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Abstrakt

Purinové nukleotidy tvofi zékladni stavebni kameny DNA a RNA. Jsou nepostradatelnou
soucasti struktury nékterych kofaktordi, podileji se na pienosu a skladovani energie,
bunécné signalizaci aregulaci biochemickych procestt v buiice. Pro spravnou funkci,
preziti adé€leni bunc¢k je naprosto nezbytné, aby mély neustdle dostateCnou zéasobu

nukleotidu.

Hladina purinovych nukleotidi je v lidském téle regulovana prostiednictvim jejich
metabolismu, jenz sestava ze tfi koordinovanych procest. Témi jsou de novo syntéza,
resyntéza a degradace. Regulace téchto procest je fizena na riznych bunécnych urovnich
od regulace genové exprese zapojenych enzymd, jejich allosterické regulace az po utvareni

multienzymovych komplexti v de novo syntéze — tzv. purinosomdi.

Dulezitou slozkou metabolismu purinovych nukleotidi jsou fosforibosylpyrofostat
synthetasa I (PRS-I) a cytosolicka purinova 5'-nukleotidasa (cN-II). Tyto enzymy se
vyznamné podileji na regulaci hladiny purinit prostfednictvim jejich allostericky
regulované aktivity. Poruchy aktivity téchto enzymu jsou spojeny riznymi onemocnénimi
véetné¢ dny, tvorby ledvinovych kamenli, neurologickych dysfunkei ¢i akutni

lymfoblastické leukemie (ALL).

Mutantni varianta cN-II nesouci mutaci R238W zplsobuje relaps ALL. Cilem
experimentalni ¢asti této prace byla pfiprava a krystalizace neaktivni mutantni formy cN-II
D52N+R238W (D52N je inaktivujici mutace). Rekombinantni expresi v hostitelskych
buiikach bakteridlniho kmene Escherichia coli BL 21 (DE3) RIL a naslednou purifikaci
rekombinantniho produktu z bakteridlniho lyzatu se podafilo ziskat dostatecné mnozstvi
¢istého proteinu pro krystalizaci. Krystalizace byla provedena podle zavedenych postupii
pro cN-II a podafilo se ziskat proteinovy krystal vhodny pro sbér difrakénich dat pro

naslednou strukturni analyzu metodou rentgenové difrakce.

Kli¢ova slova: metabolismus purinovych nukleotidl, allosterickd regulace, strukturni

biologie




Abstract

Purine nucleotides are essential basic building blocks for DNA and RNA synthesis. They
can also serve as energy storage and transfer unit and play an important role in cell
signalling and regulation of variety of biochemical processes. It is crucial for the cells to
maintain a sufficient supply of purine nucleotides in order to secure its survival and cell

division.

Level of purine nucleotide pool in the human body is regulated via purine nucleotide
metabolism, which consists of three coordinated processes: de novo synthesis pathway,
salvage pathway and degradation pathway of purine nucleotides. Regulation of those three
pathways is under control of various mechanisms including regulation on the level of
enzyme expression, allosteric regulation of enzyme activity or forming a multienzime

complexes, i. €. purinosomes in the de novo synthesis pathway.

Phosphoribosyl pyrophosphate synthetase I (PRS-I) and cytosolic purine 5'-nucleotidase
(cN-II) play an important role in purine nucleotide metabolism. These enzymes contribute
significantly to the purine nucleotide pool regulation by means of their allostericaly
regulated activity. Malfunctions of their catalytic activity are connected with various
pathologies such as gout, hyperuricosuria, neurological dysfunctions and acute

lymphoblastic leukaemia (ALL).

A cN-II variant carrying R238W activating mutation leads to ALL relapse. The aim of the
experimental part of this work was a preparation and crystallization of inactive mutant
cN-II D52N+R238W variant (D52N has an inactivating effect on cN-II catalytic activity).
By heterologous expression in Escherichia coli BL 21 (DE3) RIL bacteria and consequent
two-step purification of the bacterial lysate, a sufficient amount of pure protein was
obtained to perform crystallization experiments. Following well-established protocol for
cN-II crystallization, the protein crystallization yielded protein crystal with sufficient
qualities to perform diffraction experiments for subsequent structural analysis by X-ray

crystallography.

Keywords: purine nucleotide metabolism, allosteric regulation, structural biology




Seznam zkratek

ZKRATKA  VYZNAM ANGLICKY

2,3-BPG 2,3-bisphosphoglycerate

5'N 5'-nucleotidases

6-MP 6-mercaptopurine

6-TG 6-thioguanine

AA acrylamide

ADA adenosine deaminase

ADK adenosine kinase

ADP adenosine diphosphate

ADSL adenylosuccinate lyase

ADSS adenylosuccinate synthase

AICAR aminoimidazole-carboxamide
ribonucleotide

AICARTfase  5-aminoimidazole-4-carboxamid
ribonucleotide transformylase

AIR 5-aminoimidazole ribonucleotide

AIRS 5-aminoimidazole ribonucleotide
synthetase

AK adenylate kinase

ALL acute lymphoblastic leukaemia

AMP adenosine monophosphate

AMPDA adenosine monophosphate
deaminase

AMPS adenylosuccinate

Ap4A diadenosine tetraphosphate

APRT adenine phosphoribosyltransferase

ApxA diadenosine polyphosphate

ATP adenosine triphosphate

BIS N,N’-methylene-bis(acrylamide)

CAIR carboxyaminoimidazole
phosphoribosyl ribonucleotide

CAIRS carboxyaminoimidazole
phosphoribosyl synthetase

cdN cytosolic 5'(3")-nucleotidase

CMTX Charcot-Marie-Tooth disease,
X-linked

cN-1IA cytosolic 5'-nucleotidase 1A

cN-IB cytosolic 5'-nucleotidase 1B

cN-II cytosolic 5'-nucleotidase II

cN-IIT cytosolic 5'-nucleotidase II1

CoA Coenzyme A

CTP cytosine triphosphate

dATP

deoxyadenosine triphosphate

VYZNAM CESKY

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

6-thioguanin

akrylamid

adenosin deaminasa

adenosin kinasa

adenosin difosfat
adenylosukcinat lyasa
adenylosukcinat synthasa
5-aminoimidazol-4-karboxamid
ribonukleotid
5-aminoimidazol-4-karboxamid
ribonukleotid transfomylasa
5-aminoimidazol ribonukleotid
fosforibosyl aminoimidazol
synthetasa

adenylat kinasa

akutni lymfoblastickd leukemie
adenosin monofosfat

adenosin monofosfat deaminasa

adenylosukcinat

diadenosin tetrafosfat

adenosin fosforibosyltransferasa
diadenosin polyfosfat

adenosin trifosfat
N,N’-methylen-bis(akrylamid)
karboxyaminoimidazol
ribonukleotid
karboxyaminoimidazol
ribonukleotid synthetasa
cytosolickd 5'(3")-nukleotidasa
dédi¢na choroba Charcot-Marie-
Tooth

cytosolicka 5'-nukleotidasa IA
cytosolickd 5'-nukleotidasa IB
cytosolicka 5'-nukleotidasa II
cytosolickd 5'-nukleotidasa IIT
Koenzym A

cytosin trifosfat

deoxyadenosin trifosfat




DFNX

dGMP
DNA
DTT
mdN
EDTA
FAD
FAICAR

FGAM
FGAMS
FGAR
fosfo-(cN-II)
FPLC

GAR
GARS

GARTfase

GDA
GDP
GK
GMP
GMPS

GTP
HAD
HEPES

HGPRT
h/rPAP
IGK

IMP
IMPDH

IMPCH

IPTG

non-syndromic hearing loss,
X-linked

deoxyguanosine monophosphate
deoxyribonucleic acid
dithiothreitol

mitochondrial 5'(3")-nucleotidase
ethylenediaminetetraacetic acid
flavin adenine dinucleotide
N-formylaminoimidazole-4-
carboxamide ribonucleotide
N-formylglycinamidine
ribonucleotide

phosphoribosyl
formylglycinamidine synthase
N-formylglycinamide
ribonucleotide
phospho-(cytosolic 5'-
nucleotidase-II) intermediate
fast protein liquid chromatography

glycinamide ribonucleotide
phosphoribosylglycinamide
synthetase

glycinamide ribonucleotide
formyltransferase

guanine deaminase
guanosine diphosphate
guanylate kinase

guanosine monophosphate
guanosine monophosphate
synthetase

guanosine triphosphate
haloacid dehalogenase
4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid
hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase
human or rat phosphoribosyl
pyrophosphate synthetase-
associated protein
inosine-guanosine kinase
inosine monophosphate
inosine monophosphate
dehydrogenase

inosine monophosphate
cyclohydrolase

isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside

dédicna percepcni nedoslychavost

deoxyguanosin monofosfat
deoxyribonukleotidova kyselina
dithiothreitol

mitochondrialni 5'(3')-nukleotidasa
ethylendiamintetraoctova kyselina
flavinadenindinukleotid
N-formylaminoimidazol-4-
karboxamid ribonukleotid
N-formylglycinamidin
ribonukleotid

fosforibosyl formylglycinamidin
synhtasa

N-formylglycinamid ribonukleotid

fosfo-(cytosolické 5'-nukleotidasa-
IT) intermediat

proteinova kapalinova
chromatografie

glycinamid ribonukleotid
fosforibosylglycinamid synthetasa

fosforibosyl glycinamid
formyltransferasa

guanin deaminasa

guanosin difosfat

guanylat kinasa

guanosin monofosfat

guanosin monofosfat synthetasa

guanosin trifosfat

haloacidni dehalogenasa
4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazinethansulfonova kyselina
hypoxanthin-guanin
fosforibosyltransferasa

lidsky nebo krysi
fosforibosylpyrofosfat synthetasa
sdruZeny protein

inosin-guanosin kinasa

inosin monofosfat

inosin monofosfat dehydrogenasa

inosin monofosfat cyklohydrolasa

isopropyl B-D-1-
thiogalaktopyranosid




LB
miRNA
mRNA

meTGMP

MTHFD2

meTIMP
mTOR
MW
NAD*
NADP*

NDK
ODeoo

PBS
PNP
PPAT

PP;
PRA

PRPP
PRS

PRS-I

PRS-1I

PRS-III

R5P
RCF
RNA
RPM
SAICAR

SAICARS

SCID

SDS
PAGE

SoN
TB

Luria-Bertani
mico ribonucleic acid
messenger ribonucleic acid

methyl-thioguanine
monophosphate
methylenetetrahydrofolate
dehydrogenase 2
methyl-thioinosine monophosphate
mechanistic target of rapamycin
molecular weight

nicotinamide adenine dinucleotide
nicotinamide adenine
dinucleotidephosphate
nucleoside diphosphate kinase
optical density in 600 nm
wavelength

phosphate buffered saline
phosphonucleoside phosphorylase
phosphoribosyl pyrophosphate
amidotrasferase

pyrophosphate ion
phosphoribosylamine
phosphoribosyl pyrophosphate
phosphoribosyl pyrophosphate
synthetase

phosphoribosyl pyrophosphate
synthetase [

phosphoribosyl pyrophosphate
synthetase 1

phosphoribosyl pyrophosphate
synthetase 11
ribose-5-phosphate

relative centrifugal force
ribonucleic acid

revolutions per minute
phosphoribosyl aminoimidazole
succinocarboxamide
phosphoribosyl aminoimidazole
succinocarboxamide synthetase

severe combined
immunodeficiency disease

sodium dodecyl sulphate
polyacrylamide gel electrophoresis

nucleophilic substitution
Terrific Broth

Luria-Bertani

mikro ribonukleotidova kyselina
messengerova ribonukleotidova
kyselina

methyl-thioguanin monofosfat

methylentetrafolat dehydrogenasa 2

methyl-thioinosin monofosfat
mechanisticky cil rapamycinu
molekulova hmotnost
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

nukleosid difosfat kinasa
optické densita pfi vinové délce
600 nm

fosfatovy pufr

purin nukleosid fosforylasa
fosforibosylpyrofosfat
amidotransferasa
pyrofosfatovy iont
fosforibosylamin
fosforibosylpyrofosfat
fosforibosylpyrofosfat synthetasa

fosforibosylpyrofosfat synthetasa I
fosforibosylpyrofosfat synthetasa II

fosforibosylpyrofosfat synthetasa
I11

ribosa-5-fosfat

relativni centrifugacni sila
ribonukleotidova kyselina
otaCky za minutu
N-sukcinyl-5-aminoimidazol-4-
karboxamid ribonukleotid
N-sukcinyl-5-aminoimidazol-4-
karboxamid ribonukleotid
synthetasa

tézka kombinovand primarni
imunodeficience

dodecylsiran sodny
elektroforéza na
polyakrylamidovém gelu
nukleofilni substituce

Terrific Broth




TCEP
TEMED

TGMP
THF
TIMP
TPMT
Tris
UTP
VP-S
XDH
XMP
XO
XOR

tris(2-carboxyethyl)fosfan
N,N,N',N'-
tetramethylethylenediamine
6-thioguanosine monophosphate
tetrahydrofolate

6-thioinosine monophosphate
thiopurine methyltransferase
tris(hydroxymethyl)aminomethane
uridine triphosphate

reducing sample-buffer
xanthine dehydrogenase
xanthine monophosphate
xanthine oxidase

xanthine oxidoreductase

tris(2-karboxyethyl)fosfan
N,N,N',N'-
tetramethylethylendiamin
6-thioguanosin monofosfat
tetrahydrofolat

6-thioinosin monofosfat
thiopurin methyltransferasa
tris(hydroxymethyl)aminomethan
uridin trifosfat

redukujici vzorkovy pufr
xanthin dehydrogenasa
xanthin monofosfat
xanthin oxidasa

xanthin oxidoreduktasa




Obsah

I V0.t st 12
2 Piehled souCasného stavu problematiKy .........cccceeeviiieeiiiiniiieeieece e 13
2.1 Purinoveé NUKICOTIAY .....eeeeiiieiiieciiie ettt e e e e e eseaeeeas 13
2.2 Metabolismus purinovych nukleotidil............ccceeeviiieiiiieiiieie e 13
2.2.1  Degradace purinovych nukleotidl...........ccccoveeeviiieiiieniiece e 14
2.2.2  Resyntéza purinovych nukleotidl..........ccccecvveeiiiieiiiiiie e 15
2.2.3  De novo syntéza purinovych nukleotidll ..........ccccoeeveeviiiiniiiiciice e, 15
2.3 Regulace metabolismu purinovych nukleotidll..........ccoooeeriiiiiiniiiiiiinieeee 18
2.3.1  Regulace degradace purinovych nukleotidl...........cceovvireiiniieiiiniiieiienn, 18
2.3.2  Regulace resyntézy purinovych nukleotidl...........cccoevvvrrvieniieniieniiieiiene, 19
2.3.3  Regulace de novo syntézy purinovych nukleotidll ...........ccccceeeerierierinennnnnne. 20
234 PUTINOSOIM .ottt sttt ettt ettt e sttt e s bt e bt entesaeenbeenneas 21
2.4  Fosforibosylpyrofosfat synthetasy (PRS) .......ccccooviiiiiiiiiiiiiiiiccececee e, 24
2.5  Fosforibosylpyrofosfat synthetasa I (PRS-I).....c.ccceeviiiiiiiiiiiiiiicieeeeee, 26
2.5.1  Struktura PRS-T. .o 27
2.5.2  Aktivid misto PRS-L.....ooiiii e 29
2.53  AloSterickd mMISta ......c.eevuiiiiiiiieiieee e 30
2.54 Regulace aktivity PRS-L....ccccooiiiiiiiiiiiiieeectee e 32
2.5.5 Mutace PRS-I a s nimi Spojené poruchy.........ccccceveevvereeniervienicnennienieneenns 33
2.6  Cytosolickd purinova 5'-nukleotidasa II (CN-II) .......ccccovviniiniiiiniiiiiiniccee 37
2.6.1  Katalytickd aktivita CN-IL......ccooiiiiiiiniiieee 38
2.6.2  Struktura CN-T. ..o 39
2.6.3  Allostericka regulace aktivity a jeji poruChy ........ccccvveviviiencieeniieeeee e 40
2.7 Akutni lymfoblasticka leukemie ...........cccccueeeiiiiniiieiiicce e 42
2.7.1  Mechanismus relapsu zptusobeny mutacemi cN-I1...........ccceevviiiiiiieennennne. 43
2.7.2  Mechanismus relapsu zptusobeny mutacemi PRS-I............cccoeevviiniiiinnnnne. 43

10



K I O3 1 5 - To7 CH OSSR SU PRSP 45

4 Materidl @ MELOAY .....ceevuieiiieiieeieeee et et seaeenree s 46
4.1 MALETIAL oottt st 46
4.1.1  Bakteridlni KIMENY.......cccoeciiiiiieiiieiieeieeieeeeee ettt e 46
4.1.2  PlaSMIAY..ccuieiiiiiieeiiieieeee ettt et e enbeenaaeenaen 46
4.1.3  CReMIKALIC ...oveeiieiieeiiee ettt e 46
4.1.4  ROZtOKY @ MEAIA ..veieiiieeiiieciieeee ettt e e e eaaee e 47
4.1.5 Chromatografick€ KOIONY .........ccccueeiiiiiieiiiieeiieceie e 49
4.1.6  Ostatnd MAateTIal........cooiuiiiiiiiieiie e 49
4.1.7  PHStroje @ VYDAVENT ..cccueeiiiiiiiiiieiieee et 50

4.2 MELOAY ettt ettt et ettt et e et e e ateebeesnaeereen 51
4.2.1 Rekombinantni €Xprese Proteinu ..........cccveecveereereieerieerieenreeireeseeesseeseessseens 51
4.2.2  Purifikace ProteiNU.........cccueeriieeiieiiieniieiiieeieeriee et esiteereeseneereesaeesseeseneeseens 52
4.2.3  Chelatacni chromatografie..........cccueriieiiieeiiieriie et 52
4.2.4  lontove vymeénna chromatografie .........ccceecveeriereiienieeiienie e esiee e 53
4.2.5  DHALYZA ..ottt 53
4.2.60  ZANUSTENI ettt ettt ettt st 53
4.2.7  Stanoveni koncentrace proteinu mefenim absorbance............ccccceeeeiieennnnn. 54
4.2.8  Diskont. elektroforesa v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS......... 54
4.2.9  Krystalizace metodou difuzi par.......c.cceceveeveriiniiiinieniceeeeeee 55

5 VYSIEAKY ettt 56
5.1  Heterologni exprese rekombinantniho proteinu...........c..ccoceeveriinerieniicneenennne. 56
5.2 Purifikace rekombinantniho proteinu.............ccoceeveiieniiiiieniiiiiieieeeee e 57
5.3 Ptiprava proteinovych krystalii pro difrakéni analyzu..........cccoevieiiiiiniiiiennne 60

0 DASKUSE...ueitiiteeee ettt 62
T ZAVET ettt ettt ettt a ettt e n e ettt eene et et e eneenees 63
8  Seznam POUZILE IIEETATUTY ....eeeruiiieiiieeiieeeiie et eee e et e e e e eaeeeeaeeeaaeeenaeeens 64




1 Uvod

Metabolismus purinovych nukleotidd je jiz mnoho let studovanou oblasti biochemie
a molekularni biologie. Za tuto dobu byly ziskdny cenné védomosti o jeho funkc¢nich
slozkach, mechanismu fungovani aregulaci. Zejména v pribéhu nékolika poslednich

desetileti se ¢im dal vice ukazuje vyznam této metabolické drdhy pro pochopeni

Mrwe

Purinovy metabolismus je slozen ze tfi synchronizovanych procest: de novo syntézy,
resyntézy a degradace purinovych nukleotidti, pomoci nichz buniky hospodafi s purinovymi
nukleotidy. Fungovani téchto tfi procesii je regulovéno riznymi zplsoby, mezi néZ patii
allostericka regulace zapojenych enzymd, regulace jejich exprese na urovni transkripce ¢i
dokonce formovani nadproteinovych komplexti. Pomérné novym objevem v této oblasti je
praveé formovani multienzymovych komplext v de novo syntéze, jejichz ucelem je zvyseni
rychlosti drahy, usnadnéni pfisunu substrati a ochrana meziprodukti pted okolnim

prostfedim cytoplasmy [2].

