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ABSTRAKT 

Betain homocystein S-methyltransferasa (BHMT) a betain homocystein 

S-methyltransferasa 2 (BHMT-2) jsou savčí cytozolické metaloenzymy. Oba tyto enzymy se 

účastní metabolizmu homocysteinu (Hcy), konkrétně jeho remethylace, především v 

jaterních a také ledvinných buňkách. BHMT přenáší methylovou skupinu z betainu na L-Hcy 

za vzniku L-methioninu a dimethylglycinu (DMG). BHMT-2 přenáší 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 mít souvislost s řadou patologických stavů1, 2. BHMT je již relativně dobře 

prozkoumaným enzymem. Je známa její krystalová struktura3, reakční mechanizmus4, 5, 

připravena byla řada inhibitorů tohoto enzymu6, 7, které umožnily také in vivo studie, a 

nedávno se po dlouhé době podařilo vyvinout Bhmt-/- myší model8.  Výzkum BHMT-2 je 

oproti tomu teprve v začátcích a fyziologické funkce BHMT-2 zůstávají stále neznámé. 

Důvodem je velká nestabilita BHMT-2 a také absence selektivních inhibitorů. BHMT a 

BHMT-2 jsou velmi podobné enzymy, které mají 73% identitu v primární sekvenci1. 

Výsledky této dizertační práce poskytují nové informace o vlastnostech a strukturních 

požadavcích aktivního centra BHMT. Tyto informace byly získány pomocí třiceti nově 

připravených nízkomolekulárních látek, u kterých byla testována síla jejich inhibice vůči 

rekombinantní BHMT. Dále se nám podařilo optimalizovat purifikaci a stabilizovat BHMT-2, 

a to ko-purifikací s příbuzným enzymem BHMT. Tyto výsledky naznačují specifickou 

interakci obou enzymů, která byla potvrzena nativní elektroforézou. Vyvinuli jsme dosud 

jediný silný a zároveň selektivní inhibitor BHMT-2, který může být důležitým nástrojem pro 

další in vivo studie tohoto enzymu. Testováním vlivu inhibice BHMT a simulované 

hyperhomocysteinemie na buněčnou linii HepG2, BHMTHepG2 a lidské hepatocyty pomocí 

2-DE, MS a LC-MS/MS jsme pomohli lépe objasnit odezvu a schopnost jaterních buněk 

vypořádat se s narušeným metabolizmem Hcy. Důležitým výsledkem této dizertační práce je 

také objev katalytické aktivace BHMT a zároveň ovlivnění její substrátové specifity 

draselnými ionty. Pomocí molekulového modelování, připravených mutantních forem 

BHMT a krystalografie jsme také popsali vazbu a důležitou strukturní roli draselných iontů 

v blízkosti aktivního místa BHMT.  

Celkově můžeme konstatovat, že tato práce poskytla řadu nových a cenných poznatků 

o fyzikálně-chemických a biochemických vlastnostech enzymů BHMT a BHMT-2. Poskytla 

nové inhibitory obou enzymů a přinesla nové poznatky o funkci BHMT v jaterních buňkách. 
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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 

conditions1, 2. BHMT is already relatively well characterized enzyme. Its crystal structure3 

and reaction mechanism4, 5 have been described and a series of BHMT inhibitors have been 

prepared6, 7. The specific inhibitors enabled further in vivo studies and, recently, Bhmt-/- mice 

model has been successfully developed8. 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 identity1. 

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, BHMTHepG2 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 POUŽITÝCH ZKRATEK 

2DE  dvourozměrná elektroforéza 

Apo A1  apolipoprotein A1 

BHMT  betain-homocystein S-methyltransferasa  

BHMT-2  betain-homocystein S-methyltransferasa 2 

BHMTHepG2 buněčná linie HepG2 se zaklonovaným genem pro BHMT 

CBHcy  S-(4-karboxybutyl)-DL-homocystein 

CBS  cystathioninβ synthasa 

CGL  cystathioninγ lyasa 

DMG  dimethylglycin 

Fib-γ  fibrinogen gamma 

GNMT  glycin N-methyltransferasa 

GSH  glutathion (redukovaná forma) 

GSSG  glutathion (oxidovaná forma) 

Hcy  homocystein 

HepG2  buněčná linie sloužící jako model lidských hepatocytů 

HMT  homocystein methyltransferasa 

MAT  methioninadenosyl transferasa 

MS  methionin synthasa 

MSR  methionin synthasa reduktasa 

MTHFR  methylentetrahydrofolát reduktasa 

OAT  ornithin aminotransferasa 

PEPCK1  fosfoenolpyruvát karboxykinasa 

ROS  reaktivní formy kyslíku 

SAH  S-adenosyl-homocystein 

SAHH  S-adenosyl-homocystein hydrolasa 

SAM  S-adenosyl-methionin 

SDS-PAGE elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v přítomnosti 

dodecylsulfátu sodného 

SHMT  serin hydroxymethyltransferasa 

SMM  S-methylmethionin 

TCEP  tris(2-karboxyethyl)fosfin 

THF  tetrahydrofolát 
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1. ÚVOD 

Předkládaná dizertační práce je zaměřena na základní studium dvou lidských enzymů: 

betain-homocystein S-methyltrasferasy (BHMT) a betain-homocystein S-methyltrasferasy 2 

(BHMT-2). BHMT a BHMT-2 jsou dva ze tří enzymů schopných metabolizovat homocystein 

(Hcy) v buňkách savčích jater a ledvin. Tímto se podílí na metabolizmu dalších důležitých 

látek jako např. glutathionu (GSH), S-adenosylmethioninu (SAM) nebo tetrahydrofolátu 

(THF). Regulace aktivity BHMT je spojována s řadou onemocnění, obzvláště pak s 

kardiovaskulárními chorobami či rakovinou. Studium BHMT-2 je teprve na samém počátku 

a fyziologické funkce tohoto enzymu jsou dosud neznámé. 

Výzkum obou enzymů je součástí projektu skupiny RNDr. Jiřího Jiráčka CsC. z Ústavu 

organické chemie a biochemie AV ČR, v.v.i. Během řešení projektu byly publikovány články 

v odborných časopisech, z nichž některé se staly základem této dizertační práce a jsou tedy 

její součástí. Jejich plné znění je přiloženo jako přílohy č. 1-6. Následující seznam těchto 

publikací je uveden v pořadí, které odpovídá jejich řazení ve výsledcích (kapitola 5).  

 

1.  Mládková, J.; Paterová, J.; Diamond, C. E.; Tryon, K.; Jungwirth, P.; Koutmos, M.; 

Garrow, T. A.; Jiráček, J. Structural Role of Potassium Ions in the Catalytic Activity of 

Betaine-Homocysteine S-Methyltransferase. Manuskript připravený k odeslání 

do časopisu Journal of Biological Chemistry. 

Podíl doktorandky asi 70%. 

 

2. Vaněk, V.; Buděšínský, M.; Kabeleová, P.; Šanda, M.; Kožíšek, M.; Hančlová, I.; 

Mládková, J.; Brynda, J.; Rosenberg, I.; Koutmos, M.; Garrow, T. A.; Jiráček, J. 

Structure-Activity Study of New Inhibitors of Human Betaine-Homocysteine 

S-Methyltransferase. Journal of Medicinal Chemistry 2009, 52, 3652-3665. 

Podíl doktorandky asi 10%. 

 

3. Pícha, J.; Vaněk, V.; Buděšínský, M.; Mládková, J.; Garrow, T. A.; Jiráček, J. The 

Development of a New Class of Inhibitors for Betaine-Homocysteine 

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

Podíl doktorandky asi 30%.  
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4.  Kořínek, M.; Šístek, V.; Mládková, J.; Mikeš, P.; Jiráček, J.; Selicharová, I. Quantification 

of Homocysteine-related Metabolites and the Role of Betaine-homocysteine 

S-methyltransferase in HepG2 Cells. Biomedical Chromatography 2013, 27, 111-121. 

Podíl doktorandky asi 30%.  

 

5. Selicharová, I.; Kořínek, Demianova, Z.; Chrudinová, M.; Mládková, J.; Jiráček, J. Effect 

of Hyperhomocysteinemia and Betaine-Homocysteine S-Methyltransferase Inhibition 

on Hepatocyte Metabolites and the Proteome. BBA- Proteins and Proteomics 2013, 1834, 

1596-1606.  

Podíl doktorandky asi 10%. 

 

6. Mládková, J.; Vaněk, V.; Buděšínský, M. G.; Elbert, T.; Demianová, Z.; Garrow, T. A.; 

Jiráček, J. Double-Headed Sulfur-Linked Amino Acids As First Inhibitors for 

Betaine-Homocysteine S-Methyltransferase 2. Journal of Medicinal Chemistry 2012, 55, 

6822-6831. 

Podíl doktorandky asi 80%.  
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2. PŘEHLED PROBLEMATIKY Z LITERATURY 

2.1 Metabolizmus homocysteinu 

 

Homocystein (Hcy) je sirná neesenciální aminokyselina, která se nevyskytuje 

v primárních proteinových sekvencích. Metabolizmus Hcy je mezičlánkem v metabolizmu 

sirných aminokyselin, kde se propojuje methioninový a folátový cyklus (viz obrázek 1). 

Spolu s adenosinem je Hcy produktem reakce katalyzované S-adenosylhomocystein 

hydrolysou (SAHH)  rozštěpením S-adenosylhomocysteinu (SAH), který vzniká demethylací 

S-adenosylmethioninu (SAM). Tato cesta vedoucí ke vzniku Hcy je reverzibilní a 

termodynamicky nakloněna k syntéze SAH - silného inhibitoru mnoha methylačních reakcí9. 

Hcy může být dále metabolizován několika enzymatickými reakcemi, které se liší hodnotami 

Km. Buňka tedy podle svých potřeb může upřednostnit některou z možných cest a to a) 

transsulfurační cestu, b) remethylační cestu a nebo c) export Hcy z buňky do krevní plazmy.  

Km pro CBS k Hcy je ~5 mM, zatímco Km pro MS i BHMT k Hcy jsou v mikromolárních 

koncentracích10-12. Na druhou stranu je hodnota kcat BHMT přibližně 1000krát menší než kcat 

MS, které je ale v jaterních buňkách méně13. Přeměna Hcy na methionin nakonec probíhá 

vyrovnaně: ~50 % působením CBS transsulfurační cestou a ~50 % remethylační cestou, na 

které se BHMT a MS podílí přibližně stejně. 

Transsulfurační cesta vede k syntéze cystathioninu a cysteinu. Kromě enzymů 

katalyzujících tyto reakce, cystathionin β synthasy (CBS) a cystathionin γ lyasy (CGL), 

požaduje transsulfurace přítomnost kofaktoru vitaminu B6. Cystein je pak dále použit při 

syntéze proteinů či glutathionu (GSH). Bylo prokázáno, že ~50 % cysteinu obsaženého 

v GSH pochází z SAM následnou přeměnou Hcy transsulfurační cestou14, 15. GSH může být 

v buňce oxidován (forma GSSG), poměr GSH/GSSG je považován za celkovou míru 

oxidačního stavu buňky16.  

Remethylační cesta vede ke vzniku methioninu. Toto může probíhat katalýzou buď 

methionin synthasy (MS) za přítomnosti vitaminu B12, betain-homocystein 

S-methyltransferasou (BHMT), nebo betain-homocystein S-methyltransferasou 2 (BHMT-2), 

kde každý enzym má jiný donor methylové skupiny. Tyto tři enzymy takto propojují 

metabolizmus Hcy s folátovým a fosfatidylcholinovým9. Na rozdíl od MS, která je 

exprimována ve většině orgánech, je remethylace enzymy BHMT a BHMT-2 omezena jen na 

buňky jater a ledvin17. Enzymy BHMT a BHMT-2 jsou podrobně diskutovány dále. Vzniklý 
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methionin je pak opětovně přeměněn na SAM reakcí katalyzovanou methionin 

adenosyltransferasou (MAT). SAM je přeměněn na SAH a ten dále na Hcy a cyklus se může 

opakovat9 (viz obrázek 1). 

Další dva enzymy, které se podílí na metabolizmu Hcy jsou methylentetrahydrofolát 

reduktasa (MTHFR) a methionin synthasa reduktasa (MSR). MTHRF redukuje 

5,10-methylentetrahydrofolát na 5-methyltetrahydrofolát, což je substrát MS. MSR je enzym, 

který obnovuje oxidovanou MS a uvádí ji tak zpět do aktivní formy18. Na konci padesátých 

let minulého století byla v krysích jaterních buňkách objevena ještě další 

homocysteinmethyltransferasa (HMT), a to  SAM-HMT19. 

Hcy je tvořen ve všech lidských orgánech. Nicméně játra zpracovávají 48 % člověkem 

přijatého methioninu9, 20, a proto jsou považována za hlavní místo regulace Hcy21.  
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Obrázek 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, 

cystathioninβ synthasa; CGL, cystathioninγ lyasa; MTHFR, methyletetrahydrofolát 

reduktasa; SHMT, serin hydroxymethyltransferasa; THF, tetrahydrofolát; DMG, 

dimethylglycin; SMM, S-methylmethionin; X, akceptor methylové skupiny. Převzato22 a 

upraveno. 
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2.2 Regulace, funkce a poruchy metabolizmu homocysteinu 

 

Remethylace Hcy je kritickým krokem syntézy SAM - donoru methylové skupiny pro 

všechny biologické methylační reakce23. Většina methylových skupin získaných přeměnou 

SAM je dále použita pro biosyntézu fosfatidylcholinu či kreatinu24. Vzhledem k tomu, že 

SAM je alosterickým aktivátorem CBS, která limituje rychlost syntézy cysteinu a následně 

GSH, může tak ovlivňovat transsulfurační cestu metabolizmu Hcy25. Za oxidačních 

podmínek je aktivita CBS zvýšená stejně tak jako přeměna Hcy na cystein a následně 

glutathion10, 14, 26. Tato regulace metabolizmu Hcy je důležitá při oxidačním stresu buňky, 

kdy je vyšší potřeba glutathionu10. Antioxidanty (např. katalasa, superoxid dismutasa a 

některé deriváty vit E) naopak snižují přeměnu Hcy transsulfurační cestou26. SAM je zároveň 

inhibitorem MTHFR27.  

