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ABSTRAKT

ABSTRAKT

Betain homocystein ~ S-methyltransferasa (BHMT) a betain homocystein
S-methyltransferasa 2 (BHMT-2) jsou sav¢i cytozolické metaloenzymy. Oba tyto enzymy se
Gcastni metabolizmu homocysteinu (Hcy), konkrétné jeho remethylace, predevsim v
jaternich a také ledvinnych burnikach. BHMT piendsi methylovou skupinu z betainu na L-Hcy
za vzniku L-methioninu a dimethylglycinu (DMG). BHMT-2 pfenasi methylovou skupinu z
S-methylmethioninu (SMM) také na L-Hcy za vzniku dvou molekul L-methioninu. Poruchy
v metabolizmu Hcy mohou vést k tzv. hyperhomocysteinemii nebo homocystinurii, které
mohou mit souvislost s fadou patologickych staviil 2 BHMT je jiz relativné dobte
prozkoumanym enzymem. Je zndma jeji krystalova struktura®, reakéni mechanizmus? 3,
pfipravena byla fada inhibitori tohoto enzymu® 7, které umoznily také in vivo studie, a
nedavno se po dlouhé dobé podaftilo vyvinout Bhmt-/- mys$i models. Vyzkum BHMT-2 je
oproti tomu teprve v zacétcich a fyziologické funkce BHMT-2 zistavaji stile nezndmé.
Divodem je velka nestabilita BHMT-2 a také absence selektivnich inhibitortt. BHMT a
BHMT-2 jsou velmi podobné enzymy, které maji 73% identitu v primarni sekvenci'.

Vysledky této dizerta¢ni prace poskytuji nové informace o vlastnostech a strukturnich
pozadavcich aktivniho centra BHMT. Tyto informace byly ziskdny pomoci tficeti nové
pripravenych nizkomolekuldrnich latek, u kterych byla testovéna sila jejich inhibice vaci
rekombinantni BHMT. Déle se ndm podaftilo optimalizovat purifikaci a stabilizovat BHMT-2,
a to ko-purifikaci s pfibuznym enzymem BHMT. Tyto vysledky naznacuji specifickou
interakci obou enzymi, ktera byla potvrzena nativni elektroforézou. Vyvinuli jsme dosud
jediny silny a zaroven selektivni inhibitor BHMT-2, ktery miize byt diilezitym nastrojem pro
dalsi in wvivo studie tohoto enzymu. Testovdnim vlivu inhibice BHMT a simulované
hyperhomocysteinemie na bunécnou linii HepG2, BHiMTHepG2 a lidské hepatocyty pomoci
2-DE, MS a LC-MS/MS jsme pomohli lépe objasnit odezvu a schopnost jaternich bunék
vypoiadat se s narusenym metabolizmem Hcy. Dtlezitym vysledkem této dizertac¢ni préace je
také objev katalytické aktivace BHMT a zdroven ovlivnéni jeji substratové specifity
draselnymi ionty. Pomoci molekulového modelovani, pfipravenych mutantnich forem
BHMT a krystalografie jsme také popsali vazbu a diilezitou strukturni roli draselnych ionta
v blizkosti aktivniho mista BHMT.

Celkové miizeme konstatovat, Ze tato prace poskytla fadu novych a cennych poznatkt
o fyzikalné-chemickych a biochemickych vlastnostech enzymt BHMT a BHMT-2. Poskytla

nové inhibitory obou enzymii a pfinesla nové poznatky o funkci BHMT v jaternich burikach.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Betaine homocysteine S-methyltransferase (BHMT) and betaine homocysteine
S-methyltransferase 2 (BHMT-2) are mammalian cytosolic metalloenzymes. They both
participate in the metabolism of homocysteine (Hcy), specifically Hcy remethylation, mainly
in liver and kidney cells. BHMT catalyzes the transfer of a methyl group from betaine to
L-Hcy, yielding L-methionine and dimethylglycine (DMG). BHMT-2 catalyzes the transfer of
a methyl group from S-methylmethionine (SMM) to L-Hcy as well, yielding two molecules of
L-methionine. Disorders in Hcy metabolism could lead to the so called hyper-
homocysteinemia and homocystinuria, which can be connected with several pathological
conditions® 2. BHMT is already relatively well characterized enzyme. Its crystal structure?
and reaction mechanism* > have been described and a series of BHMT inhibitors have been
prepared® 7. The specific inhibitors enabled further in vivo studies and, recently, Bhmt-/- mice
model has been successfully developeds. In contrast, the research of BHMT-2 is still at the
beginning and physiological functions of the enzyme are unknown so far. The reason is that
BHMT-2 is a highly unstable enzyme and also there is a lack of selective BHMT-2 inhibitors.
BHMT and BHMT-2 are very similar enzymes which have 73% amino acid identity?.

This thesis provides new information about properties and structural requirements of
the active site of BHMT. This information was obtained after testing the BHMT inhibition by
30 newly prepared low molecular weight compounds. We further optimized the purification
of BHMT-2 and stabilized it by a co-purification with its related enzyme, BHMT. These
results indicate specific interaction of these enzymes which was proved by native
electrophoresis. We developed the first potent and selective inhibitor for BHMT-2. The
compound can be an important tool for further in vivo studies on BHMT-2. Studies on an
impact of BHMT inhibition and simulated hyperhomocysteinemia, which were tested on
HepG2, BEIMTHepG2 cell lines and human hepatocytes using 2-DE, MS and LC-MS/MS, shed
light on a response and an ability of liver cells to cope with disturbed Hcy metabolism. An
important result of this thesis is also the discovery of a catalytic activation of BHMT together
with changes in its substrate specificity caused by potassium ions. Moreover, we described
binding and important structural role of potassium ions close to the BHMT active site using
theoretical calculations, newly prepared BHMT mutants and protein crystallography.

In conclusion, this work provides innovative and valuable findings about
physico-chemical and biochemical properties of BHMT and BMHT-2. It provides new BHMT
and BHMT-2 inhibitors and brings new knowledge about BHMT function in liver cells.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2DE dvourozmérna elektroforéza

Apo Al apolipoprotein Al

BHMT betain-homocystein S-methyltransferasa
BHMT-2 betain-homocystein S-methyltransferasa 2

BEIMTHepG2  bunéc¢nd linie HepG2 se zaklonovanym genem pro BHMT

CBHcy S-(4-karboxybutyl)-DL-homocystein
CBS cystathioninf synthasa

CGL cystathioniny lyasa

DMG dimethylglycin

Fib-y fibrinogen gamma

GNMT glycin N-methyltransferasa

GSH glutathion (redukovana forma)
GSSG glutathion (oxidovana forma)

Hcy homocystein

HepG2 bunécn4 linie slouZici jako model lidskych hepatocytii
HMT homocystein methyltransferasa
MAT methioninadenosyl transferasa

MS methionin synthasa

MSR methionin synthasa reduktasa
MTHEFR methylentetrahydrofolat reduktasa
OAT ornithin aminotransferasa

PEPCK1 fosfoenolpyruvéat karboxykinasa
ROS reaktivni formy kysliku

SAH S-adenosyl-homocystein

SAHH S-adenosyl-homocystein hydrolasa
SAM S-adenosyl-methionin

SDS-PAGE elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti

dodecylsulfatu sodného

SHMT serin hydroxymethyltransferasa
SMM S-methylmethionin

TCEP tris(2-karboxyethyl)fosfin

THF tetrahydrofolat
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1. UVOD

Predkladand dizertacni prace je zaméfena na zdkladni studium dvou lidskych enzyma:
betain-homocystein S-methyltrasferasy (BHMT) a betain-homocystein S-methyltrasferasy 2
(BHMT-2). BHMT a BHMT-2 jsou dva ze tfi enzym schopnych metabolizovat homocystein
(Hcy) v burikach sav¢ich jater a ledvin. Timto se podili na metabolizmu dalsich dilezitych
latek jako napt. glutathionu (GSH), S-adenosylmethioninu (SAM) nebo tetrahydrofoldtu
(THF). Regulace aktivity BHMT je spojovdna sfadou onemocnéni, obzvlasté pak s
kardiovaskuldrnimi chorobami ¢i rakovinou. Studium BHMT-2 je teprve na samém pocatku
a fyziologické funkce tohoto enzymu jsou dosud neznamé.

Vyzkum obou enzymti je souc¢asti projektu skupiny RNDr. Jiftho Jirac¢ka CsC. z Ustavu
organické chemie a biochemie AV CR, v.v.i. Béhem feseni projektu byly publikovéany ¢lanky
v odbornych ¢asopisech, z nichz nékteré se staly zadkladem této dizertacni préce a jsou tedy
jeji soucasti. Jejich plné znéni je piilozeno jako piilohy ¢. 1-6. Nasledujici seznam téchto

publikaci je uveden v poradi, které odpovida jejich fazeni ve vysledcich (kapitola 5).

1. Mladkova, J.; Paterova, J.; Diamond, C. E.; Tryon, K.; Jungwirth, P.; Koutmos, M.;
Garrow, T. A,; Jiracek, ]J. Structural Role of Potassium Ions in the Catalytic Activity of
Betaine-Homocysteine = S-Methyltransferase. Manuskript pfipraveny k odeslani
do ¢asopisu Journal of Biological Chemistry.

Podil doktorandky asi 70%.

2. Vanék, V.; Budésinsky, M.; Kabeleovd, P.; Sanda, M.; Kozisek, M.; Hanclova, 1;
Mladkova, J.; Brynda, J.; Rosenberg, I; Koutmos, M.; Garrow, T. A.; Jiracek, J.
Structure-Activity Study of New Inhibitors of Human Betaine-Homocysteine
S-Methyltransferase. Journal of Medicinal Chemistry 2009, 52, 3652-3665.

Podil doktorandky asi 10%.

3. Picha, J.; Vanék, V.; Budésinsky, M.; Mlddkova, |.; Garrow, T. A, Jiracek, J. The
Development of a New Class of Inhibitors for Betaine-Homocysteine
S-Methyltransferase. European Journal of Medicinal Chemistry 2013, 65, 256-275.

Podil doktorandky asi 30%.
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Kotinek, M.; Sistek, V.; Mladkov, J.; Mikes, P.; Jiracek, J.; Selicharova, I. Quantification
of Homocysteine-related Metabolites and the Role of Betaine-homocysteine
S-methyltransferase in HepG2 Cells. Biomedical Chromatography 2013, 27, 111-121.

Podil doktorandky asi 30%.

Selicharovi, 1.; Kofinek, Demianova, Z.; Chrudinova, M.; Mladkov4, |.; Jiracek, J. Effect
of Hyperhomocysteinemia and Betaine-Homocysteine S-Methyltransferase Inhibition
on Hepatocyte Metabolites and the Proteome. BBA- Proteins and Proteomics 2013, 1834,
1596-1606.

Podil doktorandky asi 10%.

Mladkovd, J.; Vanék, V.; Budésinsky, M. G.; Elbert, T.; Demianové, Z.; Garrow, T. A.;
Jiracek, J. Double-Headed Sulfur-Linked Amino Acids As First Inhibitors for
Betaine-Homocysteine S-Methyltransferase 2. Journal of Medicinal Chemistry 2012, 55,
6822-6831.

Podil doktorandky asi 80%.
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2. PREHLED PROBLEMATIKY Z LITERATURY
2.1 Metabolizmus homocysteinu

Homocystein (Hcy) je sirnd neesencidlni aminokyselina, ktera se nevyskytuje
v primdrnich proteinovych sekvencich. Metabolizmus Hcy je mezi¢lankem v metabolizmu
sirnych aminokyselin, kde se propojuje methioninovy a foldtovy cyklus (viz obrazek 1).
Spolu sadenosinem je Hcy produktem reakce katalyzované S-adenosylhomocystein
hydrolysou (SAHH) rozstépenim S-adenosylhomocysteinu (SAH), ktery vznikd demethylaci
S-adenosylmethioninu (SAM). Tato cesta vedouci ke vzniku Hcy je reverzibilni a
termodynamicky naklonéna k syntéze SAH - silného inhibitoru mnoha methyla¢nich reakci®.
Hcy mtze byt dale metabolizovan nékolika enzymatickymi reakcemi, které se 1isi hodnotami
K. Bunika tedy podle svych potfeb mtize upfednostnit nékterou z moznych cest a to a)
transsulfuracni cestu, b) remethyla¢ni cestu a nebo c) export Hey z buriky do krevni plazmy.

K pro CBS k Hcy je ~5 mM, zatimco K pro MS i BHMT k Hcy jsou v mikromolarnich
koncentracich012. Na druhou stranu je hodnota ket BHMT pfiblizné 1000krat mensi nez keat
MS, které je ale v jaternich burikdch méné!3. Pfeména Hcy na methionin nakonec probiha
vyrovnané: ~50 % ptlisobenim CBS transsulfurac¢ni cestou a ~50 % remethyla¢ni cestou, na
které se BHMT a MS podili piiblizné stejné.

Transsulfura¢ni cesta vede ksyntéze cystathioninu a cysteinu. Kromé enzymu
katalyzujicich tyto reakce, cystathionin P synthasy (CBS) a cystathionin y lyasy (CGL),
pozaduje transsulfurace pfitomnost kofaktoru vitaminu Bs. Cystein je pak dale pouzit pfi
syntéze proteint ¢i glutathionu (GSH). Bylo prokdzéno, ze ~50 % cysteinu obsaZeného
v GSH pochazi z SAM néslednou pfeménou Hcy transsulfuraéni cestou'® 5. GSH mitize byt
v burice oxidovan (forma GSSG), pomér GSH/GSSG je povazovan za celkovou miru
oxida¢niho stavu buriky?e.

Remethyla¢ni cesta vede ke vzniku methioninu. Toto mutze probihat katalyzou bud’
methionin  synthasy (MS) za pfitomnosti vitaminu B12, betain-homocystein
S-methyltransferasou (BHMT), nebo betain-homocystein S-methyltransferasou 2 (BHMT-2),
kde kazdy enzym ma jiny donor methylové skupiny. Tyto tfi enzymy takto propojuji
metabolizmus Hcy sfolatovym a fosfatidylcholinovym?®. Na rozdil od MS, ktera je
exprimovana ve vétsiné organech, je remethylace enzymy BHMT a BHMT-2 omezena jen na

buriky jater a ledvin'’. Enzymy BHMT a BHMT-2 jsou podrobné diskutovany dale. Vznikly
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methionin je pak opétovné pifeménén na SAM reakci katalyzovanou methionin
adenosyltransferasou (MAT). SAM je pfeménén na SAH a ten déle na Hcy a cyklus se mtze
opakovat?® (viz obrazek 1).

Dalsi dva enzymy, které se podili na metabolizmu Hcy jsou methylentetrahydrofolat
reduktasa (MTHFR) a methionin synthasa reduktasa (MSR). MTHRF redukuje
5,10-methylentetrahydrofolat na 5-methyltetrahydrofolat, coz je substrat MS. MSR je enzym,
ktery obnovuje oxidovanou MS a uvadi ji tak zpét do aktivni formy?8. Na konci padesatych
let minulého stoleti byla vkrysich jaternich butikdch objevena jesté dalsi
homocysteinmethyltransferasa (HMT), a to SAM-HMT?™.