Dulezitou roli v lidském metabolismu purinovych nukleotidd maji enzymy
fosforibosylpyrofosfat synthetasa I (PRS-I) a cytosolicka 5'-nukleotidasa II (cN-II). Tyto
enzymy se vyznamné podili na regulaci purinového metabolismu. Poruchy jejich aktivity
zpiisobené nejen mutacemi v genech, které je koduji, vedou k mnohym a €asto zdvaznym

onemocnénim. Jednim z téchto onemocnéni je relaps akutni lymfoblastické leukemie

Mrve

Z téchto a mnohych dalSich divodi je metabolismus purinovych nukleotidi velice
vyznamnym farmakologickym cilem ajeho dalsi vyzkum je kliCovy pro navrZeni

efektivnich terapeutickych strategii.
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2 Prehled soucasného stavu problematiky

2.1 Purinové nukleotidy

Purinové nukleotidy (Obrazek 1) ptedstavuji jeden ze dvou druhii zdkladnich stavebnich
kamenti pro vystavbu molekul DNA a RNA. Jsou také soucasti nékterych kofaktort
(NADH, NADPH, koenzym a atd.), podileji se na ptenosu a skladovani energie (ATP
a GTP), bunécné signalizaci (cyklické AMP a GMP) a regulaci biochemickych procest
v buiice [5]. Pro spravnou funkci, pfeziti a déleni bunc¢k je tedy naprosto nezbytna

dostateéna zasoba nukleotidu.

Tato prace je zaméfena na metabolismus purinovych nukleotidl a jeho regulaci. Poruchy
regulace jsou Casto Uzce spjaty se zdravotnimi problémy a zavaznymi onemocnénimi —
napt. hyperurikémie, hyperurikosurie, dna, Lesch-Nyhanliv syndrom, t€zZk4d kombinovana
primarni imunodeficience (SCID, angl. severe combined immunodeficiency disease),

mentalni retardace ¢i akutni lymfoblasticka leukemie (ALL) [1].

NH, 0 o) o
H H
NF N\ N)IN\ HN N\ HN N HN N
gqt[ﬁ> K\N | ﬁ> H2NJ\N | H> o)\” | N/> kN | N/>
(A) (B) © (D) (E)

Obrazek 1 — Purinové baze (zkrdcené puriny) tvoii souldst purinovych nukleotidii a jsou odvozeny od struktury
purinu:

(A) purin; (B) adenin; (C) guanin; (D) xanthin; (E) hypoxanthin. Obrazek chemickych struktur byl vytvofen v programu
ChemBioDraw Ultral2.0.2 (© 1986 - 2010 CambridgeSott.).

2.2 Metabolismus purinovych nukleotid

Hladina purinovych nukleotidi v bunkach je primarné udrZzovana aregulovadna
prostiednictvim tfi koordinovanych procest: de novo syntézy, degradace aresyntézy
purinovych nukleotidi. Ptfi de novo syntéze dochazi k wvystavbé novych molekul
purinovych nukleotidli ze zdkladnich metabolitl, degradacni cestou jsou pak rozkladany
na jednodus$i apro nékteré organismy zaroven odpadni latky. Resyntéza nebo
v doslovném piekladu "zachrannd drédha" (angl. salvage pathway) se uplatiiuje pfi
recyklaci purinovych bazi zpét na purinové nukleotidy. Tyto baze vznikaji v pribéhu
degradace purinovych nukleotidi akromé toho jsou také do bunky transportovany

z extracelularniho prostoru [6]. Za klidovych fyziologickych podminek je hladina
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purinovych nukleotidl v bufice udrzovana prevazné degradaci a resyntézou, nebot’ de novo
purinovych nukleotidti) [2, 7]. Je-li vSak spotfeba purinovych nukleotidi vyssi (naptiklad
pii bunééném ristu nebo déleni), je do jejich produkce zapojena také de novo syntéza.
Udrzovani stalé hladiny purinovych nukleotidii jmenovanymi procesy je tedy naprosto

klicové pro spravnou bunécnou funkci [5, 7, 8].

2.2.1 Degradace purinovych nukleotid(

Purinové nukleotidy jsou degradovany ve sledu n¢kolika reakénich krokt, jejichz pocet
a konecné produkty se liSi v zavislosti na druhu organismu. Zptisob vyuziti degradacni
dréhy zavisi na tom, zdali se jednd o Zivocichy, rostliny ¢i mikroorganismy. Zatimco
rostlindm slouzi degradacni draha ptfedevsim za ucelem translokace a skladovani dusiku,
zivoCichové tuto drahu vyuzivaji k odbourani purinového dusiku v podobé dusikatych
odpadnich latek. Tyto odpadni latky, které¢ Zivocichové vylucuji, jsou poté recyklovany

mikroorganismy [9]; také mikroorganismy vSak vyuzivaji degrada¢ni drahu [10].

Degradace purinovych nukleotidii (Obrazek 2, str. 16) zacina jejich defosforylaci. Tento
uvodni krok degradacni dréhy je katalyzovan specifickymi 5'-nukleotidasami (5'N;
EC 4.1.3.5) anespecifickymi fosfatasami v hydrolytické reakci za vzniku ptislusnych
nukleosidii. Guanosin monofosfat (GMP) je defosforylovdn na guanosin, inosin
monofosfat (IMP) na inosin, adenosin monofosfat (AMP) na adenosin. Aby mohlo dojit
k degradaci AMP ¢i adenosinu, musi byt deaminacni reakci pfeménén na IMP, resp.
inosin. Ireversibilni pfeménu AMP zajiStuje enzym AMP deaminasa (AMPDA; EC
3.5.4.6), tutéz ptemeénu adenosinu pak enzym adenosin deaminasa (ADA; EC 3.5.4.4).
Nukleosidy vzniklé defosforylaci (inosin, guanosin, xanthosin a jejich deoxynukleosidové
derivaty) jsou nasledné katalytickou aktivitou enzymu purin nukleosid fosforylasy (PNP;
EC 2.4.2.1) rozstépeny na pfisluSné purinové baze a (deoxy)ribosa-1-fosfat. Z xanthosinu
tak vznikd xanthin, z inosinu hypoxanthin az guanosinu guanin, ktery je na xanthin
pfeménén deaminaci plisobenim guanin deaminasy (GDA; EC 3.5.4.3). Hypoxanthin
a xanthin jsou substraty pro enzym xanthin oxidoreduktasu (XOR), ktera je schopna
oxidovat hypoxanthin na xanthin aten poté na kyselinu mocovou. Kyselina mocova

se fyziologicky vyskytuje ptfevazné v podob¢ své soli —uratu [10-13].
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Urat je konecnym produktem degradac¢ni drahy nékterych vysSich zivocichli véetné lidi
a primatd. Ostatni zivo¢ichové maji schopnost jej dile odbouravat postupné pies allantoin,
kyselinu allantoovou a ureidoglykolat az na mocovinu, kterd muze byt jesté rozlozena
na amoniak a oxid uhli€ity. [14]. V zavislosti na kone¢ném produktu degradace purinovych
nukleotidli 1ze proto ZivocCichy rozd¢lit na urikotelni, ureotelni a amonotelni. Urikotelni
zivocichové vylucuji purinovy dusik ve formé uratu (Clovek, primati, ptaci, plazi, hmyz),
ureotelni pak ve form¢ mocCoviny (savci) a amonotelni ve formé¢ amonnych iontti (vodni

zivoc¢ichoveé) [10]

2.2.2 Resyntéza purinovych nukleotidu

Purinové baze (adenin, guanin a hypoxanthin) a purinové nukleosidy (adenosin, inosin,
guanosin) predstavuji meziprodukty degradacni drdhy ajsou v procesu resyntézy
(Obrazek 2, str. 16) recyklovany katalytickou ¢innosti n¢kolika enzymi zpét na piislusné
nukleotidy. Resyntéza tedy udrzuje stabilni koncentraci téchto nukleotidd, které by jinak
byly odbourdany degradacni drahou. Hypoxanthin a guanin jsou recyklovdny enzymem
hypoxanthin-guanin fosforibosyl trasferasa (HGPRT; EC 2.4.2.8), ktery katalyzuje jejich
reakci s 5-fosforibosyl-1-pyrofosfatem (PRPP) za vzniku IMP, resp. GMP. Adenin je
reakci s PRPP v katalytické pfitomnosti enzymu adenin fosforibosyl transferdzy (APRT;
EC 2.4.2.7) pfeménén na AMP [2, 11, 15]. V sou€asné dobé se pod pojmem resyntézy
purinovych nukleotidii (angl. "purine salvage pathway") rozumi pouze Cinnost enzymi
HGPRT a APRT. Nicméné ve starsi literatufe se do resyntézy zahrnuji jesté¢ dva dalsi
enzymy. Adenosin kinasa (ADK; EC 2.7.1.20) katalyzuje fosforylaci adenosinu, inosin-
guanosin kinasa (IGK; EC 2.7.1.73) pak fosforylaci inosinu a guanosinu [ 11, 15]. Produkty

téchto reakci jsou tak opét pislusné nukleotidy.

2.2.3 De novo syntéza purinovych nukleotidl

De novo syntéza purinovych nukleotidli je vysoce konzervovanou metabolickou drahou,
jez celd probiha v cytoplasmé [6]. Za spotieby Ctyt az Sesti molekul ATP (v zavislosti
na druhu organismu, u ¢lovéka péti molekul ATP [2]) pii ni postupné dochazi k vystavbe
purinového kruhu na molekule PRPP. V deseti na sebe navazujicich reakénich krocich tak
vznikd z nizkomolekuldrnich sloucenin (glycin, aspartat, glutamin, 10-formyl-
tetrahydrofolat, kyselina uhli¢itd) molekula IMP (Obrdazek 2, str.16) [5-7]. Zatimco

napfiklad v bunkach bakterii je téchto deset reakcnich krokl katalyzovano deseti az
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dvandcti riznymi enzymy, lidské buiiky potiebuji pouhych Sest riznych enzymi, z nichz

nékteré jsou schopné katalyzovat vice odlisnych reakcei, jsou tzv. multifunkéni [5, 7].
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Obrazek 2 — Metabolismus purinii — hlavni koordinované procesy slouZici k regulaci hladiny purinii v burtice:

De novo syntéza (oranzova barva), resyntéza (zelena barva), reakce resyntézy uvedené ve starsi literatute (Cervena barva)
a degradace purini (Cerna barva). Vysvétlivky zkratek meziproduktd: PPi — pyrofosfatovy iont; PRPP —
fosforibosylpyrofosfat; RSP — ribosa-5-fosfat; PRA — fosforibosylamin ribonukleotid; GAR — fosforibosylglycinamid;
FGAR — N-formylglycinamid ribonukleotid; FGAM — N-formylglycinamidin ribonukleotid; AIR — aminoimidazol
ribonukleotid; CAIR — karboxyaminoimidazol ribonukleotid; SAICAR — N-sukcinyl-5-aminoimidazol-4-karboxamid
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ribonukleotid; AICAR - S5-aminoimidazol-4-karboxamid ribonukleotid; FAICAR - N-formylaminoimidazol-4-
karboxamid ribonukleotid; IMP — inosin monofosfat; AMPS — adenylosukcinat; AMP — adenosin monofosfat; XMP —
xanthin monofosfat; GMP — guanosin monofosfat; zkratky enzymt katalyzujicich jednotlivé reakce I-X vysvétluje
Tabulka 1, str. 17, zkratky ostatnich enzymti jsou uvedeny v textu. Obrazek reakc¢niho schématu byl vytvofen v programu
ChemBioDraw Ultral2.0.2 (© 1986 - 2010 CambridgeSoft).

Vyse zminéné nizkomolekularni latky pottebné k biosyntéze IMP pochazeji z rtiznych
zdroju. Glycin je vedlej$im produktem serinového metabolismu v mitochondriich, aspartat
a glutamin jsou meziprodukty mitochondridlniho Krebsova cyklu, kofaktor 10-formyl-
tertahydrofolat (N'°-formyl-THF) je taktéz doddvan mitochondriemi [2]. Pojem de novo
syntéza purinovych nukleotidl pfedstavuje pouze biosyntézu IMP, nicméné v této praci je
do tohoto pojmu spole¢né zahnuta i naslednéa pieména IMP na kyzené purinové nukleotidy
AMP a GMP. Pribéh de novo syntézy biosyntézy IMP znazornuje Obrdzek 2, str. 16.
Enzymy katalyzujici jednotlivé kroky této biosyntézy, jsou pro piehlednost uvedeny
v Tabulce 1.

Tabulka 1 — Jednotlivé reakcni kroky I-X v biosyntéze IMP (viz odstavec niZe) katalyzuji riizné enzymy

V tabulce jsou taktéz uvedeny pouzivané zkratky téchto enzymi a jejich zatazeni do enzymové klasifikace (EC). Enzymy
GARS, GARTfase a AIRS jsou soucasti multifunkéniho enzymu GART (zlut¢ oznaceni); CAIRS a SAICARS jsou

soucasti - (purpurové oznaceni); AICARTfase a IMPCH jsou soucasti (zelené oznaceni).
Reakeni krok = Nazev enzymu Zkratka EC
L PRPP amidotransferasa PPAT 24.2.14
II. fosforibosylglycinamid synthetasa GARS 6.3.4.13
1. fosforibosyl glycinamid formyltransferasa GARTfase 2.1.2.2
IVv. fosforibosyl formylglycinamidin syntasa FGAMS 6.3.5.3
V. fosforibosyl aminoimidazol synthetasa AIRS 6.3.4.1
VL karboxyaminoimidazol ribonukleotid synthetasa - 4.1.1.21
VIL IS\Iy-s;ll:;:gl-S -aminoimidazol-4-karboxamid ribonukleotid _ 6426
VIIIL. adenylosukcinat lyasa ADSL 4422
IX. S-aminoimidazol-4-karboxamid ribonukleotid transfomylasa _ 2.1.2.3
X. IMP cyklohydrolasa IMPCH 3.5.4.10

Tti z Sesti enzym, které katalyzuji biosyntézu IMP, jsou multifunk¢éni: GART, PAICS
a ATIC (viz Obrazek 2, str. 16, a Tabulka 1). Geny multifunkénich enzym@ vznikly
evolu¢nim propojenim gent pro samostatné enzymy. Expresi tak vznikd fuzni protein,
jehoz polypeptidovy fetézec obsahuje nékolik aktivnich mist zapojenych enzymi.
Multifunkéni enzym GART je tvofen enzymy GARS, GARTfase a AIRS katalyzujici II.,
III. a V. reak¢ni krok. Dal$i multifunkéni enzym PAICS obsahuje CAIRS a SAICARS pro
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VI. a VII. reakéni krok. Tteti multifunkéni enzym ATIC obsahuje CAIRS a SAICARS
katalyzujici IX. a X. reakéni krok [2, 5, 7]. Diavod pro spojeni né€kolika enzymovych
domén do jednoho polypeptidového fetézce byl v minulosti intenzivné diskutovan

a zabyva se jim dale kapitola 2.3.3.

IMP predstavuje vétvici bod v biosyntéze purinovych nukleotidli, nebot’ tento metabolit
muze byt pfeveden na AMP nebo GMP (Obrdzek 2, str. 16). K pteméné na AMP dochazi
ve dvou reakénich krocich katalyzovanych adenylosukcinat synthasou (ADSS; EC 6.3.4.4)
a ADSL. Vznik GMP z IMP je katalyzovan enzymy IMP dehydrogenasou (IMPDH;
EC 1.1.1.205) a GMP synthetasou (GMPS; EC 6.3.5.2). Z reakcniho schématu (Obrdazek 2,
str. 16) je patrné, Ze pro pfeménu IMP na AMP musi buiika vyuzit energii molekuly GTP
a pro preménu IMP na GMP pak energii molekuly ATP [2, 5, 7]. AMP a GMP mohou byt
dale fosforylovany adenylat kinasou (AK; EC 2.7.4.3) nebo guanylat kinasou (GK; EC
2.7.4.8) na ptislusné nukleosid difosfaty. Nukleosid difosfat kinasa (NDK; EC 2.7.4.6)
nakonec katalyzuje fosforylact ADP i1 GDP za vzniku ATP a GTP. VSechny zminéné
kinasy (AK, GK, NDK) vyuzivaji jako donor fosfatu molekulu ATP [5, 6].

2.3 Regulace metabolismu purinovych nukleotidt

Regulace metabolismu purinovych nukleotidii je zajiSténa synchronizaci degradace,
resyntézy a de novo syntézy. Kazdd z téchto drah je regulovdna né€kolika mechanismy,

které jsou popsany nize.