Metabolizmus Hcy je vysoce závislý na zdrojích methylových skupin a kofaktorů 

získaných v potravě, a je proto stravou ovlivnitelný. Hlavními zdroji jsou methionin, 

methylfolát a cholin28, 29. 

Enzym BHMT remethylační cestou navrací jednu ze tří methylových skupin, které byly 

spotřebovány na syntézu cholinu. Ten může být jak v jednotlivých tkáních syntetizován, tak 

získáván z potravy. Cholin, patřící do skupiny vitamínů B30, vzniká z fosfatidylcholinu - 

jednoho z hlavních membránových fosfolipidů. Takto se vytvoří 95% celkového množství 

cholinu v savčích tkáních. Cholin je v buňce používán k biosyntéze buněčných membrán, 

molekul buněčné signalizace a dále jako osmolyt a prekurzor neurotransmiteru 

acetylcholinu31, 32. V mitochondriích jaterních a ledvinných buněk může být cholin přeměněn 

zpět na fosfatidylcholin nebo ireverzibilně oxidován na betain30, 33. Transport betainu 

z mitochodrií probíhá pravděpodobně pasivní difúzí, žádný proces značící aktivní transport 

nebyl dosud identifikován34.  

Betain má dvě klíčové fyziologické funkce: a) přírodní osmolyt buněk, který chrání 

buňku před osmotických stresem35-37, vysokou teplotou či iontovou silou34 a apoptosou38, 39 a 

b) donor methylové skupiny při remethylaci Hcy za vzniku methioninu40. Tyto dvě funkce 

jsou na sobě závislé; exprese BHMT je s vyšší osmolalitou redukována, tudíž při nedostatku 

osmolytů je metabolizmus betainu potlačen40-42. Dosud není znám žádný jiný enzym kromě 

BMHT, který by metabolizoval betain. BHMT má tedy značný vliv na regulaci koncentrace 

betainu, a opačně43. Betain obnovuje také správný poměr SAM:SAH (tzv. „methylační 
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index“), který udává pravděpodobnost methylace44. Betain je zároveň i lipotropní látkou. 

Chrání tedy před akumulací tuků v játrech45. Obecně chrání játra proti toxickým látkám, 

zlepšuje funkci jater a podstatně snižuje bilirubin v plazmě40, 46. Buňky získávají betain buď 

potravou, nebo oxidací cholinu. Hlavním zdrojem betainu ve stravě jsou mořské plody, 

pšeničné klíčky, otruby a zelenina jako špenát nebo řepa40. 

Methionin je aminokyselina nutná pro vývoj a růst savčích buněk a pro většinu 

methylačních reakcí, kde slouží jako donor methylu. Nedostatek methioninu v lidských 

buňkách dramaticky zvyšuje aktivitu BHMT47. DMG vzniká z betainu katalýzou BHMT, což 

je u savců dosud jediná známá cesta. Přítomnost DMG tak může být považována za důkaz, 

že Hcy je methylován pomocí BHMT34.  

Hlavní biochemická role folátu (vit B9) je přenos methylové skupiny, proto je folát 

důležitým faktorem při syntéze a opravách DNA a také při methylačních reakcích. Folát je 

nutný k mnoha dalším biochemickým cestám, které zahrnují např. metabolizmus 

aminokyselin (Gly, Ser, Thr, Tyr, His a Met)48.  

SMM, taktéž nazýván vitamín U, se nachází ve vysokých koncentracích pouze 

v rostlinné potravě jako je zelí, brokolice, chřest, česnek, pšenice, sója, zelený čaj a oříšky49, 50. 

Schopnost lidských buněk syntetizovat SMM dosud nebyla pozorována.  

 

2.2.1 Formy homocysteinu 

Při biosyntéze proteinů může Hcy představovat komplikaci vzhledem ke své 

podobnosti s methioninem, leucinem a isoleucinem51. Při záměně s aminokyselinami dochází 

v prvním kroku k aktivaci Hcy za vzniku Hcy-AMP. Tato forma ale již není přenesena na 

tRNA, a nevstupuje tedy do genetického kódu. Hcy-AMP je následně odbourán52, 53. 

Hcy je pravděpodobně nejreaktivnější aminokyselina v biologickém systému51. 

Thiolová skupina Hcy je při fyziologickém pH reaktivnější než u cysteinu54. V plazmě je 

oxidována, což je doprovázeno vznikem reaktivních forem kyslíku (ROS). Vzniká tak 

homocystin a smíšené disulfidy, které představují většinovou formu této aminokyseliny 

v krevním oběhu18. Kromě přeměny Hcy remethylační či transsulfurační cestou může být 

tedy Hcy přeměňován na další metabolity, jako např. Hcy thiolakton, homocystin nebo 

S-nitrosohomocystein atd51. Možné formy plazmatického Hcy jsou na obrázku 2.  
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Obrázek 2: Možné formy Hcy v plazmě. 

 

Za fyziologických podmínek je Hcy thiolakton neutrální molekulou a volně difunduje 

buněčnou membránou55-57. Thioesterová vazba Hcy thiolaktonu snadno reaguje 

s nukleofilními skupinami, obzvláště s volnými Nε-aminoskupinami lysinů  obsaženými 

v proteinech58. Takto modifikované proteiny podléhají rychleji oxidaci, což vede ke změně 

jejich struktury a funkce58, a to může vést k vážným zdravotním komplikacím. Například 

inaktivace lysinoxidasy způsobená Hcy thiolaktonem může hrát roli při abnormalitách 

vývoje kostí, které jsou taktéž patrné u dětí trpících hyperhomocysteinemií51. Hcy thiolakton 

je také velmi reaktivní vůči aldehydům (např. pyridoxalfosfátu nebo streptomycinu)57. Jeho 

reaktivity se využilo při chemických modifikacích proteinů, kdy vznikaly N-acetylované 

deriváty Hcy thiolaktonu59.  
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Bylo prokázáno, že Hcy thiolakton je velmi toxický pro centrální nervový systém, 

nicméně mechanizmus tohoto jevu není zcela objasněn60, 61. Předpokládá se, že toxicita Hcy 

thiolaktonu je důsledkem jeho vlivu na metabolizmus kyseliny homocysteinové - silného 

neurotransmiteru62. Dále se zjistilo, že lidské rakovinné buňky produkují více Hcy 

thiolaktonu než buňky zdravé56, 63. Hcy thiolakton způsobuje stejně jako Hcy apoptózu 

buněk64, 65, ovšem již při šedesátkrát nižší koncentraci oproti Hcy64, 66.  

S-nitroso-Hcy je taktéž strukturně podobný methioninu a teoreticky by mohl 

nahrazovat methionin v biosyntéze proteinů. Oproti Hcy ale S-nitroso-Hcy nemá volnou 

thiolovou skupinu, čímž se nepředpokládá jeho přeměna na Hcy thiolakton, a může být tedy 

přenesen na tRNA. S-nitroso-Hcy pravděpodobně existuje in vivo, u lidí ještě detekován ale 

nebyl51. S-nitrosothioly jsou obecně důležitou složkou NO-dependentní signální dráhy67. 

 

2.2.2 Nemoci spojené s poruchami metabolizmu homocysteinu 

Zájem o problematiku týkající se Hcy a jeho metabolizmu se během posledních let 

zvýšil vzhledem k rizikům, které jsou spojeny s jeho vysokou koncentrací v krevní plazmě. 

Na rozdíl od ostatních intracelulárních thiolových sloučenin (GSH, cystein) je Hcy pro buňku 

ve vyšších koncentracích toxický68. Hcy je považován za rizikový faktor kardiovaskulárních 

chorob69, lupénky70, nedostatečné činnosti ledvin71, rozštěpu páteře72, Alzheimerovy 

choroby73, 74, komplikace v těhotenství75, 76, poruchy nervové soustavy77-79, osteoporózy, 

demence80 atd. 

Nedostatek folátu, substrátu pro MS, může zvyšovat poškození DNA81, 82, výskyt 

nádorů83 a snížit schopnost oprav DNA84, 85 pravděpodobně kvůli akumulaci Hcy. Změny 

v methylacích DNA mohou být ale způsobeny několika faktory, včetně změn 

v koncentracích SAM a/nebo SAH. 

Nízká koncentrace betainu a cholinu v plazmě způsobuje u lidí hypomethylaci DNA86 

a je spojována s vyšším výskytem tuků a dalších látek vyskytujících se u metabolického 

syndromu87. Při nedostatku cholinu byla prokázána akumulace mastných kyselin v játrech88, 

89 a zvýšená pravděpodobnost výskytu karcinomu jater90, 91.  Mírně vyšší koncentrace Hcy je 

ovšem v populaci obvyklá (10-20%)92. Způsobená může být genetickými i negenetickými 

faktory (např. stravou chudou na vitamin B6, B12 či folát). Zvýšená koncentrace Hcy v plazmě 

je pak označována za hyperhomocysteinemii.  
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Hyperhomocysteinemie  

Fyziologická hladina Hcy v plazmě se pohybuje mezi 5-15 µM. Vyšší koncentrace Hcy 

se označuje jako hyperhomocysteinemie a rozděluje se do tří skupin: mírná (15-30µM), 

střední (31-100µM) a těžká (> 100µM). Těžká hyperhomocysteinemie může být způsobena 

dědičným nedostatkem enzymů Hcy metabolizmu, nejčastěji ale mutacemi enzymu CBS18. 

Běžně se také vyskytuje při cirhóze jater93, kdy je inhibována biosyntéza SAM94, 95. Chronický 

nadbytek Hcy vede naopak k vyššímu množství SAH, a tím ovlivnění  SAM:SAH poměru96. 

Vliv nadmíry Hcy, jakožto oxidantu vyvolávající oxidační stres, je považován za 

příčinu in vivo97, 98 a iv vitro99 peroxidace lipidů a špatné regulace metabolizmu sterolů100. 

Dalším vlivem je taktéž porucha funkce endotheliálních buněk díky redukci NO a glutathion 

peroxidasy, což způsobí sníženou koncentraci GSH v buňce100. NO má silné vasodilatační 

účinky. Za normálních podmínek se účastní detoxifikace Hcy a to jeho přeměnou na 

S-nitrosohomocystein, který má taktéž vasodilatační účinky a který inhibuje funkci krevních 

destiček101. Glutathion peroxidasa katalyzuje přeměnu peroxidu vodíku, který vzniká mimo 

jiné autooxidací Hcy a který zároveň pravděpodobně ovlivňuje dostupnost NO v buňce102. 

Aktivace defektních enzymů příslušnými kofaktory nebo jejich prekurzory (folát, 

vitamíny B6, B12) jako prevence nebo léčba hyperhomocysteinemie sice snižují u pacientů 

hladinu Hcy103, 104, ale léčba závisí také na příčině a vážnosti daného defektu. Pokud tento 

přístup nepomůže, bývá přistoupeno k podávání betainu a kyseliny listové s cílem zesílit 

jinou z cest metabolizmu Hcy105, 106. 

 

Homocystinurie 

Vážné homocysteinemie způsobené vrozenými homozygotními genetickými 

dysfunkcemi jsou často nazývány homocystinurií. Homocystinurie je multisystémové 

onemocnění způsobené deficitem CBS, MTR, MTHFR nebo syntézy kobalaminu107, 108. 

Převážně se projevuje vážnými vadami očí včetně dislokace čočky, krátkozrakostí, zeleným 

zákalem a oční atrofií108. 

CBS katalyzuje kondenzaci Hcy a serinu za vzniku cystathioninu. Kofaktorem je zde 

vitamin B6. Přibližně polovina nemocných homocystinurií pozitivně reagují na léčbu 

vitaminem B6. V ostatních případech se přistupuje k léčbě betainem, popřípadě spolu s další 

terapií40. Betain stejně tak zlepšuje metabolizmus Hcy při nedostatku MTHFR40. V několika 

studiích bylo ovšem publikováno, že vyšší koncentrace Hcy, která přetrvala i po léčbě 

betainem (obecně 30-80µM) je signifikantně spojována s kardiovaskulárními chorobami109. 
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Role BHMT 

Změny v aktivitě BHMT byly zaznamenány u onemocnění jako cirhóza či karcinom 

jater - celosvětově pátého nejčastějšího karcinomu110-112. U těchto onemocnění jsou klíčové 

enzymy metabolizmu Hcy, včetně BHMT, razantně redukovány93, 110. Tyto změny pak hrají 

roli při nestabilitě genetického kódu a epigenetických modifikacích, jako je například 

methylace DNA a modifikace histonů68. Protože BHMT katalyzuje reakci, při které se snižuje 

množství Hcy a následně vzniká SAM, je jí přisuzována důležitá role prevence jater před 

hepatotoxicitou113, 114. Prokázána byla i BHMT regulovaná exprese apolipoproteinu B, což 

vede ke zvýšení množství dalších příbuzných lipoproteinů115. Poruchy genu kódujícího 

BHMT vedou k hyperhomocysteinemii a homocystinurii12. 

 

2.3 Zn2+-dependentní thiolové a selenové methyltransferasy 

 

Zn2+-dependentní thiol/selenol methyltransferasy, neboli rodina enzymů Pfam 02574, 

používají thioly nebo selenoly jako akceptory methylových skupin. Do této rodiny patří 

methionin synthasa (MS), thiol/selenol methyltransferasa, adenosylmethionin homocystein 

methyltransferasa (SAM-HMT), BHMT116, 117 a také nedávno objevená BHMT-22. 