Hcy je tvofen ve vSech lidskych orgénech. Nicméné jatra zpracovavaji 48 % clovékem

pfijatého methioninu® 2, a proto jsou povazovana za hlavni misto regulace Hcy?2!.
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Protein
A

ATP FFi + Fi

) Methionin »  S-pdenosylmeathionin (SAM)
Serin Ak MAT

Glycin THF Methionin
SHMT ¥
Dimethylglycin (DMG)

5, 10-CHz-THF methylransferasy

W= BHMT, BHMT-2

MTHFFE \\“-Beiain <—— Cholin %-CHa
>P|:-trava
S-mathyimathionin (ShM)

5-CHs-THF
Y
SAHH

Homocystain (Hoy) - m = S-adenosylhomocystein (SAH)

Serin Adenosin HzO
D CBS
H20
¥
Cystathionin
Hz0
D 3
NHa + o ketobutyrat
¥
Cystein T~ ® pryigin
Taurin ¥ Glutathion [(GSH)
Oxidacea

Obrazek 1: Schéma metabolizmu homocysteinu. MAT, methioninadenosyl transferasa;
SAHH, S-adenosyl-homocystein hydrolasa; BHMT, betain-homocystein S-methyltransferasa;
BHMT-2, betain-homocystein S-methyltransferasa 2; MS, methionin synthasa; CBS,
cystathioninB synthasa; CGL, cystathioniny lyasa; MTHFR, methyletetrahydrofolat
reduktasa; SHMT, serin hydroxymethyltransferasa; THF, tetrahydrofolat; DMG,
dimethylglycin; SMM, S-methylmethionin; X, akceptor methylové skupiny. Prevzato? a

upraveno.
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2.2 Regulace, funkce a poruchy metabolizmu homocysteinu

Remethylace Hcy je kritickym krokem syntézy SAM - donoru methylové skupiny pro
vsechny biologické methyla¢ni reakce?. Vétsina methylovych skupin ziskanych pfeménou
SAM je déle pouzita pro biosyntézu fosfatidylcholinu ¢i kreatinu?. Vzhledem k tomu, Ze
SAM je alosterickym aktivatorem CBS, kterd limituje rychlost syntézy cysteinu a nésledné
GSH, muze tak ovliviiovat transsulfura¢ni cestu metabolizmu Hcy?. Za oxidac¢nich
podminek je aktivita CBS zvySend stejné tak jako preména Hcy na cystein a nasledné
glutathion!® 4 26, Tato regulace metabolizmu Hcy je dilezita pfi oxida¢nim stresu buriky,
kdy je vyssi potfeba glutathionul®. Antioxidanty (napi. katalasa, superoxid dismutasa a
nékteré derivaty vit E) naopak sniZzuji pfeménu Hcy transsulfura¢ni cestou. SAM je zaroven
inhibitorem MTHFR?.

Metabolizmus Hcy je vysoce zavisly na zdrojich methylovych skupin a kofaktort
ziskanych v potravé, a je proto stravou ovlivnitelny. Hlavnimi zdroji jsou methionin,
methylfolat a cholin 2.

Enzym BHMT remethyla¢ni cestou navraci jednu ze tfi methylovych skupin, které byly
spotfebovany na syntézu cholinu. Ten miize byt jak v jednotlivych tkdnich syntetizovén, tak
ziskavan z potravy. Cholin, patfici do skupiny vitaminG B%*, vznika z fosfatidylcholinu -
jednoho z hlavnich membranovych fosfolipida. Takto se vytvofi 95% celkového mnozZstvi
cholinu v sav¢ich tkanich. Cholin je v burice pouzivan k biosyntéze bunéénych membrén,
molekul bunécné signalizace a dale jako osmolyt a prekurzor neurotransmiteru
acetylcholinu® 32, V mitochondriich jaternich a ledvinnych bunék miize byt cholin pfeménén
zpét na fosfatidylcholin nebo ireverzibilné oxidovan na betain® 33. Transport betainu
z mitochodrii probiha pravdépodobné pasivni diftizi, Zadny proces znacici aktivni transport
nebyl dosud identifikovan34.

Betain mé dvé klicové fyziologické funkce: a) pfirodni osmolyt bunék, ktery chrani
buriku pfed osmotickych stresem35%7, vysokou teplotou ¢i iontovou silou? a apoptosou® ¥ a
b) donor methylové skupiny pfi remethylaci Hcy za vzniku methioninu®. Tyto dvé funkce
jsou na sobé zavislé; exprese BHMT je s vyssi osmolalitou redukovana, tudiz pfi nedostatku
osmolyth je metabolizmus betainu potlacen#-42. Dosud neni zndm zadny jiny enzym kromé
BMHT, ktery by metabolizoval betain. BHMT ma4 tedy znac¢ny vliv na regulaci koncentrace

betainu, a opac¢né®. Betain obnovuje také spravny pomér SAM:SAH (tzv. ,methyla¢ni
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index”), ktery udava pravdépodobnost methylace*. Betain je zaroven i lipotropni latkou.
Chrani tedy pfed akumulaci tuk® v jatrech#>. Obecné chrani jatra proti toxickym latkam,
zlepsuje funkci jater a podstatné snizuje bilirubin v plazmé 4. Buiiky ziskavaji betain bud’
potravou, nebo oxidaci cholinu. Hlavnim zdrojem betainu ve stravé jsou moiské plody,
pseni¢né klicky, otruby a zelenina jako $pendt nebo fepa%.

Methionin je aminokyselina nutna pro vyvoj a rast savéich bunék a pro vétsinu
methyla¢nich reakci, kde slouzi jako donor methylu. Nedostatek methioninu v lidskych
butikach dramaticky zvysuje aktivitu BHMT#. DMG vznika z betainu katalyzou BHMT, coz
je u savct dosud jedina zndma cesta. P¥itomnost DMG tak miize byt povazovana za diikaz,
ze Hcy je methylovan pomoci BHMT?,

Hlavni biochemicka role folatu (vit Bo) je pfenos methylové skupiny, proto je folat
dtlezitym faktorem pfi syntéze a opravach DNA a také pfi methyla¢nich reakcich. Folat je
nutny kmnoha dal$im biochemickym cestdm, které zahrnuji napf. metabolizmus
aminokyselin (Gly, Ser, Thr, Tyr, His a Met)*.

SMM, taktéZz nazyvan vitamin U, se nachazi ve vysokych koncentracich pouze
v rostlinné potraveé jako je zeli, brokolice, chfest, ¢esnek, pSenice, soja, zeleny ¢aj a ofisky* 0.

Schopnost lidskych bunék syntetizovat SMM dosud nebyla pozorovéna.

2.2.1 Formy homocysteinu

Pfi biosyntéze proteini mutze Hcy predstavovat komplikaci vzhledem ke své
podobnosti s methioninem, leucinem a isoleucinem?3!. P¥i zdméné s aminokyselinami dochazi
v prvnim kroku k aktivaci Hey za vzniku Hcy-AMP. Tato forma ale jiz neni pfenesena na
tRNA, a nevstupuje tedy do genetického kédu. Hcy-AMP je nasledné odbourans2 3.

Hcy je pravdépodobné nejreaktivnéjsi aminokyselina v biologickém systémud!.
Thiolova skupina Hcy je pfi fyziologickém pH reaktivnéjsi nez u cysteinu®. V plazmé je
oxidovana, coz je doprovazeno vznikem reaktivnich forem kysliku (ROS). Vznika tak
homocystin a smiSené disulfidy, které predstavuji vétSinovou formu této aminokyseliny
v krevnim obéhu's. Kromé pfemény Hcy remethylacni ¢i transsulfuracni cestou mize byt
tedy Hcy preméniovdn na dalsi metabolity, jako napf. Hcy thiolakton, homocystin nebo

S-nitrosohomocystein atd>. Mozné formy plazmatického Hcy jsou na obrazku 2.
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Obrazek 2: Mozné formy Hcy v plazmé.

Za fyziologickych podminek je Hcy thiolakton neutralni molekulou a volné difunduje
bunéénou membranou’5%’. Thioesterovd vazba Hcy thiolaktonu snadno reaguje
s nukleofilnimi skupinami, obzvlasté s volnymi Ne-aminoskupinami lysinGt obsaZenymi
v proteinech3. Takto modifikované proteiny podléhaji rychleji oxidaci, coz vede ke zméné
jejich struktury a funkce, a to miZe vést k vaznym zdravotnim komplikacim. Napiiklad
inaktivace lysinoxidasy zptsobend Hcy thiolaktonem mtize hrét roli pfi abnormalitach
vyvoje kosti, které jsou taktéz patrné u déti trpicich hyperhomocysteinemiis!. Hcy thiolakton
je také velmi reaktivni vhci aldehydém (napt. pyridoxalfosfatu nebo streptomycinu)%. Jeho
reaktivity se vyuZilo pfi chemickych modifikacich proteinti, kdy vznikaly N-acetylované

derivaty Hcy thiolaktonu®.
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Bylo prokazano, Ze Hcy thiolakton je velmi toxicky pro centrdlni nervovy systém,
nicméné mechanizmus tohoto jevu neni zcela objasnén® ¢!. Predpoklada se, Ze toxicita Hcy
thiolaktonu je diisledkem jeho vlivu na metabolizmus kyseliny homocysteinové - silného
neurotransmiteru2. Dale se zjistilo, Ze lidské rakovinné bunky produkuji vice Hcy
thiolaktonu nez buriky zdravése 6. Hcy thiolakton zptisobuje stejné jako Hcy apoptézu
bunéké 65, ovSem jiz pri Sedesatkrat nizsi koncentraci oproti Hcy®4 6.

S-nitroso-Hcy je taktéz strukturné podobny methioninu a teoreticky by mohl
nahrazovat methionin v biosyntéze proteinti. Oproti Hcy ale S-nitroso-Hcy nemd volnou
thiolovou skupinu, ¢imZ se nepfedpoklddd jeho pfeména na Hcy thiolakton, a mtze byt tedy
prenesen na tRNA. S-nitroso-Hcy pravdépodobné existuje in vivo, u lidi jesté detekovan ale

nebyl5l. S-nitrosothioly jsou obecné dtlezitou slozkou NO-dependentni signdlni drahy®”.

2.2.2 Nemoci spojené s poruchami metabolizmu homocysteinu

Zajem o problematiku tykajici se Hcy a jeho metabolizmu se béhem poslednich let
zvysil vzhledem k rizikim, které jsou spojeny s jeho vysokou koncentraci v krevni plazmé.
Na rozdil od ostatnich intraceluldrnich thiolovych slouc¢enin (GSH, cystein) je Hcy pro buriku
ve vys$ich koncentracich toxicky®. Hcy je povazovan za rizikovy faktor kardiovaskularnich
chorob®, lupénky”0, nedostate¢né cinnosti ledvin”, rozstépu patefe’2, Alzheimerovy
choroby”s 74, komplikace v téhotenstvi’> 76, poruchy nervové soustavy?’-7%, osteopordzy,
demence®? atd.

Nedostatek folatu, substrdtu pro MS, mize zvySovat poskozeni DNASL 82, vyskyt
nadort® a snizit schopnost oprav DNAS3* 8 pravdépodobné kvili akumulaci Hey. Zmény
v methylacich DNA mohou byt ale zplsobeny nékolika faktory, vcetné zmeén
v koncentracich SAM a/nebo SAH.

Nizka koncentrace betainu a cholinu v plazmé zptsobuje u lidi hypomethylaci DNASe
a je spojovana s vy$sim vyskytem tukti a dal$ich latek vyskytujicich se u metabolického
syndromu?’. Pfi nedostatku cholinu byla prokdzana akumulace mastnych kyselin v jatrechss
89 a zvysend pravdépodobnost vyskytu karcinomu jater® 9. Mirné vyssi koncentrace Hcy je
ovSsem v populaci obvykla (10-20%)%. Zplisobend miize byt genetickymi i negenetickymi
faktory (napf. stravou chudou na vitamin B, Bi2 ¢i folat). Zvysend koncentrace Hey v plazmé

je pak oznacovéna za hyperhomocysteinemii.
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Hyperhomocysteinemie

Fyziologickd hladina Hcy v plazmé se pohybuje mezi 5-15 uM. Vy3$si koncentrace Hcy
se oznacuje jako hyperhomocysteinemie a rozdéluje se do tii skupin: mirna (15-30uM),
stfedni (31-100pM) a tézka (> 100uM). Tézka hyperhomocysteinemie mize byt zptisobena
dédi¢nym nedostatkem enzymii Hcy metabolizmu, nej¢astéji ale mutacemi enzymu CBS?.
BéZzné se také vyskytuje pii cirhdze jater??, kdy je inhibovédna biosyntéza SAM?% %. Chronicky
nadbytek Hcy vede naopak k vy$§imu mnoZstvi SAH, a tim ovlivnéni SAM:SAH poméru®.

Vliv nadmiry Hcy, jakoZto oxidantu vyvoldvajici oxida¢ni stres, je povazovan za
pricinu in vivo? % a iv vitro®® peroxidace lipid a Spatné regulace metabolizmu sterolG'%.
Dalsim vlivem je taktéZ porucha funkce endothelialnich bunék diky redukci NO a glutathion
peroxidasy, coz zptlisobi snizenou koncentraci GSH v buitice!®. NO ma4 silné vasodilata¢ni
ucinky. Za normalnich podminek se tcastni detoxifikace Hcy a to jeho pfeménou na
S-nitrosohomocystein, ktery ma taktéz vasodilata¢ni Gcinky a ktery inhibuje funkci krevnich
desticek!0l. Glutathion peroxidasa katalyzuje pfeménu peroxidu vodiku, ktery vznikd mimo
jiné autooxidaci Hcy a ktery zaroven pravdépodobné ovliviiuje dostupnost NO v buricel02.

Aktivace defektnich enzymt piislusnymi kofaktory nebo jejich prekurzory (folat,
vitaminy Bs, B12) jako prevence nebo lé¢ba hyperhomocysteinemie sice snizuji u pacientt
hladinu Hcy103 104, ale 1éc¢ba zdvisi také na piic¢iné a vaznosti daného defektu. Pokud tento
pristup nepomuzZe, byva pfistoupeno k poddvani betainu a kyseliny listové s cilem zesilit

jinou z cest metabolizmu Hcy?105 106,

Homocystinurie

Véazné homocysteinemie zplisobené vrozenymi homozygotnimi genetickymi
dysfunkcemi jsou c¢asto nazyvany homocystinurii. Homocystinurie je multisystémové
onemocnéni zpusobené deficitem CBS, MTR, MTHFR nebo syntézy kobalaminul0’. 108,
Pfevazné se projevuje vaznymi vadami oci véetné dislokace ¢ocky, kratkozrakosti, zelenym
zakalem a o¢ni atrofifls.

