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Abstrakt

Tato prace se zabyva methionin syntazou (MS), tedy enzymem, ktery katalyzuje methylaci
homocysteinu za vzniku methioninu. RozliSujeme dvé zakladni rodiny methionin syntaz — kobalamin-
dependentni a kobalamin-independentni. Enzymy téchto dvou rodin nejsou sekvenéné homologni,
vyuzivaji odlisny katalyticky mechanismus a vyzaduji nékteré jiné substraty a kofaktory. Kobalamin-
dependentni MS nalézame naptiklad u lidi, kobalamin-independenti MS zase u rostlin a hub.
V lidském metabolismu je methionin syntaza zapojena do folatového cyklu a cyklu methioninu, tedy
do metabolickych drah, které maji pfimy vliv naptiklad na dostupnost prekurzorti syntézy DNA nebo
biologické methylace s vyuzitim S-adenosylmethioninu jako donoru methylové skupiny. V poslednich
letech je o tomto enzymu také uvazovano jako o potencidlnim cili chemoterapeutik a antifungalnich
latek, jelikoz jeho inhibice mé& zasadni vliv na schopnost proliferace rakovinnych buné¢k

i Zivotaschopnost a virulenci patogennich druhii hub.

Kli¢ova slova: Methionin syntaza, methionin, homocystein, one-carbon metabolismus, inhibitor.

Abstract

This thesis focuses on the enzyme methionine synthase (MS), which catalyzes methylation of
homocysteine to produce methionine. Two main families of these enzymes are recognized in nature —
cobalamin-dependent and cobalamin-independent. These two enzymes share no sequence homology,
and they also use different catalytic mechanisms, substrates and cofactors. Cobalamin-dependent MS
is found in humans, whereas cobalamin-independent MS is typical for plants and fungi. In humans, the
enzyme provides a connection between folate and methionine cycle — two metabolic pathways which
are crucial for example for DNA synthesis and S-adenosylmethionine-dependent biological
methylations. Recently, the enzyme has been recognized as a potentially promising target for the
development of chemotherapeutics and antifungal drugs, mainly based on its essentiality for the

proliferation of cancer cells and both viability and virulence of pathogenic fungal species.

Keywords: Methionine synthase, methionine, homocysteine, one-carbon metabolism, inhibitor.
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1 Uvod

Methionin je nezbytnou aminokyselinou pro vSechny typy organismii — od bakterii, pfes houby az
po savce a lidi.! Jde o jednu z dvaceti proteinogennich aminokyselin, a i pfes jeho nizké zastoupeni
translaci. Dale je zakladnim stavebnim kamenem S-adenosylmethioninu, ktery je nejcastéjsim
donorem methylové skupiny v zivych systémech. Pro lidi je methionin esencidlni aminokyselinou
amusi jej tedy v dostatecném mnozstvi pfijimat v potravé, naopak vétSina bakterii, rostliny a houby

jsou schopny jej syntetizovat.?

Methionin syntaza (MS) je enzym, ktery katalyzuje reakci produkujici methionin opétovnou
methylaci homocysteinu. U organismi, které¢ syntetizuji methionin de novo, je zminénd reakce
poslednim krokem v jeho biosyntéze v tzv. aspartatové draze. U lidi je tato reakce kli¢ova pro
odbourdni toxického homocysteinu, syntézu S-adenosylmethioninu (nutného pro biologické
methylace) a produkei tetrahydrofolatu (klicového pro syntézu nukleotidi). Tento enzym je vyznamny
také z medicinského pohledu. Porucha jeho funkce, at’ uz zplisobend genetickymi nebo i jinymi
faktory, zptsobuje u lidi zavazné patologie. V poslednich letech se také ukazuje, Ze cilend blokace
tohoto enzymu by mohla mit vliv na schopnost proliferace rakovinnych bunék a také rlst

mikroorganismi, pfedev§im nékterych druhti patogennich hub.