Tyto enzymy mají dva typické strukturní motivy (u BHMT odpovídající 

214-GVNCH-218 a 293-VRYIGGCCGFEPYHI-307), které obsahují tři cysteiny (217, 299, 300), 

které váží Zn2+, a jsou tedy pro aktivitu enzymu nezbytné118. Role atomu zinku je polarizovat 

či deprotonovat thioly či selenoly a tím je aktivovat k nukleofilnímu ataku na substrát - 

donor methylu119. Atom zinku obecně bývá tetrahedrálně koordinován k histidinovým, 

cysteinovým, aspartátovým či glutamátovým aminokyselinovým postranním řetězcům120. 

Popsány byly ale i vazby k threoninu, tyrosinu či serinu121, 122. 

U BHMT je čtvrtým ligandem vázajícím Zn2+ tyrosin v pozici 160123. Ovšem Tyr160 

není konzervovanou aminokyselinou thiol/selenol methyltransferasové rodiny enzymů. 

Některé aminokyseliny, zodpovědné u BHMT za vazbu substrátů (Asp26, Gly27, Gly28. 

Glu159, Trp44) a které jsou v rámci primární sekvence enzymů rodiny Pfam 02574 

konzervovány, naznačují, že všechny tyto enzymy mají podobnou strukturu aktivního místa 

pro vazbu atomu zinku a Hcy3. Aminokyseliny 11-318, které u BHMT tvoří (α/β)8 barel, jsou 

u členů rodiny Pfam 02574 také velmi podobné116, 117. 
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Většina enzymů patřících do této rodiny je složena z mnohem méně aminokyselin než 

BHMT. U většiny končí aminokyselinová sekvence v pozici odpovídající Ser325 u BHMT. 

Navíc většina proteinů patřících do této rodiny, jejichž struktura byla zkoumána, jsou, na 

rozdíl od BHMT, monomery. BHMT je tedy v této rodině enzymů středem zájmu díky své 

C-koncové části, která je zodpovědná za oligomerizaci a může lépe objasnit vazebné 

mechanizmy napomáhající stabilizaci. Za tímto účelem byly provedeny studie, kde byla 

BHMT rozbalována pomocí močoviny, a byly připraveny mutantní enzymy, které byly 

sledovány pomocí fluorescence tryptofanu124. 

 

2.4 Betain-homocystein S-methyltransferasa 

 

Lidská BHMT (EC 2.1.1.5) je protein složený z 406 aminokyselin, monomer má 

přibližně 45 kDa a pI 6,6. Je to cytozolický125 Zn2+ metaloenzym126 patřící do rodiny enzymů 

Pfam 02574. 

Izolace a charakterizace koňského, krysího či prasečího enzymu BHMT byla provedena 

již v šedesátých letech minulého století127-129. Lidská BHMT z jaterních buněk byla poprvé 

purifikována až v devadesátých letech130 a rekombinantní BHMT byla exprimována a 

purifikována v laboratoři našeho spolupracovníka T. A. Garrowa relativně nedávno, v roce 

199612.  

 

2.4.1 Gen betain-homocystein S-methyltransferasy 

Savčí BHMT je vysoce konzervovaný enzym. Lidský a prasečí gen mají 88% identitu a 

na úrovni aminokyselin dokonce 94% identitu12. Porovnáním lidského genu BHMT s myším 

byla zjištěna 61% identita12.  

Myší model s deletovaným genem pro BHMT enzym (Bhmt-/-) kompletně ztratil 

aktivitu enzymu, kdežto heterozygotní model myši měl 53% BHMT aktivitu. Tyto výsledky 

značí bialelickou expresi Bhmt genu8. 

Pro lepší pochopení mezi genetickými polymorfismy a funkcí BHMT131 byly 

provedeny studie pro zjištění vztahu mezi genotypem a fenotypem enzymu. Množství i 

aktivita BHMT během fetálního vývoje stoupala. Identifikovány byly 4 různé polymorfismy 

v rámci jednoho nukleotidu, které by mohly být biomarkery pro změnu exprese a funkce 

BHMT a tedy mít roli při onemocnění jater131. Byly zjištěny také obvyklé mutace genu132 
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BHMT, například substituce Gln239Arg je u lidí běžnou variantou vyskytující se přibližně 

u 10-17% dospělé populace132, 133. 

 

2.4.2 Distribuce betain-homocystein S-methyltransferasy 

Enzym BHMT se u většiny živočišných druhů nejvíce vyskytuje v játrech a ledvinách, 

přičemž v játrech reprezentuje 0,6-1,6% všech rozpustných proteinů. Ovšem aktivita BHMT 

v lidských, prasečích a obzvláště krysích ledvinných buňkách je velmi malá1, 125, 134. BHMT 

byla také nalezena v buňkách oční čočky makaka thesis (Macaca mulatta) v 0,5-10% 

zastoupení všech proteinů135. Identifikována byla i v interakci s tubulinem v 

mikrotubulech136 a s buněčnými organely autofagosomy137. V žádných dosud testovaných 

mikroorganismech ani rostlinách nebyla aktivita BHMT potvrzena128, výjimkou jsou 

Pseudomonas denitrificans138 a Aspergillus nidulans139. 

Značná přítomnost BHMT v játrech a ledvinách značí její důležitost v metabolizmu 

Hcy a regulaci osmózy jakožto procesů primárně probíhajících v těchto orgánech. Její 

přítomnost v očních čočkách naznačuje další, dosud neznámé funkce tohoto enzymu76.  

 

2.4.3 Známé iv vivo funkce betain-homocystein S-methyltransferasy 

Odvozená aminokyselinová sekvence prasečí BHMT je z 95%, 96%, 94% a 96% 

identická s lidskou, hovězí, krysí a myší BHMT. Nicméně je nutné zmínit, že i přesto se 

metabolizmus Hcy a exprese jeho enzymů v lidských a myších buňkách liší140. 

Mnoho studií se zabývalo působením stravy na metabolizmus Hcy. Strava byla 

zaměřena na sirné aminokyseliny, lipotropní faktory (obohacené o methionin, cholin, betain, 

cystin) a hormony. Například stravování myší potravou bez přítomnosti methioninu se 

projevilo vyšší expresí a aktivací BHMT, která byla dále zvýšena doplněním cholinu a 

betainu v potravě47, 141, 142. Aktivaci BHMT pozorovali taktéž po přídavku cysteinu do 

potravy krys143, 144. Toto bylo pozorováno i u enzymových BHMT reakcí in vitro, kde stejné 

množství cystinu vedlo k 59% inhibici5. Poměr cysteinu ku cystinu může pravděpodobně 

ovlivňovat redoxní stav aktivního místa BHMT a její katalytickou aktivitu145. Stejný způsob 

regulace byl popsán i u inducibilní NO syntasy146. 

Chyby v metabolizmu Hcy jsou způsobené taktéž příjmem ethanolu. Po příjmu 

alkoholu byla aktivita BHMT in vivo zvýšena147. Zároveň docházelo ke snížení MS aktivity, 

aby se koncentrace SAM udržela v klinicky normálních hodnotách147. Toto vedlo 
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k akumulaci intracelulárního SAH148, a tedy snížení poměru SAM:SAH, což negativně 

ovlivňuje aktivitu mnoha důležitých jaterních methyltransferas149-151. 

Inhibice BHMT in vivo pomocí specifického inhibitoru 

S-(4-karboxybutyl)-DL-homocysteinem (CBHcy) způsobila zvýšení koncentrace celkového 

Hcy v plazmě, pokles hladiny SAM a CBS, což vedlo k poklesu cysteinu, který je limitní 

látkou při biosyntéze GSH43, 152, 153. Snížení CBS, a tedy přeměny Hcy transsulfurační cestou 

je pravděpodobně snaha buňky podpořit remethylační cestu pomocí MS za vzniku 

methioninu, nicméně vysoké koncentrace Hcy přetrvávají43, 152. Zajímavým výsledkem 

v další studii byla snížená koncentrace taurinu (dalšího osmolytu) vlivem CBHcy, kdy byla  

zároveň zvýšená koncentrace betainu v plazmě43. 

Snížení hladiny BHMT také ovlivňuje hladinu methioninu, a působí tak na růst a 

proliferaci rakovinných jaterních buněk, které jsou na dostatku methioninu velmi závislé154, 

155. Rakovinné buňky mají vysoký požadavek na SAM kvůli transmetylačním reakcím i 

syntéze polyaminů156, 157. U myší byly zjištěny tři indikátory měnící se při výskytu nádorů, a 

to změny v hladinách SAM a SAH a hypomethylace DNA158. Absence BHMT a zároveň 

nedostatek methioninu ve stravě navíc zvyšují pravděpodobnost ztučnění jater. Aktivita 

BHMT je tedy nutná k udržení normální hladiny GSH, k prevenci akumulace tuků v 

játrech152 a k prevenci před hepatotoxicitou113, 114. 

Teprve v roce 2011 byl Tengem et al. vyvinut první Bhmt-/- myší model8. Výsledky 

studie Bhmt-/- myšího modelu jsou v souladu s  výsledky in vitro studií inhibice BHMT 

pomocí CBHcy, zjištěnými do té doby. Delece Bhmt genu vyústila v několik biochemických 

abnormalit včetně vzniku hyperhomocysteinemie, výraznému snížení poměru SAM:SAH, 

zvýšení koncentrace betainu ve tkáních a naopak snížení hladin cholinu, fosfocholinu, 

glycerolfosfocholinu, fosfatidylcholinu a sfingomyelinu8. Delece Bhmt genu také vedla u 

Bhmt-/- myšího modelu ke zvýšení citlivosti k inzulinu a ke glukose, k větší spotřebě O2, 

snížené schopnosti udržet si tělesnou teplotu a k snížení obezity. Celková redukce tuků 

může být vysvětlena celkovým nárůstem tělesného energetického výdeje, zvýšenou oxidací 

glukosy, snížením syntézy triacylglyceridů a snížením transportu lipidů z jater, který se 

následně ukládá v tukové tkáni159. Nicméně Bhmt-/- myši mají sníženou koncentraci jaterního 

fosfatidylcholinu, který se účastní exportu VLDL a triglyceridů z jater, což zvyšuje 

akumulaci tuků v játrech8, 152. U 64 % myší byl po necelém roce života patrný karcinom jater. 

Touto studií Teng et al.8 potvrdili, že BHMT má důležitou roli v metabolizmu Hcy a 

jeho homeostázy. Delece Bhmt genu neovlivnila reprodukci potomstva. BHMT tedy není pro 

produkci ani embryonální vývoj nezbytná8, což bylo naznačováno v jiných in vitro 
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studiích160. Jsou také známy jednonukleotidové polymorfismy lidského BHMT genu, které 

mohou pozměnit aktivitu enzymu nebo jeho expresi131, a mohou tedy mít podobné následky, 

jaké byly popsány u Bhmt-/- myší8. 

 

2.4.4 Reakční mechanizmus betain-homocystein S-methyltransferasy 

BHMT katalyzuje přenos methylové skupiny z betainu na L-Hcy za vzniku 

L-methioninu a dimethylglycinu (DMG), jak je znázorněno na obrázku 3. Mechanizmus této 

reakce je tzv. uspořádaný bi-bi, kde prvním vázajícím se substrátem je L-Hcy a prvním 

uvolňujícím se produktem je DMG4, 5. Během vazby substrátů dochází k nukleofilnímu ataku 

thiolátové skupiny L-Hcy na methylovou skupinu betainu, aktivace (depolarizace -SH 

skupiny) L-Hcy je zprostředkována vazbou kationtu zinku123.  

 

 

Obrázek 3: Reakce katalyzovaná BHMT, kdy dochází k přenosu methylové skupiny 

z betainu na L-Hcy za vzniku L-methioninu a DMG. V hranatých závorkách je znázorněn 

hypotetický tranzitní stav. 

 

Afinity k oběma substrátům BHMT byly v literatuře několikrát popsány a liší se nejen 

v závislosti na původu enzymu. Hodnoty Km BHMT k L-Hcy se pohybují v mikromolárním 

rozmezí a publikováno bylo překvapivé rozpětí 4-120 µM126, 130. Publikované hodnoty afinit 

BHMT k betainu se dle literatury pohybují v rozpětí ještě větším, a to mezi 23 µM až 2 200 

µM126, 161. D-Hcy substrátem BHMT není162. Stejně tak SAM a SMM, methyldonory enzymů 

Pfam 02574 rodiny116, nejsou nativními substráty BHMT. Naopak jako methyldonor dokáže 

BHMT využívat dimethylthioacetát163 či dimethylthiopropionát129.  

Předpokládá se, že BHMT je zodpovědná za přibližně polovinu remethylačních reakcí 

vedoucích ke vzniku methioninu z Hcy164, čímž má značnou roli v regulaci koncentrace Hcy 

v plazmě. Ani CBS společně s MS nestačí dostatečně metabolizovat přebytek Hcy, pokud je 

BHMT nefunkční8. Nicméně aktivity BHMT a taktéž MS, která je zodpovědná za přeměnu 
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druhé poloviny Hcy remethylační cestou, jsou navíc závislé na výživě a hormonech (včetně 

kortizonů, insulinu, estradiolu, thyroidních hormonech a testosteronu)165-167. 

 

2.4.5 Struktura betain-homocystein S-methyltransferasy 

Krystalografie a studie sedimentační rychlosti ukázaly, že rekombinantní BHMT 

(lidská i krysí) tvoří v nativní konformaci tetrametr složený z identických podjednotek3, 123, 

168, 169, kde každý monomer má své vazné místo pro ion zinku a substráty126. Potvrzena byla 

také nezbytnost oligomerizace pro katalytickou funkci BHMT170. Zda je ale BHMT, jakožto 

tetrametr, schopná katalyzovat současně čtyři reakce zároveň, se dosud neví. V roce 2002 

byla vyřešena krystalová struktura neaktivního oxidovaného lidského enzymu zbaveného 

atomů zinku a také struktura enzymu v komplexu se specifickým  inhibitorem CBHcy3, 123. O 

dva roky později byla vyřešena struktura volného a aktivního potkaního enzymu s vázaným 

Zn2+ a bez vázaného ligandu123.  