2.3.1 Regulace degradace purinovych nukleotid

Degradace purinovych nukleotidll v sav€ich bunikach je fizena ptedevsim aktivitou enzymu
XOR aenzymu rodiny 5'-nukleotidas. Problematikou regulace 5'-nukleotidas se zabyva
kapitola 2.6. Enzym XOR katalyzuje pfeménu substratti hypoxanthinu a xanthinu na urat.
VedlejSimi produkty téchto pfemén jsou nékteré reaktivni formy kysliku (ROS), jako napf.
peroxid vodiku (H2O7) nebo superoxidovy aniont (O27). XOR vytvéii, homodimer, spada
do rodiny metalo-flavoproteini apro jeho aktivitu je nezbytny kofaktor FAD,
molybdopterinovy komplex a Fe/S centra [13]. MiiZze se vyskytovat ve dvou odlisnych
katalytickych formach: xanthin oxidasa (XO; EC 1.17.4.2) nebo xanthin dehydrogenasa
(XDH; EC 1.17.1.4). Jedna forma muZe pfechazet ve druhou a naopak, typ formy zavisi
na stavu oxidace thiolovych skupin v proteinu, které méni tvar mista pro navazani FAD.

Jsou-li thiolové skupiny oxidované a tvoii disulfidové vazby, existuje enzym ve formé XO
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a pfenasi elektrony ze substratli na molekulu Oz. Pokud jsou thiolové skupiny naopak
redukované, existuje ve formé XDH aje schopen pfendset elektrony jak na O, tak

ina NAD". K NAD" m4 v§ak mnohem vé&tsi afinitu.

Mira exprese enzymu je fizena na Urovni transkripce, jez je ovliviiovana oxidativnim
stresem. Hypoxie aktivuje transkripci XOR, zatimco hyperoxie ji inhibuje. Oxidativni stres
se podili také na regulaci aktivity enzymu na post-translaéni urovni, kdy dochazi
k "ptepinani" mezi aktivni a neaktivni formou XOR. Pfi hypoxii dochazi k fosforylaci
enzymu kinasou p38, coz zvySuje jeho aktivitu. Hyperoxie ma na enzym naopak
deaktivacni ucinky. Experimentdlni sulfurylace neaktivni formy vedla k obnoveni
na aktivni formu, coz naznacuje, Ze mechanismus deaktivace patrn¢ zahrnuje konverzi
XOR na desulfo-XOR. Mezi dalsi deaktivujici regulatory XOR se tadi peroxynitrit
(ONOQ"), jenz je produktem oxidace endogenniho oxidu dusnatého (NO), ¢i tfeba
superoxidové anionty a peroxid vodiku, coz jsou pravé jedny z vedlejSich produkth
katalytické aktivity XOR. Tato regulace aktivity XOR tak limituje rychlost celé degradace
purinovych nukleotidt [ 16].

2.3.2 Regulace resyntézy purinovych nukleotid

Resyntéza je zprostiedkovana enzymy APRT a HGPRT, které maji za ukol recyklovat
purinové baze vzniklé pii degradaci. Enzym HGPRT katalyzuje reakci hypoxanthinu nebo
guaninu s molekulou PRPP za vzniku IMP, resp. GMP, a pyrofosfatu (viz Obrazek 2,
str. 16). Regulace tohoto enzymu neni zndma, jeho fyziologickd uloha je objasnéna
predevsim diky patologickym staviim zpusobenych jeho dysfunkci. V soucasnosti je
popsano nékolik desitek mutaci v lidském genu HPRT1 (gen koédujici HGPRT), které
vedou ke ztraté katalytické aktivity HGPRT a zplsobuji metabolickou poruchu zvanou

Lesch-Nyhantv syndrom. [17].

Enzym APRT katalyzuje reakci adeninu s molekulou PRPP za vzniku AMP a pyrofosfatu
(Obrazek 2, str. 16). Tvoii homodimer [ 18], pro jehoz katalytickou aktivitu jsou nezbytné
kationty Mg?* (mohou byt zastoupeny nékterymi jinymi bivalentnimi ionty jako napt. Ca*",
Mn?*, Zn*") Aktivita APRT je siln& inhibovana produkty — molekulami AMP a pyrofosfatu
(PP;). AMP piisobi jako kompetitivni inhibitor vii¢i PRPP a nekompetitivni vici adeninu,
PP; je pak nekompetitivni vii€i obéma substratim [19]. Témito mechanismy je regulovana

cela resyntéza purinovych nukleotida.

19



2.3.3 Regulace de novo syntézy purinovych nukleotidl

De novo syntéza purinovych nukleotidd je regulovana na tirovni exprese odpovidajicich
gend, allosterickou regulaci nékterych enzymi a formovanim multienzymovych komplext.

Podrobné;ji jsou tyto uvedené zptisoby regulace popsany nize.

Exprese genti je regulovana transkripénimi faktory MYC a E2F, které¢ se fadi mezi
onkogeny. Kromé téchto gent reguluje faktor MYC hladinu n€kterych enzymil jinych
metabolickych drah, které¢ jsou s de novo syntézou propojeny, jako napt. glykolyza

a pentosofosfatova draha, Krebstv cyklus [6].

Dutlezitym regulacnim mechanismem je allostericka regulace nékolika kli¢ovych enzymt,
zejména pak PPAT, ADSS a IMPDH (viz Obrazek 2, str. 16). PPAT katalyzuje pfeménu
PRPP na fosforibosylamin (PRA), tedy prvni reakéni krok de movo syntézy, ktery je
povazovan za limitujici krok celé¢ drdhy [6]. Enzym ve své struktuie obsahuje dvé
allosterickd mista, kterd se nachazeji blizko aktivniho mista a do nichz se mohou vazat
koncové produkty této drahy. Do jednoho allosterického mista se mohou specificky vazat
adeninové nukleotidy AMP, ADP, ATP, do druhého guaninové nukleotidy GMP, GDP
a GTP. Pokud se né&které z téchto nukleotidii navazi do allosterickych mist PPAT, dojde
k inhibici jeho aktivity [2, 6, 7].

ADSS aIMPDH maji spoleény substrat IMP a jsou kliCovymi enzymy v biosyntéze
purinovych nukleotidii z molekul IMP. ADSS katalyzuje reakci, v niz je IMP pfeménéno
na adenosylsukcinat (AMPS), ktery je pak preménén na AMP. Aktivita enzymu je
allostericky inhibovdna vazbou koncového metabolitu, tj. AMP. IMPDH katalyzuje
pieménu IMP na XMP, coz je meziprodukt pro vznik GMP. Také jeho aktivita je

inhibovana koncovym metabolitem, v tomto ptipadé¢ GMP [6].

Dalsim dtlezitym enzymem pro regulaci purinového metabolismu je PRPP synthetasa.
Tento enzym katalyzuje pfeménu ribosa-5-fosfatu na molekulu PRPP (viz Obrdzek 4,
str. 25), vychozi slouceninu pro de novo syntézu. Vlastnostmi tohoto dulezitého enzymu se

podrobné zabyvaji kapitoly 2.4 a 2.5.

Vzhledem k tomu, Ze jsou v de novo syntéze zahrnuty multifunkéni enzymy, dosli védci
postupné ke spekulacim o jeSt¢ komplexn€jSim zpiisobu regulace de novo syntézy

v podobé multienzymovych komplexti [2, 6]. GART katalyzuje tfi rGzné reakce, z nichz
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dvé na sebe nenavazuji (viz Obrazek 2, str. 16). Nékteré meziprodukty drahy jsou navic
velmi reaktivni (napf. PRA, jehoz polocas zivota pii fyziologickych podminkach je
piiblizn¢ 5 sekund) anefizena difuze v cytoplasmé by nejspiSe vedla k nezadoucim
reakcim ¢i zadniku meziproduktu. Tyto skute¢nosti vedly k formulovani hypotézy tvrdici,
ze se enzymy seskupuji do multienzymového komplexu, ktery zrychluje a zabezpecuje tok
(angl. channelling) meziprodukti v dané metabolické draze. Tvorba téchto
multienzymovych komplexti, jez se obecné¢ oznacuji jako metabolony [2, 7], byla
prokazana napft. pro Krebsiiv cyklus, B-oxidaci mastnych kyselin ¢i pro glykolyzu [2, 7, 20,
21]. Existence tohoto komplexu v de novo syntéze purinovych nukleotidii

(tzv. purinosomu) byla prokazéana teprve nedavno.

2.3.4 Purinosom

Purinosom je multienzymovy komplex, v némz je vSech Sest enzymi de novo syntézy
reversibilné asociovano do vzijemné tésné blizkosti. Tim chréni aizoluje reaktivni
a nestabilni meziprodukty od okolniho prostfedi v buiice. Ke tvorbé purinosomt dochazi
predevsim pfi nedostatku purinovych nukleotidi v bufice ajejim okoli, kdy jedinym
moznym zdrojem je de novo syntéza. Proces formovani purinosomi je zavisly na fazich
bunééného cyklu a dochazi k nému predevs§im v pozdni G1 fazi a S fazi, kdy jsou naroky
na spotfebu nukleotidli zvySené. V G2 aM fazi naopak pocet viditelnych komplext

v bunice dramaticky klesa [2].

Zavislost tvorby purinosomt na vnéjsich zdrojich purinti byl prokazén experimentem, pfi
némz byly buiiky kultivovany v médiu bez purind. V takto upravenych podminkach byl
pozorovan vznik purinosomdu, jehoZz formovani trvad v fadu jednotek az desitek minut
(Obrazek 3A, str. 22). Ukazalo se, Ze se jedna o reversibilni proces, nebot’ vznik komplexti
byl zavisly na opakovanych zménach koncentrace purinii v médiu [22]. Tato vlastnost je
znatelnym rozdilem oproti metaboloniim jinych drah, jejichZ formovani neni tolik zavislé

na vnéjsSich podminkach.
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Slozeni purinosomu

V jedné bunce bylo pozorovano piiblizn¢ 50-1000 komplexti s primérnou velikosti 0,6 pm
(pro srovnani — prumérnd velikost vétSiny prokaryotnich bunék je v rozmezi 1-10 pm).
Bylo zjisténo, ze jadro purinosomu tvoii prvni tfi enzymy PPAT, GART a FGAMS. Toto
jadro pravdépodobné tvoii proteinové leseni, na n€jz se vazou dalsi enzymy této drahy
(PAICS, ADSL, ATIC). Soucasti purinosomu jsou také ADSS a IMPDH, které nejsou
pfimou soucasti de novo syntézy, ale katalyzuji navazujici reakce vedouci k biosyntéze

kli¢ovych nukleotidi z IMP [23].

Purinosom

10 pm

Obrazek 3 — Purinosomy v buiikach HeLa

(A) Purinosomy v buiice vznikaji v reakci na vyCerpani zasoby purind. Jejich spravné formovani zajist'uji chaperony
Hsp70 a Hsp90. (B) Inhibitor chaperonu Hsp90, NVP-AUY922, zpusobuje rozklad purinosomii v bunce. (C) Pokud je
inhibitor z buriky odstranén a buiika vracena do prostiedi chudého na puriny, dochézi k opétovnému vzniku purinosomd
[24]. Obrazek byl upraven v programu Inkscape 0.92.1.

os s

Fyziologické faktory ovliviujici formovani purinosomu v burice

Proces formovani purinosomu ovliviluje fada faktor.. Dtlezita funkce pro jejich skladéani
asoudrznost byla prokazdna pro chaperony Hsp70 a Hsp90 anékolik dalSich
co-chaperont. Tyto proteiny maji n€kolik funkci v€etn€é napoméhani ke spravnému sbaleni
fetézcll jinych proteint, UCasti na formovani a stabilizaci proteinovych komplext c¢i
zamezeni nezadouci agregace proteind. V purinosomu asociuji k FGAMS tvofici jeho
jadro a napomahaji k formovani a nasledné stabilizaci tohoto komplexu. Toto tvrzeni bylo
dokazano v experimentu, pfi némz byl Hsp90 zablokovan ptislusnymi inhibitory (17-AAG,
NVP-AUY922), coz vedlo k reversibilni disociaci komplext (Obrazek 3A,B,C) [24].
Dilezitou slozkou purinosomt je téz sit mikrotubull, kterd ziejmé umoznuje jejich
spravnou distribuci v bunécném prostoru. Bylo zjisténo, Ze tato mikrotubularni sit’ neni

soucasti aktinové bunécné sité¢ [25]. Zapojeni mikrotubuli do tvorby purinosomi bylo
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prokazano pusobenim nocodazolu (inhibitor polymerizace mikrotubulll) v buitkach Hel a,

které vedlo ke znatelnému poklesu rychlosti de novo syntézy.

Purinosomy se nachazi v blizkosti mitochondrii a bylo objeveno, ze tento kontakt je
ovlivnén mTOR kinasou. Ta prostiednictvim aktivace transkripniho faktoru 4 zvySuje
expresi methylentetrahydrofolat dehydrogenasy 2 (MTHFD?2), kterda se podili na vzniku
kofaktoru N!°-formly-THF. Inhibice mTOR kinasy sice nevede ke sniZeni podtu
purinosomi, avSak projevuje se poklesem jejich interakce s mitochondriemi. Bylo
prokazano, e u¢elem kontaktu purinosomtl s mitochondriemi je pfisun N'°-formyl-THF,
ktery v mitochondriich vznika a je nezbytny pro de novo syntézu [26]. Krom¢ toho jsou
mitochondrie také zdrojem dalSich substrati (glycinu, aspartitu a glutaminu). DalSim
divodem muze byt spotfeba energie a piisun ATP. Umisténi v blizkosti mitochondrii, které
jsou mj. bunéénymi tovarnami pro vyrobu ATP, by purinosomu zajistovalo jeho vyborny
pfisun. Vyuziti energie molekul ATP v syntéze zaroven produkuje velké mnozstvi ADP
a v mitochondridlni membrané se nachazeji proteiny, které zajistuji jeho pienos pies
membranu. V blizkosti mitochondrii by tak mohla probihat dobrd vyména mezi ADP
vyprodukovanym purinosomy a ATP vzniklym bunécnou respiraci [2]. Vyskyt purinosomii
v blizkosti mitochondrii je tedy vyhodny pro zajiSténi zdroje substratl a energie pro

de novo syntézu.

os s

Patogenni mechanismy ovliviujici formovani purinosomu

Abnormalni formovéani purinosomi je také soucasti patologickych stavi. Pro deficit
HGPRT se projevuje zvySenou tvorbou purinosomtl. Deficit HGPRT zpusobuje naruSeni
resyntézy a pokud nelze touto cestou ucinné udrzovat hladinu purinovych nukleotidd, stdva
se tak jejich hlavnim zdrojem de novo syntéza. VyuZiti této drahy se tak zvySuje, coZ vede
k narGstu poctu purinosomlt [27]. Opacny efekt, tedy snizenou schopnost tvorby
purinosomt, zpusobuji mutace v genu pro ADSL a ATIC, které zptisobuji destabilizaci
kvartérni struktury jednotlivych enzymt. Toto zjisténi naznacuje, Ze formovani
purinosomu je zavislé na nativnich strukturach téchto enzymt [28]. Souhrn fyziologickych
a patologickych faktort, které ovliviiuji formovéani purinosomt, je uveden v Tabulce 2,

str. 23.
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Tabulka 2 — Faktory ovliviiujici formovani purinosomii |2]

Fyziologické faktory

Vedouci k rozpadu purinosomi: Vedouci k formovani purinosomii:

Dostatecna zasoba purini Deplece purintt

Inhibitory chaperonu Hsp90 Inhibitory elektronového transportu a tim
(17-AAG a NVP-AUY922) dychaciho fetézce v mitochondriich (antimycin A)

Inhibitor polymerizace mikrotubulii (nocodazol) Inhibice oxidativni fosforylace v mitochondriich
(oligomycin)

Patologické mechanismy

Vedouci k znemoznéni formovani purinosomti: | Vedouci k formovani purinosomui:

Mutace genti pro ADSL a ATIC Nedostatek funkéniho enzymu HGPRT

Vyssi proteinové struktury IMPDH

Dalsi multienzymovy komplex, ktery je do metabolismu purinii pfimo zapojen, vytvaii
enzym IMPDH. Tento enzym vyuziva produkt de novo syntézy a katalyzuje pfeménu IMP
na XMP, coz predstavuje krok v produkci GMP (viz Obrdzek 2, str. 16). Enzym muze byt
soucasti ne¢kolika multienzymovych komplextd. V zavislosti na exprimované isoformeé
IMPDH a okolnich podminkach mohou byt molekuly enzymu distribuovany samostatné
v cytoplasmé, utvaiet vldknité perinukledrni (jadro obklopujici) makrostruktury,
prstencovité nebo tycCovité struktury anebo mohou byt soucasti purinosomi. Topologie
komplexit IMPDH je zavisla na bunéénych podminkach, predevSim pak na koncentrace
purint. Hlavnim elementem, ktery tuto topologii reguluje, je tzv. Batemanova doména

povazovana za regulacni ¢ast IMPDH [7].

Také PRPP synthetasy, jeZz katalyzuji vznik PRPP, vytvari vyssi proteinové komplexy.
O regulaci tohoto enzymu a jeho zapojeni v nadmolekuldrnich strukturach pojednévaji
nasledujici kapitoly 2.4 a 2.5 (na vyssi proteinové komplexy PRPP synthetas se zamétuje

kapitola 2.5.4).

2.4 Fosforibosylpyrofosfat synthetasy (PRS)

PRPP synthetasy (PRS; EC 2.7.6.1) jsou enzymy spadajici do tfidy transferas, které se
s vysokou sekvencni podobnosti nachédzeji v prokaryotnich i eukaryotnich organismech.
Katalyzuji syntézu PRPP, pficemZ v jednom reakénim kroku zprostiedkovévaji pienos

B,y-difosfatu z molekuly ATP (popf. jinych nukleotidtrifostatii) na C1' hydroxyskupinu
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molekuly ribosa-5-fosfatu (R5P); (Obrdzek 4, str. 25). Molekula PRPP je dilezitym
a nepostradatelnym meziproduktem v metabolismu pyrimidinovych a purinovych
nukleotidli (viz resyntéza a de novo syntéza purinll), pii syntéze aminokyselin histidinu
atryptofanu & purinovych nukleotidovych koenzymi (NAD® a NADP") [29-33].
Jednotlivi zéastupci enzymové rodiny PRS se rozd€luji do tii tfid, jez se od sebe lisi
v zé&vislosti na fosfitovém iontu coby aktivatoru, v mechanismu allosterické¢ regulace

a typu donoru B,y-difosfatu.