V této praci si kladu za cil poskytnout piehled soucasnych poznatkli tykajicich se enzymu
methionin syntaza, popsat jeho roli v lidském metabolismu i patogenezi a ukazat na jeho mozny
vyznam pro terapii rakovinnych onemocnéni a fungalnich infekci. V neposledni fadé bych rada
poukazala na dosavadni vysledky ohledné designu inhibitort lidského i fungalniho enzymu a v této

oblasti také nastinila moznosti budouci prace.



2 Methionin syntaza

Methionin syntdza (MS) zahrnuje dvé nepfibuzné rodiny enzymu: kobalamin-dependentni MS
(EC2.1.1.13) a kobalamin-independentni MS (EC 2.1.1.14, 5-methyltetrahydropteroyltriglutamat-

homocystein transmethylasu).?

Oba enzymy katalyzuji stejnou celkovou reakci (Obrazek 1), tedy pfenos methylové skupiny
z N°-metyltetrahydrofolatu (5-methyl-THF) na thiol L-homocysteinu (Hcy) za vzniku L-methioninu
(Met) a tetrahydrofolatu (THF).* Kobalamin-independentni MS pienasi methylovou skupinu
z 5-methyl-THF pifimo na Hcy, zatimco kobalamin-dependentni enzymy ji nejprve pfenasi na vazany

kobalamin (vitamin By).>¢

(o] H (o] H
HaN N N H.N N N
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o s | H — > HC o 4 | HH
HN S A, ~No HN S M N,
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L-homocystein CH;-THF L-methionin THF

Obrézek 1. Reakce katalyzovana methionin syntazou’, R = Paraaminobenzoat-Glun (n > 1)

Vyuziti dvou riiznych reakci pro syntézu methioninu methylaci homocysteinu poprvé popsal Foster
et al® V této praci bylo prokdzano, ze Escherichia coli vyuziva dva riizné enzymy, z nichz jeden
obsahuje kobalamin (dnes popsan jako MetH) a druhy nikoli (dnes MetE). Mezi MetE a MetH
z E. coli nebyla nalezena sekvenéni podobnost, predpoklada se tedy, Ze proteiny nejsou evoluéné
piibuzné a vznikly konvergentni evoluci.* Homology genti pro MetH jsou popsany i u dalSich bakterii

a u savcl, homology MetE naptiklad u rostlin, hmyzu a hub.’

2.1 Kobalamin-independentni MS (EC 2.1.1.14)

Na kobalaminu nezavisld MS je metalloenzym obsahujici jeden ekvivalent katalytického zinku, ale
Zadny organicky kofaktor.'” Pro katalyzu vyZaduje fosfore¢nanové anionty a aktivita je stimulovana
piitomnosti dvouvaznych kationti, napiiklad Mg** a Mn?** Jako donor methylové skupiny je

akceptovan pouze 5-methyltetrahydrofolat polyglutamat.®

2.1.1 Struktura enzymu

Krystalova struktura kobalamin-independentni MS byla vyfeSena u Arabidopsis thaliana,'

13-15

Streptococcus mutans,'* Thermotoga maritima,® Candida albicans'*™" a Neurospora crassa.'®

Z obecného pohledu se jedna o piiblizné 90 kDa enzym'®, ktery se sklada ze dvou face-to-face
orientovanych (Ba)s barelii spojenych linkerem o délce 35 aminokyselin.® Vyraznd podobnost
v sekvenci C- a N-koncové domény ukazuje, Ze enzym pravdépodobné vznikl genovou duplikaci genu
pro asi 340 aminokyselin dlouhy protein.* Na rozhrani mezi obéma doménami se nachézi aktivni misto

se zinkem a vazebnymi misty pro 5-methyltetrahydrofolat polyglutamat a homocystein.'* Bylo



zjiSténo, Ze enzym zaujima dvé odlisné konformace. Katalyticky neaktivni oteviena forma prechazi po

vazbé substrati do uzaviené formy, kterda umoziiuje pribéh reakce."”