Hlavní strukturou každého monomeru lidské BHMT je (α/β)8 barel složený 

z aminokyselin 11-3183. Aminokyseliny 318-406 na C-konci jednoho monomeru (A) tvoří tzv. 

dimerizační část, která interaguje s L1 (aminokyseliny 38-52) a L7 (aminokyseliny 248-277) 

smyčkou protějšího monomeru (B), čímž vznikne dimer (AB). Smyčka z aminokyselin 

362-365 v dimerizační části monomeru (A), resp. (B) se váže s totožnou smyčkou protějšího 

monomeru (C), resp. (D). Monomery (C) a (D) již tvoří dimer (CD) stejným způsobem 

popsaným výše, čímž se tvoří finální tetrametr (ABCD). BHMT je tedy dimer dimerů3, 169 (viz 

obrázek 4 a 5). Mutace aminokyselin v dimerizační části BHMT vedly k velmi nízké aktivitě 

a expresi nebo k nemožnosti purifikace mutantního enzymu. Úplná eliminace dimerizační 

části pak destabilizovala BHMT, což vedlo k rychlé degradaci rekombinantního enzymu 

v expresním systému E. coli170.  

Smyčka L1 a L7 také tvoří vstup do aktivního místa BHMT123. Aktivní místo enzymu je 

kompletně vytvořeno až po dimerizaci, neboť některé aminokyseliny pomáhají tvořit aktivní 

centrum dalšího monomeru170. U aktivního místa BHMT je atom zinku, který se třemi 

thiolovými skupinami cysteinů (217, 299, 300) a jednou hydroxyskupinou  tyrosinu (160) 

tvoří tetrahedrální uspořádání3, 123. Při vazbě L-Hcy do aktivního místa enzymu dojde 

k přerušení vazby tyrosinu a atomu zinku a nahrazení Tyr160 substrátem Hcy, což vyvolá 

konformační změny v aktivním místě enzymu. Nová pozice Tyr160 napomáhá vytvoření 

hydrofobního prostředí pro následnou vazbu druhého substrátu, betainu4, 123. 
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BHMT vyžaduje pro svou katalytickou aktivitu přítomnost thiolových redukčních 

činidel145. Krátkodobé (<1 h) vystavení enzymu neredukujícímu prostředí vede ke ztrátě 

aktivity, ale ne ke ztrátě atomu zinku. Příčinou jsou malé strukturní změny v blízkosti 

aktivního místa způsobené spojením dvou cysteinů (217 a 299) disulfidickým můstkem3, 

který je ale okamžitě přerušen dodáním redukčního činidla, což vede k obnovení aktivity 

enzymu. Dlouhodobé vystavení BHMT neredukujícímu prostředí pak vede k pomalé ztrátě 

atomu zinku a ireversibilní ztrátě aktivity BHMT. Změny v množství thiolových redukčních 

činidlech tak mohou in vivo působit jako spínače BHMT aktivity a naopak3, 145. 

Smyčka L2 (aminokyseliny 79-95) je velmi mobilní a důležitá pro vazbu L-Hcy. Pokud 

je aktivní místo enzymu volné, smyčka L2 je otevřená a substráty mají přístup do aktivního 

místa. Ovšem po navázání substrátů je část smyčky L2 (konkrétně Phe76 a Tyr77) posunuta 

směrem do centra enzymu přes vstup do aktivního místa, jak bylo zjištěno z krystalové 

struktury BHMT s CBHcy3, 123. Navíc Phe76 se nejprve podílí na vazbě L-Hcy, následně ale 

mění konformaci a taktéž napomáhá tvorbě hydrofobního prostředí pro vazbu betainu123.  

Z map elektronových hustot tranzitního stavu BHMT s navázaným CBHcy byly 

zjištěny aminokyseliny zodpovědné za vazbu L-Hcy (Asp26, Glu159) a betainu (Trp44, 

Phe76, Tyr77, Tyr160, Phe261, Phe267)3. Mutace v některých těchto pozicích (Glu159, Tyr77) 

vedly k poklesu aktivity BHMT, jiné naznačily svou další roli ve vazbě betainu171. Během 

vazby substrátů tedy dochází ke konformačním změnám enzymu, jak je popsáno výše. Celý 

tento složitý mechanismus perfektně souhlasí s bi-bi mechanizmem a pomalou katalytickou 

schopností BHMT. 
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Obrázek 4: Krystalová struktura potkaní BHMT (PDB označení 1UMY123). (α/β)8 barel je 

označen červeně, dimerizační část zeleně, smyčka z aminokyselin 362-365 v dimerizační části 

modře, smyčka L2 růžově, cysteiny v aktivním místě enzymu vázající atom zinku žlutě a 

atom zinku je černě. Je znázorněn monomer BHMT A), dimer BHMT B), tetrametr BHMT C) 

a zjednodušená primární struktura BHMT D)172. 

 

2.4.6 Kompetitivní inhibitory betain-homocystein S-methyltransferasy 

Analogy substrátů v tranzitním stavu se používají jako efektivní kompetitivní 

inhibitory enzymů173. Látky napodobující substráty v tranzitním stavu se při katalytické 

reakci enzymů na daný enzym váží pevně a stabilizují termodynamicky stálou konformaci 

podobnou tranzitnímu stavu, který při běžné reakci trvá jen velmi krátkou dobu. Znalost 

tranzitního stavu substrátů enzymu poskytuje dostatečnou informaci pro syntézu jemu 

podobných látek, které se budou pevně vázat k enzymu a poskytnou tak nástroj pro studium 

mechanizmu jeho účinku a strukturní studie enzymu173. 

Jako možné inhibitory BHMT byly testovány mnohé metabolity (např. cystathionin, 

homocystin), redukční činidla a analogy substrátů6, 7, 109, 162, 174-176. Dosud nejsilnějším a 

specifickým kompetitivním inhibitorem BHMT je S-(4-karboxybutyl)-DL-homocystein 

(CBHcy), který pravděpodobně nenapodobuje tranzitní stav, nýbrž spíše vázající se 
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substráty či produkty reakce162 (obrázek 7). Nejprve byla určena zdánlivá konstanta inhibice 

CBHcy, a to Ki  6,5µM162. Později7 byla hodnota Kiapp CBHcy k betainu určena jako 12nM. 

Rozdíl v těchto hodnotách byl pravděpodobně způsoben rozdílnou čistotou připraveného 

CBHcy, metodikou měření a také zdrojem enzymu BHMT. Původně byla použita izolovaná 

BHMT z lidských jaterních buněk, při pozdějším měření již rekombinantně připravený 

enzym7. Vzhledem k tomu, že D-Hcy není substrátem BHMT, jako inhibitory fungují jen 

L-izomery látek162. Většina inhibitorů byla připravena jako směsi enantiomerů. Publikované 

hodnoty IC50 a Kiapp těchto látek budou tedy ještě nižší7.  

Krystalová struktura BHMT v komplexu s kompetitivním inhibitorem CBHcy3 

pomohla objasnit vazby substrátů v aktivním místě, interakci atomu zinku s třemi cysteiny a 

nakonec byl objasněn i čtvrtý ligand atomu zinku při vazbě substrátů, a to vazba s atomem 

síry inhibitoru, a tedy i substrátu Hcy v aktivním centru enzymu3, 123. 

Kyselina isovalerová a kyselina 3,3-dimethylbutyrová (analogy DMG nebo betainu) 

jsou dobrými kompetitivními inhibitory BHMT. Soutěží o vazné místo s betainem, což značí, 

že kladný náboj není pro vazbu v aktivním místě nezbytný, a také, že vazné místo pro betain 

či DMG může existovat ve dvou různých stavech, které jsou pravděpodobně způsobené 

přesunem záporně nabité skupiny enzymu v aktivním místě. Jeden stav umožňuje vazbu 

kladně nabité skupiny a druhý pak vazbu neutrální skupiny substrátu či produktu130. BHMT 

je velmi citlivá na jakékoli modifikace ve struktuře inhibitoru. Většina dosud připravených 

látek inhibuje méně oproti CBHcy7. Slabým inhibitorem BHMT je také SAH, který soutěží o 

vazné místo s Hcy130. DMG je nekompetitivním inhibitorem BHTM130, 177. 

 

SHO
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Obrázek 7: Specifický inhibitor BHMT, S-(4-karboxybutyl)-DL-homocystein (CBHcy). 

 

2.5 Betain-homocystein S-methyltransferasa 2 

 

Další enzym, BHMT-2, který je schopen remethylovat Hcy, byl objeven teprve 

nedávno1. BHMT-2 a BHMT mají ze 73% identickou aminokyselinovou sekvenci1 (viz 

obrázek 5). 
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BHMT-2 je protein složený z 363 aminokyselin, má přibližně 40 kDa a pI 5,6. Je to 

cytozolický Zn2+ metaloenzym patřící do rodiny enzymů Pfam 025742. 

 

smyčka L7

dimerizační část

smyčka L2

smyčka L1

smyčka L7

dimerizační část

smyčka L2

smyčka L1

 
 

Obrázek 5: Primární struktura BHMT a předpokládaná primární struktura BHMT-2. 

Identické aminokyseliny jsou v černém pozadí. Barevnými čarami jsou označeny 

aminokyseliny účastnící se důležitých sekundárních struktur zmíněných v textu. Žluté šipky 

ukazují na cysteiny a oranžová šipka na tyrosin, které váží atom zinku. Převzato2 a 

upraveno. 

 

2.5.1 Gen betain-homocystein S-methyltransferasy 2 

Lidský a myší gen kódující BHMT-2 byl objeven v roce 20001. Prasečí BHMT-2 gen má 

87%, 82% a 83% identitu v primární sekvenci s lidským, krysím a myším BHMT-2 genem13. 

Vzhledem k podobnosti BHMT-2 s BHMT se předpokládá společný vývoj genů obou těchto 

enzymů1, 76. 
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2.5.2 Distribuce betain-homocystein S-methyltransferasy 2 

BHMT-2 se taktéž vyskytuje v buňkách jater, kde je exprimována zhruba 20krát méně 

než BHMT. V buňkách ledvin je BHMT-2 přibližně ve stejném množství jako BHMT1, 2. 

mRNA BHMT-2 byla v menší míře nalezena také v lidském mozku, srdci a kosterních 

svalech1. Nicméně izolace aktivní BHMT-2 z buněk zmíněných orgánů dosud nebyla 

úspěšná2. 

 

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

Zvýšená exprese BHMT-2 byla pozorována u krys krmených stravou bohatou na 

ethanol, kdy docházelo ke ztučnění jater. BHMT-2 byla poté označena jako další možný 

biomarker tohoto onemocnění178. BHMT-2 je také možný genetický faktor ovlivňující 

biosyntézu GSH a methioninu a chránící játra proti toxicitě způsobené acetaminofenem 

(paracetamolem)179, který je velmi rozšířeným užívaným analgetikem. Akutní selhání jater je 

nejčastěji způsobené právě paracetamolem180, neboť jeho přiměřené použití je sice efektivní a 

bezpečné, ale jeho nadměrný příjem, zvláště po konzumaci alkoholu, způsobuje poškození 

jater a buněčnou smrt181, 182.  

Polymorfizmus lokalizovaný na chromozomu s Bhmt-2 genem u těhotných žen byl 

označen jako faktor s nižší pravděpodobností narození dítěte s rozštěpem rtu či patra183. 

Riziko vzniku rozštěpu patra je spojováno se třemi enzymy metabolizmu Hcy - MTR, BHMT 

a BHMT-2184, 185.  

Rychlá degradace BHMT-2 či chybné skládání do nativní konformace enzymu 

ovlivnilo studium tohoto enzymu, což způsobilo nedostatek informací ohledně 

fyziologických funkcí. Přesná úloha BHMT-2 v metabolizmu sirných aminokyselin tedy stále 

není objasněna. 

 

2.5.4 Reakční mechanizmus betain-homocystein S-methyltransferasy 2 

Po dlouhou dobu se nedařilo definovat enzymovou aktivitu BHMT-2, neboť po expresi 

a purifikaci velmi rychle degraduje a nespecificky agreguje161. Navíc samotná exprese 

probíhá v malých výtěžcích, které ale, dle publikací, mohou být zvýšeny pěstováním buněk 

v přítomnosti 1mM Hcy nebo kotransfekcí s BHMT161. 
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Až v roce 2008 se podařilo Szegedi et al. získat rekombinantní BHMT-2, stabilizovat ji 

40% (v/v) glycerolem a měřit tak enzymovou aktivitu BHMT-22. Poprvé také naznačili 

možnou tvorbou hetero-oligomerů BHMT a BHMT-2170. Název tohoto enzymu je poněkud 

matoucí, neboť není schopen metabolizovat betain jako substrát2. BHMT-2 katalyzuje přenos 

methylové skupiny z SMM na L-Hcy za vzniku dvou molekul L-methioninu, jak je 

znázorněno na obrázku 6. Je také schopna in vitro metabolizovat SAM, ale jen v malé míře. 

Toto zjištění není překvapující vzhledem k faktu, že většina enzymů patřících do rodiny 

Pfam 02574 je schopna katalyzovat methylační reakci, kdy donorem methylu je SAM. Betain, 

který je substrátem pro BHMT, ale BHMT-2 nemetabolizuje2.  

 

 

Obrázek 6: Reakce katalyzovaná BHMT-2, kdy dochází k přenosu methylové skupiny 

z SMM na L-Hcy za vzniku L-methioninu. V hranatých závorkách je znázorněn hypotetický 

tranzitní stav. 