CBS katalyzuje kondenzaci Hcy a serinu za vzniku cystathioninu. Kofaktorem je zde
vitamin Bs. PfibliZzné polovina nemocnych homocystinurii pozitivné reaguji na lécbu
vitaminem Bs. V ostatnich pfipadech se pfistupuje k 1é¢bé betainem, poptipadé spolu s dalsi
terapii*0. Betain stejné tak zlepsuje metabolizmus Hcy pfi nedostatku MTHFR%. V nékolika
studiich bylo ovSsem publikovano, ze vys$i koncentrace Hcy, ktera pretrvala i po lécbé

betainem (obecné 30-80uM) je signifikantné spojovéna s kardiovaskuldrnimi chorobami?®.
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Role BHMT

Zmény v aktivité BHMT byly zaznamenany u onemocnéni jako cirhéza ¢i karcinom
jater - celosvétové patého nejcastéjsiho karcinomu!0-112, U téchto onemocnéni jsou klicové
enzymy metabolizmu Hcy, véetné BHMT, razantné redukovany® 110, Tyto zmény pak hraji
roli pfi nestabilité genetického kédu a epigenetickych modifikacich, jako je naptiklad
methylace DNA a modifikace histonti®. Protoze BHMT katalyzuje reakci, pfi které se snizuje
mnozstvi Hcy a nasledné vznika SAM, je ji pfisuzovana dilezit4 role prevence jater pred
hepatotoxicitou!!3 114, Prokazana byla i BHMT regulovana exprese apolipoproteinu B, coz

vede ke zvySeni mnozstvi dalsich pfibuznych lipoproteini’’>. Poruchy genu kédujictho

BHMT vedou k hyperhomocysteinemii a homocystinuriil2.

2.3 Zn?*-dependentni thiolové a selenové methyltransferasy

Zn2*-dependentni thiol/selenol methyltransferasy, neboli rodina enzymit Pfam 02574,
pouzivaji thioly nebo selenoly jako akceptory methylovych skupin. Do této rodiny patfi
methionin synthasa (MS), thiol/selenol methyltransferasa, adenosylmethionin homocystein
methyltransferasa (SAM-HMT), BHMT6 117 3 také neddvno objevend BHMT-22.

Tyto enzymy maji dva typické strukturni motivy (u BHMT odpovidajici
214-GVNCH-218 a 293-VRYIGGCCGFEPYHI-307), které obsahuji tfi cysteiny (217, 299, 300),
které vazi Zn?*, a jsou tedy pro aktivitu enzymu nezbytné!l8. Role atomu zinku je polarizovat
¢i deprotonovat thioly ¢i selenoly a tim je aktivovat k nukleofilnimu ataku na substrat -
donor methylu!®. Atom zinku obecné byva tetrahedralné koordinovan k histidinovym,
cysteinovym, aspartatovym ¢i glutamatovym aminokyselinovym postrannim fetézctim?!20.
Popsany byly ale i vazby k threoninu, tyrosinu ¢i serinu2!, 122,

U BHMT je ¢tvrtym ligandem vazajicim Zn?* tyrosin v pozici 16012, Ovsem Tyr160
neni konzervovanou aminokyselinou thiol/selenol methyltransferasové rodiny enzymi.
Nékteré aminokyseliny, zodpovédné u BHMT za vazbu substratt (Asp26, Gly27, Gly28.
Glul59, Trp44) a které jsou vramci primarni sekvence enzymt rodiny Pfam 02574
konzervovéany, naznacuji, Ze vSechny tyto enzymy maji podobnou strukturu aktivniho mista
pro vazbu atomu zinku a Hcy3. Aminokyseliny 11-318, které u BHMT tvofi (a/p)s barel, jsou

u ¢lend rodiny Pfam 02574 také velmi podobnélie 117,
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Vétsina enzym patiicich do této rodiny je sloZzena z mnohem méné aminokyselin nez
BHMT. U vétsiny kon¢i aminokyselinova sekvence v pozici odpovidajici Ser325 u BHMT.
Navic vétsina proteina patficich do této rodiny, jejichz struktura byla zkouména, jsou, na
rozdil od BHMT, monomery. BHMT je tedy v této rodiné enzymi sttedem zajmu diky své
C-koncové casti, ktera je zodpovédna za oligomerizaci a muze lépe objasnit vazebné
mechanizmy napomahajici stabilizaci. Za timto Gc¢elem byly provedeny studie, kde byla
BHMT rozbalovdna pomoci mocoviny, a byly pfipraveny mutantni enzymy, které byly

sledovany pomoci fluorescence tryptofanu’2.

2.4 Betain-homocystein S-methyltransferasa

Lidska BHMT (EC 2.1.1.5) je protein slozeny z406 aminokyselin, monomer ma
priblizné 45 kDa a pl 6,6. Je to cytozolicky!? Zn2* metaloenzym!2¢ pattici do rodiny enzym
Pfam 02574.

Izolace a charakterizace koriského, krysiho ¢i prase¢iho enzymu BHMT byla provedena
jiz v Sedesatych letech minulého stoleti'?712, Lidskd BHMT zjaternich bunék byla poprvé
purifikovana az v devadeséatych letech!® a rekombinantni BHMT byla exprimovéna a
purifikovana v laboratofi naseho spolupracovnika T. A. Garrowa relativné nedavno, v roce

199612,

2.4.1 Gen betain-homocystein S-methyltransferasy

Savéi BHMT je vysoce konzervovany enzym. Lidsky a praseci gen maji 88% identitu a
na trovni aminokyselin dokonce 94% identitu'2. Porovnanim lidského genu BHMT s mysim
byla zjisténa 61% identita!2.

Mys$i model s deletovanym genem pro BHMT enzym (Bhmt-/-) kompletné ztratil
aktivitu enzymu, kdezto heterozygotni model mysi mél 53% BHMT aktivitu. Tyto vysledky
znadi bialelickou expresi Bhmt genu?.

Pro lep$i pochopeni mezi genetickymi polymorfismy a funkci BHMT®! byly
provedeny studie pro zjisténi vztahu mezi genotypem a fenotypem enzymu. MnoZstvi i
aktivita BHMT béhem fetalniho vyvoje stoupala. Identifikovany byly 4 rGzné polymorfismy
v rdmci jednoho nukleotidu, které by mohly byt biomarkery pro zménu exprese a funkce

BHMT a tedy mit roli pii onemocnéni jater’3!. Byly zjistény také obvyklé mutace genu!32
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BHMT, napftiklad substituce GIn239Arg je u lidi béZnou variantou vyskytujici se pfiblizné
u 10-17% dospélé populace??2 133,

2.4.2 Distribuce betain-homocystein S-methyltransferasy

Enzym BHMT se u vétsiny zivocisnych druhii nejvice vyskytuje v jatrech a ledvinach,
pficemzZ v jatrech reprezentuje 0,6-1,6% vSech rozpustnych proteinti. OvSem aktivita BHMT
v lidskych, prasecich a obzvlasté krysich ledvinnych burikach je velmi mal4? 125 13¢, BHMT
byla také nalezena v burikdch o¢ni ¢ocky makaka thesis (Macaca mulatta) v 0,5-10%
zastoupeni vSech protein(i’®>. Identifikovdna byla i vinterakci stubulinem v
mikrotubulech® a s bunéénymi organely autofagosomy!?”. V zadnych dosud testovanych
mikroorganismech ani rostlindich nebyla aktivita BHMT potvrzena'?s, vyjimkou jsou
Pseudomonas denitrificans3 a Aspergillus nidulans!.

Znacna piitomnost BHMT v jatrech a ledvinach znadi jeji dalezitost v metabolizmu
Hcy a regulaci osmézy jakoZto procesti primdrné probihajicich v téchto organech. Jeji

pfitomnost v o¢nich ¢ockach naznacuje dalsi, dosud nezndmé funkce tohoto enzymu?e.

2.4.3 Znamé iv vivo funkce betain-homocystein S-methyltransferasy

Odvozena aminokyselinova sekvence prase¢i BHMT je z95%, 96%, 94% a 96%
identicka s lidskou, hovézi, krysi a mysi BHMT. Nicméné je nutné zminit, Ze i pfesto se
metabolizmus Hcy a exprese jeho enzym v lidskych a mysich burikach 1isi140.

Mnoho studii se zabyvalo ptisobenim stravy na metabolizmus Hcy. Strava byla
zaméfena na sirné aminokyseliny, lipotropni faktory (obohacené o methionin, cholin, betain,
cystin) a hormony. Napiiklad stravovani mysi potravou bez piitomnosti methioninu se
projevilo vyssi expresi a aktivaci BHMT, kterd byla dale zvysena doplnénim cholinu a
betainu v potravé# 141, 142 Aktivaci BHMT pozorovali taktéZ po piidavku cysteinu do
potravy krys'# 144, Toto bylo pozorovano i u enzymovych BHMT reakci in vitro, kde stejné
mnozstvi cystinu vedlo k 59% inhibici5. Pomér cysteinu ku cystinu mtZze pravdépodobné
ovliviiovat redoxni stav aktivniho mista BHMT a jeji katalytickou aktivitu!4>. Stejny zptisob
regulace byl popséan i u inducibilni NO syntasy?46.

Chyby v metabolizmu Hcy jsou zptlisobené taktéz pifjmem ethanolu. Po pfijmu
alkoholu byla aktivita BHMT in vivo zvysena'¥’. Zaroveni dochédzelo ke snizeni MS aktivity,

aby se koncentrace SAM udrZela v klinicky normélnich hodnotadch'#”. Toto vedlo
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k akumulaci intraceluldarntho SAH, a tedy sniZeni poméru SAM:SAH, coz negativné
ovlivriyje aktivitu mnoha dtlezitych jaternich methyltransferas!49-151,

Inhibice BHMT in Vivo pomoci specifického inhibitoru
S-(4-karboxybutyl)-DL-homocysteinem (CBHcy) zptisobila zvyseni koncentrace celkového
Hcy v plazmé, pokles hladiny SAM a CBS, coz vedlo k poklesu cysteinu, ktery je limitni
latkou pfi biosyntéze GSH*, 152 153, SniZzeni CBS, a tedy pfemény Hcy transsulfuracni cestou
je pravdépodobné snaha bunky podpofit remethyla¢ni cestu pomoci MS za vzniku
methioninu, nicméné vysoké koncentrace Hcy pietrvavaji*® 12, Zajimavym vysledkem
v dal$i studii byla snizena koncentrace taurinu (dal$tho osmolytu) vlivem CBHcy, kdy byla
zaroven zvySend koncentrace betainu v plazmé*.

Snizeni hladiny BHMT také ovliviiuje hladinu methioninu, a ptisobi tak na rast a
proliferaci rakovinnych jaternich bunék, které jsou na dostatku methioninu velmi zavislé!5+
15, Rakovinné butiky maji vysoky pozadavek na SAM kvili transmetylacnim reakcim i
syntéze polyamini'> 7. U mys$i byly zjistény tfi indikatory ménici se pii vyskytu naddort, a
to zmény v hladindich SAM a SAH a hypomethylace DNA8. Absence BHMT a zaroven
nedostatek methioninu ve stravé navic zvysuji pravdépodobnost ztu¢néni jater. Aktivita
BHMT je tedy nutnd kudrzeni normalni hladiny GSH, k prevenci akumulace tukt v
jatrech!®2 a k prevenci pied hepatotoxicitou!13 114,

Teprve v roce 2011 byl Tengem et al. vyvinut prvni Bhmt-/- mysi model®. Vysledky
studie Bhmt-/- mysiho modelu jsou v souladu s vysledky in vitro studii inhibice BHMT
pomoci CBHcy, zjisténymi do té doby. Delece Bhmt genu vyustila v nékolik biochemickych
abnormalit véetné vzniku hyperhomocysteinemie, vyraznému snizeni poméru SAM:SAH,
zvyseni koncentrace betainu ve tkdnich a naopak sniZeni hladin cholinu, fosfocholinu,
glycerolfosfocholinu, fosfatidylcholinu a sfingomyelinu®. Delece Bhmt genu také vedla u
Bhmt-/- mys$iho modelu ke zvySeni citlivosti k inzulinu a ke glukose, k vétsi spottebé O,
snizené schopnosti udrzet si télesnou teplotu a k sniZzeni obezity. Celkova redukce tuki
miize byt vysvétlena celkovym nartstem télesného energetického vydeje, zvySenou oxidaci
glukosy, snizenim syntézy triacylglyceridd a snizenim transportu lipid@ zjater, ktery se
nasledné uklada v tukové tkani'>®. Nicméné Bhmt-/- mys$i maji sniZenou koncentraci jaterniho
fosfatidylcholinu, ktery se ucastni exportu VLDL a triglyceridG z jater, coz zvysuje
akumulaci tuka v jatrechs 152. U 64 % mysi byl po necelém roce Zivota patrny karcinom jater.

Touto studii Teng et al.8 potvrdili, Zze BHMT ma dalezitou roli v metabolizmu Hcy a
jeho homeostazy. Delece Bhmt genu neovlivnila reprodukci potomstva. BHMT tedy neni pro

produkci ani embryondlni vyvoj nezbytna®, coZz bylo naznacovano vijinych in vitro
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studiich!¢0. Jsou také znamy jednonukleotidové polymorfismy lidského BHMT genu, které
mohou pozménit aktivitu enzymu nebo jeho expresi’?!, a mohou tedy mit podobné nasledky,

jaké byly popsany u Bhmt-/- mysis.

2.4.4 Reakéni mechanizmus betain-homocystein S-methyltransferasy

BHMT katalyzuje pfenos methylové skupiny zbetainu na L-Hcy za vzniku
L-methioninu a dimethylglycinu (DMG), jak je zndzornéno na obrazku 3. Mechanizmus této
reakce je tzv. usporddany bi-bi, kde prvnim vézajicim se substratem je L-Hcy a prvnim
uvoliiujicim se produktem je DMG*# 5. Béhem vazby substratt dochézi k nukleofilnimu ataku
thioldtové skupiny L-Hcy na methylovou skupinu betainu, aktivace (depolarizace -SH

skupiny) L-Hcy je zprostfedkovana vazbou kationtu zinku!23.

qiHa CH3
HOOC. = \—CH3 HOOC\/N‘
CH
3 @C\I'DHs o CH,
® HOOC "'CH3"“S\/\‘/COOH —_— +

NN
HS\/\‘/COOH HSC,S\/\‘/COOH

CHs

NH,
NH> NH,
Obrazek 3: Reakce katalyzovand BHMT, kdy dochazi k pfenosu methylové skupiny
z betainu na L-Hcy za vzniku L-methioninu a DMG. V hranatych zavorkach je znazornén

hypoteticky tranzitni stav.