Vazebné misto pro 5-methyl-THF je situovdno ve zldbku mezi dvéma (Ba)s barely.> Vazbu
a orientaci pterinového kruhu zajist'uji patrové interakce a vodikové mistky s postrannimi fetézci
konzervovanych aminokyselin.!* V rdmci binarniho komplexu interaguje enzym pouze s prvnim
glutamatem folatu,®> po prechodu do uzaviené konformace je jiz specificky vazan také druhy
glutamat.'> Tyto interakce vysvétluji pozadavek enzymu na folat s minimalné dvéma glutamaty.®

Pfipadné dal3i glutamatové zbytky s enzymem pravdépodobné specificky neinteraguji.'

Enzym dale obsahuje jeden ekvivalent katalytického zinku ve formé& Zn*",%!° ktery je vazan v jeho
C-terminalni doméné.® Zinek je v klidovém stavu koordinovan &tyimi ligandy, které zaujimaji
tetrahedralni geometrii.'” Jeden His a oba Cys ligandy jsou konzervovany napii¢ organismy."> Ctvrty
ligand, ktery je pfi vazbé Hcy nahrazovan thiolem homocysteinu, je pravdépodobné variabilni. Timto

ligandem mtize byt Glu, jako v ptipadé T. maritima® nebo voda ve struktufe enzymu A. thaliana.'!

2.1.2 Katalyticky mechanismus

Reakce katalyzovana timto enzymem je ve své podstaté Sy2 methylacni reakce, jejiz katalyza je
z mechanistického pohledu problematicka.” Jde totiz o pfenos S$patné odstupujici skupiny, tedy
methylu 5-methyl-THF, na pomérné slaby nukleofil, kterym je SH skupina homocysteinu.> Tomu

odpovida také ¢islo obratu, které je pro MetE z E. coli pouze 22,6 min™.°

Béhem katalyzy (Obrazek 2) se nejprve do aktivniho mista enzymu vazi oba substraty.'® Poradi
jejich vazby pravdépodobné neni urcujici pro zdarné vytvoreni aktivniho ternarniho komplexu, ale
vazba jednoho ze substratii zvysuje afinitu pro ten druhy pfiblizné tficetkrat. Po vazbé 5-methyl-THF
vznikd binarni komplex Enzym-5-methyl-THF, v jehoZ struktufe je N°-methyl orientovan smérem od
vazebného mista pro Hcy ve vzdédlenosti asi 11 A, coz znemoziiuje reakci. Umisténi methylu do
spravné pozice zajistuje rotace kolem vazby N'°-C* a piiblizeni substrath zménou konformace
enzymovych domén.>* V dal$im kroku jsou oba substraty aktivovany. 5-Methyl-THF je aktivovén
protonaci na N°, ktera jej pfeméhuje na lépe odstupujici skupinu, a ktera je zajiSténa postrannim
fetézcem histidinu pfes molekulu vody.!> K této protonaci, ktera je klicova pro priib&h katalyzované
reakce, dochazi pouze ve struktufe ternarniho komplexu Enzym-5-methyl-THF-Hcy. Aktivaci
homocysteinu zajistuje koordinace jeho SH skupiny k zinku, kterda vede ke sniZzeni pKa a tim ke
zvySeni koncentrace aktivniho thiolatu. Sira homocysteinu nahrazuje pii vazbé k zinku plvodni
kyslikovy ligand, coz zpisobuje inverzi klidové tetrahedralni geometrie na zinku, a také zmény
v sekundarni struktuie enzymu.'” Nukleofilni atak thiolatu homocysteinu na N>-methyl folatu vede ke
vzniku methioninu a THF. Aby mohlo dojit k nukleofilnimu ataku na methyl, musi byt nejprve

oslabena vazba thiolatu k zinku.'” To je pravdépodobné zajisténo vznikem ptechodného stavu



s trigonalni pyramidalni geometrii, ktery prodluzuje Zn—-S vazbu a zvySuje nukleofilni charakter

thiolatu.'”