 

2.5.5 Struktura betain-homocystein S-methyltransferasy 2 

Jak již bylo zmíněno, BHMT-2 a BHMT mají ze 73% identickou aminokyselinovou 

sekvenci1. Enzymu BHMT-2 chybí oproti BHMT dvě oblasti1 (viz obrázek 5). Je to 9 

aminokyselin na N-konci (aminokyseliny 86-94), které se u BHMT účastní vazby jednoho ze 

substrátů - betainu123. Hlavní rozdíl v primární sekvenci je ale na C-konci, kde má BMHT 

navíc 34 aminokyselin (373-406), které jsou u ní zodpovědné za oligomerizaci, respektive 

dimerizaci dimerů BHMT, jak bylo popsáno výše v kapitole 2.5.23, 123. Částečná eliminace této 

dimerizační části pravděpodobně destabilizuje BHMT-2 a přispívá k rychlé degradaci 

enzymu2, 186. Tomu odpovídá, že snaha purifikovat zkrácený BHMT enzym končící v pozici 

Gly319 a Gly372 byla neúspěšná170. Nicméně některé aminokyseliny zodpovědné za 

dimerizaci i tetramerizaci BHMT jsou u BHMT-2 konzervované. Stejně tak tři cysteiny 

vázající atom zinku jsou analogické2.  
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Vzhledem k značné nestabilitě BHMT-2 se dle dosavadní literatury předpokládá její 

nutná hetero-oligomerizace, nicméně krystalografické studie a možný efekt 

hetero-oligomerizace BHMT a BMHT-2 in vivo jsou zatím cílem dalších výzkumů.  
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3. CÍLE DIZERTAČNÍ PRÁCE 

Hlavními cíli této dizertační práce bylo získání aktivních rekombinantních enzymů 

BHMT a BHMT-2 a studium vlivu inhibice BHMT na proteom a relevantní metabolity 

jaterních buněk.  

Byly navrženy a připraveny nové inhibitory těchto enzymů, které měly pomoci 

k lepšímu pochopení strukturních požadavků aktivních míst obou enzymů. 

U poměrně nově popsaného enzymu BHMT-2 byl primární zájem získat dlouhodobě 

stabilní a aktivní enzym a získat první silný a hlavně selektivní inhibitor, který by 

v budoucnu mohl přispět ke studiu fyziologických funkcí BHMT-2, které jsou nám stále 

neznámé. 

Pro sledování vlivu inhibice BHMT na proteom a metabolity buňky bylo záměrem 

použít již popsaný silný a selektivní inhibitor CBHcy na buněčnou linii HepG2, což je 

vyvinutý model lidských hepatocytů, a také na samotné lidské primární hepatocyty. 

Během řešení úkolů dizertační práce vyplynul i poslední cíl, a to studium regulace 

BHMT aktivity draselnými ionty. 

 

Konkrétní cíle práce tedy byly následovné: 

• Zavedení reprodukovatelné přípravy aktivních rekombinantních enzymů BHMT 

a BHMT-2 do naší laboratoře. 

• Testování schopnosti inhibice nově připravených látek vůči rekombinantním 

enzymům BHMT a BMHT-2, u nejsilnějších inhibitorů charakterizování jejich 

inhibice hodnotami IC50 a Kiapp. 

• Zkoumání vlivu inhibice BHMT a simulované hyperhomocysteinemie pomocí 

buněčných linií HepG2, BHMTHepG2 (HepG2 buněčná linie s transfekovaným 

genem pro BHMT) a lidských primárních hepatocytů s použitím proteomických a 

metabolomických studií. Cílem zájmu byly jak intracelulární proteiny, tak 

sekretované proteiny. 

• Studium vlivu iontů alkalických kovů a amonných iontů na aktivitu a 

substrátovou specifitu BHMT. 
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4. MATERIÁL A METODY 

Chemikálie, materiál a metody použité k vypracování této dizertační práce jsou 

detailně popsány v příslušných publikacích (přílohy č. 1-6). V následujících kapitolách jsou 

pro přehlednost dizertační práce metody stručně popsány. 

 

4.1 Exprese a purifikace proteinů 

4.1.1 Betain homocystein S-methyltransferasa 

Gen kódující lidský enzym BHMT byl zaklonován do vektoru pTYB4 jako fúzní 

protein s chitinovou kotvou (pokusy provedeny v laboratoři Prof. T. A. Garrowa, University 

of Illinois, Urbana, USA)187. Enzym BHMT byl exprimován v bakteriálním expresním 

systému (E. coli BL21(DE3)) v 2xYT mediu. Po indukci exprese pomocí 0,3mM IPTG 

probíhala exprese enzymu přes noc při 20°C a následně purifikace pomocí chitinové afinitní 

chromatografie. Byla zjištěna výsledná koncentrace enzymu metodou podle Bradfordové188, 

čistota enzymu pomocí SDS-PAGE a v některých případech také identita enzymu pomocí 

MS analýzy tryptických štěpů enzymu. 

4.1.2 Betain homocystein S-methyltransferasa 2 

Gen kódující lidský enzym BHMT-2 byl zaklonován do vektoru pTYB4 jako fúzní 

protein s chitinovou kotvou (pokusy provedeny v laboratoři Prof. T. A. Garrowa, University 

of Illinois, Urbana, USA)187. Enzym BHMT-2 byl exprimován v bakteriálním expresním 

systému (E. coli BL21(DE3)) v 2xYT mediu společně s bakteriálním expresním systémem (E. 

coli BL21(DE3)) nesoucím gen pro BHMT enzym. Po indukci exprese 0,3mM IPTG probíhala 

exprese obou enzymů najednou přes noc při 20°C. Směs enzymů BHMT-2 a BHMT byla 

purifikována pomocí chitinové afinitní chromatografie. Byla zjištěna celková výsledná 

koncentrace enzymů metodou podle Bradfordové188, čistota enzymů pomocí SDS-PAGE a 

identita enzymů pomocí MS analýzy tryptických štěpů enzymů. Výsledný přibližný poměr 

enzymů BHMT-2 a BHMT ve směsi byl určen vyhodnocením SDS-PAGE v programu 

Quantity One - 4.6.9 (Bio-Rad, USA). Odhad složení heterooligomerů a homooligomerů ve 

směsi purifikovaných enzymů BHMT a BHMT-2 byl proveden na základě výsledků nativní 

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

Mutanty enzymu BHMT (bodové mutace v pozicích 26,27,28 a 159) byly připraveny ve 

spolupracující laboratoři ve skupině Prof. T. A. Garrowa (University of Illinois, Urbana, 

USA). Exprese, purifikace, výsledné koncentrace, stanovení čistoty i identity jednotlivých 

mutantů BHMT enzymu pomocí MS analýzy byly prováděny stejně jako pro BHMT. 

 

4.2 Metabolomické studie homocysteinového cyklu 

Pro zjištění vlivu simulované hyperhomocysteinemie a inhibice enzymu BHMT byly 

měřeny koncentrace metabolitů Hcy cyklu, konkrétně methioninu, cysteinu, betainu, Hcy, 

SAM a SAH. Pro tyto účely byly použity buněčné linie HepG2 (ATCC, USA), tatáž buněčná 

linie HepG2 se zaklonovaným genem pro BHMT, zde označovaná jako BHMTHepG2, a 

primární kultury lidských hepatocytů. 

Buněčná linie BHMTHepG2 byla získána od Dr. Cheng Ji (University of Southern 

Kalifornia, Los Angeles, USA). Primární kultury lidských hepatocytů byly zakoupeny od 

firmy Biopredic (Francie). 

4.2.1 Extrakce proteinů z buněčných linií  

Buňky linií HepG2 a BHMTHepG2 byly pěstovány v MEM mediu s přidaným fetálním 

hovězím sérem, L-glutaminem, penicilinem a streptomycinem při 5% CO2 a 37°C. Následně 

byl do media přidán 0,1mM DL-homocystein, 2mM DL-homocystein a/nebo 0,1mM CBHcy  

na 4, 24 nebo 72 hodin. Lýze buněk určených k metabolomické studii a určení aktivity BHMT 

enzymu probíhala sonikací v 90% methanolu s 0,03% TFA a 1mM DTT. Pro zjištění celkové 

koncentrace proteinů metodou podle Bradfordové byly buňky lyzovány v 7M močovině, 2M 

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

4.2.2 Extrakce proteinů z primárních kultur 

Lidské hepatocyty byly pěstovány v William´s E GlutamaxTM mediu s přidaným 

penicilinem, streptomycinem, hovězím inzulinem a hemisukcinátem hydrokortisonu při 5% 

CO2 a 37°C. Následně byl do media přidán 0,1mM DL-homocystein nebo 2mM 

DL-homocystein nebo 0,1mM CBHcy na 48 hodin.  

Lýze buněk určených k metabolomické studii a určení aktivity BHMT enzymu 

probíhala sonikací v 90% methanolu s 0,03% TFA a 1mM DTT. Lýze buněk určených 

k proteomické studii a určení celkové koncentrace proteinů metodou podle Bradfordové 
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probíhala v 7M močovině, 2M thiomočovině, 4% CHAPS, 65mM DTT, 2% amfolytech (pH 

4-7) a 40mM Tris. 

Pro proteomické studie sekretovaných proteinů bylo po 24 hodinách (celkem dvakrát) 

sbíráno inkubační medium, ve kterém byly proteiny vysráženy ACN a resuspendovány 

v rehydratačním pufru (7M močovina, 2M thiomočovina, 4% CHAPS, 50mM DTT, 0,8% 

amfolyty (pH 3-10)). Práce s primárními kulturami prováděla RNDr. I. Selicharová, CSc. 

(UOCHB AV ČR, v.v.i.). 

4.2.3 Stanovení koncentrace metabolitů homocysteinového cyklu 

Lyzované proteiny z buněčných linií a primárních kultur byly podrobeny LC-MS/MS 

analýze. Separace vzorků probíhala na koloně C18 s reverzní fází. Stanovení koncentrace 

metabolitů methioninu, cysteinu, betainu, Hcy, SAM a SAH byla prováděna Dr. M. 

Kořínkem, Dr. V. Šístkem a Dr. P. Mikešem (Apigenex s.r.o., ČR). 

 

4.3 Stanovení enzymových aktivit 

4.3.1 Stanovení aktivity betain-homocystein S-methyltransferasy 

Aktivita purifikovaného rekombinantního lidského enzymu BHMT a jeho mutantů 

byla standardně měřena 30 či 60 minut při 37°C v reakční směsi (0,5 ml) obsahující 

DL-homocystein, betain a N-14C-methyl-betain, popřípadě S-methyl-L-methionin a 

S-[methyl-14C]methyl-L-methionin (tento byl připraven Doc. RNDr. T. Elbertem, CSc., 

UOCHB AV ČR, v.v.i., ČR), β-merkaptoethanol, enzym a 50mM K-fosfátový pufr (pH 7,5) 

nebo Tris-HCl pufr (pH 7,5). Přesné složení reakční směsi se lišilo dle potřeb měření a je 

detailně popsáno v jednotlivých publikacích, které jsou součástí této práce (příloha č. 1-6). 

Účinek inhibitorů byl testován při jejich 20µM, popřípadě 1 µM koncentraci.  

Aktivita enzymu BHMT měřená v buněčných lyzátech probíhala 24 hodin při 37°C 

v reakční směsi (1 ml) obsahující 1mM DL-homocystein, 2mM betain (0,2µCi), 10% 

β-merkaptoethanol, 5.106 lyzovaných buněk a 50mM K-fosfátový pufr (pH 7,5).  

Produkty enzymové reakce byly separovány ionexovou chromatografií a následně bylo 

měřeno beta záření úměrné přenosu  14C-methylové skupiny z betainu na DL-homocystein.  

4.3.2 Stanovení aktivity betain-homocystein S-methyltransferasy 2 

Aktivita purifikovaného rekombinantního lidského enzymu BHMT-2 byla standardně 

měřena 60 minut při 37°C v reakční směsi (0,2 ml) obsahující 2,5mM DL-homocystein, 
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0,25mM S-methyl-L-methionin (0,3µCi), 0,2mM chlorid zinečnatý, 0,1% β-merkaptoethanol, 

0,2-1µM enzymy (BHMT s BHMT-2) a 50mM Tris-HCl pufr (pH 7,5).  

Účinek inhibitorů byl testován při jejich 20µM koncentraci. Při měření hodnoty Kiapp 

byla fixní koncentrace S-methyl-L-methioninu (0,25mM; 0,3µCi), koncentrace 

DL-homocysteinu se pohybovala v rozmezí 75-250µM a inhibitoru 0-300nM. 

Produkty enzymové reakce byly separovány ionexovou chromatografií a následně bylo 

měřeno beta záření úměrné přenosu 14C-methylové skupiny z S-methyl-L-methioninu na 

DL-homocystein. 

 

4.4 Syntéza inhibitorů enzymů betain-homocystein 

S-methyltransferasy a betain-homocystein S-methyltransferasy 2 

Nové látky, jakožto možné inhibitory enzymů BHMT a BHMT-2, byly navrženy a 

syntetizovány Ing. J. Píchou, Ph.D. a Mgr. V. Vaňkem, Ph.D. (UOCHB AV ČR, v.v.i.). Čistota 

finálních látek byla ověřena elementární analýzou (P, C, H, N, S, F) a RP-HPLC, jejich 

struktura byla ověřena metodami NMR (1H, 13C), HRMS a IR. Analýzy byly provedeny 

v laboratořích skupiny Mgr. S. Matějkové, Doc. RNDr. J. Cvačky, Ph.D., Mgr. L. Bednárové, 

Ph.D. nebo RNDr. M. Buděšínským, CSc. 

 

4.5 Proteomické studie 

Byly připraveny 2DE analytické a preparativní gely z proteinů z buněčného lyzátu a 

sekretovaných proteinů. Analytické gely byly analyzovány v programu PDQuest Advanced 

8.0.1 2D Gel Analysis Software (Bio-Rad). Preparativní gely byly použity k určení vybraných 

proteinů, a to štěpením proteinů trypsinem a následnou nano-LC-MS/MS analýzou. Práce 

na nano-LC-MS/MS a vyhodnocování dat prováděla Mgr. Z. Demianová, Ph.D. (UOCHB 

AV ČR, v.v.i.). 