Afinity k obéma substratim BHMT byly v literatufe nékolikrat popsany a lisi se nejen
v zavislosti na ptivodu enzymu. Hodnoty K BHMT k L-Hcy se pohybuji v mikromolarnim
rozmezi a publikovano bylo piekvapivé rozpéti 4-120 uM126 130, Publikované hodnoty afinit
uM:12e 161, p-Hey substratem BHMT neni'é2. Stejné tak SAM a SMM, methyldonory enzymu
Pfam 02574 rodiny¢, nejsou nativnimi substraty BHMT. Naopak jako methyldonor dokaze
BHMT vyuzivat dimethylthioacetat!s? ¢i dimethylthiopropionat!?.

Predpoklada se, Ze BHMT je zodpovédna za pfiblizné polovinu remethyla¢nich reakci
vedoucich ke vzniku methioninu z Hcy'¢, ¢imz md znac¢nou roli v regulaci koncentrace Hcy
v plazmé. Ani CBS spole¢né s MS nestaci dostatecné metabolizovat prebytek Hcy, pokud je
BHMT nefunkéni®. Nicméné aktivity BHMT a taktéz MS, ktera je zodpovédna za pfeménu
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druhé poloviny Hcy remethyla¢ni cestou, jsou navic zavislé na vyzivé a hormonech (véetné

kortizont, insulinu, estradiolu, thyroidnich hormonech a testosteronu)65-167,

2.4.5 Struktura betain-homocystein S-methyltransferasy

Krystalografie a studie sedimenta¢ni rychlosti ukazaly, Ze rekombinantni BHMT
(lidska i krysi) tvoii v nativni konformaci tetrametr slozeny z identickych podjednotek? 123
168,169, kde kazdy monomer mé své vazné misto pro ion zinku a substraty!2. Potvrzena byla
také nezbytnost oligomerizace pro katalytickou funkci BHMT70. Zda je ale BHMT, jakoZzto
tetrametr, schopnd katalyzovat soucasné c¢tyfi reakce zaroven, se dosud nevi. V roce 2002
byla vyfeSena krystalova struktura neaktivniho oxidovaného lidského enzymu zbaveného
atom zinku a také struktura enzymu v komplexu se specifickym inhibitorem CBHcy? 12. O
dva roky pozdéji byla vyfesena struktura volného a aktivniho potkaniho enzymu s vdzanym
Zn?* a bez vazaného ligandu!.

Hlavni strukturou kaZzdého monomeru lidské BHMT je (a/f)s barel sloZeny
z aminokyselin 11-3183. Aminokyseliny 318-406 na C-konci jednoho monomeru (A) tvofi tzv.
dimerizac¢ni ¢ast, kterd interaguje s L1 (aminokyseliny 38-52) a L7 (aminokyseliny 248-277)
smyckou protéjstho monomeru (B), ¢imz vznikne dimer (AB). Smycka zaminokyselin
362-365 v dimeriza¢ni ¢asti monomeru (A), resp. (B) se vaZe s totoZnou smyckou protéjsiho
monomeru (C), resp. (D). Monomery (C) a (D) jiz tvoii dimer (CD) stejnym zptsobem
popsanym vyse, ¢imz se tvofi findlni tetrametr (ABCD). BHMT je tedy dimer dimer@3 19 (viz
obrédzek 4 a 5). Mutace aminokyselin v dimeriza¢ni ¢asti BHMT vedly k velmi nizké aktivité
a expresi nebo k nemoznosti purifikace mutantniho enzymu. Uplna eliminace dimerizaéni
¢asti pak destabilizovala BHMT, coZz vedlo krychlé degradaci rekombinantniho enzymu
v expresnim systému E. colil70.

Smycka L1 a L7 také tvofi vstup do aktivniho mista BHMT!%. Aktivni misto enzymu je
kompletné vytvoreno az po dimerizaci, nebot nékteré aminokyseliny pomdhaji tvorit aktivni
centrum dal$tho monomeru'”®. U aktivniho mista BHMT je atom zinku, ktery se tfemi
thiolovymi skupinami cysteintt (217, 299, 300) a jednou hydroxyskupinou tyrosinu (160)
tvofi tetrahedralni usporadani® 2. Pfi vazbé L-Hcy do aktivnhiho mista enzymu dojde
k pferuseni vazby tyrosinu a atomu zinku a nahrazeni Tyr160 substratem Hcy, coz vyvola
konformac¢ni zmény v aktivnim misté enzymu. Nova pozice Tyrl60 napomaha vytvoreni

hydrofobniho prostiedi pro naslednou vazbu druhého substratu, betainu* 12,
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BHMT vyZzaduje pro svou katalytickou aktivitu pfitomnost thiolovych redukénich
¢inidel#5. Kratkodobé (<1 h) vystaveni enzymu neredukujicimu prostfedi vede ke ztraté
aktivity, ale ne ke ztraté atomu zinku. Pfi¢inou jsou malé strukturni zmény v blizkosti
aktivntho mista zptisobené spojenim dvou cysteintt (217 a 299) disulfidickym miistkem?,
ktery je ale okamzité prerusen dodanim redukéniho ¢inidla, coz vede k obnoveni aktivity
enzymu. Dlouhodobé vystaveni BHMT neredukujicimu prosttedi pak vede k pomalé ztraté
atomu zinku a ireversibilni ztraté aktivity BHMT. Zmény v mnozstvi thiolovych redukénich
¢inidlech tak mohou in vivo pisobit jako spina¢e BHMT aktivity a naopaks 145.

Smycka L2 (aminokyseliny 79-95) je velmi mobilni a dtlezitd pro vazbu L-Hcy. Pokud
je aktivni misto enzymu volné, smycka L2 je oteviend a substraty maji pfistup do aktivniho
mista. Ovéem po navazani substrati je ¢ast smycky L2 (konkrétné Phe76 a Tyr77) posunuta
smérem do centra enzymu pfes vstup do aktivniho mista, jak bylo zjisténo z krystalové
struktury BHMT s CBHcy? 2. Navic Phe76 se nejprve podili na vazbé L-Hcy, nasledné ale
méni konformaci a taktéZ napoméha tvorbé hydrofobniho prosttedi pro vazbu betainu'?.

Z map elektronovych hustot tranzitniho stavu BHMT snavazanym CBHcy byly
zjistény aminokyseliny zodpovédné za vazbu L-Hcy (Asp26, Glul59) a betainu (Trp44,
Phe76, Tyr77, Tyr160, Phe261, Phe267)3. Mutace v nékterych téchto pozicich (Glul59, Tyr77)
vedly k poklesu aktivity BHMT, jiné naznacily svou dalsi roli ve vazbé betainu!”!. Béhem
vazby substrath tedy dochazi ke konformac¢nim zméndm enzymu, jak je popsano vyse. Cely
tento sloZity mechanismus perfektné souhlasi s bi-bi mechanizmem a pomalou katalytickou

schopnosti BHMT.
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D

1 T4 9 3rz
Obrazek 4: Krystalova struktura potkani BHMT (PDB oznaceni 1UMY!2). (a/)s barel je

oznacen Cervené, dimeriza¢ni ¢ast zelené, smycka z aminokyselin 362-365 v dimerizacni ¢ésti
modfe, smycka L2 rtizové, cysteiny v aktivhim misté enzymu vazajici atom zinku Zluté a
atom zinku je ¢erné. Je zndzornén monomer BHMT A), dimer BHMT B), tetrametr BHMT C)

a zjednodusena primérni struktura BHMT D)172,

2.4.6 Kompetitivni inhibitory betain-homocystein S-methyltransferasy

Analogy substratti v tranzitnim stavu se pouzivaji jako efektivni kompetitivni
inhibitory enzym'73. Latky napodobujici substraty v tranzitnim stavu se pii katalytické
reakci enzymt na dany enzym vazi pevné a stabilizuji termodynamicky stalou konformaci
podobnou tranzitnimu stavu, ktery pii bézné reakci trvé jen velmi kratkou dobu. Znalost
tranzitniho stavu substratd enzymu poskytuje dostatecnou informaci pro syntézu jemu
podobnych latek, které se budou pevné vazat k enzymu a poskytnou tak néstroj pro studium
mechanizmu jeho t¢inku a strukturni studie enzymu?73.

Jako mozné inhibitory BHMT byly testovdny mnohé metabolity (napf. cystathionin,
homocystin), redukéni ¢inidla a analogy substrati® 7. 109 162, 174176 Dosud nejsilnéjsim a

specifickym kompetitivnim inhibitorem BHMT je S-(4-karboxybutyl)-DL-homocystein

(CBHcy), ktery pravdépodobné nenapodobuje tranzitni stav, nybrz spiSe vazajici se
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substraty ¢i produkty reakcel®? (obrézek 7). Nejprve byla urc¢ena zdanliva konstanta inhibice
CBHcy, a to Ki 6,5uM!62. Pozdéji” byla hodnota Kirr CBHcy k betainu urcena jako 12nM.
Rozdil v téchto hodnotach byl pravdépodobné zptisoben rozdilnou cistotou piipraveného
CBHcy, metodikou méfeni a také zdrojem enzymu BHMT. Pivodné byla pouzita izolovana
BHMT zlidskych jaternich bunék, pii pozdéjsim méfeni jiz rekombinantné piipraveny
enzym’. Vzhledem k tomu, Ze D-Hcy neni substratem BHMT, jako inhibitory funguji jen
L-izomery latek?62. VétSina inhibitord byla pfipravena jako smési enantiomerti. Publikované
hodnoty ICsp a Kjarr téchto latek budou tedy jesté nizsi”.

Krystalovd struktura BHMT v komplexu skompetitivnim inhibitorem CBHcy3
pomohla objasnit vazby substrat v aktivnim misté, interakci atomu zinku s tfemi cysteiny a
nakonec byl objasnén i ¢tvrty ligand atomu zinku pfi vazbé substratd, a to vazba s atomem
siry inhibitoru, a tedy i substratu Hcy v aktivnim centru enzymu? 123

Kyselina isovalerova a kyselina 3,3-dimethylbutyrova (analogy DMG nebo betainu)
jsou dobrymi kompetitivnimi inhibitory BHMT. SoutéZi o vazné misto s betainem, coZ znacfi,
ze kladny naboj neni pro vazbu v aktivnhim misté nezbytny, a také, Ze vazné misto pro betain
¢i DMG muze existovat ve dvou réznych stavech, které jsou pravdépodobné zptisobené
presunem zaporné nabité skupiny enzymu v aktivnim misté. Jeden stav umoziiuje vazbu
kladné nabité skupiny a druhy pak vazbu neutralni skupiny substratu ¢i produktu!3. BHMT
je velmi citliva na jakékoli modifikace ve struktufe inhibitoru. Vétsina dosud pfipravenych
latek inhibuje méné oproti CBHcy’. Slabym inhibitorem BHMT je také SAH, ktery soutézi o

vazné misto s Hcy?3. DMG je nekompetitivnim inhibitorem BHTM?30.177,

(0]
HO S
o) NH,,

Obrazek 7: Specificky inhibitor BHMT, S-(4-karboxybutyl)-DL-homocystein (CBHcy).

2.5 Betain-homocystein S-methyltransferasa 2
Dalsi enzym, BHMT-2, ktery je schopen remethylovat Hcy, byl objeven teprve

neddvnol. BHMT-2 a BHMT maji ze 73% identickou aminokyselinovou sekvenci! (viz

obrazek 5).
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BHMT-2 je protein sloZeny z 363 aminokyselin, ma pfiblizné 40 kDa a pl 5,6. Je to

Nz oz

cytozolicky Zn2* metaloenzym pattici do rodiny enzyma Pfam 025742,
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Obrazek 5: Primarni struktura BHMT a predpoklddana primarni struktura BHMT-2.
Identické aminokyseliny jsou v cerném pozadi. Barevnymi c¢arami jsou oznaceny
aminokyseliny G¢astnici se ddleZitych sekundarnich struktur zminénych v textu. Zluté Sipky

ukazuji na cysteiny a oranzova Sipka na tyrosin, které vazi atom zinku. Pfevzato? a

upraveno.

2.5.1 Gen betain-homocystein S-methyltransferasy 2

Lidsky a mysi gen kédujici BHMT-2 byl objeven v roce 2000. Prase¢i BHMT-2 gen ma
87%, 82% a 83% identitu v primarni sekvenci s lidskym, krysim a my$im BHMT-2 genem13.
Vzhledem k podobnosti BHMT-2 s BHMT se predpoklada spole¢ny vyvoj gent obou téchto

enzyml 76,

25



2. PREHLED PROBLEMATIKY Z LITERATURY

2.5.2 Distribuce betain-homocystein S-methyltransferasy 2

BHMT-2 se taktéz vyskytuje v butikdch jater, kde je exprimovana zhruba 20krat méné
nez BHMT. V burikach ledvin je BHMT-2 pfiblizné ve stejném mnozZstvi jako BHMT? 2,
mRNA BHMT-2 byla v mens$i mife nalezena také v lidském mozku, srdci a kosternich
svalech!. Nicméné izolace aktivni BHMT-2 zbunék zminénych organiti dosud nebyla

aspesnaz2.

2.5.3 Znamé iv vivo funkce betain-homocystein S-methyltransferasy 2

Zvysena exprese BHMT-2 byla pozorovdna u krys krmenych stravou bohatou na
ethanol, kdy dochdazelo ke ztu¢néni jater. BHMT-2 byla poté oznacena jako dal$i mozny
biomarker tohoto onemocnéni'’. BHMT-2 je také mozny geneticky faktor ovliviujici
biosyntézu GSH a methioninu a chranici jatra proti toxicité zptisobené acetaminofenem
(paracetamolem)'?, ktery je velmi rozsifenym uzivanym analgetikem. Akutni selhéni jater je
nejcastéji zptisobené pravé paracetamolem!s?, nebot jeho pfimétené pouziti je sice efektivni a
bezpecné, ale jeho nadmérny pfijem, zvlasté po konzumaci alkoholu, zptsobuje poskozeni
jater a buné¢nou smrt18! 182,

Polymorfizmus lokalizovany na chromozomu s Bhmt-2 genem u téhotnych Zen byl
oznacen jako faktor sniz$i pravdépodobnosti narozeni ditéte srozstépem rtu ¢i patralss.
Riziko vzniku rozstépu patra je spojovano se tfemi enzymy metabolizmu Hcy - MTR, BHMT
a BHMT-2184 185,

Rychla degradace BHMT-2 ¢i chybné skladani do nativni konformace enzymu
ovlivnilo studium tohoto enzymu, coZz zplsobilo nedostatek informaci ohledné
tyziologickych funkci. Pfesna tloha BHMT-2 v metabolizmu sirnych aminokyselin tedy stale

neni objasnéna.

