana pro zemédélsky

a biotechnologicky vyzkum.

Pro tento ucel byla s pomoci firmy JEOL optimalizovana pulzni sekvence
pro STD experiment, aby co nejlépe vyhovovala nasim potfebam. Tato sekvence
byla otestovana na znamém komplexu HSA - 6-methyl-D,L-tryptofan, kdy byla
snaha replikovat znamé hodnoty charakterizujici vazebnou interakci, jako je kfivka

amplifikacniho faktoru €i Kb.

Po uspésném zopakovani STD experimentu a tudiz ovéfeni, Zze i v naSich
podminkéch tato metoda funguje, byla otestovana fada pravdépodobnych ligandu
na purifikovaném proteinu CKX2. | zde se podafilo prokazat interakce mezi
jednotlivymi ligandy a proteinem. Na zakladé postupu uvedeném v této praci je tak
mozné vyuzivat danou metodu jako rutinni metodu zejména pfi vyvoji novych

biologicky aktivnich latek pomoci takzvaného fragmentového pfistupu.
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