Metodou „Western blotting“ byly ověřeny změny v expresi proteinů nalezených 

pomocí analytických 2DE gelů. Použity byly 1DE i 2DE gely, ze kterých byly proteiny 

přeneseny na PVDF membránu. Navázání primární protilátky proti BHMT, CBS, aktinu, 

OAT, cytokeratinu 8 a 18, Fib-γ, nukleofosminu, GNMT, Apo A1, PEPCK1 a SAHH bylo 

detekováno pomocí sekundární protilátky značené křenovou peroxidasou s využitím 

substrátu SuperSignal West Femto maximum sensitivity (Pierce). Pro vyhodnocení byl 
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použit program ChemiDoc MP Imaging Systém (Bio-Rad). Metodu „Western blotting“ a 

vyhodnocování dat prováděla Mgr. I. Selicharová, Dr. (UOCHB AV ČR, v.v.i.). 

 

4.6 Molekulové modelování 

Molekulárně-dynamické studie byly provedeny Mgr. Janou Paterovou (UOCHB AV 

ČR, v.v.i.). Pro modelování byla použita struktura potkaní BHMT označená PDB kódem 

1UMY123 a struktura lidské BHMT s navázaným inhibitorem CBHcy (PDB kód 1LT8)3 se 

simulovanými okolními podmínkami totožnými s experimentálními. Analýza dat probíhala 

na základě výpočtů hustoty výskytu iontů v prostoru kolem aktivního místa enzymu.   

 

4.7 Krystalografie 

Enzym BHMT s L-Hcy krystalizoval při 4°C smícháním 2 µl 11 mg/ml BHMT v 50mM 

Tris-HCl, pH 8,0, 1mM TCEP, 20mM L-Hcy, 2 µl 20% PEG 5000 MME a 0,4 µl 15% 

1,2,3-heptantriolu. Pro hrubý model struktury byla použita PDB struktura lidské BHMT 

označená 1LT83. 

Krystalizace BHMT enzymu, analýza krystalů rentgenovou difrakcí a vyhodnocení 

výsledků byly provedeny v laboratoři Dr. Markose Koutmose, PhD., Uniformed Services 

University of the Health Science, Maryland, USA. 
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5. VÝSLEDKY A DISKUZE 

V první části (kapitola 5.1) této práce jsou uvedeny studie zabývající se vlivem 

alkalických kovů, obzvláště draslíku, na katalytickou schopnost enzymu BHMT a jeho 

substrátovou specifitu. V další části (kapitoly 5.2 a 5.3) jsou experimenty zaměřené na vývoj 

a testování nových inhibitorů BHMT enzymu. Třetí část (kapitoly 5.4 a 5.5) se zabývá testy 

Hcy cyklu v buněčných liniích a primárních kulturách. A konečně poslední částí této práce 

(kapitola 5.6) jsou studie optimalizace purifikace a stabilizace BHMT-2 enzymu a vývoj jeho 

prvních inhibitorů. 

 

5.1 Regulace katalytické aktivity a změny substrátové specifity 

betain-homocystein S-methyltransferasy způsobené draselnými ionty – 

příloha č. 1 

 

Manuskript připravený k odeslání do časopisu Journal of Biological Chemistry (viz 

příloha č. 1): Mládková, J.; Paterová, J.; Diamond, C. E.; Tryon, K.; Jungwirth, P.; Koutmos, 

M.; Garrow, T. A.; Jiráček, J. Structural Role of Potassium Ions in the Catalytic Activity of 

Betaine-Homocysteine S-Methyltransferase.  

 

Výsledky, které jsme získali v průběhu výzkumu enzymů BHMT a BHMT-2 (viz dále 

příloha č. 6) dokazují, že BHMT nekatalyzuje přenos methylové skupiny ze SMM na Hcy 

v prostředí 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) bez draselných iontů. Szegedi at al.2 naopak publikovali 

výsledky dokazující, že BHMT je v přítomnosti SMM a Hcy katalyticky aktivní, i když 

desetkrát méně než v přítomnosti betainu a Hcy. Cílem této práce bylo prozkoumat vliv 

iontů alkalických kovů a amonných iontů na aktivitu a substrátovou specifitu BHMT. Studie 

proběhly na úrovni biochemických experimentů, ale též molekulárně-dynamických modelací 

a krystalografie. 

Mezi testovanými kationty zvyšovaly aktivitu BHMT (se substráty betainem a Hcy) 

nejvíce draselné ionty, a to přibližně desetkrát při 150-200mM koncentraci KCl (EC50 pro K+ 

je 100µM). Rubidné a amonné kationty stimulovaly aktivitu BHMT maximálně dvojnásobně 

ve srovnání s aktivitou bez přítomnosti monovaletních kationtů (viz obrázek 8).  
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Obrázek 8: Vliv iontů alkalických kovů a amonných iontů na aktivitu BHMT se substráty 

betainem a Hcy. 

 

Stanovili jsme hodnoty zdánlivých Km pro oba substráty BHMT za přítomnosti 150mM 

K+ (Km pro betain je asi 60µM a pro DL-Hcy je 15µM) i bez přítomnosti K+ (Km pro betain je 

75µM a pro DL-Hcy je 338µM). Fakt, že katalýza BHMT probíhá tzv. bi-bi mechanizmem4, 

kdy jako první do reakce vstupuje Hcy a až následně je možné navázání druhého substrátu, 

naše výsledky objasňuje. Draselné ionty zvyšují afinitu BHMT obzvláště k Hcy, jakožto 

prvnímu substrátu, který pozmění konformaci aktivního místa enzymu. Tuto teorii potvrdila 

i krystalová struktura BHMT s navázanými L-Hcy a draselnými ionty (viz dále). Betain, který 

se váže až jako druhý substrát, se zdá být na draselných iontech nezávislý. Afinity k oběma 

substrátům byly v literatuře již několikrát popsány a liší se nejen v závislosti na původu 

enzymu, ale také na experimentálních podmínkách. Rozdíly v těchto hodnotách byly 

způsobeny, mimo jiné, právě použitím různých koncentrací draselných iontů, které ovlivnily 

aktivitu BHMT. 

Dále jsme potvrdili, že v prostředí 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) bez K+ iontů BHMT 

nekatalyzuje přeměnu SMM a Hcy. V přítomnosti draselných iontů ale BHMT mění svou 

substrátovou specifitu a přenáší methylovou skupinu ze SMM na Hcy za vzniku methioninu.  

I zde jsme stanovili zdánlivé Km pro substráty za přítomnosti 150mM K+ (Km pro SMM je 
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přibližně 3,4mM a pro DL-Hcy je přibližně 2,3mM), i když tyto hodnoty jsou pouze přibližné 

vzhledem k faktu, že nebylo možné dosáhnout maximálních rychlostí reakce. Vzhledem 

k intracelulární koncentraci draselných iontů v buňce (~160mM) je zřejmé, že za 

fyziologických podmínek je BHMT schopná přenášet methylovou skupinu jak z betainu, tak 

z SMM. Koncentrace SMM v buňce sice zatím není známa, ale pravděpodobně bude záviset 

na množství SMM přijímaného v potravě a dá se očekávat, že nepřevýší koncentraci 

betainu2. Nicméně afinita BHMT k SMM je tak malá, že pravděpodobnost této katalýzy in 

vivo je podle nás minimální. 

Pomocí molekulárního modelování jsme se snažili odhadnout vazebné místo 

draselného, ale i rubidného či sodného kationtu či kationtů v blízkosti aktivního místa 

BHMT. Mapa s hustotou výskytu iontů prozradila distribuci těchto iontů v enzymu a místa, 

kde se vyskytují s nejvyšší pravděpodobností. Předpovězena tak byla dvě klíčová vazebná 

místa pro draselné ionty; první vazebné místo K+ je mezi karboxylovými skupinami Asp26 a 

Glu159 v aktivním místě volného enzymu a druhé vazebné místo K+ v enzymu s vázaným 

CBHcy je pouze u Asp26. V tomto druhém případě K+ interaguje přímo s CBHcy a přes 

molekulu vody i s Glu159. Na základě těchto výsledků byly navrženy bodové mutace BHMT 

enzymu, a to Asp26Ala, Glu159Ala, Glu159Gln, Glu159Asp, ale také Gly27Ser a Gly28Ser, 

které v BHMT tvoří konzervovanou katalytickou triádu Asp26-Gly27-Gly28. 

Nejaktivnější mutant BHMT byl Gly28Ser s 81% aktivity vzhledem k nativní BHMT, 

ostatní Gly28 a Gly27 mutanty byly aktivní maximálně z 8%. Zajímavé jsou výsledky všech 

mutantů v pozici Glu159. Výtěžky purifikací těchto mutantů jsou, pokud vůbec nějaké, 

mizivé a aktivita nulová. Zdá se tedy, že Glu159, kromě své účasti při vazbě Hcy3, hraje také 

roli při produkci BHMT.  

Aby byla dále osvětlena úloha draselných iontů v enzymu BHMT, kolegové ve 

spojených státech vyřešili krystalovou strukturu tetrametru BHMT s navázanými draselnými 

ionty a zároveň s vázaným  substrátem L-Hcy (viz obrázek 9). Z map elektronových hustot je 

zřejmá vazba draselného iontu u každého aktivního místa monomeru BHMT. Draselný 

kationt je stabilizován řadou vazeb, z nichž klíčovou hraje právě Asp26 a i vazba K+, která je 

zprostředkována přes molekulu vody přímo s L-Hcy a také přes další molekulu vody 

s Glu159. Interakce draselného iontu s L-Hcy objasňuje výraznou pozitivní změnu afinity 

Hcy k BHMT. Vazba draselných iontů na BHMT tedy vede k lokálnímu uspořádání a 

stabilizaci aktivního místa enzymu, která se zdá být optimálnější pro vazbu substrátů a tak i 

pro kinetické vlastnosti a také substrátovou specifitu enzymu. Krystalová struktura enzymu 

tak potvrdila model předpovězený pomocí molekulární dynamiky a simulací.  
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Obrázek 9: Prostorová struktura části aktivního místa BHMT enzymu s vázaným iontem 

draslíku (fialově), L-Hcy (žlutě) a aminokyselinami, které se účastní vazby s iontem draslíku. 

 

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

mutantních forem, měření enzymových kinetik, vyhodnocení experimentálních dat, podíl na 

sepsání a revizi publikace. 
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5.2. Strukturně-aktivitní studie nových inhibitorů betain-homocystein 
S-methyltransferasy – příloha č. 2 

 

Výsledky byly publikovány v časopise Journal of Medicinal Chemistry (viz příloha č. 

2): Vaněk, V.; Buděšínský, M.; Kabeleová, P.; Šanda, M.; Kožíšek, M.; Hančlová, I.; Mládková, 

J.; Brynda, J.; Rosenberg, I.; Koutmos, M.; Garrow, T. A.; Jiráček, J. Structure-Activity Study 

of New Inhibitors of Human Betaine-Homocysteine S-Methyltransferase. Journal of Medicinal 

Chemistry 2009, 52, 3652-3665. 

 

Tato práce byla zaměřena na navržení, syntézu a následné testování látek určených 

k inhibici BHMT enzymu. Cílem bylo lepší pochopení strukturních vlastností aktivního 

místa enzymu. Vyvinuty byly dvě série látek, které a) testovaly vliv pozice a počtu atomů 

síry v molekule inhibitoru, popřípadě jejich záměnu za jiné heteroatomy, a b) napodobovaly 

hypotetický tranzitní stav reakce katalyzované BHMT se substráty L-Hcy a betainem (viz 

obrázek 10). Syntetizovány byly S-alkylované deriváty Hcy se záměnami v „betainové“ části 

molekuly. Výchozí strukturou pro návrhy a přípravu nových látek byl již dříve publikovaný 

inhibitor162 CBHcy, látka 1 (obrázek 11). 

 

 

Obrázek 10: Reakce katalyzovaná BHMT, kdy dochází k přenosu methylové skupiny 

z betainu na L-Hcy za vzniku DMG a L-methioninu. V závorce je znázorněn hypotetický 

tranzitní stav. 
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Obrázek 11: Specifický inhibitor BHMT, S-(4-karboxybutyl)-DL-homocystein (CBHcy) . 

 

Inhibiční vlatnosti veškerých nově syntetizovaných látek byly testovány při jejich 

20µM koncentraci. Nejúčinnější z inhibitorů byly následně testovány při 1µM koncentraci a 

určena byla také jejich hodnota IC50 vůči BHMT. Porovnáním získaných dat s novými 

inhibitory a také s inhibitory vyvinutými již dříve nejen v naší laboratoři7, 162 bylo zjištěno, že 

pozice atomu síry v molekule inhibitoru je nezbytná a vysoce specifická a odpovídá poloze 

atomu síry v „homocysteinové“ části molekuly. Navíc bylo v roce 2002 prokázáno3, že atom 

síry v této pozici přímo interaguje s atomem zinku, který je nepostradatelný pro katalytickou 

aktivitu BHMT. V této práci bylo zjištěno, že připravené látky, které odpovídají 

hypotetickému tranzitnímu stavu substrátů, BHMT neinhibují. Překvapivě ani sekundární, 

teciální či kvartérní aminy v molekule inhibitoru napodobující strukturu hypotetického 

tranzitního stavu v „betainové“ části molekuly nevykazovaly vysoké inhibiční vlastnosti, 

pravděpodobně vlivem kladného náboje na atomu dusíku. Důvody prozatím nejsou zcela 

jasné a jsou předmětem dalšího studia.  