NH,
N X
1)
o) mo N >N
o +
[ on 16" &1l
0—P—0 o 0—P—0—PTO—P—0 o
0 0 o 0
OH OH OH OH
R5P ATP
PRPP synthetasa
] NH;
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o > O 0
OH OH OH OH
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Obrazek 4 — Schéma reakce katalyzované PRPP synthetasami.

Na obrazku je oranzovou barvou naznaceno, kde se pted a po probéhnuti reakce nachazeji a-, - a y-fosfat molekuly
ATP. Vysvétleni zkratek: RSP — ribosa-5-fosfat; PRPP — fosforibosylpyrofosfat. Obrazek byl vytvofen v programu
ChemBioDraw Ultral2.0.2 (© 1986 - 2010 CambridgeSoft.)

VétSina znamych zéastupcti PRS patii do tfidy I, pro néz je charakteristické, ze donorem
B,y-difosfatu jsou vyhradné molekuly ATP. PRS této ttidy jsou allostericky regulovany
prostfednictvim molekul fosfatu (aktivatory) a ADP nebo GDP (inhibitory). [29, 32].
Zastupci tiidy I se vyskytuji specificky vyhradn€ v rostlinach, jejich aktivita neni zavisla

na molekulach fosfatu a postradaji allosterické misto pro vazbu ADP. Donorem
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B,y-difostatové skupiny maze byt ATP, ale i z deoxyATP (dATP), uridin trifosfat (UTP),
cytidin trifosfat (CTP) a GTP. Do ttidy III spadaji PRS, jejichz aktivita je aktivovana
molekulami fosfatu, ale neni inhibovana nukleosid difosfaty. Jako donor B,y-difosfatové

skupiny vyuzivaji ATP nebo dATP [29].

Zastupci lidskych PRS jsou tfi vysoce homologni isoformy (PRS-I, PRS-II a PRS-III)
a vSechny spadaji do tfidy I. Sekvenc¢ni identita ¢ini 95,0 % mezi PRS-I a PRS-II, 94,3 %
mezi PRS-I a PRS-II a 91,2 % mezi PRS-II a PRS-III. PRS-I a PRS-II jsou exprimovany
ve vSech tkénich, kdezto k expresi PRS-III dochéazi pouze ve varlatech. Dosud nejlépe byl

z téchto ti lidskych isoforem prostudovan PRS-1[29, 31].

2.5 Fosforibosylpyrofosfat synthetasa | (PRS-I)

Lidsky enzym fosforibosylpyrofosfat synthetasa I (PRPP synthetasa I, zk». PRS-I) je
kédovan genem PRPS1 umisténém v dlouhém raménku chromosomu X o délce 957 part
bazi. Sestfizeny transkript genu PRPS1 obsahuje dvé specificka vazebnad mista pro vazbu
editovaného miR-376, coz jsou 21 nukleotidi dlouhé molekuly RNA, které potlacuji
expresi gentt na Urovni mRNA [34]. Translaci PRPS1 genu vznika 318 aminokyselin

dlouhy polypeptidovy fetézec [31] o molekulové hmotnosti 34 kDa [35].

Katalytické aktivita PRS-I je regulovdna pfedevS§im dvéma allosterickymi efektory, ADP
a fosfatovymi ionty. Molekuly ADP inhibuji aktivitu enzymu dvéma mechanismy. Funguji
jako nejucinnéjsi allosterické inhibitory (o néco slab$i inhibi¢ni u¢inek maji molekuly
GDP [30]) apilisobi také jako kompetitivni inhibitory vazby ATP v odpovidajicim
vazebném misté¢ (viz Struktura PRS-I, kapitola 2.5.1). Fosfatové ionty mohou také
vykazovat dvoji UCinek. Obvykle vystupuji jako allosterické aktivatory, za urcitych
podminek vSak mohou aktivitu enzymu inhibovat [29]. U rostliny Hevea brasiliensis
(kaucukovnik brazilsky) bylo pozorovano, Ze pii nizkych koncentracich RSP (v tfadu
desitek uM) aktivita PRS klesd s rostouci koncentraci fosfatu (od jednotek az po
desitky mM koncentrace fosfatu). Pokud se koncentrace RSP pohybovala v fadu jednotek
mM, méla jiz vzristajici koncentrace fosfatu obvykly aktivaéni u¢inek [36]. Uéinek fosfatu
zavisejici na koncentraci RSP se vysvétluje tim, ze pfi nizkych koncentracich RSP probiha
kompetice s fosfatem o RSP vazebné misto (viz Struktura PRS-I, kapitola 2.5.1) [30].
Aminokyselinova sekvence a struktura PRS z Hevea brasiliensis zatim nebyly urceny [37],

1ze se vSak domnivat, Ze tento dvoji G¢inek fosfatu se projevuje také u lidského PRS-1.
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2.5.1 Struktura PRS-I

PRS-I se vyskytuje v podobé hexameru, ktery je tvofen tfemi stejnymi homodimery [3, 29,
33]. Homodimer (Obrazek 5D, str. 28) je slozen z podjednotky A a podjednotky B,
pficemz svou terciarni strukturou jsou tyto podjednotky v podstaté totozné. Podjednotka
kazdého ze tii homodimert je tvofena dvéma doménami, které tvoii motiv B-sandwichové
supersekundarni struktury (Obrazek 5C, str. 28). Jadro obou domén tvofi centralni péti
fetézcovy paralelni B-skladany list. Tato centrdlni struktura je v N-termindlni doméné
obklopena c¢tyfmi a-helixy ajednim 3io-helixem, v C-terminalni doméné pak dvéma
a-helixy z jedné a tfemi z druhé strany. Obé domény taktéz obsahuji kratky antiparalelni

B-skladany list, jenz vystupuje z listu centralniho [29].

Tti homodimery hexameru jsou usporadany do tvaru tfilisté vrtule s trojéetnou osou
symetrie (Obrdzek 5A, str. 28). N-terminalni domény homodimera vytvareji vnitini kruh,
zatimco C-termindlni domény formuji listy vrtulovitého tvaru [29, 30]. Mezi
podjednotkami hexameru jsou dva typy rozhrani. Prvnim z nich je rozhrani mezi dvéma
podjednotkami v ramci homodimeru, tzv. dimerni rozhrani [29]. Podjednotky jsou viaci
sob¢ orientovany paralelné ajejich kontakt je zprostfedkovan skrze N-terminalni
1 C-termindlni domény obou podjednotek. Kontaktni povrch dimerniho rozhrani je tvofen
11 % celkového dostupného povrchu kazdé z podjednotek [30]. Druhym typem je rozhrani
mezi podjednotkami sousedicich homodimert, tzv. trimerni rozhrani [29]. Podjednotky
jsou vuci sobé orientovany opét paralelné, ovSem kontakt mezi nimi je zprostiedkovan
pouze skrze N-terminalni domény [30]. Kontaktni povrch rozhrani mezi podjednotkami
sousedicich homodimert je tvoten 13 % celkového dostupného povrchu kazdé
z podjednotek. Na obou typech rozhrani plsobi velké mnozstvi hydrofobnich
1 hydrofilnich interakci mezi vysoce konzervovanymi aminokyselinovymi zbytky [29].
Hexamerni uspotfadani je kli¢ové pro spravnou katalytickou funkci PRS-I, nebot” pozice

allosterickych mist enzymu se nachazeji pravé na dimernim a trimernim rozhrani.
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Obrazek 5 — Krystalovd struktura monomeru lidského enzymu PRS-1

(A) PRS-I tvoii hexamer, ktery je sestaven ze tif homodimert PRS-I (viz C). Monomery A+B tvoii jeden
homodimer, C+D tvofi druhy a E+F tieti; (B) Hexamer PRS-1 z obrazku A centrovany na jeden ze tii
homodimert struktury (zluta a oranzova); (C) Struktura monomeru PRS-I je tvofena N-terminalni doménou
(horni ¢ast) a C-terminalni doménou (dolni ¢ast), které spoleéné vytvari motiv B-sandwichové struktury.
Jadro obou domén tvoii Stetézcovy paralelni B-skladany list (zelen€), ktery je obklopen nékolika a-helixy
(fialove). Soucasti obou domén je 2fetézcovy antiparalelni p-skladany list (Zlut€). N-terminalni doména
obsahuje navic 3j¢-helix (Cervené); (D) Struktura homodimeru PRS-I. Jedna podjednotka je zbarvena svétle
Sed¢, druhd tmavé Sedé. Aktivni misto PRS-I je lokalizovano na kazdé jednotlivé podjednotce, zde je
vyznaceno pouze na jedné podjednotce homodimeru. ATP vazebné misto je tvofeno flexibilni smyckou
(zelen€), vlajkovym regionem (oranzove€) a pyrofosfat vazajici smyckou (purpurové). Modry usek
ve struktufe vyznacuje R5P vazebné misto. Vysvétlivky zkratek: PRS-I — fosforibosylpyrofosfat synthetasa-I;
RSP — ribosa-5-fosfat. Obrazek byl vytvoien v programu PyMOL verze 1.5.0.1 (DeLano Scientific LLC, San
Francisco, CA, USA) za pouziti souboru PDB ID 2HCR.
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2.5.2 Aktivni misto PRS-I

Aktivni misto PRS-I je tvofeno vazebnymi misty pro substraty ATP a RSP. Ob¢ vazebna
mista se nachazeji na jedné podjednotce homodimeru ajsou tvofena vysoce
konzervovanymi aminokyselinovymi zbytky. Vazbou substrati do téchto piislusnych
vazebnych mist dochézi k jejich vhodné orientaci, ¢imZz je usnadnéna jejich reakce

probihajici nukleofilni substituci podle mechanismu Sn2 [38].

ATP vazebné misto

Vazebné misto pro ATP se nachdzi na rozhrani dvou domén jedné podjednotky
homodimeru. Je tvofeno tzv. vlajkovym regionem (Val**~Ile*; angl. flag region), flexibilni
smyckou (Phe®>-Ser!%®) a smyckou vézajici pyrofosfat (Asp!’'-Gly'”*), viz Obrdzek 5D,
str. 28. ATP se do tohoto vazebného mista vaze pouze svou adenosinmonofosfatovou ¢asti
molekuly, kterd interaguje pomoci vodikovych vazeb s postrannimi fetézci
aminokyselinovych zbytkii Arg”’®, GIn?’, Asp'®! a His'*® jedné podjednotky a postrannimi
fetézci Asn’’a Glu* a hlavnim fetézcem Phe®* druhé podjednotky homodimeru. Uvedené
aminokyseliny vazebného mista jsou vysoce konzervované napiic PRS enzymy mnoha
prokaryotickych a eukaryotickych organismu. S B,y-difosfatem interaguji postranni fetézce

Lys” a Lys!’®, které jiz nejsou piimou soucasti ATP vazebného mista [29].

Molekula ATP se do vazebného mista vaze v komplexu s Mg?*" iontem, ktery
pravdépodobné interaguje s karboxylovymi  skupinami  postrannich  fetézcl
aminokyselinovych zbytki Asp!”' a Asp??°. Obdobnou funkci jako Mg?* iont mohou mit
(ackoliv s relativné niz§i aktivitou) i dal§i dvojvazné ionty kovii, jako napf. Mn**, Ni**,
Co*" ¢i Cd** [29]. Navéazani ATP indukuje posun vlajkového regionu o 2-3 A blize k ATP
vazebnému mistu a umoziiuje tak interakci tohoto regionu s adeninovou casti ATP.
Flexibilni smyc¢ka je zodpovédna za Stépeni a-B fosfodiesterové vazby ATP. Pro rozStépeni
této vazby je nepostradatelny Lys®®, ktery je soucasti flexibilni smy¢ky a jehoZ ptipadné
nahrazeni alaninem vede ke ztrat¢ katalytické funkce enzymu [33]. Flexibilni smycka
zaujima otevienou konformaci a to téméf nezavisle na ptfitomnosti ATP — v pfitomnosti
ATP dojde pouze k otogeni postranniho fetézce GIn®’ o 180°. Postranni fetézec GIn®’ se

tak navaze vodikovou vazbou na 2'-hydroxy skupinu ribosy v molekule ATP [29].
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R5P vazebné misto

Vazebné misto pro RSP (Obrdzek 5D, str. 28) je tvofeno usekem aminokyselinovych
zbytklt Asp*?°-Thr?®® v C-terminalni doméné, ktery tvoii vazebnou smycku. Molekula R5P
se do vazebného mista vaze vodikovymi vazbami pies 5'-fosfat na amidy hlavniho
polypeptidového fetézce vysoce konzervovanych zbytki Asp??*, Thr??®, Cys??%, Gly*?’
a Thr??®. Do interakce se taktéZ zapojuji postranni fetézce Thr**® a Thr?*® spolu s dvéma
molekulami vody [29]. Na vstupu R5P do vazebného mista se podili tzv. B9—10 fetézce,
konkrétné zbytky Arg'*°~Val?*2. Pro spravnou funkci tohoto f9—10 motivu jsou nezbytné

196

vysoce konzervované zbytky aminokyselin Lys'** a Arg!®®. Nahradou téchto dvou residui

za Ala je poskozen mechanismus vstupu RSP do vazebného mista a dochézi k tiplné ztraté

3

katalytické funkce enzymu. Zasadni je také solny mistek mezi Asp'® a His!'®, jenz

omezuje miru flexibility B9-10 fetézct [33].

2.5.3 Allostericka mista

Katalytickd aktivita PRS-I je regulovana fosfdtovymi ionty a molekulami ADP jako
koncovym produktem de novo syntézy. PRS-I obsahuje 2 specifické allostericka mista —
tzv. allosterické misto 1 aallosterické misto II (Obrdzek 6, str. 31). V zavislosti
na koncentraci mezi sebou souté¢zi ADP s fosfaty o vazbu do allosterického mista I.

Do allosterického mista II se miZe vazat pouze molekula fosfatu.

Allosterické misto 1 (Obrazek 6, str. 31) se nachazi na rozhrani mezi tfemi rlznymi
podjednotkami hexameru. Je tvofeno konzervovanymi aminokyselinovymi zbytky GIn'®,
Asp'®, Asn'** a Ser’®®-Phe’!® jedné podjednotky, dale Lys'%—Arg!® jez jsou soucasti
flexibilni smycky druhé podjednotky, a Ser*’, Arg*, Ala®® a Ser®! treti podjednotky. Fosfat
se do allosterického mista vaze vodikovymi vazbami s postrannimi fetézci aminokyselin

Ser?’, Arg®, Arg'®, Ser’®, Ser’!” a s hlavnim fetézcem Val'® a Ser’!?. Stejnym zpiisobem

je vazana i molekula ADP prostiednictvim své B-fosfatové skupiny.

Allosterick¢é misto II (Obrdzek 6, str. 31) lezi na homodimernim rozhrani dvou
podjednotek mezi ATP vazebnym mistem a allosterickym mistem I. Fosfat interaguje

s postrannimi fetézci Ser'*?, GIn'*| Asn'** a Tyr!4¢

jedné podjednotky a hlavnim
proteinovym fetézcem v oblasti Lys'”’, Asp'®' aLys!® flexibilni smycky druhé
podjednotky; do interakce je taktéZ zapojena jedna molekula vody. V pifipadé vSech

zminénych interakci se jedna o vodikové vazby. Aminokyselinové zbytky ucastnici se
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vazby s fosfitem (Lys!%, Asp!®, Lys'%2Ser!'*, GIn'*>, Asn'** a Tyr!#6) jsou vysoce
konzervované napii¢ mnoha eukaryotnimi organismy kromé rostlinnych PRS spadajicich
do ttidy II (jejichz aktivita neni zavisla na iontech fosfatu a které postradaji i allosterické
misto I). Naproti tomu v prokaryotnich organismech se zbytky na téchto pozicich casto lisi,
coz naznacuje, Ze unich vySe zminéné aminokyselinové zbytky konzervované nejsou

a allosterické misto II tak v jejich struktufe patrné¢ viibec neexistuje [29].

Obrazek 6 — Vyznaceni allosterickych mist I a II v hexameru PRS-1

Jednotlivé monomery PRS-I jsou ukazany povrchovym znazornénim a atomy aminokyselinovych zbytkd, které tvori
allosterickd mista, jsou zvyraznény. Pro piehlednost bylo kazdé misto vyznageno jednou. Cervena Sipka ukazuje
na polohu allosterického mista I, které je umisténo na kazdém trimernim rozhrani a je tvofeno aminokyselinovymi zbytky
tf riznych podjednotek (podjednotky jsou rozlieny barvami zelenou, modrou a fialovou). Cerna Sipka ukazuje
na allosterické misto II, které se nachazi na kazdém dimernim rozhrani vSech tii homodimerd a je tvofeno
aminokyselinovymi zbytky dvou riiznych podjednotek (na obrazku jsou rozliSeny barvami Zlutou a oranzovou). Celkem
tedy hexamer PRS-I obsahuje 6 allosterickych mist I a 6 allosterickych mist II. Obrazek byl upraven v programu
Inkscape 0.92.1 a vytvofen v programu PyMOL verze 1.5.0.1 (DeLano Scientific LLC, San Francisco, CA, USA)
za pouziti souboru PDB ID 2HCR.
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2.5.4 Regulace aktivity PRS-I

Allostericka regulace

Vazba fosfatu do allosterického mista I indukuje konformaéni zmény v aktivnim misté,
které stimuluji aktivitu. K témto konformaénim zméndm nemitize dojit v ptipadé, ze se do
allosterického mista I navaze ADP, coz zarovenl zplsobi zablokovani allosterického
mista II pro vazbu fosfatu. Tyto dva mechanismy jsou zodpovédné za inhibi¢ni G¢inky

ADP [29].

Vazba fosfatu v allosterickém misté II zptisobuje konformacni zménu, kterd stabilizuje
otevienou konformaci flexibilni smycky ve vazebném misté pro ATP. Zména konformace
také zpusobi pfiblizeni vrcholu flexibilni smycky k allosterickému mistu I. Tim je stericky

branéno vstupu a navazani ADP a znemozZnéna inhibice enzymu [29].