CH3-THF a) d) THF
+ e e +
Hey Methionin

Obrazek 2. Schéma katalytického mechanismu kobalamin-independenti MS; a) vazba substrati do aktivnich mist, b) aktivace

5-methyl-THF, c) pfenos methylu, d) uvolnéni produktt.'
2.2 Kobalamin-dependentni MS (EC 2.1.1.13)

Kobalamin-dependentni MS ve své struktufe obsahuje, stejn¢ jako kobalamin-independentni MS,
jeden ekvivalent katalytického zinku, a navic také kobalaminovy kofaktor.!” Jako donor methylové
skupiny mtze slouzit jak 5-methyl-THF monoglutamat, tak polyglutamat. Protoze kobalaminovy
kofaktor je nachylny k oxidaci, ktera blokuje jeho aktivitu, je pro fungovani enzymu nezbytny jesté

redukéni systém a S-adenosylmethionin (AdoMet).?

2.2.1 Kobalaminovy kofaktor

A) B) Col(l)Cbl Co(Il)Cbl
Y X =CN, CHy 'L
adenosyl, HO
4( bY Co(lllCbl
'Ry
0P NH | R = CH,CONH, X

. ') 'N R4 = CH;CH,CONH, |
@0 OH </ Coll
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Obrazek 3. A) Struktura kobalaminu s DMB ve spodni axialni pozici (,,base-on® stav), po vazbé na enzym je DMB nahrazen
His (,,base-off/His-on* stav).2! B) Schematicky znizornéné oxidaéni stavy kobalaminu a koordinované ligandy, X = horni
axialni ligand, N = dusik DMB nebo His, korinovy kruh je zakreslen jako &tverec.?

Kobalamin neboli vitamin Bi,, jehoz struktura (Obrazek 3A) byla publikovana v roce 1956, je
nejvétsim a nejkomplexnéj§im vitaminem.? Jeho centralnim atomem je kobalt, ktery je ekvatoridlng
koordinovan &tyimi dusiky pyrroli korinového kruhu.?* Déale mé kobalt jednu koordina¢ni pozici nad
a druhou pod rovinou tohoto kruhu. Spodni (o) axialni pozice je obsazena bud dusikem

dimethylbenzimidazolu (DMB) (,,base-on* stav), volna (,,base-off* stav) nebo obsazena His (,,base-



off/His-on* stav).?** V horni (B) axialni pozici miZe byt navazano nékolik druhti ligandd, napriklad
kyano- (CNCbl, kyanokobalamin), methyl- (MeCbl, methylkobalamin), adenosyl- (AdoCbl,
adenosylkobalamin), hydroxyl- (HOCDbI, hydroxykobalamin). Obsazeni a a P pozic zavisi na
oxida¢nim stavu kobaltu, ktery mize nabyvat hodnot +1, +2 nebo +3 (Obrazek 3B). Co(I) je ve stavu
»base-off* a v B pozici nevaze ligand. Co(II) ma pét koordinacnich pozic, vaze tedy ligand bud’

v a nebo B pozici. Co(IIl) je ve stavu ,,base-on* a zdroveii vaze horni axidlni ligand.

2.2.2 Struktura enzymu

Krystalova struktura kobalamin-dependentni MS, pfipadné jejiho fragmentu byla publikovana

u T. maritima,"?® E. coli,***’ 3! Thermus thermopilus,** a Homo sapiens.>

Kobalamin-dependentni MS je ptiblizné¢ 140 kDa protein skladajici se ze Ctyf linearné
uspotadanych domén, pficemz jedna z nich vaze kobalaminovy kofaktor a zbylé tii vzdy jeden ze
substratl — homocystein, 5-methyl-THF a S-adenosylmethionin.?*** N-konec polypeptidu vytvaii Hey

a 5-methyl-THF-vazebné domény, C-konec zase domény vazajici AdoMet a Cbl.**

Domény vazajici Hcy a 5-methyl-THF jsou pevné asociované (Pa)s barely propojené
interdoménovym linkerem.?® Aktivni mista jsou od sebe vzdalena pfiblizné 50 A a jejich lokalizace na
povrchu enzymu umoziuje interakce s kobalamin-vazebnou doménou béhem katalyzy. V Hcy-
vazebné doméné je zinek bez navazaného substratu tetrahedralné koordinovan ctyfmi ligandy,
konkrétn€ tfemi Cys a jednim Asn, ktery je pfi vazbé homocysteinu nahrazovan. Ve folat-vazebné
doméng (Fol) je 5-methyl-THF vazan v nezvykle natazené konformaci. Konzervované aminokyseliny
enzymu vytvaii vodikové mistky s atomy pterinového kruhu, karbonylem p-aminobenzoové kyseliny

(PABA) a patrovymi interakcemi interaguji s jejim aromatickym kruhem.!”