Nejsilnějšími inhibitory se ukázaly být látky s jednou (2) či dvěma (3) methylovými 

skupinami na místě již zmíněného aminu (viz obrázek 12). Jejich IC50 hodnoty jsou 

srovnatelné (2), či dokonce lepší (3) než hodnoty do té doby nejsilnějšího publikovaného 

inhibitoru BHMT, CBHcy (1). Vzhledem k tomu, že jejich struktura neodpovídá 

hypotetickému tranzitnímu stavu, lze usuzovat, že se váží jiným způsobem než BHMT 

substráty. Na základě faktu, že katalýza BHMT probíha tzv. bi-bi mechanizmem4, kdy jako 

první do reakce vstupuje Hcy, který pozmění konformaci enzymu, a následně je možné 

navázání druhého substrátu - betainu, byla navržena hypotéza několika konformačních 

stavů během katalytické reakce BHMT. Velmi nízké číslo přeměny BHMT enzymu tuto teorii 

ještě více podporuje. Nejúčinnější inhibitory této studie tak neinteragují s BHMT jako 

substráty, nýbrž nejspíše interagují s BHMT v konformaci, která odpovídá již vázaným 

produktům, tzv. „bi-product analogues“. Mechanizmus interakce je ale podobný. Nejprve se 
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do aktivního místa naváže „homocysteinová“ část molekuly, následně dojde ke změně 

konformace a navázání druhé části inhibitoru. 

 

        

 

 

 
 

Obrázek 12: Nejúspěšnější inhibitory této studie: S-alkylované deriváty Hcy.  

 

Podíl dizertantky na této publikaci asi 10%: inhibiční experimenty. 
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5.3 Vývoj nové skupiny inhibitorů betain-homocystein 

S-methyltransferasy – příloha č. 3 

 

Výsledky byly publikovány v časopise European Journal of Medicinal Chemistry (viz 

příloha č. 3): Pícha, J.; Vaněk, V.; Buděšínský, M.; Mládková, J.; Garrow, T. A.; Jiráček, 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 dále a detailněji zabývali studiem mechanizmu vazby ligandů 

do aktivního místa enzymu BHMT, tentokrát pomocí látek modifikovaných v 

„homocysteinové“ části jejich molekuly. Opět jsme vycházeli ze struktury dříve 

publikovaného inhibitoru CBHcy, 1 (viz obrázek 11). Nově syntetizované látky se lišily 

záměnou karboxylové skupiny za různé bioisosterické skupiny (např. tetrazol, oxadiazolon). 

Záměnou karboxylové skupiny za karboxyamid byl v dané části molekuly také potlačen 

negativní náboj, záměnou za fosfonovou či fosfinovou kyselinou byla zvýšena kyselost a 

polarita dané látky a vyvinuty byly také látky s pyrolidinovým motivem. Schopnost daných 

látek inhibovat enzym BHMT byla opět testována při jejich 20µM koncentraci a u 

nejúčinějších látek byly určeny hodnoty IC50. 

Ukázalo se, že žádný připravený amid není vhodným inhibitorem BHMT, a tedy že 

záporný náboj karboxylové skupiny „homocysteinové“ části molekuly je pro rozpoznání 

ligandu důležitý. I přes to byla v této řadě amidických látek zjištěna vyšší inhibice BHMT u 

polárnějších látek. Dobré inhibiční vlastnosti nevykazovaly ani látky se substituovanou 

tetrazolovou skupinou, která je oproti karboxylové skupině lipofilnější, ale má stejnou 

aciditu, a je tedy považována za výhodnou obměnu karboxylové skupiny. Důvodem 

neúspěchu mohou v tomto případě být sterické zábrany, stejně jako u neúspěšné inhibice 

BHMT látkami s pyrolidinovým motivem či kyselinou fosfonovou. Nejúspěšnějšími 

inhibitory této studie byly látky se substituovanou kyselinou fosfinovou (viz obrázek 13). 

Inhibice byla ještě zesílena přidáním dvou methylových skupin v „betainové“ části molekuly 

(obrázek 13, látka 5) tak, jak bylo úspěšně pozorováno v předcházející studii předložené 

v této práci jako příloha č. 2.  

Přestože bylo v této práci připraveno dalších 13 nových inhibitorů BHMT, nejúčinnější 

z nich byl přibližně desetktát slabší než dříve popsaný inhibitor CBHcy (1). Studie nicméně 

pomohla definovat neobyčejnou selektivitu BHMT vůči Hcy. Některé z nových látek, ačkoli 
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nejsou nejúčinejšími inhibitory BHMT, mohou být použity pro in vivo testy vzhledem k jejich 

předpokládané biologické snášenlivosti. 
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Obrázek 13: Nejúspěšnější inhibitory této studie: S-alkylovaný derivát Hcy se 

substituovanou kyselinou fosfinovou (4) a S-alkylovaný derivát Hcy se substituovanou 

kyselinou fosfinovou a dvěma methylovými skupinami v „betainové“ části molekuly (5).  

 

Podíl dizertantky na této publikaci asi 30%: inhibiční experimenty, podíl na revizi a 

opravě publikace. 

 

Obě předešlé prezentované práce (příloha č. 2 a 3) pomohly osvětlit a kompletně 

definovat strukturní požadavky aktivního místa BHMT na vázající se ligand, a to pomocí 30 

nově syntetizovaných látek testovaných jako inhibitory BHMT. Nejsilnější inhibitory těchto 

studií mohou být použity k dalším farmakologickým experimentům pro studium funkce 

enzymu BHMT in vivo. 
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5.4 Kvantifikace metabolitů homocysteinového cyklu a role 

betain-homocystein S-methyltransferasy v  buňkách HepG2 – příloha č. 

4 

 

Výsledky byly publikovány v časopise Biomedical Chromatography (viz příloha č. 4): 

Kořínek, M.; Šístek, V.; Mládková, J.; Mikeš, P.; Jiráček, J.; Selicharová, I. Quantification of 

homocysteine-related metabolites and the role of betaine-homocysteine S-methyltransferase 

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

 

Cíle našich experimentů v rámci této publikace byly zaměřené na studium 

vnitrobuněčných koncentrací klíčových metabolitů Hcy cyklu, a to konkrétně Hcy, 

methioninu, cysteinu, SAM, SAH a betainu v buněčných liniích HepG2 a BHMTHepG2 

(buněčná linie HepG2 se zaklonovaným genem pro BHMT). Změny koncentrací těchto látek 

byly ovlivněny inhibicí BHMT nebo simulací hyperhomocysteinemie pomocí přidaného 

Hcy. Za tímto účelem jsme optimalizovali a validovali rychlou a citlivou LC-MS/MS metodu 

pro souběžné analyzování polárních látek s limitem detekce v nanomolárních koncentracích.  

Kritickým krokem pro přesné určení koncentrace metabolitů v buňkách se ukázalo být 

rychlé zpracování a následně okamžité zamražení buněk kapalným dusíkem kvůli zastavení 

metabolické aktivity. Již při ponechání buněk při laboratorní teplotě pouhých 15 minut jsme 

pozorovali změny v koncentracích metabolitů, které se pohybovaly mezi 20 a 300 %.  

Mezi liniemi HepG2 a BHMTHepG2 jsme rozdíly ve vnitrobuněčných koncentracích 

sledovaných metabolitů nezaznamenali. Pro obě buněčné linie tedy platí následující 

výsledky. 0,1mM Hcy přidaný do média se projevil pouze a jen v prvních hodinách 

nárůstem koncentrací Hcy, SAH a o něco méně i cysteinu. Jejich koncentrace se ale během 24 

hodin vrátily k normálním hodnotám odpovídajícím kontrole. Tímto je zřejmé rychlé 

vypořádání se buněk s mírně narušeným Hcy cyklem. Buňky rostoucí v médiu s 2mM Hcy 

vykazovaly obzvlášť velký nárůst intracelulárních koncentrací Hcy a SAH, které s časem sice 

měly sestupnou tendenci, během 72 hodin ale na původní koncentraci nepoklesly. Méně také 

vzrostla množství cysteinu a methioninu, která se ovšem během 24 hodin vrátila 

k počátečním hodnotám. Od začátku sestupnou tendenci měl v tomto experimentu pouze 

betain. Ten slouží jako druhý substrát reakce katalyzované BHMT. Vzhledem k tomu, že 

dosud není znám žádný jiný enzym, který by metabolizoval betain43, jeho úbytek značí 

potřebu buňky metabolizovat velký nadbytek Hcy také pomocí BHMT. U obou buněčných 
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linií byl zaznamenán pokles poměru SAM:SAH, tzv. „methylačního indexu“, který udává 

pravděpodobnost methylace.  

V buňkách rostoucích v médiu s 0,1mM CBHcy neměl inhibitor BHMT na koncentraci 

metabolitů žádný vliv, a to ačkoli vliv tohoto inhibitoru v in vivo studiích na myších153 či 

krysách43 vedl k hyperhomocysteinemii. Zřejmá byla jen úplná inhibice aktivity BHMT 

v obou buněčných liniích. 

Naopak neočekávané byly výsledky BHMT aktivit v buněčných lyzátech obou linií po 

experimentech s přidaným Hcy. Aktivita BHMT v HepG2 buňkách nebyla nijak ovlivněna 

přidaným Hcy v mediu, avšak aktivita BHMT v BHMTHepG2 buňkách se s rostoucí 

koncentrací Hcy v mediu snižovala. Příčinou tohoto jevu může být buď inhibice BHMT 

nadmírou SAH v buňce, neboť SAH je účinný inhibitor většiny methyltransferas, anebo 

potlačení indukce proteinů vlivem stresu způsobeným nadmírou Hcy v buňce, jak ve své 

studii naznačil Dionisio et al.190. Jak bylo zmíněno v článku autorů, kteří vyvinuli BHMTHepG2 

buněčnou linii114, vyšší indukce enzymu BHMT by teoreticky mohla chránit buňky před 

zmíněným Hcy podmíněným stresem. Výsledky získané naší studií tuto hypotézu bohužel 

nepotvrdily. 

Ačkoli HepG2 buněčná linie slouží jako model pro metabolizmus lidských jaterních 

buněk, metabolizmus Hcy je v této buněčné linii pozměněn tak, jak tomu bývá u karcinomu 

jater. Kupříkladu enzymy SAM synthasa (isoforma I), CBS, N-methyltransferasa a také 

BHMT v HepG2 buňkách chybí nebo je jejich exprese výrazně potlačena114, 191, 192. Proto byla 

použita BHMTHepG2 buněčná linie, která má, podle našich měření, desetkrát vyšší aktivitu 

BHMT oproti HepG2. Rozdíly v koncentracích námi sledovaných metabolitů jsme mezi 

liniemi ale nezaznamenali. Výjimkou byl betain, který měl zhruba 1,4-krát vyšší koncentraci 

v HepG2 buňkách než v BHMTHepG2 buňkách. I přes tento negativní aspekt HepG2 buněčné 

linie poskytly téměř neomezené množství stálého materiálu, což nám umožnilo 

optimalizovat LC-MS/MS metodu pro stanovení polárních látek Hcy metabolizmu. Právě 

tato metoda byla dále využita v následující studii (viz příloha č. 5), kde byly pro stanovení 

metabolitů použity primární kultury lidských jaterních buněk. Použití této metody může být 

samozřejmě dále rozšířeno o stanovování dalších nízkomolekulárních polárních látek.  

 

Podíl dizertantky na této publikaci asi 30%: kultivace a pokusy s buněčnými liniemi 

HepG2 a BHMTHepG2, zpracování buněčných lyzátů a příprava vzorků pro LC-MS/MS, 

měření aktivit BHMT v buněčných lyzátech, účast na vyhodnocení experimentálních dat. 



5. VÝSLEDKY A DISKUZE 

46 

 

5.5 Efekt hyperhomocysteinemie a inhibice betain-homocystein 

S-methyltransferasy na metabolity a proteom hepatocytů – příloha č. 5 

 

Výsledky byly publikovány v časopise Biochimica et Biophysica Acta - Protein and 

Proteomics (viz příloha č. 5): Selicharová, I.; Kořínek, Demianová, Z.; Chrudinová, M.; 

Mládková, J.; Jiráček, 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 předešlé práci jsme vyvinuli LC-MS/MS metodu pro souběžné analyzování 

polárních látek Hcy cyklu, kterou jsme v této publikaci taktéž použili pro metabolomické 

stanovení Hcy, methioninu, cysteinu, SAM, SAH, betainu, a navíc také DMG, cystathioninu 

a cholinu. Metabolomické studie byly v této práci navíc doplněny proteomickými pro zjištění 

změn v intracelulárních a sekretovaných proteinech buněk ovlivněných inhibicí BHMT nebo 

hyperhomocysteinemií simulovanou přidáním Hcy. Abychom lépe osvětlili fyziologickou 

úlohu BHMT v lidských jaterních buňkách, použili jsme tentokrát primární kultury lidských 

hepatocytů (od tří dárců s benigním nálezem, jednoho pacienta s metastázemi a jednoho 

dárce s pro nás neznámou diagnózou) a pro porovnání znovu buněčnou linii HepG2. 

Primární kultury nám poskytly nezaměnitelný zdroj lidských buněk, jehož množství a 

životnost jsou ale oproti buněčným liniím velmi omezené.  

Aktivita BHMT v primárních hepatocytech je podle našich měření stonásobná oproti 

HepG2. V hepatocytech rostoucích v médiu s inhibitorem CBHcy byla aktivita BHMT takřka 

nulová.  

Již porovnáním základních koncentrací námi zjišťovaných metabolitů byly patrné 

rozdíly v koncentraci SAM mezi HepG2 buněčnou linií a primárními hepatocyty (nejvyšší u 

buněčné linie HepG2 a následně u pacienta s metastázemi). Snížená koncentrace SAM 

obecně vede k proliferaci. Dodání SAM zdravým buňkám vede k inhibici apoptosy, kdežto 

rakovinné buňky to k apoptose stimuluje1.  