Aktivita PRS-I je kromé allosterickych efektorti ovlivnéna jesté interakci s tzv. PRS
sdruzenymi proteiny (z angl. PRPP synthetase-associated proteins, zkr. PAPs), tj. PAP39
a PAP41. Tyto proteiny jsou soucasti tzv. PRS proteinového komplexu [35, 39, 40], ktery
lze zatadit k purinosomim akomplexiim IMPDH (viz kapitola 2.3.4) podilejici se

na regulaci de novo syntézy purinovych nukleotida.

Regulace prostrednictvim meziproteinovych interakci

PRS-I tvoti proteinovy komplex s tfemi dal§imi proteiny — PRS-II, PAP39 a PAP41. PRS-
II je druhym ze tii zastupct lidskych PRS a ma stejnou katalytickou funkci jako PRS-I,
kdezto PAP39 a PAP41 katalytickou funkci postradaji. Pomér zastoupeni jednotlivych
komponent v komplexu se 1i8i v zavislosti na druhu tkané, v niZ je tvotfen. PfibliZzny pomér
molekul PRS-I, PRS-II, PAP39 aPAP41 v komplexu byl uren 20:5:8:1 arelativni

molekulova hmotnost komplexu piekracuje hodnotu 1 - 10° [35].

Fyziologicka role lidskych PAP39 a PAP41 zatim nebyla prostudovéna [39, 40]. Pfedchozi
studie provedené na krysich jaternich buiikdch nicméné naznacuji, Ze proteinové struktury
PAP39 a PAP41 reguluji aktivitu PRS-1 a PRS-II [35]. Na zdklad¢ vysoké sekvencni
podobnosti mezi krysimi a lidskymi PAP39, PAP41, PRS-1 a PRS-II (viz Tabulka 3,
str. 33) se lze domnivat, Ze lidské PAP39 a PAP41 hraji v PRS proteinovém komplexu

lidskych bungk stejnou nebo podobnou roli jako pfislusné proteiny v buiikach krysich.
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Tabulka 3 - Mira identity aminokyselinovych sekvenci mezi jednotlivymi proteiny
Hodnoty jsou vyjadfeny v procentech (%). Sekvence vyuzit¢é pro srovnani identity byly =ziskany na

http://www.uniprot.org/; k  porovnani  proteinovych  sekvenci  byla  pouzita internetova  funkce
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

[%] hPAP41 hPAP39 hPRS-II hPRS-I hPRS-I hPRS-II hPAP39 hPAP41
hPRS-I 45 43 95 = rPRS-I 100 95 43 45
hPRS-II 45 44 = 96 rPRS-II 96 99 44 45
hPAP39 43 = 44 43 rPAP39 43 44 99 79
hPAP41 = 79 45 45 rPAP41 45 44 78 99

rPAP41 rPAP39 rPRS-II rPRS-I

Krysi PAP39 (zkr. rtPAP39) je, stejn¢ jako lidsky PAP39 (zkr. hPAP39), 356 aminokyselin
dlouhy protein o molekulové hmotnosti 39 kDa. Jeho aminokyselinova sekvence sdili 48%
podobnost s krysi PRS-I (zkr. rPRS-I) a 49% podobnost s krysi PRS-II (zkr. rPRS-II).
Krysi PAP41 (zkr. tPAP41) je, stejn€ jako lidsky PAP41 (zkr. hPAP41), 369 aminokyselin
dlouhy protein o molekulové hmotnosti 41 kDa. Jeho aminokyselinova sekvence sdili 49%
podobnost s rPRS-I a 49% podobnost s krysi rPRS-II. Vzajemna sekvencni podobnost
mezi TPAP39 a rPAP41 (souhrnné rPAPs) je 79 %. Navzdory pomérné vysoké podobnosti
s rPRS-I arPRS-II postradaji rPAPs katalytickou aktivitu. To je pravdépodobné
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funkci naprosto klicové [35].

Hlavnim prvkem inhibujicim aktivitu rPRS-I a rPRS-II je rPAP39 amira inhibice je
zavisla ptimo umérné na celkovém moldrnim mnoZstvi rPAPs v komplexu. Mechanismus
inhibice vSak nebyl dosud objasnén. Bylo zjisténo, Ze formovani rPAPs je reversibilni,
nepodili se na ném disulfidové vazby a jadro komplexu tvofi rPRS-I a rPRS-II, pficemz
rPAPs jsou navazany na jeho povrchu. Periferni proteiny tvori vnéjsi obal komplexu a maji

tak patrné tllohu urcité izolace od okolniho prostiedi [35].

2.5.5 Mutace PRS-l a s nimi spojené poruchy

Zmény v aktivit¢ PRS-I jsou spojeny s rliznymi zdravotnimi poruchami a onemocnénimi,
jimiz jsou hyperurikosurie, hyperurikémie (dna), Artstiv syndrom, choroba Charcot-Marie-
Tooth, percepcéni nedoslychavost, akutni lymfoblasticka leukemie. Problematika akutni
lymfoblastické leukemie je blize popsdna v samostatné kapitole 2.7. Na zdklad¢
genetickych a biochemickych studii se ukazalo, Ze tyto odchylky jsou zplsobeny dvéma
mechanismy: zvySenou expresi PRS-I abodovymi mutacemi v genu PRPSI, které

ovlivituji aktivitu PRS-I (viz Tabulka 4, str. 34).
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Tabulka 4 — Nékteré znamé zamény aminokyselin ve struktui'e PRS-I zpiisobené bodovymi mutacemi.
Tyto mutace ovliviiuji aktivitu enzymu a zpusobuji rozliéné poruchy.

Zkratky: dédi¢na choroba Charcot-Marie-Tooth (CMTX); dédi¢na percepéni nedoslychavost (DFNX)

Porucha Mutace v Zameéna Efekt na aktivitu PRS-I

genu PRPS1 aminokyselin 7 (zvySeni) /  (sniZeni)
CMTX5 c.129A>C E43D 2
Hyperaktivita c.154G>C D52H
DFNX2 c.193G>A D65N )
DFNX2 ¢.259G>A A87T 2
DFNX2 + CMTX5 ¢.337G>T Al13S )
Hyperaktivita c.341A>G N114S
CMTX5 ¢.344T>C M115T )
DFNX2 + CMTX6 c.343A>G M115V J
DFNX2 + CMTX8 ¢.362C>G Al121G )
Hyperaktivita c.385C>A L1291
Artstiv syndrom ¢.398A>C Q133P v
Hyperaktivita + Artsiiv syndrom  ¢.424G>C V142L
Artstv syndrom c.455T>C L152P Y
Hyperaktivita ¢.547G>C DI183H
Hyperaktivita c.569C>T A190V
Hyperaktivita ¢.573G>C L191F
Wiiseliin c.578A>T H193L

¢.579C>G H193Q
CMTXS5 + Artstiv syndrom c.830A>C Q277P )
DFNX2 ¢.869T>C 1290T 2
DFNX2 c.916G>A G306R J
DFNX2 + CMTX7 ¢.925G>T V309F J

Zvysena exprese PRS-I se projevuje zvySenymi hodnotami hladiny PRPP v buiikach a usti
zménami v pre-translaénim mechanismu genové exprese, pfi¢emz PRS-I méd normadlni

kinetické vlastnosti [34, 41].

Bodové mutace mohou vést ke dvéma odlisSnym efektiim na funkci PRS-I. Jednim moznym
efektem je zvySeni aktivity a zisk funkce (angl. gain of function) PRS-I, coz se oznacuje
jako hyperaktivita enzymu a zpiisobuje dnu a hyperurikosurii. Druhym moZnym efektem je
snizeni nebo Uplna ztrata katalytické funkce (angl. loss of function), kterd muze
zpusobovat Artsiv syndrom, chorobu Charcot-Marie-Tooth, percepcni nedoslychavost
nebo kombinace téchto onemocnéni. Skupiny mutaci projevujici se stejnymi symptomy
aonemocnénimi (viz dale) jsou pro piehlednost vyznafeny ve struktufe PRS-I na

Obrazku 7, str. 35.

34



Al121G

E43D
M115T 2
N114S D52H
Al13S D65N
V142L ASTT
Q133P G306R
L129] V309F
Q277P
H193L 1290T

H193Q N\ i . AN el VA S
e oAk : LL52E

Obrdzek 7 — Bodové mutace PRS-I zpiisobujici riizné zdravotni poruchy a onemocnéni

Ve struktuie jsou barevné rozliSeny skupiny mutaci, které zptisobuji symptomy stejnych onemocnéni: hyperurikémie,
hyperurikosurie a dal§i onemocnéni zptisobena hyperaktivitou PRS-I (zelend); percepéni nedoslychavost (zlutd); choroba
Charcot-Marie-Tooth (Cervend); Artsiv syndrom (modrd); symptomy zplisobené hyperaktivitou PRS-I spolu se
symptomy Artsova syndromu (tyrkysova); symptomy percepéni nedoslychavosti spolu se symptomy choroby
Charcot-Marie-Tooth (oranzova); symptomy choroby Charcot-Marie-Tooth spolu se symptomy Artsova syndromu
(fialova). Obrazek byl upraven v programu Inkscape 0.92.1 a vytvofen v programu PyMOL verze 1.5.0.1 (DeLano
Scientific LLC, San Francisco, CA, USA) za pouziti souboru PDB ID 2HCR.

Hyperaktivita PRS-I

Hyperaktivita PRS-I zpiisobuje nadprodukci purinovych nukleotidi. Nésledkem toho se
zvySuje hladina kyseliny mocové v krvi. ZvySena hladina vede ke vzniku hyperurikémie
anadmérmému vylucovani kyseliny mocové do moci, coz je Uzce spjato se vznikem
mocovych kament (hyperurikosurie). Nadprodukce purinovych nukleotidi je dale
doprovazena hypotonii, ataxii, neurologickymi poruchami (zejména mentélni retardaci) ¢i

percepéni nedoslychavosti (angl. Sensorineural Hearing Loss) [42, 43]. Zatim pouze
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vjednom piipadé se projevila opozdénym vyvojem, nizkym vzrGstem, lehkymi
anomaliemi v obli¢eji, kongenitalni poruchou a kryptorchismem [44]. Vyjmenovana

onemocnéni a piiznaky jsou v porovnani s ptiznaky zpusobenymi zvySenou expresi PRS-I

24

Dosud bylo popsdno n¢kolik mutaci PRS-I, které¢ vedou k hypeaktivit¢ enzymu: D52H,
N114S, L1291, D183H, A190V, L191F, HI93L a H193Q. Tyto mutace bud’to pfimo
ovlivituji strukturni uspofadani allosterickych mist I nebo II (D52H a L129I), nebo jsou
lokalizovany na dimernim rozhrani a zptisobuji destabilizaci kvartérni struktury enzymu
(N114S, D183H, A190V, LI191F, H193L aH193Q). V dutsledku toho je poskozena
allostericka regulace enzymu vedouci k hyperaktivit¢ PRS-I [45-47].

Mutace vedouci ke snizené funkci PRS-l nebo jeji ztraté

Mutace v PRS-I, které vedou k poklesu nebo uplné ztraté aktivity enzymu, jsou spojeny
s n€¢kolika dédi¢nymi poruchami: percep¢ni nedoslychavost, choroba Charcot-Marie-Tooth

a Artsiiv syndrom.

Dédi¢na percepéni nedoslychavost (angl. X-linked nonsyndromic sensorineural deafness,
zkr. DFNX) je gonosomadlni porucha, ktera se projevuje poskozenim sluchu nebo jeho
uplnou ztratou. Dosud byly popsany ¢tyfi mutace zpusobujici DFNX: D65N, A87T, 1290T
a G306R. Tyto mutace lze podle mozného strukturniho mechanismu rozdélit do dvou
skupin: mutace narusujici své okoli (A87T aI290T) a varianty ménici trimerni rozhrani

a globalni stabilitu hexameru (D65N a G306R) [34, 48].

Choroba Charcot-Mari-Tooth (angl. X-linked Charcot-Marie-Tooth disease,
zkr. CMTX) je vzacnym dédicnym onemocnénim, pro néjZ jsou charakteristické tfi hlavni
symptomy: periferni neuropatie, optickd atrofie a hlubokd percepéni nedoslychavost
objevujici se v prelingvalnim véku (v€k pfed vyvojem teci). Tyto symptomy mohou byt
v pozd¢jsSim veku (5-20 let) doplnény hypotonii, poruchami chize aj [49]. Zatim jsou
znamy dvé mutace v PRPS1, které tuto chorobu zplisobuji: E43D a M115T. Ob¢ mutace
jsou soucasti trimerniho rozhrani, zpisobuji jeho destabilizaci a tim narusuji ATP vazebné

misto 1 allosterické misto I [34, 50].

wewvr
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onemocnéni patii hypotonie, hluboka percepcni nedoslychavost, opozdény vyvoj motoriky,
mentalni retardace, ataxie, atrofie zrakového nervu anékteré dal$i. Onemocnéni je
smrtelné, 80 % pacientl postizenych timto syndromem umira pted Sestym rokem stafti. [34,
41]. Dosud byly popsany dvé mutace, které zptisobuji Artsiiv syndrom: Q133P a L152P.

Ob¢ mutace narusuji ATP vazebné misto, coz vede ke ztraté aktivity enzymu [33, 34, 51].

Mutace projevujici se symptomy vice poruch zaroven

Neékteré mutace PRS-1 se projevuji symptomy vice nemoci najednou. Mohou tak
zpuisobovat rizné piiznaky charakteristické pro DFNX a také pro CMTX, pfiznaky
charakteristické pro CMTX a z ¢asti také pro Artsiiv syndrom ¢i pifiznaky zplisobené

hyperaktivitou PRS-I a pfitom také charakteristické pro Artstiv syndrom.

Symptomy, které jsou charakteristické pro DFNX spolu s CMTX, se projevuji mutace
A113S, M115V, A121G a V309F. Témito symptomy jsou postlingvalni (po ukonceni
vyvoje fe¢i — kolem 6. roku zivota) ztrata sluchu a formy periferni neuropatie. VSechny
Ctyfi mutace se nachazeji na trimernim rozhrani, coz je charakteristické i pro mutace

zpiisobujici pouze CMTX, a ovliviiuji aktivni misto PRS-I [52, 53].

Mutace Q277P je zatim jedinou popsanou mutaci, kterd zplsobuje symptomy
charakteristické pro CMTX a ¢astecné také pro Artsliv syndrom. Mutace se nachazi
na trimernim rozhrani PRS-1, coz je konzistentni s vyskytem mutaci zptisobujicich CMTX.
Ovliviiyje aktivni misto enzymu a zejména jeho RSP vazebnou c¢ast, avSak allostericka

mista nejsou ovlivnéna. Nasledkem je tak ztrata aktivity PRS-I [54].

Zvlastnim ptipadem je mutace V142L. V pacientovi, u néjZ byla nalezena, zplsobila
hyperaktivitu PRS-I a nadprodukci kyseliny mocové. Projevovala se charakteristickymi
priznaky tézké formy hyperaktivity PRS-, tj. opozdénym vyvojem, hypotonii a ztratou
sluchu — pifekvapivé vSak mezi témito ptfiznaky chybéla dna. Namisto toho byly

pozorovany piiznaky charakteristické pro Artstiv syndrom [55].

2.6 Cytosolicka purinova 5'-nukleotidasa Il (cN-Il)

Lidsky enzym cytosolickd purinova 5'-nukleotidasa II (cN-II; EC 3.1.3.5), taktéz nazyvana
jako IMP-GMP specificka nukleotidasa, je jednou ze sedmi znamych lidskych enzymu
rodiny 5'-nukleotidas, které katalyzuji hydrolytickou defosforylaci (deoxy)nukleosid

monofosfatl za vzniku ptislusnych (deoxy)nukleosidi (Obrazek 8, str. 38). Jsou klicovou
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soucasti degradacni drahy purinovych nukleotidd (kapitola 2.2.1) aspolu s nukleosid

kinasami (kapitola 2.2.2) se podileji na regulaci hladiny téchto nukleotida [56].

Vsech sedm enzymil této 5'-nukleotidasové rodiny (cytosolické 5'-nukleotidasy cN-IA,
cN-IB, cN-II acN-III; mdN — mitochondrialni 5'(3")-nukleotidasa; cdN — cytosolicka
5'(3")-nukleotidasa nazyvana téz ecto-nukleotidasa) se vzijemné li§i ve své primarni
struktute, substratové specifité, zptisobu regulace, lokalizaci v bunce a také typu tkané,
ve které jsou exprimovany. Sdili vSak mezi sebou Ctyfi vysoce konzervované strukturni
motivy, které jsou spoleCnym strukturnim znakem enzymi patficich do haloacidni
dehalogenasové rodiny (HAD, angl. haloacid dehalogenase superfamily). Tyto motivy jsou
klicové pro zachovani jejich nukleotidasové aktivity a substratové specifity, nebot’ jsou
dulezitou soucasti aktivniho mista cN-II [57]. Tti z téchto motivli uvadi Obrazek 9A,

str. 41.

0 Baze Baze
0 ||=! o 10 P MO
B o) o
I
T \ A
5'-nukleotidasa
OH  (OH) OH  (OH)
(deoxy)nukleotid monofosfat (deoxy)nukleosid

Obrazek 8 — Schéma defosforylacni reakce (deoxy)nukleosid monofosfati katalyzované 5'-nukleotidasami
Obrazek reakéniho schématu byl vytvoten v programu ChemBioDraw Ultral2.0.2 (© 1986 - 2010 CambridgeSoft).

2.6.1 Katalyticka aktivita cN-II

cN-II se spolecné s cN-III od zbylych ctyf 5'-nukleotidas lisi, nebot’ vykazuji dvé rizné

katalytické aktivity: hydrolytickou a fosfotransferasovou [56].