2.5.4 Reakéni mechanizmus betain-homocystein S-methyltransferasy 2

Po dlouhou dobu se nedafilo definovat enzymovou aktivitu BHMT-2, nebot po expresi
a purifikaci velmi rychle degraduje a nespecificky agreguje'él. Navic samotnd exprese

probihd v malych vytézcich, které ale, dle publikaci, mohou byt zvyseny péstovanim bunék

v pfitomnosti ImM Hcy nebo kotransfekci s BHMT?e1,
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Az v roce 2008 se podaftilo Szegedi et al. ziskat rekombinantni BHMT-2, stabilizovat ji
40% (v/v) glycerolem a méfit tak enzymovou aktivitu BHMT-22. Poprvé také naznacili
moznou tvorbou hetero-oligomerdt BHMT a BHMT-2170. N4zev tohoto enzymu je ponékud
matouci, nebot neni schopen metabolizovat betain jako substratz. BHMT-2 katalyzuje pfenos
methylové skupiny zSMM na L-Hcy za vzniku dvou molekul L-methioninu, jak je
znazornéno na obrdzku 6. Je také schopna in vitro metabolizovat SAM, ale jen v malé mife.
Toto zjisténi neni piekvapujici vzhledem k faktu, Zze vétsina enzymt patficich do rodiny
Pfam 02574 je schopna katalyzovat methyla¢ni reakci, kdy donorem methylu je SAM. Betain,
ktery je substratem pro BHMT, ale BHMT-2 nemetabolizuje2.

CHj
~S COOH
HC™ Y @ HBC/S\/\rCOOH
/'\/\ &) Q N2
HoOC S~ CHy~-5 N

Obrazek 6: Reakce katalyzovand BHMT-2, kdy dochazi k pfenosu methylové skupiny
z SMM na L-Hcy za vzniku L-methioninu. V hranatych zavorkach je znazornén hypoteticky

tranzitni stav.

2.5.5 Struktura betain-homocystein S-methyltransferasy 2

Jak jiz bylo zminéno, BHMT-2 a BHMT maji ze 73% identickou aminokyselinovou
sekvencil. Enzymu BHMT-2 chybi oproti BHMT dvé oblasti! (viz obrazek 5). Je to 9
aminokyselin na N-konci (aminokyseliny 86-94), které se u BHMT ucastni vazby jednoho ze
substratt - betainu!?. Hlavni rozdil v primarni sekvenci je ale na C-konci, kde ma BMHT
navic 34 aminokyselin (373-406), které jsou u ni zodpovédné za oligomerizaci, respektive
dimerizaci dimerti BHMT, jak bylo popsano vyse v kapitole 2.5.23 123, Caste¢na eliminace této
dimeriza¢ni ¢asti pravdépodobné destabilizuje BHMT-2 a pfispivd k rychlé degradaci
enzymu? 18, Tomu odpovida, ze snaha purifikovat zkraceny BHMT enzym kon¢ici v pozici
Gly319 a Gly372 byla netspésna'”. Nicméné nékteré aminokyseliny zodpovédné za
dimerizaci i tetramerizaci BHMT jsou u BHMT-2 konzervované. Stejné tak tfi cysteiny

vazajici atom zinku jsou analogické2.
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Vzhledem k znacné nestabilité BHMT-2 se dle dosavadni literatury predpoklada jeji
nutnd hetero-oligomerizace, nicméné krystalografické studie a mozny efekt

hetero-oligomerizace BHMT a BMHT-2 in vivo jsou zatim cilem dal$ich vyzkumi.
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3. CILE DIZERTACNI PRACE

Hlavnimi cili této dizerta¢ni prace bylo ziskani aktivnich rekombinantnich enzym
BHMT a BHMT-2 a studium vlivu inhibice BHMT na proteom a relevantni metabolity
jaternich bunék.

Byly navrzeny a pfipraveny nové inhibitory téchto enzymi, které meély pomoci
k lepsimu pochopeni strukturnich pozadavka aktivnich mist obou enzym.

U pomérné nové popsaného enzymu BHMT-2 byl primarni zdjem ziskat dlouhodobé
stabilni a aktivni enzym a ziskat prvni silny a hlavné selektivni inhibitor, ktery by
v budoucnu mohl prispét ke studiu fyziologickych funkci BHMT-2, které jsou nam stéle
nezname,

Pro sledovéni vlivu inhibice BHMT na proteom a metabolity butiky bylo zdmérem
pouzit jiz popsany silny a selektivni inhibitor CBHcy na bunéc¢nou linii HepG2, coz je
vyvinuty model lidskych hepatocytt, a také na samotné lidské primarni hepatocyty.

Béhem feSeni tkolt dizerta¢ni prace vyplynul i posledni cil, a to studium regulace

BHMT aktivity draselnymi ionty.

Konkrétni cile prace tedy byly nasledovné:

. Zavedeni reprodukovatelné piipravy aktivnich rekombinantnich enzymt BHMT
a BHMT-2 do nasi laboratote.

. Testovani schopnosti inhibice nové pfipravenych latek vici rekombinantnim
enzymim BHMT a BMHT-2, u nejsilnéjsich inhibitorti charakterizovani jejich
inhibice hodnotami ICso a Kiepr.

. Zkoumdéni vlivu inhibice BHMT a simulované hyperhomocysteinemie pomoci
bunéénych linii HepG2, BHMTHepG2 (HepG2 bunécénd linie s transfekovanym
genem pro BHMT) a lidskych primérnich hepatocytti s pouZitim proteomickych a
metabolomickych studii. Cilem zajmu byly jak intraceluldrni proteiny, tak
sekretované proteiny.

e  Studium vlivu iontG alkalickych kovii a amonnych iontd na aktivitu a

substratovou specifitu BHMT.
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4. MATERIAL A METODY

Chemikalie, material a metody pouzité k vypracovani této dizerta¢ni préce jsou
detailné popsany v pfislusnych publikacich (pfilohy ¢. 1-6). V nésledujicich kapitolach jsou

pro prehlednost dizerta¢ni prace metody stru¢né popsany.

4.1 Exprese a purifikace proteinii

4.1.1 Betain homocystein S-methyltransferasa

Gen kodujici lidsky enzym BHMT byl zaklonovan do vektoru pTYB4 jako fazni
protein s chitinovou kotvou (pokusy provedeny v laboratofi Prof. T. A. Garrowa, University
of Illinois, Urbana, USA)!%”. Enzym BHMT byl exprimovan v bakteridlnim expresnim
systétmu (E. coli BL21(DE3)) v 2xYT mediu. Po indukci exprese pomoci 0,3mM IPTG
probihala exprese enzymu pfes noc pti 20°C a nasledné purifikace pomoci chitinové afinitni
chromatografie. Byla zjisténa vyslednd koncentrace enzymu metodou podle Bradfordovéss,
¢istota enzymu pomoci SDS-PAGE a v nékterych pfipadech také identita enzymu pomoci

MS analyzy tryptickych stépti enzymu.

4.1.2 Betain homocystein S-methyltransferasa 2

Gen koédujici lidsky enzym BHMT-2 byl zaklonovan do vektoru pTYB4 jako fazni
protein s chitinovou kotvou (pokusy provedeny v laboratofi Prof. T. A. Garrowa, University
of Illinois, Urbana, USA)!87. Enzym BHMT-2 byl exprimovan v bakteridlnim expresnim
systému (E. coli BL21(DE3)) v 2xYT mediu spole¢né s bakteridlnim expresnim systémem (E.
coli BL21(DE3)) nesoucim gen pro BHMT enzym. Po indukci exprese 0,3mM IPTG probihala
exprese obou enzymil najednou pres noc pfi 20°C. Smés enzymt@t BHMT-2 a BHMT byla
purifikovana pomoci chitinové afinitni chromatografie. Byla zjisténa celkova vysledna
koncentrace enzymt metodou podle Bradfordové!ss, ¢istota enzymt pomoci SDS-PAGE a
identita enzym® pomoci MS analyzy tryptickych $tépt enzymft. Vysledny pfiblizny pomér
enzymt BHMT-2 a BHMT ve smési byl uréen vyhodnocenim SDS-PAGE v programu
Quantity One - 4.6.9 (Bio-Rad, USA). Odhad sloZeni heterooligomerti a homooligomera ve
smési purifikovanych enzymt BHMT a BHMT-2 byl proveden na zakladé vysledkt nativni

elektroforézy.
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4.1.3 Mutantni formy enzymu betain-homocystein S-methyltransferasy

Mutanty enzymu BHMT (bodové mutace v pozicich 26,27,28 a 159) byly pifipraveny ve
spolupracujici laboratofi ve skupiné Prof. T. A. Garrowa (University of Illinois, Urbana,
USA). Exprese, purifikace, vysledné koncentrace, stanoveni ¢istoty i identity jednotlivych

mutantd BHMT enzymu pomoci MS analyzy byly provadény stejné jako pro BHMT.

4.2 Metabolomické studie homocysteinového cyklu

Pro zjisténi vlivu simulované hyperhomocysteinemie a inhibice enzymu BHMT byly
méfeny koncentrace metabolitih Hcy cyklu, konkrétné methioninu, cysteinu, betainu, Hcy,
SAM a SAH. Pro tyto tcely byly pouzity bunécéné linie HepG2 (ATCC, USA), tatdz bunécna
linie HepG2 se zaklonovanym genem pro BHMT, zde oznacovand jako BHMTHepG2, a
primarni kultury lidskych hepatocyt.

Bunécna linie BIMTHepG2 byla ziskdna od Dr. Cheng Ji (University of Southern
Kalifornia, Los Angeles, USA). Primérni kultury lidskych hepatocytt byly zakoupeny od

firmy Biopredic (Francie).

4.2.1 Extrakce protein z bunéénych linii

Buniky linii HepG2 a BIMTHepG2 byly péstovany v MEM mediu s pfidanym fetalnim
hovézim sérem, L-glutaminem, penicilinem a streptomycinem pfti 5% CO, a 37°C. Nasledné
byl do media pfidan 0,1mM DL-homocystein, 2mM DL-homocystein a/nebo 0,1mM CBHcy
na 4, 24 nebo 72 hodin. Lyze bunék urcenych k metabolomické studii a uréeni aktivity BHMT
enzymu probihala sonikaci v 90% methanolu s 0,03% TFA a 1TmM DTT. Pro zjisténi celkové
koncentrace proteintt metodou podle Bradfordové byly burky lyzovany v 7M moc¢oving, 2M

thiomocoving, 4% CHAPS, 65mM DTT a 40mM Tris.

4.2.2 Extrakce proteint z primarnich kultur

Lidské hepatocyty byly péstovany v William’s E Glutamax™ mediu s pfidanym
penicilinem, streptomycinem, hovézim inzulinem a hemisukcindtem hydrokortisonu p#i 5%
CO; a 37°C. Nasledné byl do media pfiddn 0,ImM DL-homocystein nebo 2mM
DL-homocystein nebo 0,1mM CBHcy na 48 hodin.

Lyze bunék urcenych k metabolomické studii a urceni aktivity BHMT enzymu
probihala sonikaci v 90% methanolu s0,03% TFA a ImM DTT. Lyze bunék urcenych

k proteomické studii a urceni celkové koncentrace proteintt metodou podle Bradfordové
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probihala v 7M mocoviné, 2M thiomocoving, 4% CHAPS, 65mM DTT, 2% amfolytech (pH
4-7) a 40mM Tris.

Pro proteomické studie sekretovanych proteinti bylo po 24 hodinédch (celkem dvakrat)
sbirano inkubac¢ni medium, ve kterém byly proteiny vysrdaZzeny ACN a resuspendovany
v rehydrata¢nim pufru (7M mocovina, 2M thiomocovina, 4% CHAPS, 50mM DTT, 0,8%
amfolyty (pH 3-10)). Prace s primarnimi kulturami provadéla RNDr. I. Selicharova, CSc.
(UOCHB AV CR, v.v.i.).

4.2.3 Stanoveni koncentrace metaboliti homocysteinového cyklu

Lyzované proteiny z bunéénych linif a primarnich kultur byly podrobeny LC-MS/MS
analyze. Separace vzorkli probihala na koloné Cis sreverzni fazi. Stanoveni koncentrace
metabolitd methioninu, cysteinu, betainu, Hcy, SAM a SAH byla provddéna Dr. M.
Koiinkem, Dr. V. Sistkem a Dr. P. Mike$em (Apigenex s.r.0., CR).

4.3 Stanoveni enzymovych aktivit

4.3.1 Stanoveni aktivity betain-homocystein S-methyltransferasy

Aktivita purifikovaného rekombinantniho lidského enzymu BHMT a jeho mutantt
byla standardné méfena 30 ¢i 60 minut pfi 37°C vreakéni smési (0,5 ml) obsahujici
DL-homocystein, betain a N-#C-methyl-betain, popfipadé S-methyl-L-methionin a
S-[methyl-*C]methyl-L-methionin (tento byl pifipraven Doc. RNDr. T. Elbertem, CSc.,
UOCHB AV CR, v.v.i, CR), B-merkaptoethanol, enzym a 50mM K-fosfatovy pufr (pH 7,5)
nebo Tris-HCl pufr (pH 7,5). Pfesné slozeni reakéni smési se lisilo dle potfeb méfeni a je
detailné popséno v jednotlivych publikacich, které jsou soucasti této prace (piiloha ¢&. 1-6).
Utinek inhibitort byl testovan pii jejich 20uM, poptipadé 1 uM koncentraci.

Aktivita enzymu BHMT méfend v bunéénych lyzatech probihala 24 hodin pfi 37°C
vreakéni smeési (1 ml) obsahujici 1TmM DL-homocystein, 2mM betain (0,2pCi), 10%
B-merkaptoethanol, 5.10¢ lyzovanych bunék a 50mM K-fosfatovy pufr (pH 7,5).

Produkty enzymové reakce byly separovany ionexovou chromatografii a nadsledné bylo

méfeno beta zéfeni amérné pienosu “C-methylové skupiny z betainu na DL-homocystein.

4.3.2 Stanoveni aktivity betain-homocystein S-methyltransferasy 2

Aktivita purifikovaného rekombinantniho lidského enzymu BHMT-2 byla standardné
meéfena 60 minut pfi 37°C vreakéni smési (0,2 ml) obsahujici 2,5mM DL-homocystein,
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0,25mM S-methyl-L-methionin (0,3pCi), 0,2mM chlorid zine¢naty, 0,1% B-merkaptoethanol,
0,2-1uM enzymy (BHMT s BHMT-2) a 50mM Tris-HCl pufr (pH 7,5).

Utinek inhibitort byl testovan pfi jejich 20uM koncentraci. P¥i méfeni hodnoty Kiapp
byla fixni koncentrace S-methyl-L-methioninu  (0,25mM; 0,3uCi), koncentrace
DL-homocysteinu se pohybovala v rozmezi 75-250uM a inhibitoru 0-300nM.

Produkty enzymové reakce byly separovany ionexovou chromatografii a nasledné bylo
méfeno beta zafeni imérné prenosu “C-methylové skupiny z S-methyl-L-methioninu na

DL-homocystein.

4.4 Syntéza inhibitorii enzymii betain-homocystein
S-methyltransferasy a betain-homocystein S-methyltransferasy 2

Nové latky, jakozto mozné inhibitory enzymt BHMT a BHMT-2, byly navrzeny a
syntetizovany Ing. J. Pichou, Ph.D. a Mgr. V. Vatikem, Ph.D. (UOCHB AV CR, v.v.i.). Cistota
findlnich latek byla ovéfena elementarni analyzou (P, C, H, N, S, F) a RP-HPLC, jejich
struktura byla ovéfena metodami NMR ('H, 3C), HRMS a IR. Analyzy byly provedeny
v laboratorich skupiny Mgr. S. Matéjkové, Doc. RNDr. J. Cvacky, Ph.D., Mgr. L. Bednérové,
Ph.D. nebo RNDr. M. Budésinskym, CSc.