AdoMet vazebna doména ma tvar pismene C s vazebnym mistem lokalizovanym v konkavni ¢ésti
této struktury.® Zlabek vazajici AdoMet je exponovany na povrchu domény,?’ coz umoziuje interakce
AdoMet s korinovym kruhem kobalaminu b&hem reaktivaéniho cyklu enzymu.”® Na stabilizaci
avazbé S-adenosylmethioninu se podili jak intramolekularni interakce mezi karboxylovymi
a sulfoniovymi ionty AdoMet, tak interakce s konzervovanymi aminokyselinami enzymu.?” Vyznamné
jsou predev§im vodikové mistky mezi AdoMet a karboxylaty dvou konzervovanych Glu
zprostiedkované molekulami vody.?’3° Tyto interakce zajist'uji také vy$si afinitu k vazb& substratu

(AdoMet) v porovnani s vazbou produktu (S-adenosylhomocysteinu, AdoHcy).?’

Kobalaminovy kofaktor je vdz4n mezi dvéma doménami.’! Se spodni (o)) stranou kobalaminu
permanentné interaguje Cob doména, se svrchni (f) stranou Cap doména, piipadné néktera z domén

vazajici substraty.>*



2.2.3 Katalyticky a reaktivaéni mechanismus

Kobalamin-dependentni MS je velmi dynamicky enzym, ktery katalyzuje tii rizné reakce
pienasejici methylovou skupinu mezi kobalaminovym kofaktorem a jednim ze tii substrati.?’ Béhem
téchto reakci dochazi k vyraznym zméndm v konformaci enzymu (Obrazek 4), protoze jednotlivé
domény s navazanymi substraty (Hcy, Fol a AdoMet doména) jsou postupné pfiblizovany ke Cbl-

vazebné doméné.?

Hcy:Cob Fol:Cob AdoMet:Cob

Obrazek 4. Schématické znazornéni moznych konformaci kobalamin-dependentni MS u E. coli; korinovy kruh je zobrazen
jako Ctverec a a-axialni His-ligand jako ¢ara; v Hcy:Cob a Fol:Cob je kobalamin v ,,His-on“ konformaci, v AdoMet:Cob
v ,,His-off*. Pfevzato z reference 28.

Na zacatku katalytického cyklu (Obrazek 5) se na volny enzym s MeCo(III)Cbl vaze Hcy
a 5-methyl-THF.* Nasledn& dochazi k prenosu methylové skupiny na homocystein za vzniku
Co(I)Cbl a methioninu, tedy prvniho produktu reakce.?>?* Aktivaci Hey zajist'uje koordinace jeho siry
k zinku, pfiGemz vazba siry nahrazuje Asn ligand a vede k inverzi tetrahedralni geometrie na zinku.!”
Co(I)Cbl je nasledné s vyuzitim 5-methyl-THF jako methylového donoru opétovné methylovan, ¢imz
je produkovan MeCo(IIT)Cbl a jako druhy produkt reakce THF.?? Vznikajici MeCo(IID)Cbl je
pripraven pro pouziti v dal$im katalytickém cyklu — tzv. volny enzym, na ktery se na zacatku cyklu
vazi substraty, tedy jiz obsahuje aktivovanou methylovou skupinu z pfedchoziho cyklu.>> B&hem
katalyzy se nasledné enzym pohybuje mezi konformacemi Hecy:Cob a Fol:Cob (Obrazek 4), ¢imz je
vzdy zaji$téno piiblizeni odpovidajiciho substratu.*®

Krom¢ oxidaénich cCisel +1 [Co(I)Cbl] a +3 [MeCo(III)Cbl] v ramci katalytického cyklu mize