Hydrolyticka aktivita jiz byla popsana v uvodu této kapitoly a enzym pfi ni preferuje
substraty (deoxy)IMP, (deoxy)GMP a XMP [58]. Fosfotransferasovou aktivitou
fosforyluje molekuly purinovych nukleosidii, zejména inosinu a deoxyinosinu, pficemz
donorem fosfatu mohou byt purinové 1 pyrimidinové (deoxy)nukleotid monofosfaty.
Ptenos fosfatu z téchto donorG na akceptory probiha pies kovalentni fosfo-(cN-II)
intermediat [59]. Obé¢ katalytické aktivity enzymu jsou allostericky regulovany. Pfitomnost
aktivatori  2,3-bisfosfoglyceratu (2,3-BPG), adenosinovych sloucenin (deoxy)ATP,
(deoxy)ADP, diadenosin tetrafosfatu (ApsA) ¢i nékterych diadenosin polyfosfati (Ap.A,
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kde x ma hodnotu 4, 5 nebo 6) je podminkou pro dosazeni plné aktivity enzymu. IMP
a fosfatové ionty, jez jsou produkty hydrolytické aktivity cN-II, maji na enzym inhibi¢ni
efekt [58]. Tyto allosterické efektory se vazou do nejméné¢ dvou allosterickych mist

ve struktufe enzymu (viz nize).

2.6.2 Struktura cN-II

Enzym cN-II je kodovan genem NTS5C2 o délce 3173 bp, jehoz translaci vznika
561 aminokyselin dlouhy polypeptidovy fetézec o molekulové hmotnosti 65 kDa [60]. Je
exprimovan ve vSech tkdnich a v nativnim stavu tvofi homotetramer [58], ktery sestava
ze dvou identickych homodimert (Obrdzek 9C, str. 41, [57]). Rozhrani mezi dvéma
podjednotkami homodimeru se oznacuje jako tzv. rozhrani Aa je tvofeno
53 aminokyselinovymi zbytky, z nichz 4 vytvarti solné mustky a 19 interaguje vodikovymi
vazbami s pfilehlou podjednotkou. Oba homodimery tetrameru jsou drzeny pohromadé
pomoci tzv. rozhrani B, které je tvofeno 28 aminokyselinovymi zbytky, z nichz
8 interaguje vodikovymi vazbami s pfilehlou podjednotkou druhého homodimeru.

Souhrnné se ob¢ rozhrani oznacuji jako oligomerni.

Kazda podjednotka (Obrazek 9B,C, str. 41) je tvofena dvéma doménami. Prvni z nich se
nazyva jako "core" (jadro, angl. core domain) ajeji soucasti jsou vSechny Ctyii
konzervované motivy. Motiv I je patrné zodpoveédny za fosfotransferasovou aktivitu
cN-II a cN-III, nebot’ v tomto motivu obsahuji konzervovany aminokyselinovy zbytek Thr
(viz Obrazek 9A, str. 41), kdeZto ostatni 5'-nukleotidasy zde obsahuji konzervovany Val
[57]. Soucasti "core" domény je taktéZ tzv. helix A, ktery hraje kli¢ovou roli v mechanismu
allosterické aktivace enzymu. Druhd doména je tvofena Ctyf-helixovym svazkem a je
nazyvana jako "cap" doména ("Cepicka", angl. cap domain). Mezi témito doménami se
nachazi aktivni misto enzymu, do n&hoZ se prostfednictvim Mg?" iontu vaZou
(deoxy)nukleosid monofosfaty, pfiCemz ribonukleosidy jsou preferovany pied
deoxyribonukleosidy a purinové nukleosidy pted pyrimidinovymi [58]. Soucasti struktury
kazdé podjednotky jsou téZ nejméné dvé regulacni allosterickd mista: allosterické misto 1
a allosterické misto 2. Allosterické misto 1 se nachazi blizko homodimerniho rozhrani A
amohou se do n¢ vazat efektory 2,3-BPG, (deoxy)ATP ¢i ApsA. Tyto efektory se
elektrostatickymi interakcemi podili na interakci mezi dvéma podjednotkami homodimeru

[57]. Allosterické misto 2 se patrné¢ nachazi pobliz aktivniho mista a do rozhrani A1 B
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nezasahuje [61]. Mohou se do n¢j vazat molekuly 2,3-BPG a(deoxy)ATP. Obé¢

allosterickd mista jsou klicova pro spravnou regulaci katalytické aktivity enzymu.

2.6.3 Allostericka regulace aktivity a jeji poruchy

Aktivita cN-II zavisi na hladiné energie, tj. koncentraci ATP v buiikach. Pfi nizkém stavu
energie nebo pii anoxii jsou zadsoby ATP vyCerpany a dochazi k nahromadéni volnych
fosfatl, které brani vazbé allosterickych aktivatort do allosterickych mist a zptsobuji tak
inhibici enzymu [62]. Pti bézné hladiné ATP a pritomnosti dalSich pfisluSnych aktivatora
dochdzi k allosterické aktivaci. Pti vazb¢ allosterického aktivatoru dochazi k uspofadani
jinak neuspotfadaného helixu A, coz vede k sérii konformacnich zmén v oblasti aktivniho
mista véetné motivu III. Aktivni misto ndsledné zaujme aktivni konformaci umoznujici
koordina¢né navazat Mg®* iont, ktery je nezbytny pro vazbu substritu prosttednictvim

fosfatu ve své molekule [57].

Poruchy allosterické regulace a zmény v aktivité cN-II jsou uzce spjaty s nckterymi
onemocnénimi. ZvySenou aktivitu cN-II zpisobuje Lesch-NyhanGv syndrom, jehoz
ptic¢inou je deficit HGPRT (viz kapitoly 2.2.2 a 2.3.2). Tato dédi¢na porucha se projevuje
hromadénim PRPP v builkdch azvySenou rychlosti de novo syntézy purinovych
nukleotidii. Tim vznika velky nadbytek nukleotidii, které stimuluji aktivitu cN-II, coz
nasledn¢ vede k hyperurikémii a neurologickym dysfunkcim [63, 64]. Zmény aktivity
cN-II mohou byt zpiisobeny také nékterymi somatickymi mutacemi v genu NTS5C2.
Zatimco nékteré mutace zplUsobuji ztratu katalytické aktivity (jako napf. mutace D52N,
ktera zasahuje do konzervovaného mista v motivu IIl, viz Obrdzek9A, str. 41, a poskozuje
tak aktivni misto), jiné jsou aktivujici a vedou k hyperaktivité¢ enzymu. Hyperaktivita cN-II
se projevuje hyperurikémii, nicméné v prubehu nékolika poslednich let bylo objeveno,

Ze mnoho z té€chto aktivujicich mutaci je pfi¢inou relapsu akutni lymfoblastické leukemie.
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A i) (DXDX[T/V]L)

mdN: 41 RV GVER 46
cdN: 10 plMplc 15
cN-IA: 211 P)GIa) Al 216
cN-IB: 467 plGIs]A 472
cN-1l: 52 BJMIs]Y(Thd 57
cN-lll: 49 [F[s) 54

Motif Il ([S/T])

mdN: 130 [T S|P 131
cdN: 99 |T S|P 100
cN-II: 249 |TN|S 250
cN-lll: 164 |SAIG 165

Motif Il (K(X)xD(X)q4D)

mdN: 165 }&(X), I8]. . . .|8] 176
cdN: 134 }(X)g J]. . . .|8] 145
cN-1I: 292 J4(X)5gI8]H I F G|s) 356
cN-11I: 213 B4(X) 54

]S O . G|8] 242

=~ Rozhrani A

Rozhrani B

Obrdzek 9 — Struktura cN-I11

(A) Tti ze ctyf vysoce konzervovanych motivi sdilenych napfi¢ vSemi zastupci 5'-nukleotidas a enzymtt HAD rodiny.
Thr v motivu I (oznaceno c¢erven¢) mtize hrat vyznamnou roli ve fosfotransferasové aktivité, kterd byla pozorovana pouze
u cN-II a cN-III [61]. (B) Struktura monomeru cN-II je tvofena doménami "cap" (zlut€) a "core" (modfe). Soucasti "core"
domény je tzv. helix a (tmaveé modie), ktery je klicovy pro allosterickou regulaci aktivity cN-II. IMP se nachazi v oblasti
aktivniho mista, 2,3-BPG pak v oblasti allosterického mista 1. (C) cN-II vytvaii homotetramer, ktery je tvofen dvéma
homodimery slozenymi ze dvou identickych podjednotek (rozliSeno rlznymi barvami). Rozhrani mezi dvéma
podjednotkami homodimeru se nazyva jako rozhrani A, rozhrani drzici oba homodimery pohromad¢ pak jako rozhrani B.
Na obrazku jsou modie obarveny molekuly IMP navazané do aktivniho mista kazdé podjednotky, oranzové jsou pak
obarveny molekuly ATP a zelen& ionty Mg?*, které jsou spole¢né s ATP navézany do allosterického mista 1 kazdé
podjednotky [57]. Obrazek byl upraven v programu Inkscape 0.92.1.
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2.7 Akutni lymfoblasticka leukemie

Akutni lymfoblastickda leukemie (ALL) je zavazné nadorové onemocnéni zpusobené
maligni transformaci lymfoidnich progenitorovych bunc¢k. Vede k poruse krvetvorby
bilych krvinek a postihuje pacienty v dospélém i détském véku. Jednd se o nejb&znéjsi
nadorové onemocnéni u déti a ackoliv jsou ve vyspélych zemich celkové Sance na preziti
u détskych pacientli vyssi nez 85 %, vyskyt relapsu je stale ptili§ Casty a ve vice nez 60 %
ptipadl relapsu konci smrti. Pro relaps byva charakteristicky vznik resistence bunék na

1éCebnou terapii [65, 66].

Lécebnd terapie pacienti s ALL zahrnuje podani vysokych davek kombinovanych
chemoterapeutik. Ve vice nez 90 % pfipadii se timto postupem podaii docilit klinické
a hematologické remise (vymizeni ptiznakl a projevii onemocnéni, nikoliv nemoci samé¢),
ktera je obvykle néasledovana "udrzovaci" terapii po dobu 2 let. Tato terapie je podstatné
méné intenzivni ajeji podstatnou soucasti je oralni poddvani kliCovych [éCiv
6-merkaptopurinu (6-MP) a 6-thioguaninu (6-TG) [67], které se fadi mezi purinové
antimetabolity ¢i jinak fe¢eno analogy purinovych nukleotidi. Podstatou plsobeni 6-MP
a6-TG je jejich konverze v bunkach pisobenim HGPRT (viz kapitola 2.2.2)
na 6-thioinosin monofosfat (TIMP), resp. na 6-thioguanosin monofosfat (TGMP). TIMP je
aktivitou enzymi IMPDH a GMPS pieménén taktéz na TGMP, jehoz molekuly jsou
posléze pfeméneny na cytotoxické (deoxy-)6-thioguanosin nukleotidy a zaClenény do
fetézc RNA a DNA. Tim vznikaji poskozené a potencialné letalni molekuly DNA, které
jsou nasledné v buiice rozpoznany a vedou k jeji programované bunécné smrti. Nadorové
buiiky maji v pribéhu své nekontrolované proliferace vysokou spotiebu nukleotidil a je pro
né nejsnadnéjsi je dopliiovat resyntézou z extracelularniho prostoru. Diky tomu mohou

pfijimat podstatnd mnozstvi 6-TG a 6-MP.

Vedle pfimé inkorporace do DNA aRNA mohou byt TIMP a TGMP pifeménény
plUsobenim enzymu thiopurin methyltransferasou (TPMT) na cytotoxické slou€eniny
methyl-TIMP (meTIMP) a methyl-TGMP (meTGMP). Principem cytotoxicity meTIMP je
ucinnd inhibice enzymu PPAT, ktery katalyzuje prvni krok v de novo syntéze purinovych

nukleotidl (viz kapitola 2.2.3) [68].

Bylo pozorovano, ze v pribéhu udrZovaci terapie Casto dochédzi ke vzniku resistence

nadorovych bunék na 6-TG a 6-MP, coZ nasledné vede k relapsu ALL. Jednou z pficin
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tohoto problému jsou mutace v genech pro cN-II nebo PRS-I. Na vznik resistence vSak

tyto dva enzymy plisobi odliSnymi mechanismy popsanymi nize.

2.7.1 Mechanismus relapsu zplisobeny mutacemi cN-II

cN-II katalyzuje hydrolytickou defosforylaci (deoxy)nukleosid monofosfati za vzniku
(deoxy)nukleosidi. Bylo pozorovano, ze kromé svych pfirozenych substratl je enzym
schopen defosforylovat také analogy purinovych nukleosid monofosfata, tj. TGMP
a TIMP. Pii hyperaktivité¢ cN-II timto mechanismem dochazi k nezaddouci defosforylaci
téchto analogl, coz vede k jejich inaktivaci aneschopnosti ucinné putsobit proti
nadorovému onemocnéni. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.6.3, je hyperaktivita cN-II
zpusobena aktivujicimi mutacemi v genu NT5C2. Dosud bylo popsdno néckolik
somatickych aktivujicich mutaci, které¢ vznikly vzdy specificky az v prubéhu udrzovaci
terapie a nasledné zpusobily resistenci nadorovych bunék vici 6-MP a 6-TP, coz vedlo
k relapsu ALL. Mezi tyto mutanty cN-II patii varianty R238W, K359Q, R367Q, L375F,
D407A, S408R, S445F anesmyslnd mutace Q523* [4, 65]. Teprve neddavno bylo
objeveno, Ze tyto mutace zpusobuji zmény na oligomernim rozhrani homotetrameru cN-II,
¢imz poskozuji schopnost allosterické regulace enzymu a usti v jeho hyperaktivitu [69].
Zmény na oligomernim rozhrani vedou také ke zvySen¢ stabilit¢ oligomerniho uspotradani

a veétsi afinité k substratam.

2.7.2 Mechanismus relapsu zpisobeny mutacemi PRS-I

PRS-I katalyzuje reakci, pfi niz dochazi ke vzniku PRPP z molekul R5P a ATP. Mutace
v genu pro PRS-I zplsobuji bud’ hyperaktivitu enzymu, nebo ztrdtu jeho katalytické
aktivity a vedou k rliznym fenotypovym onemocnénim, kterd byla popséna v kapitole
2.5.5. Byly vSak objeveny mutace, které zpiisobuji relaps ALL a objevuji se, podobné jako
ptislusné cN-II mutace, specificky v prib&hu udrZovaci terapie. Mezi tyto PRS-I mutace
specifické pro relaps ALL se tadi varianty S1031, SI03N, S103T, N114D, N144S, G174E,
K176N, D183E, A190T, L191F a T303S, které lze podle jejich lokalizace ve struktute
PRS-I rozdélit na dvé skupiny: mutace, jeZ se nachdzi na dimernim rozhrani, a mutace, jez
se nachazi na allosterickych mistech I a Il. Do prvni jmenované skupiny patii N114D,
GI74E, K176N, DI183E, A190T, L191F, destabilizuji dimerni rozhrani a negativné

ovlivituji schopnost enzymu vazat inhibitory ADP a GDP v allosterickém misté 1.

43



Do druhé jmenované skupiny se fadi S103L, S103N, S103T, N144S a T303S a ovliviuji

vazbu efektort do allosterickych mist I'1 II.

Ackoliv se tedy mutace nachazeji bud’ na dimernim rozhrani, nebo v allosterickych
mistech I a II, vSechny zptsobuji snizenou schopnost allosterické regulace zpétnou vazbou
prostiednictvim ADP a GDP, coz vede ke zvySeni aktivity enzymu. ZvySena aktivita PRS-I
se projevuje zvysenim de novo syntézy purinovych nukleotidii a nasledné¢ nadbytkem
molekul hypoxanthinu, které poté zptisobuji kompetitivni inhibici konverze inaktivniho
6-MP na aktivni 6-TIMP prostiednictvim katalytické aktivity HGPRT. Timto

mechanismem tedy dochazi ke vzniku resistence nadorovych bun¢k vii¢i 6-MP [3].
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3 Cil prace

Tato prace je soucasti projektu feSeného ve skolici laboratofi, ktery je zaméfen na studium
allosterické regulace cytosolické 5'-nukleotidasy II (cN-II) ajejich mutantnich forem
spojenych s relapsem akutni lymfoblastické leukemie. Pochopeni mechanismu allosterické
regulace a jejich poruch je klicové pro vyvoj ucinné terapeutické strategie proti tomuto

onemocnénti.
Cile této bakalarské prace byly nasledujici:

— literarni problematika regulace metabolismu purinovych nukleotidii se zaméfenim

na allosterickou regulaci enzymti PRS-I a cN-II

— exprese, izolace apurifikace zkracené mutantni formy cN-II DS52N+R238W
(A1-536)

— krystalizace zkracené mutantni formy cN-II D52N+R238W(A1-536) v komplexu se
substraitem dGMP a aktivatorem dATP
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4 Material a metody

4.1 Material

4.1.1

Escherichia coli BL 21 (DE3) RIL

Bakteridlni kmeny

4.1.2 Plasmidy

Plasmid k expresi mutantni formy cN-II D52N+R238W byl pfipraven
RNDr. Milanem Fabrym, CSc. na $kolicim pracovisti. Tento expresni konstrukt je odvozen
z plasmidu pET28 koddujiciho lidskou cN-II nukleotidasu, zkracenou na C-konci
(A 536-561), ktery byl zakoupen u Source Bioscience, UK. Mutace D52N a R238W byly
postupné zavedeny ve vhodném fragmentu DNA s pouzitim protokolu QuikChange
Site-Directed Mutagenesis (Agilent Technologies) a tento tsek zpét vlozen do $tépeného
expresniho plasmidu. Vektor je pod kontrolou indukovatelného T7 promotoru
(pochazejicitho z faga T7) aposkytuje rekombinantni cN-II obsahujici na N-konci

histidinovou kotvu (6XHis) a §tépici misto pro thrombin (LeuValProArg||GlySer).