Přidáním inhibitoru BHMT (CBHcy) nebo 0,1mM Hcy do media byly 

v metabolomických studiích pozorovány jen malé změny způsobené snahou buněk odstranit 

nadbytečný Hcy. U buněk ovlivněných inhibitorem BHMT byl prokázán pokles hladiny 

SAM v buňkách. Vliv 0,1mM Hcy vedl k nárůstu Hcy, SAH a cystathioninu. Podobně 2mM 

Hcy v médiu ovlivnil zvýšení koncentrace Hcy, SAH, SAM, DMG a extrémně pak 
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koncentraci cystathioninu a naopak vedl ke snížení koncentrace cysteinu a úplné spotřebě 

betainu.  

Proteomické studie poukázaly na signifikantní změny v expresi intracelulárních a 

sekretovaných proteinů jen u buněk ovlivněných 2mM Hcy. Tyto změny se týkaly většinou 

cytozolických enzymů metabolizmu cukrů a aminokyselin. Ovlivněna byla také buněčná 

proliferace, a to proteiny, které zpomalují buněčný růst a syntézu polyaminů. Koncentrace 

sekretovaných proteinů byla vlivem 2mM Hcy obecně snížena. Nejzajímavější a 

nejdůležitější změny u buněk ovlivněných 2mM Hcy byly v rozdílech proteinů 

apolipoproteinu A1 (Apo A1) a fibrinogenu gamma (Fib-γ).  

Množství Apo A1 bylo intracelulárně zvýšeno, zatímco v sekretovaných proteinech 

zcela chyběl a zastoupená zde byla jen forma jeho propeptidu (viz obrázek 14 A). Je tedy 

možné, že narušením cyklu Hcy docházelo k chybné tvorbě funkčního proteinu Apo A1, což 

může být důsledek narušeného transportu Apo A1 z tkání. Apo A1 je hlavní složkou HDL a 

účastní se transportu tuků, včetně cholesterolu, z tkání do jater. Porucha metabolizmu 

cholesterolu byla již u hyperhomocysteinemie popsána193.  

Také množství Fib-γ bylo jak v médiu tak intracelulárně zvýšeno, a to překvapivě ve 

formě jeho dimerů, zatímco výskyt intracelulárního monomeru Fib-γ se snížil (viz obrázek 

14 B). Dimerizace sekretovaného Fib-γ byla v menší míře zaznamenána také u buněk 

ovlivněných 0,1mM Hcy a inhibitorem BHMT, CBHcy. Formace dimerů Fib-γ by tedy mohla 

být považována za potenciální markery časného onemocnění jater.  

Výsledky našich prací souhlasí s experimenty prováděnými na myších či krysách a 

potvrzují, že u onemocnění jater hraje roli stres endoplasmatického retikula, oxidativní stres, 

a chyby v metabolizmu lipidů a aminokyselin. 
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Obrázek 14: Viditelné změny intracelulárních a sekretovaných proteinů ApoA1 (A) a Fib-γ 

(B) v kontrolních vzorcích (označené v obrázku C) a buňkách ovlivněných 2mM Hcy 

(označené v obrázku 2H). Použité byly metody 2DE a „western blotting“ z 2DE gelů. 

 

Podíl dizertantky na této publikaci asi 10%: kultivace a pokusy s buněčnými liniemi 

HepG2, zpracování buněčných lyzátů a příprava vzorků pro LC-MS/MS, měření aktivit 

BHMT v buněčných lyzátech, příprava 2DE gelů. 
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5.6 Optimalizace purifikace rekombinantní betain-homocystein 

S-methyltransferasy 2 a její první inhibitory – příloha č. 6 

 

Výsledky byly publikovány v časopise Journal of Medicinal Chemistry (viz příloha č. 

6): Mládková, J.; Vaněk, V.; Buděšínský, M. G.; Elbert, T.; Demianová, Z.; Garrow, T. A.; 

Jiráček, J. Double-Headed Sulfur-Linked Amino Acids As First Inhibitors for 

Betaine-Homocysteine S-Methyltransferase 2. Journal of Medicinal Chemistry 2012, 55, 

6822-6831. 

 

Naše skupina se již dlouhodobě zabývá studiem enzymu BHMT. Zkušenosti získané 

během několika let byly nyní využity pro studium poměrně nově objeveného enzymu 

BHMT-2. Po dlouhou dobu nebylo měření enzymové aktivity BHMT-2 enzymu úspěšné, 

neboť rekombinantní BHMT-2 se projevila jako velmi nestabilní enzym. Li et al.161 popsali 

agregaci a rychlou degradaci BHMT-2. Pravděpodobně z tohoto důvodu nebyla až do roku 

2008 změřena žádná její katalytická aktivita. Szegedi et al.2 poté připravili rekombinantní 

BHMT-2 stabilizovanou 40% glycerolem, což jim poskytlo dostatek času na základní 

biochemické charakterizování enzymu (např. Kmapp pro SMM).  

Purifikace BHMT-2 v naší laboratoři nebyla úspěšná ani po snaze stabilizovat BHMT-2 

glycerolem či jinými činidly, ani ultrafiltrací. Purifikací byl sice získán čistý enzym, ale 

s nesignifikantními hodnotami aktivit, které během dvou dnů už nebyly detekovatelné. 

Vzhledem k velké podobnosti (73% identita) obou enzymů, BHMT a BHMT-2, byla již 

v předchozích studiích161, 170 naznačena jejich možná ko-oligomerizace. Provedli jsme tedy 

ko-purifikaci enzymů BHMT a BHMT-2. Výsledkem bylo získání dlouhodobě aktivního 

enzymu BHMT-2 stabilizovaného enzymem BHMT. Je nutné zmínit, že nestačí jen smíchat 

dva čisté enzymy, BHMT-2 a BHMT. Pro získání aktivní BHMT-2 je nutné purifikovat oba 

enzymy zároveň ze směsi příslušných transfekovaných bakterií. Získané výsledky naznačují 

specifickou interakci BHMT a BHMT-2 v buňce.  

Porovnáním primárních sekvencí obou enzymů je na C- konci BHMT-2 patrná absence 

34 aminokyselin, které jsou u BHMT důležité pro oligomerizaci, resp. dimerizaci dimerů123. 

Eliminace dimerizační části BHMT vedla v bakteriálním systému (E. coli) k rychlé 

degradaci170. Další aminokyseliny důležité u BHMT pro dimerizaci či tertramerizaci ovšem 

BHMT-2 nepostrádá2. Je tedy pravděpodobné, že enzym BHMT-2 pouze není schopen tvořit 

homooligomery, ale může tvořit heterooligomery.  
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Přestože množství buněk  E. coli nesoucích gen pro BHMT a pro BHMT-2 

v kultivačním mediu bylo stejné, podíl exprimované BHMT byl třicetkrát větší oproti 

BHMT-2. Nasnadě byl návrh purifikace směsi enzymů v poměru třicetkrát zvýhodňujícím E. 

coli nesoucích gen pro BHMT-2. Výsledkem byla směs BHMT ku BHMT-2 v  poměru obsahu 

proteinů 2:1, přičemž specifická aktivita BHMT-2 se ale nezvýšila (tyto výsledky nejsou 

součástí publikovaného článku - přílohy č.6).  

Pomocí nativní elektroforézy jsme se pokusili odhadnout složení heterooligomerů a 

homooligomerů ve směsi purifikovaných enzymů BHMT a BHMT-2, což bylo nejlépe patrné 

ze směsi enzymů v poměru 2:1 (viz obrázek 15). Nejintenzivnější pruh na elektroforéze 

odpovídá 180 kDa, a tedy homotetrameru složeného pouze z monomerů BHMT. Slabší pruh 

na 170 kDa odpovídá heterotetrameru dvou monomerů BHMT a dvou monomerů BHMT-2 a 

velmi slabý pruh na zhruba 90 kDa pravděpodobně patří buď heterodimeru BHMT 

s BHMT-2, nebo homodimeru BHMT či BHMT-2. Zároveň je z gelu patrná neschopnost 

BHMT-2 tvořit homotetramery (obrázek 15, 3. a 4. jamka zleva), naopak nejintenzivnější 

pruh se shoduje s molekulovou hmotností homodimeru BHMT-2. Nicméně je zde třeba 

podotknout, že samotná BHMT-2 ve vzorku již nebyla katalyticky aktivní a s největší 

pravděpodobností již  byla degradovaná161 (tyto výsledky nejsou součástí publikovaného 

článku - přílohy č.6).  

I přes výrazný nadbytek BHMT (30:1) bylo možné pokračovat v dalších studiích 

enzymu BHMT-2, jelikož za daných podmínek (reakční směs bez draselných iontů; více viz 

příloha č. 1) enzym BHMT nemetabolizuje SMM a Hcy, a nikterak tedy neovlivňoval 

výsledky měření. Následovala optimalizace měření aktivity BHMT-2, stanovení Kmapp 

BHMT-2 k DL-Hcy (107 ± 10µM) a inhibiční studie nově syntetizovaných látek včetně CBHcy. 

Kmapp BHMT-2 k SMM (± 940µM) bylo stanoveno již dříve2. 
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Obrázek 15: Nativní elektroforéza (6% separační gel) BHMT, BHMT-2, směsi BHMT a 

BHMT-2 v poměru 30:1 a 2:1 a BSA. Vzorky jsou naneseny vždy ve dvou koncentracích: 0,5 

µg (a) a 0,7 µg (b). Na obrázku vpravo jsou v odpovídající pozici označené molekulové 

hmotnosti.  

 

Při navrhování potenciálních inhibitorů BHMT-2 byly uplatněny poznatky o 

příbuzném enzymu BHMT, jeho mechanizmu katalýzy a struktuře jeho nejsilnějších 

inhibitorů (viz též příloha č. 2 a 3). Připravena byla série látek (celkem 8) napodobujících 

hypotetický tranzitní stav substrátů reakce katalyzované BHMT-2 (viz obrázek 16) nebo 

strukturu spojených produktů. U všech látek byla testována síla inhibice při jejich 20µM 

koncentraci jak vůči BMHT-2 tak BHMT. Cílem bylo získat silný, ale zároveň selektivní 

inhibitor BHMT-2. Vzhledem k podobnosti obou enzymů a zkušenostem s BHMT bylo 

nejvíce nadějí vkládáno do látek 6 a 7  (viz obrázek 17) napodobujících spíše spojené 

produkty než tranzitní stav reakce. Obě tyto látky inhibovaly BHMT-2 při 20µM koncentraci 

minimálně z 90%, avšak látka 7, na rozdíl od látky 6, relativně dobře inhibovala také BHMT, 

a není tedy selektivním inhibitorem BHMT-2. Další studie byly prováděny jen na látce 6, u 

které byla stanovena silná kompetitivní inhibice BHMT-2 s hodnotou Kiapp (77 ± 7nM) 

k DL-Hcy. Jelikož stále neznáme funkci BHMT-2 in vivo, tento inhibitor, do této doby jediný 

silný a selektivní inhibitor BHMT-2, může být důležitým nástrojem pro jeho další in vivo 

studie. Výsledky prezentované v této publikaci a v publikacích, které jsou součástí této práce 

jako přílohy č. 2 a 3, signalizují podobnost katalytických mechanizmů obou enzymů BHMT a 

BHMT-2. 
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Obrázek 16: Reakce katalyzovaná BHMT-2, kdy dochází k přenosu methylové skupiny 

z SMM na L-Hcy za vzniku L-methioninu. V závorce je znázorněn hypotetický tranzitní stav. 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 17: Nejúspěšnější inhibitory této studie: S-alkylované deriváty Hcy.  

 

Podíl dizertantky na této publikaci asi 80%: optimalizace purifikace a exprese enzymů 

BHMT a BHMT-2, optimalizace a měření aktivit BHMT-2, měření aktivit BHMT, inhibiční 

experimenty, vyhodnocení experimentálních dat, podíl na sepsání a revizi publikace. 
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6. ZÁVĚR 

Předkládaná dizertační práce přináší shrnuté nové cenné poznatky o dvou lidských 

enzymech BHMT a BHMT-2 účastnících se metabolizmu Hcy. Hlavní výsledky této práce lze 

shrnout do následujících bodů:  

 

• Popsali jsme katalytickou aktivaci BHMT a změnu v její substrátové specifitě 

způsobenou draselnými ionty. Metodami molekulového modelování, pomocí 

připravených mutantních forem BHMT a krystalografie jsme také objasnili vazbu 

draselných iontů v blízkosti aktivního místa BHMT a změnu konformace 

aktivního místa enzymu po vazbě draselných iontů. 

 

• Navrhli a připravili jsme sérii 30 nových látek pro inhibici BHMT, díky kterým 

bylo zjištěno, že nejúčinnější inhibitory nenapodobují tranzitní stav substrátů 

enzymu, nýbrž spíše vázané produkty reakce, tzv. bi-product analogs. Prokázána 

byla velká selektivita BHMT vůči Hcy, a navíc důležitost záporného náboje jeho 

karboxylové skupiny.  

 

• Mezi těmito novými látkami byl také identifikován dosud nejsilnější inhibitor 

BHMT (viz obrázek 12, látka 3).  

 

• Pomocí proteomických a metabolomických metod jsme v buněčných liniích 

HepG2, BHMTHepG2 a primárních lidských hepatocytech identifikovali proteiny, 

které jsou ovlivněny narušeným metabolizmem Hcy. Nejzásadnější změny se 

týkaly chybné tvorby funkčního proteinu Apo A1 a dimerizace extracelulárního 

Fib-γ. Hlavním projevem inhibice BHMT je snížená hladina SAM v buňkách.  

 

• Optimalizovali jsme purifikaci BHMT-2 enzymu a stabilizovali jeho katalytickou 

aktivitu ko-purifikací s příbuzným enzymem BHMT. Zdá se, že nativní forma 

BHMT-2 s BHMT tvoří v buňce heterotetramery. 

 

• Navrhli a připravili jsme dosud jediný silný a zároveň selektivní inhibitor 

BHMT-2, který může být použit při studiu dosud neznámých fyziologických 

funkcí BHMT-2 (viz obrázek 17, látka 6). 
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