].3* Tato forma

centralni atom kobalaminového kofaktoru zaujimat také oxidacni ¢islo +2 [Co(I1)Cbl
kofaktoru vznika oxidaci Co(I)Cbl v aerobnim prostiedi ptiblizné¢ kazdych 2000 katalytickych cykld
a je katalyticky neaktivni.?>3% Aby nedochézelo pfi oxidaci k permanentni deaktivaci enzymu, maji jak
prokaryotické, tak eukaryotické organismy mechanismy, které kofaktor reduktivné reaktivuji a tim
navraci enzym zpét do katalytického cyklu.’® Jak shrnuje napiiklad Bandarain et al.,”’ pro pribéh
reaktivac¢niho cyklu je nutny AdoMet jako zdroj methylové skupiny a flavodoxin nebo flavodoxin-like
doména jako zdroj redukénich ekvivalentd. Z obecného pohledu spociva reaktivace enzymu

v reduktivni methylaci Co(IT)Cbl za vzniku katalyticky aktivniho MeCo(II)Cbl (Obrazek 5).3

Reaktivacni cyklus u enzymu z E. coli zacina pienosem elektronu z NADPH na FAD, ktery je

vazany ve ferredoxin (flavodoxin)-NADP" oxidoreduktaze (FNR). FNR nasledné redukuje FMN



(flavinmononukleotid) vazany ve flavodoxinu, ktery je schopny interakce s aktivaéni doménou MetH
a pienosu elektronu na kobalaminovy kofaktor.>*3# Po vazb¢ flavodoxinu a pienosu elektronu dochézi
k pfechodu do konformace AdoMet:Cob (Obrazek 4), ve které je mozny prenos methylové skupiny
z AdoMet za vzniku aktivniho MeCo(III)Cbl.283? Nésledn& se enzym navraci do katalytického cyklu.
Pro efektivni fungovani enzymu je nutné odd¢leni katalytického a reaktivaéniho cyklu, predevsim
z hlediska odliSeni dvou riznych methylovych donori (5-methyl-THF a AdoMet) v kazdém z cykla.*
To je zajisténo pravé konformacnimi zménami enzymu, které jsou indukovany zménou liganda

kobalaminového kofaktoru v reakci na vazbu flavodoxinu.*%*!

V ptedchozim textu byl uvazovan predev§im enzym MetH z E. coli, je ale nutné poznamenat, ze
u nékterych jinych organisml jsou urcité prvky predevSim reaktivacniho cyklu odlisné. Prvnim
z rozdild je, Ze zatimco u E. coli je AdoMet do reaktivaéniho cyklu dodavan jednou z domén MetH,*!
u T. maritima zastava tuto roli samostatny polypeptid, se kterym methionin syntaza béhem

reaktivaéniho cyklu interaguje.?® Dalsi rozdily nalézdme mezi lidskym a bakteridlnimi enzymy, které

se 1isi v tom, jaké proteiny poskytuji redukéni ekvivalenty (vice v Kapitole 3).384
AdoMet
AdoHcy
Co(l)Chl
MeCo(lll)Cbl
Homocystein THF
Katalyticky
cyklus
Methionin CH;-THF e’
Co(l)Cbl
0,
Co(ll)ChI
0y

Obrazek 5. Katalyticky a reaktivaéni cyklus kobalamin-dependentni MS. AdoMet, S-adenosylmethionin; AdoHcy,
S-adenosylhomocystein  Co(I)Cbl, kob(I)amin; Co(II)Cbl, kob(Il)alamin; MeCo(III)Cbl, methylkobalamin; THF,
tetrahydrofolat; CHs-THF, 5-methyltetrahydrofolat; e, elektron pochazejici z flavodoxinu nebo flavodoxin-like domény.??