4.1.3 Chemikalie

agarosa

akrylamid

bromfenolova modft

-merkaptoethanol

dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat
dithiothreitol (DTT)

dodecylsiran sodny (SDS)

dusi¢nan stfibrny

ethanol

ethylendiamin tetraoctova kyselina (EDTA)
isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG)
formaldehyd

glukosa

glycerol

glycin

HEPES

Bio-Rad, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Penta, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Penta, Ceska republika
Penta, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
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hydroxid sodny

hydrogenfosforecnan sodny heptahydrat
chlorid sodny

imidazol

kyselina chlorovodikova

kyselina octova

methanol
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED)
persiran amonny (APS)

Terrific Broth, modified
tris(2-karboxyethyl)fosfan (TCEP)
thiosiran sodny
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
uhli¢itan sodny

4.1.4 Roztoky a média

AGAROVE PLOTNY:

35 mg/ml agar (Difco, USA); 20% (w/v) glukosa; 50 pg/ml kanamycin; 34 ug/ml

chloramfenikol

TB (TERRIFIC BROTH) MEDIUM:

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

chloramfenikol

LYZACNI PUFR:

50mM HEPES, pH 7,5; 500mM NaCl; 10mM imidazol; 10% (v/v) glycerol; 0,5mM

Penta, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA
Penta, Ceska republika
Fluka, Svycarsko
Penta, Ceska republika
Penta, Ceska republika
Penta, Ceska republika
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Penta, Ceska republika

TCEP; EDTA-free PIC (Protease Inhibitor Cocktail; 1 tableta na 50 ml)

EKVILIBRACNI PUFR PRO NIKLOVOU CHELATACNI CHROMATOGRAFII:

50mM HEPES, pH 7,5; 500mM NaCl; 10mM imidazol; 10% (v/v) glycerol; 0,5mM TCEP

ELUCNI PUFR PRO NIKLOVOU CHELATACNI CHROMATOGRAFII:

50mM HEPES, pH 7,5; 500mM NaCl; 500mM imidazol; 10% (v/v) glycerol; 0,5mM

TCEP

VAZEBNY PUFR PRO IONTOVE VYMENNOU CHROMATOGRAFII:

50mM Na-fosfatovy pufr pH 6,7; 100mM NaCl; 10% (v/v) glycerol; 2mM TCEP
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ELUCNI PUFR PRO IONTOVE VYMENNOU CHROMATOGRAFII:
50mM Na-fosfatovy pufr pH 6,7; IM NaCl; 10% (v/v) glycerol; 2mM TCEP

PUFR VHODNY PRO KRYSTALIZACI PROTEINU:
50mM Na-fosfatovy pufr pH 6,7; 100mM NaCl; 2mM TCEP

PBS PUFR:

10mM hydrogenfosforecnan sodny; 1,8mM dihydrogenfosfore¢nan draselny; 136mM
chlorid sodny; 2,6mM chlorid draselny; pH 7,2

Roztoky pro diskontinualni elektroforesu v polyakrylamidovém

gelu v pritomnosti SDS

VZORKOVY PUFR (VP-S)
125mM Tris (pH 6,8); 20% (v/v) glycerol; 0,1% (v/v) merkaptoethanol; 4% (w/v) SDS;

0,2% (w/v) bromfenolova modf

ELEKTRODOVY PUFR:

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

Roztoky pro pripravu polyakrylamidového gelu

ZASOBNIi ROZTOK 40% AKRYLAMIDOVEHO CINIDLA (AA) — Sigma Aldrich, USA
DiLici GEL:

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

ZAOSTROVACI GEL:
5% (w/v) AA; 125mM Tris pH 8,8; ImM EDTA; 5% (v/v) glycerol; 0,1% (w/v) SDS;

0,1% (v/v) TEMED; 0,1% (w/v) persiran amonny

48



Roztoky pro barveni gelu stribrem

FIXACNi ROZTOK:
12% (v/v) kyselina octova; 50% (v/v) methanol; 0,05% (v/v) formaldehyd

ROZTOK METHANOLU:
50% (v/v) methanol

ROZTOK NA2S203:
0,8mM Na;S>03

ROZTOK AGNO3:
12mM AgNOs; 0,07% (v/v) formaldehyd

ROZTOK PRO VYVOLANI:
570mM NaxCOs3; 0,05% (v/v) formaldehyd; 16uM NayS,03

ROZTOK PRO ZASTAVENI VYVOLANI:

12% (v/v) kyselina octova

50% (v/v) methanol

ROZTOK PRO UCHOVANIi GELU:
50% (v/v) methanol

4.1.5 Chromatografické kolony

—  HisTrap™ HP 5 ml (GE Healthcare)
— MonoS 5/50 GL 1 ml (GE Healthcare)

4.1.6 Ostatni material

centrifugacni filtry Amicon® Ultra 0.5mL, 4 mL, 15 mL (Merck Millipore, USA)

— celulosovéa dialyzaéni membrana, mezni velikost pérd 10 kDa (Sigma-Aldrich,
USA)

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

— dialyzaéni rdmecky Slide-A-Lyzer® Dialysis Casette 10 kDa (Thermo Fisher

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

— desticka na krystalizaci INTELLI-PLATE® 96-2 Shallow Well (Art Robbins
Instruments, USA) a EasyXtal Tool (Qiagen, USA)

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

— sada 96 precipita¢nich roztok® na krystalizaci Morpheus® (Molecular Dimensions,

USA)

4.1.7 Pristroje a vybaveni

centrifugy

spektrofotometry

souprava na elektroforesu

rotacni inkubatory

FPLC

optické mikroskopy
laminarni box
vodni lazen

sucha lazen

vahy
pH metr

Hettich Zentrifugen EBA 12R, rotor 1412, Némecko
Eppendorf Mini Spin, Némecko

Hermle Z 323 K, Némecko

Sorvall Instruments RC-3B, rotor H 4000, USA

Heraeus Multifuge 3S-R Thermo Electron Corporation,
Némecko

Beckman J-6M, rotor JLA 9.1000, JA-20, USA
Ultrospec  3100pro UV/Visible Spectrophotometer
Amersham Biosciences, Velka Britanie

NanoDrop ND-1000, USA

Mighty Small™ 1II SE 250 Hoefer™ Scientific
Instruments, USA

zdroj Consort EV243, Belgie

Gallenkamp (37 °C), Velka Britanie

Sanyo Orbital Incubator (20 °C), Japonsko

Akta Prime Amersham Bioscience, Svédsko

Akta FPLC (GE Healthcare, UK)

Olympus SZX10, Japonsko

BSB 4A Gelaire, Australie

Grant Instruments GD100 Series

Benchmark MyBlock™ mini dry bath, Benchmark
Scientific, USA

Ohaus Adventurer Pro AV2102CM, USA

GMH 3530 Griesinger Electronic, Némecko
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sonikator Dynatech (Farmingdale, NY, USA)

tiepacka Rotamax 120 Heidolph Instruments, Némecko
magnetickd michacka Jenway 1000, Velka Britanie

Vortex Stuart vortexmixer SA8 (Stuart Scientific, UK)
krystaliza¢ni robot Crystal Gryphon (Art Robbins Instruments, USA)

Oryx 8 (Douglas Instruments, UK)

4.2 Metody

Exprese v E. coli, purifikace a krystalizace

4.2.1 Rekombinantni exprese proteinu

Zkréacena mutantni forma (His)s-cN-1I DS2N+R238W(A1-536) byla exprimovana v kmenu
Escherichia coli BL21 (DE3) RIL. Do 100 ul suspenze téchto kompetentnich bakteridlnich
bun¢k byl pipetovan 1 pl roztoku expresniho plasmidu (4.1.2). Takto upravena bunécna
suspenze byla drzena na ledu po dobu 30 min a poté pienesena na 45 s do vodni l4zné
vytemperované na 42 °C. Tim byly bunky vystaveny teplotnimu Soku, ktery umoznil jejich
transformaci expresnim plasmidem. Z vodni lazné¢ byla bunécnd suspenze umisténa
na2min na led. Néasledn¢ bylo suspenzi inokulovano 900 pl LB média (4.1.4)
a ponechano po dobu 1 h tepat pti 200 RPM v inkubatoru TCH 100 pii 37 °C. Po inkubaci
bylo 300 pl tohoto roztoku bunétné suspenze rozetfeno na velkou agarovou plotnu
(pramér 15 cm, 150 ml roztoku agaru) obsahujici chloramfenikol a kanamycin a plotna

ponechéna v inkubdatoru ptes noc pii 37 °C.

Naésledujici den byly pfes noc narostlé kolonie z plotny smyty 15 ml roztoku TB média
(4.1.4). P vlnové délce A = 600 nm byla na spektrofotometru Ultrospec 3100pro zméiena
opticka densita (ODeoo) vzniklé bunécné suspenze. Suspenzi bylo ndsledné inokulovano
4 x 500 ml TB média ve 21 Erlenmeyerovych baikach tak, aby pocatecni ODgoo bunék
v TB médiu odpovidala hodnoté cca 0,1. TB médium bylo v bankach pfed inokulaci
vytemperovano na 37 °C v rotatnim inkubatoru Gallenkamp. Zde byla po inokulaci
zahajena kultivace bunécné kultury pii 200 RPM a 37 °C. Po dosazeni hodnoty ODsoo
ptiblizn¢ 0,9 byly banky s bunéénou kulturou pteneseny do rota¢niho inkubatoru Sanyo,
jenz byl pfedem vytemperovan na 18 °C, apii 200 RPM ponechdny na tuto teplotu

vytemperovat. Nasledn¢ byla provedena indukce exprese — do kazdé baiiky byl pipetovan
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roztok IPTG (4.1.4) tak, aby jeho koncentrace v kultivacnim médiu byla 0,5mM. Kultivace

poté probihala pies noc.

Dalsi den byla kultivace ukoncena pfi poklesu hodnoty ODsoo bunécné kultury. Banky
s bunénou kulturou byly vyjmuty z rotacniho inkubatoru a pfelity do dvou
11 centrifuga¢nich nadob. Nasledné byla bunécnd kultura centrifugovana v piedem
ptedchlazené centrifuze Beckman JLA-21M (5000 RCF/min, 4 °C, 20 min, rotor JLA
9.1000). Vznikly sediment bunééné biomasy byl na ledu resuspendovan v PBS pufru
(4.1.4) arozdelen do ¢tyir 35ml centrifugacnich nadob. V téchto nadobach byla suspenze
bunécné¢ biomasy centrifugovana v predem predchlazené centrifuze Beckman J-21M
(10000 RCF/min, 4 °C, 20 min, rotor JA-20). Jedna peleta byla zamrazena a uchovéana
pti— 80 °C.

4.2.2 Purifikace proteinu

Pelety ve tiech 35ml centrifugac¢nich nadobach byly na ledu resuspendovany v 250 ml
lyza¢niho pufru (4.1.4). Nésledné byla tato suspenze rozdélena na 2 X 125 ml a na ledu
homogenizovana sonikatorem Dynatech. Vznikly bunéény lyzat byl centrifugovan
v piedem ptedchlazené centrifuze Beckman J-21M (20000 RCF/min, 4 °C, 30 min, rotor
JA-20). Supernatanty bunéc¢ného lyzatu byly spojeny do 500ml Erlenmeyerovy banky

a drZeny na ledu.

4.2.3 Chelatacni chromatografie

V prvnim purifikaénim kroku byl supernatant bunéfného lyzatu podroben nikloveé
chelataéni chromatografii. Kolona HisTrap™ HP (4.1.5) byla nejprve ekvilibrovana
ekvilibracnim pufrem pro niklovou chelata¢ni chromatografii obsahujicim 10mM imidazol
(4.1.4) pti pritoku 5 ml/min. Nésledné na ni byl nanesen supernatant bunécného lyzatu pti
pritoku 1 ml/min. Po naneseni byla pfi pritoku 2 ml/min kolona promyta ekvilibra¢nim
pufrem obsahujicim 10mM imidazol a nasledné tim samym pufrem s 3% podilem elu¢niho
pufru pro niklovou chelata¢ni chromatografii obsahujicim 500mM imidazol, tj. roztok
obsahujici 25mM imidazol (4.1.4). Poté byla pii pratoku 2 ml/min provedena eluce pomoci
smési ekvilibra¢niho pufru s 10mM imidazolem a elu¢niho pufru s 500mM imidazolem
s linearnim gradientem elu¢niho pufru z 3 % (25mM imidazol) na 100 % (500 mM

imidazol) v objemu 60 ml. Pfi eluci byly jimany frakce o objemu 2 ml.
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Frakce byly analyzovany pomoci diskontinuélni elektroforesy v polyakrylamidovém gelu
v ptitomnosti SDS s naslednou detekci stfibrem (4.2.7). Na zaklad¢ této analyzy byly
vybrany a spojeny frakce obsahujici protein (viz kapitola 5.2) a dialyzou (4.2.5) ptevedeny

do ekvilibra¢niho pufru pro iontové vyménnou chromatografii (4.1.4).

4.2.4 lontové vyménna chromatografie

Ve druhém purifikaénim kroku byl roztok proteinu podroben iontové vymeénné
chromatografii na MonoS 5/50 GL kolon¢ (katex) (4.1.4). Kolona byla pii pratoku
I ml/min ekvilibrovana ekvilibra¢nim pufrem pro iontové vyménnou chromatografii
obsahujicim 100mM NaCl (4.1.4). Poté na ni byl nanesen proteinovy preparat pii prutoku
1 ml/min. Eluce probéhla v nésledujici sekvenci: 25 objemu kolony s gradientem elu¢niho
pufru pro iontové vyménnou chromatografii obsahujicim 1M NaCl (4.1.4) z 0 % na 50 %,
poté 5 objemu kolony s gradientem stejného elu¢niho pufru z 50 % na 100 % a nakonec
promyvani 5 objemy kolony 100% elu¢nim pufrem pro iontové vyménnou chromatografii.

Objem jimanych frakci byl 2 ml.

Frakce byly analyzovany pomoci diskontinudlni elektroforesy v polyakrylamidovém gelu
v pfitomnosti SDS s néslednou detekci stfibrem (4.2.7). Nasledné byly vybrané frakce
spojeny (viz kapitola) a dialyzou (4.2.5) ptevedeny do pufru vhodného pro krystalizaci
proteinu (4.1.4).

4.2.5 Dialyza

Za tucelem pievedeni proteinovych roztokd do vhodného pufru byla pouzita dialyza
pfi 4 °C za stadlého michani dialyzatu. Vétsi objemy (> 15 ml) proteinového roztoku byly
dialyzovany v celulosové dialyzacni membrané s mezni velikosti pord 12,5 kDa, mensi
objemy (< 15 ml) pak v dialyza¢nich rAmeccich Slide-A-Lyzer™ s mezni velikosti port
10 kDa. Po dialyze byl filtrdt vzdy centrifugovan v centrifuze Hettich EBA 12 R
(10000 RCF/min, 4 °C, 10 min) kvili jeho odd¢leni od proteinovych precipitata.

4.2.6 Zahusténi

K zahuSténi roztoku vypurifikovaného proteinu byla vyuzita centrifugace pomoci
centrifugacnich filtri Amicon® Ultra 0.5mL, 4,0 mL a 15 mL o mezni velikosti pori

10 kDa. Zahustovani vétSiho objemu bylo provadéno na centrifuze Hermle Z 323 K
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(5000 RCF/min, 4 °C), mensiho objemu pak na centrifuze Hettich EBA 12 R
(10000 RCF/min, 4 °C).

4.2.7 Stanoveni koncentrace proteinu mérenim absorbance

Absorbance roztokl proteinii byla métfena pfi pokojové teploté na piistroji NanoDrop
ND-1000 pii vinové délce A = 280 nm. Pro vypocet hodnot koncentrace byl pouzit
absorp¢ni koeficient konstruktu (His)s-cN-II D52N+R238W(A1-536), ktery ma pfii této
vlnové délce hodnotu 1,157 ml-mg!-cm™. Tato hodnota je teoretickd a byla vypo&itana

programem ExPASy - ProtParam Tool [70].

4.2.8 Diskontinualni elektroforesa v polyakrylamidovém gelu

v pritomnosti SDS

Diskontinuélni elektroforesa v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS (SDS-PAGE)
byla provedena ve vertikalnim tris-glycinovém uspotfadani na aparature Mighty Small II
SE 250. Zaostifovaci gel obsahoval 5% (w/v) akrylamid (AA), délici gel pak 12,5% (w/v)
AA (4.1.4). Vzorky proteint byly nejprve zfedény tak, aby mnozstvi proteinu v objemu
10 pl neptesahovalo hodnotu 5 pg. K 10 pl natfedénych vzorkii bylo néasledné pipetovano
5 ul VP-S (4.1.4), vzorky ptivedeny k varu v suchém inkubatoru MyBlock™ mini a poté
kratce  centrifugovany na centrifuze Eppendorf MiniSpin (13 400 RCF/min,
laboratorni teplota, cca 15 s). Do prvni jamky zaostfovaciho gelu bylo naneseno Spul
standardu molekulovych hmotnosti pro SDS-PAGE (4.1.6), do dalSich jamek bylo
naneseno vzdy 12,5 pl pfipravenych vzorki. Poté byla pifi pocatecnim napéti zdroje 100 V
zahajena elektroforetickd separace. Jakmile linie modrych prouzka (bromfenolova modt,
jez byla soucasti VP-S) doputovala na rozhrani mezi zaostfovacim a délicim gelem, bylo
nap¢ti zdroje zvySeno na 180 V. Elektroforéza byla ukoncena ve chvili, kdy linie modrych

prouzki doputovala ke kladnému p6lu na dolnim okraji gelu.

Barveni stribrem

Po ukonceni elektroforesy byl gel barven stfibrem. V pribéhu procesu byla vyuzivana
ttepacka Rotamax 120, slozeni pouzivanych roztoku je uvedeno v kapitole 4.1.4. Nejprve
byl gel fixovan ve fixaénim roztoku po dobu 45 min. Poté byl celkem tfikrat promyt
50% (v/v) roztokem methanolu po dobu 5, 10 a 15 min a nasledn¢ vlozen na 20 s do

roztoku NazS>03. Po uplynuti 20 s nasledovalo oplachnuti gelu deionizovanou vodou
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apromyvani v roztoku AgNOs; po dobu 20 min. Po promyvéani byl gel oplachnut
v deionizované vod¢ a vyvolavan v roztoku pro vyvolani. Vyvolavani gelu bylo zastaveno
jeho pifenesenim do roztoku pro zastaveni vyvolavani. Obarveny gel byl uloZzen do

uchovavaciho 50% (v/v) roztoku methanolu.