4.5 Proteomické studie

Byly ptipraveny 2DE analytické a preparativni gely z proteint z buné¢ného lyzatu a
sekretovanych proteinti. Analytické gely byly analyzovany v programu PDQuest Advanced
8.0.1 2D Gel Analysis Software (Bio-Rad). Preparativni gely byly pouZity k uréeni vybranych
proteint, a to $tépenim proteinti trypsinem a naslednou nano-LC-MS/MS analyzou. Prace
na nano-LC-MS/MS a vyhodnocovéni dat provadéla Mgr. Z. Demianova, Ph.D. (UOCHB
AV CR, v.v.i).

Metodou ,Western blotting” byly ovéfeny zmény v expresi proteini nalezenych
pomoci analytickych 2DE gelt. Pouzity byly 1DE i 2DE gely, ze kterych byly proteiny
pfeneseny na PVDF membranu. Navazani primarni protilatky proti BHMT, CBS, aktinu,
OAT, cytokeratinu 8 a 18, Fib-y, nukleofosminu, GNMT, Apo Al, PEPCK1 a SAHH bylo
detekovano pomoci sekundarni protildtky znacené kienovou peroxidasou s vyuzitim

substratu SuperSignal West Femto maximum sensitivity (Pierce). Pro vyhodnoceni byl
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pouzit program ChemiDoc MP Imaging Systém (Bio-Rad). Metodu ,Western blotting” a
vyhodnocovani dat provadéla Mgr. 1. Selicharova, Dr. (UOCHB AV CR, v.v.i.).

4.6 Molekulové modelovani

Molekularné-dynamické studie byly provedeny Mgr. Janou Paterovou (UOCHB AV
CR, v.v.i.). Pro modelovéni byla pouZita struktura potkani BHMT oznadend PDB kédem
1UMY'2 a struktura lidské BHMT s navdzanym inhibitorem CBHcy (PDB koéd 1LT8)? se
simulovanymi okolnimi podminkami totoznymi s experimentdlnimi. Analyza dat probihala

na zakladé vypocta hustoty vyskytu iontt v prostoru kolem aktivniho mista enzymu.

4.7 Krystalografie

Enzym BHMT s L-Hcy krystalizoval pti 4°C smichanim 2 pl 11 mg/ml BHMT v 50mM
Tris-HCl, pH 8,0, 1mM TCEP, 20mM L-Hcy, 2 pl 20% PEG 5000 MME a 0,4 pl 15%
1,2,3-heptantriolu. Pro hruby model struktury byla pouzita PDB struktura lidské BHMT
oznacena 1LT83.

Krystalizace BHMT enzymu, analyza krystalt rentgenovou difrakci a vyhodnoceni
vysledkdl byly provedeny v laboratoii Dr. Markose Koutmose, PhD., Uniformed Services
University of the Health Science, Maryland, USA.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

V prvni casti (kapitola 5.1) této préce jsou uvedeny studie zabyvajici se vlivem
alkalickych kovi, obzvlasté drasliku, na katalytickou schopnost enzymu BHMT a jeho
substratovou specifitu. V dalsi ¢asti (kapitoly 5.2 a 5.3) jsou experimenty zaméfené na vyvoj
a testovani novych inhibitordt BHMT enzymu. Tieti ¢ast (kapitoly 5.4 a 5.5) se zabyva testy
Hcy cyklu v bunéénych liniich a primérnich kulturdch. A kone¢né posledni ¢asti této prace
(kapitola 5.6) jsou studie optimalizace purifikace a stabilizace BHMT-2 enzymu a vyvoj jeho

prvnich inhibitord.

5.1 Regulace katalytické aktivity a zmény substritové specifity
betain-homocystein S-methyltransferasy zpiisobené draselnymi ionty -

priloha ¢. 1

Manuskript pfipraveny k odesldni do ¢asopisu Journal of Biological Chemistry (viz
pfiloha ¢. 1): Mladkov4, ].; Paterov4, J.; Diamond, C. E.; Tryon, K.; Jungwirth, P.; Koutmos,
M.; Garrow, T. A,; Jiracek, J. Structural Role of Potassium Ions in the Catalytic Activity of

Betaine-Homocysteine S-Methyltransferase.

Vysledky, které jsme ziskali v pribéhu vyzkumu enzymt BHMT a BHMT-2 (viz dale
pfiloha ¢. 6) dokazuji, ze BHMT nekatalyzuje pfenos methylové skupiny ze SMM na Hcy
v prosttedi 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) bez draselnych iontt. Szegedi at al.2 naopak publikovali
vysledky dokazujici, ze BHMT je v pfitomnosti SMM a Hcy katalyticky aktivni, i kdyz
desetkrat méné nez v pfitomnosti betainu a Hcy. Cilem této prace bylo prozkoumat vliv
iont( alkalickych kovti a amonnych iont{i na aktivitu a substratovou specifitu BHMT. Studie
probéhly na drovni biochemickych experimentd, ale téz molekularné-dynamickych modelaci
a krystalografie.

Mezi testovanymi kationty zvysovaly aktivitu BHMT (se substraty betainem a Hcy)
nejvice draselné ionty, a to priblizné desetkrat p#i 150-200mM koncentraci KCl (ECso pro K+
je 100uM). Rubidné a amonné kationty stimulovaly aktivitu BHMT maximalné dvojnasobné

ve srovnani s aktivitou bez pfitomnosti monovaletnich kationt (viz obrazek 8).
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Obrazek 8: Vliv iontt alkalickych kovli a amonnych iont na aktivitu BHMT se substraty

betainem a Hcy.

Stanovili jsme hodnoty zdanlivych K, pro oba substraty BHMT za pfitomnosti 150mM
K* (Km pro betain je asi 60uM a pro DL-Hcy je 15uM) i bez pfitomnosti K* (K pro betain je
75uM a pro DL-Hcy je 338uM). Fakt, Ze katalyza BHMT probihd tzv. bi-bi mechanizmem?,
kdy jako prvni do reakce vstupuje Hcy a aZ néasledné je mozné navazani druhého substratu,
nase vysledky objastiuje. Draselné ionty zvysuji afinitu BHMT obzvlasté k Hcy, jakozto
prvnimu substratu, ktery pozméni konformaci aktivniho mista enzymu. Tuto teorii potvrdila
i krystalova struktura BHMT s navédzanymi L-Hcy a draselnymi ionty (viz déle). Betain, ktery
se vaze az jako druhy substrat, se zd4 byt na draselnych iontech nezavisly. Afinity k obéma
substratim byly v literatufe jiz nékolikrat popsany a lisi se nejen v zavislosti na ptivodu
enzymu, ale také na experimentdlnich podminkach. Rozdily v téchto hodnotach byly
zpusobeny, mimo jiné, pravé pouzitim rtiznych koncentraci draselnych iontti, které ovlivnily
aktivitu BHMT.

Dale jsme potvrdili, Ze v prostiedi 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) bez K* iontd BHMT
nekatalyzuje pfeménu SMM a Hcy. V pfitomnosti draselnych iontt ale BHMT méni svou
substratovou specifitu a pfenasi methylovou skupinu ze SMM na Hcy za vzniku methioninu.

I zde jsme stanovili zdanlivé K., pro substraty za pfitomnosti 150mM K* (Kn pro SMM je
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priblizné 3,4mM a pro DL-Hcy je pfiblizné 2,3mM), i kdyZz tyto hodnoty jsou pouze ptiblizné
vzhledem k faktu, ze nebylo mozné dosdhnout maximdlnich rychlosti reakce. Vzhledem
kintraceluldrni koncentraci draselnych ionth v buiice (~160mM) je zfejmé, Zze za
tyziologickych podminek je BHMT schopnd pfenaset methylovou skupinu jak z betainu, tak
z SMM. Koncentrace SMM v burice sice zatim neni zndma, ale pravdépodobné bude zaviset
na mnozstvi SMM pfijimaného v potravé a da se ocekavat, Ze neprevysi koncentraci
betainu2. Nicméné afinita BHMT k SMM je tak mald, Ze pravdépodobnost této katalyzy in
vivo je podle nds minimalni.

Pomoci molekuldrntho modelovani jsme se snazili odhadnout vazebné misto
draselného, ale i rubidného ¢i sodného kationtu ¢ kationtd v blizkosti aktivniho mista
BHMT. Mapa s hustotou vyskytu iontli prozradila distribuci téchto iontd v enzymu a mista,
kde se vyskytuji s nejvyssi pravdépodobnosti. Pfedpovézena tak byla dvé klicova vazebna
mista pro draselné ionty; prvni vazebné misto K* je mezi karboxylovymi skupinami Asp26 a
Glu159 v aktivnim misté volného enzymu a druhé vazebné misto K* v enzymu s vdzanym
CBHcy je pouze u Asp26. V tomto druhém pfipadé K+ interaguje pfimo s CBHcy a pfes
molekulu vody i s Glu159. Na zakladé téchto vysledki byly navrzeny bodové mutace BHMT
enzymu, a to Asp26Ala, Glul59Ala, Glul59GIn, Glul59Asp, ale také Gly27Ser a Gly28Ser,
které v BHMT tvoii konzervovanou katalytickou triddu Asp26-Gly27-Gly28.

Nejaktivnéjsi mutant BHMT byl Gly28Ser s 81% aktivity vzhledem k nativni BHMT,
ostatni Gly28 a Gly27 mutanty byly aktivni maximalné z 8%. Zajimavé jsou vysledky vsech
mutantt v pozici Glul59. Vytézky purifikaci téchto mutantt jsou, pokud viibec néjaké,
mizivé a aktivita nulova. Zd4 se tedy, ze Glu159, kromé své Gcasti pfi vazbé Hcy?, hraje také
roli pti produkci BHMT.

Aby byla dale osvétlena tloha draselnych iontd venzymu BHMT, kolegové ve
spojenych statech vyfesili krystalovou strukturu tetrametru BHMT s navdzanymi draselnymi
ionty a zaroven s vazanym substratem L-Hcy (viz obrazek 9). Z map elektronovych hustot je
zfejmda vazba draselného iontu u kazdého aktivniho mista monomeru BHMT. Draselny
kationt je stabilizovan fadou vazeb, z nichz kli¢ovou hraje pravé Asp26 a i vazba K*, ktera je
zprostfedkovana pies molekulu vody pfimo sL-Hcy a také pres dalsi molekulu vody
s Glul59. Interakce draselného iontu s L-Hcy objasiiuje vyraznou pozitivni zménu afinity
Hcy k BHMT. Vazba draselnych iontt na BHMT tedy vede k lokalnimu uspofaddéani a
stabilizaci aktivniho mista enzymu, kterd se zda byt optimalnéjsi pro vazbu substratt a tak i
pro kinetické vlastnosti a také substratovou specifitu enzymu. Krystalova struktura enzymu

tak potvrdila model pfedpovézeny pomoci molekuldrni dynamiky a simulaci.
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Obrazek 9: Prostorova struktura casti aktivniho mista BHMT enzymu s vazanym iontem

drasliku (fialové), L-Hcy (Zlut€) a aminokyselinami, které se ti¢astni vazby s iontem drasliku.

Podil dizertantky na této publikaci asi 70%: purifikace a exprese enzymu BHMT a jeho

mutantnich forem, méfeni enzymovych kinetik, vyhodnoceni experimentalnich dat, podil na

sepsani a revizi publikace.
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5.2. Strukturné-aktivitni studie novych inhibitorii betain-homocystein
S-methyltransferasy - p¥iloha ¢. 2

Vysledky byly publikovany v ¢asopise Journal of Medicinal Chemistry (viz pfiloha ¢.
2): Vanék, V.; Budésinsky, M.; Kabeleova, P.; Sanda, M.; Koziek, M.; Han¢lova, 1.; Mladkova

I; Brynda, J.; Rosenberg, I.; Koutmos, M.; Garrow, T. A; Jird¢ek, J. Structure-Activity Study
of New Inhibitors of Human Betaine-Homocysteine S-Methyltransferase. Journal of Medicinal

Chemistry 2009, 52, 3652-3665.

Tato prace byla zaméfena na navrzeni, syntézu a nésledné testovani latek urc¢enych
k inhibici BHMT enzymu. Cilem bylo lepsi pochopeni strukturnich vlastnosti aktivniho
mista enzymu. Vyvinuty byly dvé série latek, které a) testovaly vliv pozice a poc¢tu atomit
siry v molekule inhibitoru, popfipadé jejich zdménu za jiné heteroatomy, a b) napodobovaly
hypoteticky tranzitni stav reakce katalyzované BHMT se substraty L-Hcy a betainem (viz
obrazek 10). Syntetizovany byly S-alkylované derivaty Hcy se zaménami v , betainové” ¢asti
molekuly. Vychozi strukturou pro navrhy a pfipravu novych latek byl jiz dfive publikovany

inhibitor?62 CBHcy, latka 1 (obrazek 11).

CHs CH3
HOOC\9\I\-CH3 HOOC\/N\
CH3 Q(\T;Hg ) CH3
+ — " | HOOC ---CH3----S COOH | —» +
HS \/\‘/COOH NH; s COOH
H3C/ \/Y
NH. D “betainova” cast g ‘“homocysteinové" éést' NH2

Obrazek 10: Reakce katalyzovand BHMT, kdy dochédzi k pfenosu methylové skupiny
z betainu na L-Hcy za vzniku DMG a L-methioninu. V zdvorce je zndzornén hypoteticky

tranzitni stav.
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Obrazek 11: Specificky inhibitor BHMT, S-(4-karboxybutyl)-DL-homocystein (CBHcy) .

Inhibi¢ni vlatnosti veSkerych nové syntetizovanych latek byly testovany pfi jejich
20uM koncentraci. Nejucinnéjsi z inhibitorti byly nasledné testovany pti 1uM koncentraci a
urcena byla také jejich hodnota ICsp via¢ci BHMT. Porovndnim ziskanych dat s novymi
inhibitory a také s inhibitory vyvinutymi jiz dfive nejen v nasi laboratofi” 162 bylo zjisténo, Ze
pozice atomu siry v molekule inhibitoru je nezbytna a vysoce specifickd a odpovida poloze
atomu siry v ,homocysteinové” ¢asti molekuly. Navic bylo v roce 2002 prokazéno?, Ze atom
siry v této pozici pfimo interaguje s atomem zinku, ktery je nepostradatelny pro katalytickou
aktivitu BHMT. V této praci bylo zjisténo, Zze piipravené latky, které odpovidaji
hypotetickému tranzitnimu stavu substratt, BHMT neinhibuji. P¥ekvapivé ani sekundérni,
tecidlni ¢i kvartérni aminy v molekule inhibitoru napodobujici strukturu hypotetického
tranzitniho stavu v ,betainové” ¢asti molekuly nevykazovaly vysoké inhibi¢ni vlastnosti,
pravdépodobné vlivem kladného naboje na atomu dusiku. Divody prozatim nejsou zcela
jasné a jsou predmétem dalsiho studia.