3 Methionin syntaza v lidském metabolismu

Lidsk4a methionin syntaza (hMS, EC 2.1.1.13) je kobalamin-dependentni enzym s molekulovou
hmotnosti 140,3 kDa.* Identita proteinové sekvence hMS s MetH enzymem z E. coli je 53 %,
v porovnani s enzymem z C. elegans 63 %. Krystalova struktura je znama pouze pro C-koncovou

aktivaéni doménu (PDB ID: 202K)*, ale na zaklad& sekvenéni podobnosti s MetH z E. coli lze



predpokladat, ze struktura celého enzymu odpovida obecné struktufe kobalamin-dependentnich MS
(viz Kapitola 2.2).** N-konec tedy vytvaii dva (Ba)s barely vazajici Hcy a 5-methyl-THF, poté
nasleduje centralni ¢ast vazajici Cbl a C-koncova aktivaéni doména, kterd vaze AdoMet. Co se tyce
zastoupeni enzymu v lidskych tkanich, tak nejvySsi mira exprese mRNA pro hMS byla u dospélych
jedinct prokazana v pankreatu, kosterni svaloviné a srdci, naopak nizkd hladina byla detekovana

v jatrech.* V bufice je hMS lokalizovéna v cytoplazmé.*

Zasadni role hMS v metabolismu spociva pfedev§im v propojeni dvou metabolickych drah — cyklu
methioninu a folatového cyklu (Obrazek 6).334 Ob¢ tyto drahy jsou spolu s transsulfuraéni drahou
soucasti 1C (one-carbon) metabolismu, jehoz hlavni ulohou je aktivace 1C skupiny pro fadu
dalezitych bun&énych procesi.*” Mezi tyto procesy patii napiiklad proteosyntéza, syntéza AdoMet
a s nim spojené methylace biomolekul nebo syntéza purint a pyrimidint. Déle je hMS nezbytna pro
preménu 5-methyl-THF, tedy nejéastéjsi formy folatu v lidském téle, na THF, ktery je kliCovym
intermediatem v syntéze purinovych nukleotidi.>* Protoze hMS je jediny enzym, ktery je schopen

katalyzy této reakce, ma poruseni jeho funkce vyrazné klinické dasledky (viz Kapitola 4).4

Syntéza
purind ‘\
ATP
CHO-THF
CHOO-
Methionin
AdoMet
Cyklus
B THF THF methioninu
METHIONIN SYNTAZA
Methylace
MeCo(lll)Chbl biomolekul

dTMP

CH,-THF
/ AdoHcy
Syntéza / \ CH;-THF /
Homocystein

RCbl —» Co(ll)Chl

Obrazek 6. Folatovy cyklus, cyklus methioninu a reaktivaéni cyklus. ATP, adenosin trifosfat; AdoMet,
S-adenosylmethionin; AdoHcy, S-adenosylhomocystein; THF, tetrahydrofolat; CHOO-, formiat; CHO-THF,
10-formyltetrahydrofolat; CH*-THF, 5,10-methenyltetrahydrofolat; CH2-THF, 5,10-methylentetrahydrofolat; CH3-THF,
S-methyltetrahydrofolat; R-Cbl, kobalamin shornim axialnim ligandem (napt. CN); Co(II)Cbl, kob(IT)alamin;
MeCo(IIT)Cbl, methylkobalamin.*

3.1 Reaktivaéni cyklus

Jak jiz bylo uvedeno, kobalaminovy kofaktor MS je v aerobnich podminkéch nachylny k oxidaci,

ktera blokuje aktivitu enzymu. V ramci reduktivni reaktivace bakterialni methionin syntazy jsou



redukéni ekvivalenty poskytovany a prenaSeny ferredoxin (flavodoxin)-NADP* reduktazou (FNR)
a flavodoxinem.*®*? Tyto dva proteiny se ale v lidskych bufikdch nevyskytuji a reduktivni reaktivaci
hMS tak zajiStuje jediny enzym — methionin syntdza reduktiza (MSR, EC 1.16.1.8). MSR je
multidoménovy protein z rodiny tzv. diflavin reduktdz, ktery ve své struktufe obsahuje domény
homologni s bakteridlni FNR (NADPH- a FAD-vazebné domény) i s flavodoxinem (FMN-vazebna
doména).® Tyto domény, které jsou kli€ové pro zajisténi reaktivace hMS, vykazuji strukturni
homologii také s dal§imi proteiny této rodiny, napiiklad s cytochrom P450 oxidoreduktdzou nebo NO