Suseni gelu

Gel ulozeny v 50% (v/v) roztoku methanolu byl za i¢elem jeho archivace méac¢en v roztoku

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

4.2.9 Krystalizace metodou difuzi par

Krystalizace rekombinantniho proteinu (His)e-cN-II D52N+R238W(A1-536) (4.1.2) byla
provedena metodou difuzi par v sedici kapce (amgl. sitting drop). Roztok Ccistého
rekombinantniho proteinu o koncentraci 8 mg/ml byl nejprve smichan s nasledujicimi
ligandy na vyslednou koncentraci 10mM dATP, 10 mM dGMP a 20 mM MgCl,. Pomoci
krystalizaéniho robota Crystal Gryphon byla 2 X 96jamkovou desticku
INTELLI-PLATE® 96-2 Shallow Well aplikovdna komeréni sada precipitacnich roztok®
Morpheus® (96 precipitacnich podminek). Do zasobnich rezervoart pipetoval robot vzdy
50 ul precipita¢niho roztoku. Kapicky roztoku proteinu s ligandy o objemu 300 nl byly
na desticku nasazeny za pomoci krystalizacniho robota Oryx 8 a roztok rekombinantniho
proteinu v jamkach byl s precipitacnim roztokem smichan vzdy v poméru 1:2 na jednu
jamku a2:1 na druhou jamku u kazdé podminky. Poté byla desticka ptelepena folii
na krystalizacni  desticky aulozena do zafizeni pro automatické monitorovani
krystaliza¢nich experimentli (RIGAKU CrystalMation Gallery DT), v némZ byl priibéh
krystalizace v jednotlivych jamkach monitorovan v pravidelnych casovych intervalech

ve viditelném a UV svétle.

55



5 Vysledky

5.1 Heterologni exprese rekombinantniho proteinu

Kultivaci bunécné kultury Escherichia coli BL21 (DE3) RIL v TB médiu jsme ze 2 1
kultiva¢niho média ziskali 32 g bunécné biomasy, z niz bylo 24 g pouzito k purifikaci
rekombinantniho proteinu (4.2.2). Postup pfipravy neaktivni mutantni varianty
(His)e-cN-II D52N+R238W(A1-536) byl odvozen od postupu piipravy aktivni varianty
cN-II. Rekombinantni produkt se nachédzel zejména v cytosolu bakteridlnich bun¢k a z této
rozpustné frakce byl také néasledné purifikovan. Vysledny rekombinantni produkt je protein
o velikosti 555 aminokyselinovych zbytkG (Obrdazek 10), ktery na N-konci obsahuje
histidinovou kotvu (6xHis) a Sté€pici misto pro thrombin (LeuValProArg||GlySer). Vlastni
sekvence cN-II je dlouhd 536 aminokyselinovych zbytkli a kon¢i zbytkem na pozici 536.
Na C-konci je protein zkraceny o usek 25aminokyselinovych zbytkli. Tento tisek podle
ptedchozich studii snizoval proteinovou stabilitu a znemoznoval UspéSnou krystalizaci
[61]. N-koncova histidinové kotva nebyla z rekombinantniho produktu odstépena, nebot
nebrani krystalizaci a neovliviiuje aktivitu enzymu, jak jiz bylo dfive ovefeno pro aktivni

formu cN-II.

|
1 MGSSHHHHHHS SGLVPRGSMS TSWSDRLONAADMPANMDKHALKKYRREAYHRVEVNRSL 60

61 AMEKIKCFGFEMDYTLAVYKSPEYESLGFELTVERLVSIGYPQELLSFAYDSTFPTRGLV 120
131 FDTLYGNLLKVDAYGNLLVCAHGENFIRGPETREQYPNKFIQRDDTERFYILNTLENLPE 180
181 TYLLACLVDFFTNCPRYTSCETGFKDGDLFMSYRSMFQDVRDAVDWVHYKGSLKEKTVEN 240
241 LEKYVVKDGKLPLLLSEMKEVGKVFLATNSDYKYTDKIMTYLFDFPHGPKPGSSHRPWQS 300
301 YFDLILVDARKPLFFGEGTVLRQVDTKTGKLKIGTYTGPLQHGIVYSGGSSDTICDLLGA 360
361 KGKDILYIGDHIFGDILKSKKRQGWRTFLVIPELAQELHVWTDKSSLFEELQSLDIFLAE 420
421 LYKHLDSSSNERPDISSIQRRIKKVTHDMDMCYGMMGSLFRSGSRQTLFASQVMRYADLY 480
481 AASFINLLYYPFSYLFRAAHVLMPHESTVEHTHVDINEMESPLATRNRTSVDEFKDTDYKR 540

541 HQLTRSISEIKPPN@ 555

Obrazek 10 — Aminokyselinova sekvence rekombinantniho produktu

Vlastni sekvence cN-II D52N+R238W(A1-536) je dlouha 536 aminokyselinovych zbytkd, jeji zacatek a konec je
vyznaten Cervend. Cerné jsou v této sekvenci vyznateny mutace D52N a R238W. Zluté je vyznatena sekvence
obsahujici histidinovou kotvu (6xHis). Sekvence histidinové kotvy a vlastni sekvence cN-II D52N+R238W(A1-536) je
propojena $tépicim mistem pro thrombin (vyznaceno zelen¢), pficemz misto §tépeni thrombinem je naznaceno Sipkou.
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5.2 Purifikace rekombinantniho proteinu

Heterologni expresi byl pfipraven rekombinantni produkt, ktery obsahoval histidinovou
kotvu (6xHis). Tato kotva dovolila velmi u¢innou purifikaci jiz v prvnim kroku, kterym
byla chelataéni chromatografie na kolon¢ HisTrap™ HP. Pribéh purifikace byl
monitorovan pomoci SDS-PAGE (Obrazek 12, str. 58) (4.2.8). Rekombinantni protein se
velmi dobfe navazal na kolonu abyl eluovan v piitomnosti 25-500mM imidazolu
ve 24 frakcich o objemu 2 ml (Obrdzek 11, str. 58) (4.2.3). Protein o velikosti 64 kDa byl
ptitomen ve vSech frakcich, pro dalsi purifikaci jsme pouzili frakce 13-24. Spojenim frakei
jsme ziskali proteinovy roztok o objemu 24 ml akoncentraci 3,8 mg/ml proteini
(cca 91 mg proteinl), ktery byl poté dialyzou (4.2.5) pteveden do ekvilibracniho pufru pro
iontové vyménnou chromatografii (4.1.4). Pii dialyze zprecipitovala pfiblizné tfetina
mnozstvi proteinlt a po nasledné centrifugaci filtraitu jsme ziskali ptiblizné 30 ml

proteinového roztoku o koncentraci 2 mg/ml proteint (cca 60 mg proteintl).
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Obrazek 11 — Chromatogram zachycujici pritbéh eluce pii chelataéni chromatografii na niklové koloné HisTrap™

HP 5ml (GE Healthcare).

Eluce probihala pii konstantnim pratoku 2 ml/min. Béhem eluce bylo jimano celkem 24 frakei o objemu pfiblizn¢ 2 ml.
Na chromatogramu je vyznacen elucni objem 1. a 24. frakce (F1 a F24, zelend); zbylé frakce 2-23 byly jimany v elu¢nim
objemu mezi 1. a24. frakci. Cerna kfivka znazoriiuje pribéh relativni absorbance eluatu, ktery byl sledovan
chromatografickou stanici AKTA Prime (Amersham Bioscience, Svédsko). Cervena kiivka znazoriuje pribéh gradientu
imidazolu v elu¢nim pufru. Obrazek byl upraven v programu Inkscape 0.92.1.
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Obrdzek 12 — Analyza frakci po chelataéni chromatografii na niklové koloné HisTrap™ HP 5ml (GE Healthcare)
Polyakrylamidové gely obarvené stiibrem (4.2.8), na jejichz zaklad€ byly pro dalsi purifikacni krok vybrany frakce
13-24. Vysvétleni zkratek: M — standard molekulovych hmotnosti Spectra™ Multicolor Broad range Protein Ladder;
MW — molekulové hmotnosti v jednotkach kDa pfifazené k piisluSnym prouzkiim standardu; L — vzorek bunééného
lyzatu; 1-24 — vzorky frakci 1-24, 10* — spojené frakce 10 a 11. Obrazek byl upraven v programu Inkscape 0.92.1.
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Dal8im purifika¢nim krokem byla iontové vyménna chromatografie na koloné¢ MonoS 5/50
GL ve tfech davkach. Protein byl na kolonu navazan pii pH 6,7, které je pod hodnotou
teoretického isoelektrického bodu vypocitanou z primarni sekvence (Obrdzek 10, str. 56,
hodnota pI 7,68) [70]. Eluce byla provadéna gradientem koncentrace NaCl v rozmezi
10mM az 1M. Representativni elucni profil je ukazdn na Obrdzek 13 (chromatogramy
2.a3. separace byly téméf totozné). Vybrali jsme frakce vykazujici nejvyssi signal
absorbance pfi vinové délce A = 280 nm, tj. frakce 2-4. Stejnym zpiisobem jsme vybrali
frakce ze vSech 3 chromatografickych separaci. Celkem jsme tedy ziskali 9 frakci
aty nasledn¢ testovali na pfitomnost cN-II pomoci SDS-PAGE (4.2.8; Obrdzek 14,
str. 60). VSechny frakce obsahovaly cN-II, tudiz jsme je sloucili a ziskali tak 18 ml ¢istého
roztoku rekombinantniho proteinu o koncentraci 0,9 mg/ml (cca 16 mg proteinu). Tento
roztok byl poté dialyzou (4.2.5) pteveden do pufru vhodného pro krystalizaci proteinu
(50mM Na;HPO4; 50mM NaH;POs; 100mM NaCl; 2mM TCEP; pH 6,7) a zahustén
na koncentraci 8 mg/ml.
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Obrazek 13 — Chromatogram zachycujici pribéh iontové vyménné chromatografie na katexové koloné MonoS 5/50
GL 1 ml (GE Healthcare)

Tmavé modra kiivka grafu vyjadifuje zmény absorbance eluatu v priabéhu eluce, svétle modra kiivka zachycuje pribéh
zvysujiciho se gradientu NaCl — v minimu kiivky je hodnota koncentrace NaCl 10mM, v maximu pak 1M. Cervend
carkovana cara oznacuje zahdjeni eluce, Cervena Cisla 1-5 vyjadiuji jimané frakce 1-5 o objemu pfiblizné 2 ml. Z téchto
frakei byly pro dalsi zpracovani vybrany frakce 2-4. Vysvétleni zkratek: Ve — eluéni objem. Obrazek byl upraven
v programu Inkscape 0.92.1.
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Obrazek 14 — Analyza vybranych frakci po iontové vyménné chromatografii na katexové koloné MonoS 5/50 GL 1 ml
(GE Healthcare)

Polyakrylamidovy gel obarveny stfibrem (4.2.7), Vysvétleni zkratek: M — standard molekulovych hmotnosti Spectra™
Multicolor Broad range Protein Ladder; BC — vzorek proteinového roztoku pted chromatografickou separaci; F1,2
a F3 — vzorky roztoku proteklého kolonou pii nanaseni (F1,2 pro 1. a 2. separaci, F3 pro 3. separaci); A/B/C2-4 — vzorky
jimanych frakci. Obrazek byl upraven v programu Inkscape 0.92.1.

Dvoukrokovou purifikaci jsme ziskali celkem 0,5 ml roztoku proteinu o koncentraci
8 mg/ml (cca 4 mg proteinu), ktery byl rozdélen do 20 alikvot o objemu 25 pl. Alikvoty
byl poté zamraZeny a uchovany pii teplot¢ — 80°C. Tabulka 5 shrnuje pribéh celé

purifikace.

Tabulka 5 — Pribéh purifikce cN-11

Purifikaci se podafilo ziskat 4 mg rekombinantniho proteinu. Vysvétleni zkratek: HisTrap — chelatacni chromatografie na
niklové kolon& HisTrap™ HP; MonoS — iontové vyménna chromatografie na katexové kolon& MonoS 5/50 GL

Faze purifikace proteinu Koncentrace protein Objem Mnozstvi proteint
[mg/ml] [ml] [mg]

Spojené frakce po HisTrap 3,8 24 91,2

Proteinovy roztok pfed MonoS 1,9 30 56,4

Spojené frakce po MonoS 0,9 18 31,7

Roztok cCistého proteinu 8,1 0,5 4,0

5.3 Priprava proteinovych krystald pro difrakcni analyzu

Pro krystalizaéni experimenty byly k rekombinantnimu proteinu pfidany substrat (dGMP),

aktivator (dATP) a téz chlorid hotecnaty, jenz je nezbytny pro vazbu substratu.

Pro hledani krystalizacnich podminek (tzv. krystalizani ,,screening) byly vybrany
roztoky komeréni sady Morpheus®. Krystaly vhodné pro difrakéni analyzu byly ziskany jiz
z tohoto experimentu a podminky krystalizace nemusely byt dale optimalizovany.

Pti krystalizaci metodou diftizi par (4.2.9) se prvni malé krystaly objevily v nékolika
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experimentech po 4 dnech, krystaly dosahly rozmérti vhodnych pro sbér dat po 10 dnech.
Obrazek 15, zachycuje jamku HI11.1 v 10. dni od nasazeni krystalizacniho experimentu.
Slozeni kapky a krystalizaéni podminky byly nasledujici: vzorek cN-II o koncentraci
8 mg/ml; 10mM dATP; 10mM dGMP; 20mM MgCly; 50mM pufr citratu sodného
v kyselin¢ citronové, pH 6; 2mM TCEP; 0,1M MD Morpheus Aminoacid Mix; 30% (v/v)
MD Morpheus GOL P4K Mix; 0,1M MD Morpheus Buffer System 3, pH 8,5; teplota
18 °C. Krystal o velikosti 50x50x40 um byl uchycen do nylonové smycky, zchlazen

v tekutém dusiku a uchovan pro difrakéni experiment na zdroji synchrotronového zaieni.

100 um

Obrazek 15 — Kapka s krystaly rekombinantniho proteinu (His)s-cN-II D52N+R238W(A41-536) v jamce HII.1
v 10. dni od nasazeni

(A) Fotografie kapky ve viditelné oblasti svételného spektra. Na obrazku je nékolik vétsich proteinovych krystall.
(B) Fotografie kapky v UV oblasti svételného spektra. Sedé az bilé krystaly a precipitaty jsou tvofeny rekombinantnim
proteinem. Krystal naznaceny Sipkou na obou obrazcich byl v 10. dni od nasazeni podminek uchycen do nylonové
smycky a uloZen do tekutého dusiku pro néasledné difrakéni méteni. Obrazky byly upraveny v programu Inkscape 0.92.1,
jas a kontrast obrazkd byl upraven v programu Microsoft Office Picture Manager.
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6 Diskuse

V této studii byl pfipraven rekombinantni protein, neaktivni mutantni varianta lidského
enzymu cN-II zkraceného o 25aminokyselinovy usek na svém C-konci. Tento usek podle
predchozich studii snizoval proteinovou stabilitu a znemoziioval uspéSnou krystalizaci

[61].

Uspésné jsme pripravili roztok zkracené mutantni varianty  (His)s-cN-II
D52N+R238W(A1-536) uréené pro krystalizaci andsledné strukturni studie.
Rekombinantni protein zkracené varianty byl pfipraven podle zavedeného protokolu
(postup je popsan v kapitolach 4.2.1-4.2.9). Vytézek z 1 1 bunécné kultury byl 2,7 mg
¢istého rekombinantniho proteinu. Ke ztratam proteinu (7Tabulka 5, str. 60) doslo zejména
pti dialyzach, pfi nichz ¢ast proteinu precipitovala. K nejvyraznéj$im ztratdm proteinu dale
doslo pii zahust'ovani Cistého proteinového roztoku. I pies tyto ztraty jsme ziskali celkové
mnozstvi 4 mg z 1,5 | kultury. Vytézek je srovnatelny s vytéZzky aktivni formy cN-II
dosazené ve skolici laboratofi i na jinych pracovistich [61]. Mutace nijak negativné
neovlivnily vytézek a diky ziskani proteinu v dostate¢ném mnozstvi a kvalit¢ jsme mohli
pfistoupit ke strukturnim studiim a tedy ke krystalizaci proteinu, kterd byla jednim z cili

této bakalarskeé prace.

Krystalizace rekombinantniho proteinu byla provedena podle zavedenych postupli pro
cN-II [61, 69]. Metodou difuzi par v sedici kapce jsme ziskali kvalitni a dostate¢né velké
proteinové krystaly pfimo z prvniho krystalizaéniho screeningu, podminky krystalizace
proto nebylo tieba déale optimalizovat. Krystal cN-II o velikosti 50x50x40 pm ziskany
z roztoku o sloZeni: vzorek cN-II o koncentraci 8§ mg/ml; 10mM dATP; 10mM dGMP;
20mM MgCl,; 50mM pufr citratu sodného v kyselin€ citronové, pH 6; 2mM TCEP; 0,1M
MD Morpheus Aminoacid Mix; 30% (v/v) MD Morpheus GOL P4K Mix; 0,1M MD
Morpheus Buffer System 3, pH 8,5 a pfti teploté¢ 18 °C byl vhodny pro difrakéni analyzu.
Z tohoto krystalu byla pomoci rentgenové difrakce (RTG-difrakce, angl. X-ray diffraction)
na synchrotronu BESY II (Helmholz-Zentrum, Berlin) nasnimana difrakéni data
s rozliSenim 1,7 A. Strukturni analyza metodou rentgenové difrakce byla provedena kolegy

ve Skolici laboratofi a neni soucasti této prace.
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7 Zaveér

V literarni reSer$i byly shrnuty soucasné informace o problematice metabolismu
purinovych nukleotidi, zejména jeho regulace prostfednictvim allosterické regulace
a formovani multienzymovych komplexi. Podrobnéji byly popsany vlastnosti enzymi
PRS-I a cN-II, které hraji dulezitou roli v regulaci a poruchach purinového metabolismu.
Tyto poruchy byvaji pfi¢inou mnoha onemocnéni véetné hyperurikémie, hyperurikosurie,
percep¢ni nedoslychavosti, choroby Charcot-Marie-Tooth, Artsova syndromu a akutni

lymfoblastické leukemie.

V experimentalni casti byla uspé€Sné provedena rekombinantni exprese, purifikace
a krystalizace zkracené neaktivni mutantni varianty (His)s-cN-II DS2N+R238W(A1-536).
Dvoukrokovou purifikaci pomoci chelatacni chromatografie aiontové vyménné
chromatografie bylo ziskano pfiblizné 4 mg proteinu. Mnozstvi a Cistota ziskaného
proteinu byly dostate¢né pro naslednou krystalizaci, jez byla provedena metodou difuzi par
v sedici kapce. Pro krystalizaci byla pouzita komercni sada 96 precipitacnich podminek
Morpheus® (Molecular Dimensions, USA) a podafilo se ziskat dostateéné velky proteinovy

krystal vhodny pro sbér difrakénich dat.
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