Nejsilnéjsimi inhibitory se ukazaly byt latky sjednou (2) ¢i dvéma (3) methylovymi
skupinami na misté jiz zminéného aminu (viz obrazek 12). Jejich ICso hodnoty jsou
srovnatelné (2), ¢i dokonce lepsi (3) nez hodnoty do té doby nejsilnéjsiho publikovaného
inhibitoru BHMT, CBHcy (1). Vzhledem ktomu, Ze jejich struktura neodpovida
hypotetickému tranzitnimu stavu, 1ze usuzovat, ze se vazi jinym zptisobem nez BHMT
substraty. Na zdkladé faktu, ze katalyza BHMT probiha tzv. bi-bi mechanizmem?#, kdy jako
prvni do reakce vstupuje Hcy, ktery pozméni konformaci enzymu, a néasledné je mozné
navazani druhého substratu - betainu, byla navrzena hypotéza nékolika konformacnich
stavii béhem katalytické reakce BHMT. Velmi nizké ¢islo pfemény BHMT enzymu tuto teorii
substraty, nybrz nejspise interaguji s BHMT v konformaci, kterd odpovidéd jiz vdzanym

produktim, tzv. ,bi-product analogues”. Mechanizmus interakce je ale podobny. Nejprve se
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do aktivniho mista navaze ,homocysteinova” ¢ast molekuly, nésledné dojde ke zméné

konformace a navazani druhé ¢asti inhibitoru.

s COOH
T CHs, NH,
CHy NH;
2 3
1Cs0 0,139}JM ICso 0,084uM

Obrazek 12: Nejuspésnéjsi inhibitory této studie: S-alkylované derivaty Hcy.

Podil dizertantky na této publikaci asi 10%: inhibi¢ni experimenty.
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5.3 Viyvoj mnové skupiny inhibitorii  betain-homocystein

S-methyltransferasy - p¥iloha ¢. 3

Vysledky byly publikovany v ¢asopise European Journal of Medicinal Chemistry (viz
pfiloha ¢. 3): Picha, J.; Vanék, V.; Budésinsky, M.; Mladkova, |.; Garrow, T. A.; Jiracek, J. The
Development of a New Class of Inhibitors for Betaine-Homocysteine S-Methyltransferase.

European Journal of Medicinal Chemistry 2013, 65, 256-275.

V této publikaci jsme se déle a detailnéji zabyvali studiem mechanizmu vazby ligand
do aktivnhiho mista enzymu BHMT, tentokrat pomoci latek modifikovanych v
,homocysteinové” ¢asti jejich molekuly. Opét jsme vychédzeli ze struktury dfive
publikovaného inhibitoru CBHcy, 1 (viz obrazek 11). Nové syntetizované latky se lisily
zdmeénou karboxylové skupiny za rtzné bioisosterické skupiny (napi. tetrazol, oxadiazolon).
Zaménou karboxylové skupiny za karboxyamid byl v dané ¢asti molekuly také potlacen
negativni naboj, zdménou za fosfonovou ¢i fosfinovou kyselinou byla zvysena kyselost a
polarita dané latky a vyvinuty byly také latky s pyrolidinovym motivem. Schopnost danych
latek inhibovat enzym BHMT byla opét testovdna pfi jejich 20uM koncentraci a u
nejucingjsich latek byly uréeny hodnoty ICso.

Ukézalo se, ze zadny pfipraveny amid neni vhodnym inhibitorem BHMT, a tedy ze
zadporny néaboj karboxylové skupiny ,homocysteinové” ¢asti molekuly je pro rozpoznéni
ligandu dtlezity. I pfes to byla v této fadé amidickych latek zjisténa vyssi inhibice BHMT u
polarngjsich latek. Dobré inhibi¢ni vlastnosti nevykazovaly ani latky se substituovanou
tetrazolovou skupinou, kterd je oproti karboxylové skupiné lipofilngjsi, ale ma stejnou
aciditu, a je tedy povazovdna za vyhodnou obménu karboxylové skupiny. Diavodem
netspéchu mohou v tomto pfipadé byt sterické zdbrany, stejné jako u netspésné inhibice

vvvvvv

inhibitory této studie byly latky se substituovanou kyselinou fosfinovou (viz obrdzek 13).
Inhibice byla jesté zesilena pfidanim dvou methylovych skupin v , betainové” ¢asti molekuly
(obrazek 13, latka 5) tak, jak bylo tspésné pozorovano v predchézejici studii pfedlozené
v této préci jako pfiloha ¢. 2.

Prestoze bylo v této praci pfipraveno dalsich 13 novych inhibitort BHMT, nejacinnéjsi
z nich byl pfiblizné desetktat slabsi nez dfive popsany inhibitor CBHcy (1). Studie nicméné

pomohla definovat neobycejnou selektivitu BHMT vii¢i Hey. Nékteré z novych latek, ackoli
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nejsou nejucinejsimi inhibitory BHMT, mohou byt pouZity pro in vivo testy vzhledem k jejich

predpokladané biologické snasenlivosti.

O 0]
|l |l
HO S P—H HO S P—H
(o) NH2 (0] NH2
4 5
ICso 5,0|J|V| ICso 1,1|J|\/|

vvvvvv

Obrazek 13: Nejaspésnéjsi inhibitory této studie: S-alkylovany derivat Hcy se
substituovanou kyselinou fosfinovou (4) a S-alkylovany derivat Hcy se substituovanou

kyselinou fosfinovou a dvéma methylovymi skupinami v ,betainové” ¢asti molekuly (5).

Podil dizertantky na této publikaci asi 30%: inhibi¢ni experimenty, podil na revizi a

opraveé publikace.

Obé predeslé prezentované prace (pfiloha ¢. 2 a 3) pomohly osvétlit a kompletné

definovat strukturni pozadavky aktivniho mista BHMT na vézajici se ligand, a to pomoci 30

N

studii mohou byt pouzity k dalsim farmakologickym experimentiim pro studium funkce

enzymu BHMT in vivo.
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5.4 Koantifikace metabolitii homocysteinového cyklu a role
betain-homocystein S-methyltransferasy v buiikdch HepG2 - priloha ¢.
4

Vysledky byly publikovény v ¢asopise Biomedical Chromatography (viz pfiloha ¢. 4):
Kotinek, M.; Sistek, V.; Mladkova, J.; Mikes, P.; Jiracek, J.; Selicharov4, I. Quantification of
homocysteine-related metabolites and the role of betaine-homocysteine S-methyltransferase

in HepG2 cells. Biomedical Chromatography 2013, 27, 111-121.

Cile naSich experimentli vramci této publikace byly zaméfené na studium
vnitrobunéénych koncentraci klicovych metabolitd Hcy cyklu, a to konkrétné Hcy,
methioninu, cysteinu, SAM, SAH a betainu v buné¢nych liniich HepG2 a BHMTHepG2
(bunécna linie HepG2 se zaklonovanym genem pro BHMT). Zmény koncentraci téchto latek
byly ovlivnény inhibici BHMT nebo simulaci hyperhomocysteinemie pomoci pfidaného
Hcy. Za timto tc¢elem jsme optimalizovali a validovali rychlou a citlivou LC-MS/MS metodu
pro soubézné analyzovani polarnich latek s limitem detekce v nanomolarnich koncentracich.

Kritickym krokem pro pfesné urceni koncentrace metabolit v butikéch se ukazalo byt
rychlé zpracovani a ndsledné okamZité zamrazeni bunék kapalnym dusikem kviili zastaveni
metabolické aktivity. Jiz pfi ponechani bunék pfi laboratorni teploté pouhych 15 minut jsme
pozorovali zmény v koncentracich metabolitti, které se pohybovaly mezi 20 a 300 %.

Mezi liniemi HepG2 a BHMTHepG2 jsme rozdily ve vnitrobunéénych koncentracich
sledovanych metaboliti nezaznamenali. Pro obé bunécné linie tedy plati nasledujici
vysledky. 0,lmM Hcy pfidany domédia se projevil pouze a jen v prvnich hodinach
nartistem koncentraci Hcy, SAH a o néco méné i cysteinu. Jejich koncentrace se ale béhem 24
hodin vrétily k normalnim hodnotdm odpovidajicim kontrole. Timto je zfejmé rychlé
vyporadani se bunék s mirné narusenym Hcy cyklem. Buriky rostouci v médiu s 2mM Hcy
vykazovaly obzvlast velky nartst intracelularnich koncentraci Hcy a SAH, které s ¢asem sice
mély sestupnou tendenci, béhem 72 hodin ale na ptivodni koncentraci nepoklesly. Méné také
vzrostla mnoZstvi cysteinu a methioninu, kterd se ovSem béhem 24 hodin vratila
k poc¢ate¢nim hodnotdm. Od zacatku sestupnou tendenci mél v tomto experimentu pouze
betain. Ten slouzi jako druhy substrat reakce katalyzované BHMT. Vzhledem k tomu, Ze
dosud neni zndm zadny jiny enzym, ktery by metabolizoval betain®, jeho tbytek znaci

potiebu buriky metabolizovat velky nadbytek Hcy také pomoci BHMT. U obou bunéénych
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linif byl zaznamenan pokles poméru SAM:SAH, tzv. ,methyla¢niho indexu”, ktery udava
pravdépodobnost methylace.

V burikach rostoucich v médiu s 0,1mM CBHcy nemél inhibitor BHMT na koncentraci
metaboliti zadny vliv, a to ackoli vliv tohoto inhibitoru v in vivo studiich na mysich!> ¢i
krysach® vedl k hyperhomocysteinemii. Ziejma byla jen tplnd inhibice aktivity BHMT
v obou bunéc¢nych liniich.

Naopak neoc¢ekavané byly vysledky BHMT aktivit v buné¢nych lyzatech obou linii po
experimentech s pfidanym Hcy. Aktivita BHMT v HepG2 burikdch nebyla nijak ovlivnéna
pfidanym Hcy v mediu, avsak aktivita BHMT v BHMIHepG2 burikach se s rostouci
koncentraci Hey v mediu snizovala. Pfi¢inou tohoto jevu miize byt bud’ inhibice BHMT
nadmirou SAH v buice, nebot SAH je tc¢inny inhibitor vétSiny methyltransferas, anebo
potlaceni indukce proteinti vlivem stresu zplisobenym nadmirou Hcy v burice, jak ve své
studii naznacil Dionisio et al.?. Jak bylo zminéno v ¢lanku autord, ktefi vyvinuli BEMTHepG2
bunéc¢nou linii'4, vyssi indukce enzymu BHMT by teoreticky mohla chranit buriky pfed
zminénym Hcy podminénym stresem. Vysledky ziskané nasi studii tuto hypotézu bohuZzel
nepotvrdily.

Ackoli HepG2 bunéc¢na linie slouzi jako model pro metabolizmus lidskych jaternich
bunék, metabolizmus Hcy je v této bunécéné linii pozménén tak, jak tomu byva u karcinomu
jater. Kuptikladu enzymy SAM synthasa (isoforma I), CBS, N-methyltransferasa a také
BHMT v HepG2 burikach chybi nebo je jejich exprese vyrazné potlacenal4 191 192, Proto byla
pouzita BHIMTHepG2 bunécéné linie, ktera md, podle nasich méfeni, desetkrat vyssi aktivitu
BHMT oproti HepG2. Rozdily v koncentracich nami sledovanych metabolitd jsme mezi
liniemi ale nezaznamenali. Vyjimkou byl betain, ktery mél zhruba 1,4-krat vyssi koncentraci
v HepG2 burikdch nez v BIMTHepG2 burikach. I pfes tento negativni aspekt HepG2 bunécné
linie poskytly téméf neomezené mnozstvi stalého materidlu, coZz nadm umoZznilo
optimalizovat LC-MS/MS metodu pro stanoveni poldrnich latek Hcy metabolizmu. Prévé
tato metoda byla dale vyuzita v nasledujici studii (viz pfiloha ¢. 5), kde byly pro stanoveni
metabolitd pouzity primarni kultury lidskych jaternich bunék. Pouziti této metody mtze byt

samoziejmeé dale rozsifeno o stanovovani dalsich nizkomolekularnich polarnich latek.

Podil dizertantky na této publikaci asi 30%: kultivace a pokusy s bunéénymi liniemi

HepG2 a BHMTHepG2, zpracovani bunéénych lyzath a pfiprava vzorkd pro LC-MS/MS,

méfeni aktivit BHMT v bunéénych lyzatech, ticast na vyhodnoceni experimentalnich dat.
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5.5 Efekt hyperhomocysteinemie a inhibice betain-homocystein

S-methyltransferasy na metabolity a proteom hepatocytii - priloha ¢. 5

Vysledky byly publikovany v ¢asopise Biochimica et Biophysica Acta - Protein and
Proteomics (viz piiloha ¢&. 5): Selicharovd, I.; Kofinek, Demianova, Z.; Chrudinovd, M.;
Mladkova, J.; Jiracek, ]J. Effect of Hyperhomocysteinemia and Betaine-Homocysteine
S-Methyltransferase Inhibition on Hepatocyte Metabolites and the Proteome. BBA- Proteins
and Proteomics 2013, 1834, 1596-1606.

V piedeslé praci jsme vyvinuli LC-MS/MS metodu pro soubéZzné analyzovani
polarnich latek Hcy cyklu, kterou jsme v této publikaci taktéz pouzili pro metabolomické
stanoveni Hcy, methioninu, cysteinu, SAM, SAH, betainu, a navic také DMG, cystathioninu
a cholinu. Metabolomické studie byly v této praci navic doplnény proteomickymi pro zjisténi
zmén v intracelularnich a sekretovanych proteinech bunék ovlivnénych inhibici BHMT nebo
hyperhomocysteinemii simulovanou pfidanim Hcy. Abychom lépe osvétlili fyziologickou
tlohu BHMT v lidskych jaternich butikdch, pouZili jsme tentokrat primarni kultury lidskych
hepatocytli (od tfi darct s benignim ndalezem, jednoho pacienta s metastazemi a jednoho
darce s pro nds nezndmou diagnézou) a pro porovnani znovu bunécénou linii HepG2.
Primarni kultury nam poskytly nezaménitelny zdroj lidskych bunék, jehoz mnoZzstvi a
zivotnost jsou ale oproti bunéénym liniim velmi omezené.

Aktivita BHMT v primarnich hepatocytech je podle nasich méfeni stondsobna oproti
HepG2. V hepatocytech rostoucich v médiu s inhibitorem CBHcy byla aktivita BHMT takika
nulova.

Jiz porovnanim zakladnich koncentraci nami zjistovanych metabolitd byly patrné
rozdily v koncentraci SAM mezi HepG2 bunécnou linii a primérnimi hepatocyty (nejvyssi u
bunécéné linie HepG2 a nasledné u pacienta s metastizemi). Snizend koncentrace SAM
obecné vede k proliferaci. Dodani SAM zdravym buiikdm vede k inhibici apoptosy, kdezto
rakovinné buriky to k apoptose stimuluje’.

Pfidanim inhibitoru BHMT (CBHcy) nebo 0,ImM Hcy do media byly
v metabolomickych studiich pozorovany jen malé zmény zptisobené snahou bunék odstranit
nadbyte¢ny Hcy. U bunék ovlivnénych inhibitorem BHMT byl prokazan pokles hladiny
SAM v burikach. Vliv 0,1mM Hcy vedl k nartistu Hey, SAH a cystathioninu. Podobné 2mM
Hcy vmédiu ovlivnil zvyseni koncentrace Hcy, SAH, SAM, DMG a extrémné pak
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koncentraci cystathioninu a naopak vedl ke snizeni koncentrace cysteinu a tplné spotiebé
betainu.

Proteomické studie poukédzaly na signifikantni zmény v expresi intracelularnich a
sekretovanych proteinti jen u bunék ovlivnénych 2mM Hcy. Tyto zmény se tykaly vétsinou
cytozolickych enzymti metabolizmu cukri a aminokyselin. Ovlivnéna byla také buné¢na
proliferace, a to proteiny, které zpomaluji bunéény rlist a syntézu polyamint. Koncentrace
sekretovanych proteinit byla vlivem 2mM Hcy obecné sniZzena. Nejzajimavéjsi a
nejdtlezitéjsi zmény u bunék ovlivnénych 2mM Hcy byly vrozdilech proteint
apolipoproteinu Al (Apo Al) a fibrinogenu gamma (Fib-y).

Mnozstvi Apo Al bylo intraceluldrné zvyseno, zatimco v sekretovanych proteinech
zcela chybél a zastoupend zde byla jen forma jeho propeptidu (viz obrazek 14 A). Je tedy
mozné, Ze narusenim cyklu Hcy dochézelo k chybné tvorbé funkéniho proteinu Apo Al, coz
miize byt diisledek naruseného transportu Apo Al z tkani. Apo Al je hlavni slozkou HDL a
Gcastni se transportu tukti, véetné cholesterolu, ztkdni do jater. Porucha metabolizmu
cholesterolu byla jiz u hyperhomocysteinemie popsana’®.

Také mnozstvi Fib-y bylo jak v médiu tak intracelularné zvyseno, a to prekvapivé ve
formé jeho dimert, zatimco vyskyt intracelularntho monomeru Fib-y se sniZil (viz obrazek
14 B). Dimerizace sekretovaného Fib-y byla v mensi mife zaznamendna také u bunék
ovlivnénych 0,1mM Hcy a inhibitorem BHMT, CBHcy. Formace dimert Fib-y by tedy mohla
byt povazovéana za potencidlni markery ¢asného onemocnéni jater.

Vysledky nasSich praci souhlasi s experimenty provddénymi na mysich ¢i krysach a
potvrzuji, Ze u onemocnéni jater hraje roli stres endoplasmatického retikula, oxidativni stres,

a chyby v metabolizmu lipid& a aminokyselin.
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Obrazek 14: ViditeIné zmény intracelularnich a sekretovanych proteinit ApoAl (A) a Fib-y
(B) v kontrolnich vzorcich (oznacené v obrazku C) a buiikdch ovlivnénych 2mM Hcy

(oznacené v obrazku 2H). PouZité byly metody 2DE a ,western blotting” z 2DE geld.

Podil dizertantky na této publikaci asi 10%: kultivace a pokusy s bunénymi liniemi

HepG2, zpracovéani bunéénych lyzatd a pfiprava vzorkt pro LC-MS/MS, méfeni aktivit

BHMT v bunéénych lyzatech, ptiprava 2DE geld.
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5.6 Optimalizace purifikace rekombinantni betain-homocystein

S-methyltransferasy 2 a jeji proni inhibitory - priloha ¢. 6

Vysledky byly publikovany v ¢asopise Journal of Medicinal Chemistry (viz piiloha ¢.
6): Mladkov4, J.; Vanék, V.; Budésinsky, M. G.; Elbert, T.; Demianova, Z.; Garrow, T. A,;
Jiracek, J. Double-Headed Sulfur-Linked Amino Acids As First Inhibitors for
Betaine-Homocysteine S-Methyltransferase 2. Journal of Medicinal Chemistry 2012, 55,
6822-6831.

Nase skupina se jiz dlouhodobé zabyva studiem enzymu BHMT. ZkuSenosti ziskané
béhem nékolika let byly nyni vyuzity pro studium pomérné nové objeveného enzymu
BHMT-2. Po dlouhou dobu nebylo méfeni enzymové aktivity BHMT-2 enzymu Gspésné,
nebot rekombinantni BHMT-2 se projevila jako velmi nestabilni enzym. Li et al.¢! popsali
agregaci a rychlou degradaci BHMT-2. Pravdépodobné z tohoto divodu nebyla az do roku
2008 zmeétena zadna jeji katalytickd aktivita. Szegedi et al.2 poté pfipravili rekombinantni
BHMT-2 stabilizovanou 40% glycerolem, coZ jim poskytlo dostatek ¢asu na zakladni
biochemické charakterizovani enzymu (napi. Kn?PP pro SMM).

Purifikace BHMT-2 v nasi laboratofi nebyla tispésné ani po snaze stabilizovat BHMT-2
glycerolem ¢i jinymi ¢inidly, ani ultrafiltraci. Purifikaci byl sice ziskan cisty enzym, ale
s nesignifikantnimi hodnotami aktivit, které béhem dvou dnli uz nebyly detekovatelné.
Vzhledem k velké podobnosti (73% identita) obou enzymid, BHMT a BHMT-2, byla jiz
v pfedchozich studiich!¢ 170 naznacena jejich mozna ko-oligomerizace. Provedli jsme tedy
ko-purifikaci enzymt BHMT a BHMT-2. Vysledkem bylo ziskdni dlouhodobé aktivniho
enzymu BHMT-2 stabilizovaného enzymem BHMT. Je nutné zminit, Ze nestaci jen smichat
dva cisté enzymy, BHMT-2 a BHMT. Pro ziskani aktivni BHMT-2 je nutné purifikovat oba
enzymy zaroven ze smési piislusnych transfekovanych bakterii. Ziskané vysledky naznacuji
specifickou interakci BHMT a BHMT-2 v buiice.

Porovnanim primarnich sekvenci obou enzymt je na C- konci BHMT-2 patrné absence
34 aminokyselin, které jsou u BHMT dilezité pro oligomerizaci, resp. dimerizaci dimerG!?.
Eliminace dimeriza¢ni c¢asti BHMT vedla v bakteridlnim systému (E. coli) krychlé
degradaci'?. Dalsi aminokyseliny dtlezité u BHMT pro dimerizaci ¢i tertramerizaci ovsem
BHMT-2 nepostrada?. Je tedy pravdépodobné, Ze enzym BHMT-2 pouze neni schopen tvofit

homooligomery, ale maze tvofit heterooligomery.
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Prestoze mnozstvi bunék E. coli nesoucich gen pro BHMT a pro BHMT-2
v kultivaénim mediu bylo stejné, podil exprimované BHMT byl tficetkrat vétsi oproti
BHMT-2. Nasnadé byl navrh purifikace smési enzymt v poméru tficetkrat zvyhodmiujicim E.
coli nesoucich gen pro BHMT-2. Vysledkem byla smés BHMT ku BHMT-2 v poméru obsahu
proteint 2:1, pficemz specifickd aktivita BHMT-2 se ale nezvysila (tyto vysledky nejsou
soucasti publikovaného ¢lanku - pfilohy ¢.6).

Pomoci nativni elektroforézy jsme se pokusili odhadnout sloZeni heterooligomert a
homooligomerti ve smési purifikovanych enzymt BHMT a BHMT-2, coz bylo nejlépe patrné
ze smési enzymil v poméru 2:1 (viz obrazek 15). Nejintenzivnéjsi pruh na elektroforéze
odpovida 180 kDa, a tedy homotetrameru slozeného pouze z monomertt BHMT. Slabsi pruh
na 170 kDa odpovida heterotetrameru dvou monomertt BHMT a dvou monomertt BHMT-2 a
velmi slaby pruh na zhruba 90 kDa pravdépodobné patfi bud heterodimeru BHMT
s BHMT-2, nebo homodimeru BHMT ¢ BHMT-2. Zaroven je z gelu patrnd neschopnost
BHMT-2 tvofit homotetramery (obrézek 15, 3. a 4. jamka zleva), naopak nejintenzivnéjsi
pruh se shoduje s molekulovou hmotnosti homodimeru BHMT-2. Nicméné je zde tteba
podotknout, ze samotnda BHMT-2 ve vzorku jiz nebyla katalyticky aktivni a s nejvétsi
pravdépodobnosti jiz byla degradovanale! (tyto vysledky nejsou soucasti publikovaného
¢lanku - ptilohy ¢.6).

I ptes vyrazny nadbytek BHMT (30:1) bylo mozné pokracovat v dalsich studiich
enzymu BHMT-2, jelikoZ za danych podminek (reakéni smés bez draselnych iontdi; vice viz
pfiloha ¢. 1) enzym BHMT nemetabolizuje SMM a Hcy, anikterak tedy neovliviioval
vysledky méfeni. Nasledovala optimalizace méfeni aktivity BHMT-2, stanoveni Kiyarp
BHMT-2 k DL-Hcy (107 + 10pM) a inhibi¢ni studie nové syntetizovanych latek véetné CBHcy.
Kmarp BHMT-2 k SMM (£ 940uM) bylo stanoveno jiz diive.
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BHMT + BHMT-2
BHMT BHMT-2 30:1 21 BSA

a b a b a b a =] a b

e

¥
- -

Obrazek 15: Nativni elektroforéza (6% separac¢ni gel) BHMT, BHMT-2, smési BHMT a
BHMT-2 v poméru 30:1 a 2:1 a BSA. Vzorky jsou naneseny vzdy ve dvou koncentracich: 0,5
pug (a) a 0,7 pg (b). Na obrazku vpravo jsou v odpovidajici pozici oznac¢ené molekulové

hmotnosti.

Pfi navrhovani potencidlnich inhibitort BHMT-2 byly uplatnény poznatky o
pfibuzném enzymu BHMT, jeho mechanizmu katalyzy a struktufe jeho nejsilnéjSich
inhibitort (viz téz piiloha ¢. 2 a 3). Pfipravena byla série latek (celkem 8) napodobujicich
hypoteticky tranzitni stav substratd reakce katalyzované BHMT-2 (viz obrazek 16) nebo
strukturu spojenych produkt. U vSech latek byla testovana sila inhibice pfi jejich 20pM
koncentraci jak vi¢i BMHT-2 tak BHMT. Cilem bylo ziskat silny, ale zéroven selektivni
inhibitor BHMT-2. Vzhledem k podobnosti obou enzymiti a zkuSenostem s BHMT bylo
nejvice nadéji vkladano do latek 6 a 7 (viz obrazek 17) napodobujicich spiSe spojené
produkty neZ tranzitni stav reakce. Obé tyto latky inhibovaly BHMT-2 pfi 20uM koncentraci
minimdlné z 90%, avsak latka 7, na rozdil od latky 6, relativné dobte inhibovala také BHMT,
a neni tedy selektivnim inhibitorem BHMT-2. Dalsi studie byly provadény jen na latce 6, u
které byla stanovena silna kompetitivni inhibice BHMT-2 s hodnotou Kgarp (77 + 7nM)
k DL-Hcy. Jelikoz stale nezname funkci BHMT-2 in vivo, tento inhibitor, do této doby jediny
silny a selektivni inhibitor BHMT-2, miize byt ddleZitym nastrojem pro jeho dalsi in vivo
studie. Vysledky prezentované v této publikaci a v publikacich, které jsou soucésti této prace
jako pfilohy ¢. 2 a 3, signalizuji podobnost katalytickych mechanizmti obou enzym BHMT a
BHMT-2.
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Obrazek 16: Reakce katalyzovana BHMT-2, kdy dochazi k pfenosu methylové skupiny

z SMM na L-Hcy za vzniku L-methioninu. V zavorce je zndzornén hypoteticky tranzitni stav.

NH, NH,
S COOH HOOC}\/X\/S COOH
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Obrazek 17: Nejuspésnéjsi inhibitory této studie: S-alkylované derivaty Hcy.

Podil dizertantky na této publikaci asi 80%: optimalizace purifikace a exprese enzymu

BHMT a BHMT-2, optimalizace a méfeni aktivit BHMT-2, méfeni aktivit BHMT, inhibi¢ni

experimenty, vyhodnoceni experimentalnich dat, podil na sepsani a revizi publikace.
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6. ZAVER
Predklddand dizerta¢ni prace pfindsi shrnuté nové cenné poznatky o dvou lidskych

enzymech BHMT a BHMT-2 Gi¢astnicich se metabolizmu Hcy. Hlavni vysledky této prace 1ze

shrnout do nasledujicich bod:

e  Popsali jsme katalytickou aktivaci BHMT a zménu v jeji substratové specifité
zpusobenou draselnymi ionty. Metodami molekulového modelovani, pomoci
pfipravenych mutantnich forem BHMT a krystalografie jsme také objasnili vazbu
draselnych iont v blizkosti aktivnhiho mista BHMT a zménu konformace

aktivniho mista enzymu po vazbé draselnych iontt.

e  Navrhli a pfipravili jsme sérii 30 novych latek pro inhibici BHMT, diky kterym
enzymu, nybrz spise vazané produkty reakce, tzv. bi-product analogs. Prokdzana
byla velka selektivita BHMT vtci Hey, a navic dalezitost zaporného néboje jeho
karboxylové skupiny.

. Mezi témito novymi latkami byl také identifikovdn dosud nejsilngjsi inhibitor

BHMT (viz obrazek 12, latka 3).

e  Pomoci proteomickych a metabolomickych metod jsme v bunéénych liniich
HepG2, BiMTHepG2 a primdrnich lidskych hepatocytech identifikovali proteiny,
které jsou ovlivnény naruSenym metabolizmem Hcy. Nejzasadnéjsi zmény se
tykaly chybné tvorby funkéniho proteinu Apo Al a dimerizace extracelularniho

Fib-y. Hlavnim projevem inhibice BHMT je sniZend hladina SAM v burikach.

o Optimalizovali jsme purifikaci BHMT-2 enzymu a stabilizovali jeho katalytickou
aktivitu ko-purifikaci s pfibuznym enzymem BHMT. Zd4 se, Ze nativni forma

BHMT-2 s BHMT tvofi v burice heterotetramery.

o Navrhli a pfipravili jsme dosud jediny silny a zéroven selektivni inhibitor
BHMT-2, ktery miize byt pouzit pfi studiu dosud nezndmych fyziologickych
funkci BHMT-2 (viz obrazek 17, latka 6).
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