syntazou.*$4

V reaktivacnim cyklu dochazi nejprve k oxidaci NADPH a ptfenosu takto ziskané¢ho elektronu pies
FAD (flavinadenindinukleotid) a FMN (flavinmononukleotid) na Co(II)Cbl.*® NADPH, FAD a FMN
jsou béhem katalyzy vazany v odpovidajicich doménach MSR. Dulezitou roli v reaktivaci hraje FMN-
vazebna doména, ktera je diky své pohyblivosti schopna zprostiedkovat pienos redukénich
ekvivalentll mezi FAD-vazebnou doménou MSR a enzymem hMS. Reaktiva¢ni cyklus je dokoncen
prenosem methylové skupiny za vzniku MeCo(III)Cbl, kterou poskytuje AdoMet vazany v aktivacni
doméné hMS.*

Yamada et al.*® dale ukazal, Zze ¢innost MSR neni omezena pouze na reaktivaci methionin syntazy.
Enzym vystupuje také jako molekulovy chaperon, ktery stabilizuje apoenzym MS (apoMS)
a napomaha tvorbé holoenzymu MS (holoMS). Diky stabilizaci apoMS in vivo je pravdépodobné
zajisténo, ze protein neni degradovan jest¢ pred zabudovanim kobalaminu, jehoz koncentrace
v tkanich jsou velmi nizké. Dale se MSR nejspiSe podili také na inkorporaci volného Co(II)Cbl do
apoMS za vzniku holoMS s vazanym MeCo(III)Cbl.

3.2 Metabolismus kobalaminu (vitaminu B12)

Biosyntéza kobalaminu de novo je popsana u nékterych bakterii a Archea.’® Naproti tomu zvifata a
lidé neumi vitamin B, syntetizovat, a musi ho proto ziskavat z vnéjSich zdroji. U lidi je kobalamin
nutny pro fungovani dvou enzymi: kobalamin-dependentni MS a mitochondridlni methylmalonyl-

CoA mutazy (MUT, EC 5.4.99.2).%

Na transportu kobalaminu ziskaného z potravy do lidskych bunek se podili tfi proteiny: haptokorin
(HC), vnitini faktor (intrinsic factor, IF) a transkobalamin (TC).’' Haptokorin vaZze Cbl v Zaludku, uZz
v duodenu je vSak degradovan pankreatickymi protedzami a uvolnény Cbl tvoii novy komplex s IF .32
Tento komplex je poté transportovan ze stieva do krve, kde se Cbl vaze na TC nebo HC za vzniku
holoTC, respektive holoHC. Piestoze holoHC je v krevni plazmé ptfevazujici formou, do vétSiny
bunék vstupuje prednostné holoTC, a to receptorem zprostiedkovanou endocytézou.*® V kyselém
prostfedi lysozomu je Cbl uvolnén z vazby na TC a poté je transportovan do cytosolu. V cytosolu
katalyzuyje MMACHC (,,methylmalonic aciduria type C and homocystinuria“) reduktivni eliminaci

kyanoskupiny v horni axialni pozici vitaminu Bi, za vzniku ‘‘base-off”> Co(II)Cbl.>* Ten je kli¢ovym



meziproduktem v dalsi tvorbé aktivnich kofaktort, tedy MeCbl pro enzym hMS a AdoCbl pro enzym
MUT. Podle Bassila et al.>* vznika za u€elem dodani Cbl do MS multiproteinovy komplex, tzv. MS
interaktom slozeny z hMS, MSR, MMACHC a MMADHC (,,methylmalonic aciduria type D and

homocystinuria“).

3.3 Folatovy cyklus a syntéza nukleotid

Folaty jsou obecné latky, které ve své struktuie obsahuji heterocyklicky pterinovy kruh, ktery mtze
byt redukovan nebo oxidovan, PABA linker, a glutamatovy fetézec o riizné délce (Obrazek 7).*” Délka

glutamatového zbytku je jednim z faktorti urcujicich lokalizaci folati v bunéénych kompartmentech.

(o] COOH
(o] N
HN | = H COOH
s A 2
H,N” N7 N
Pterin PABA Glu fetézec

Obrazek 7. Struktura kyseliny listové obsahujici pterinovy kruh, PABA linker a glutamatovy fetézec, ktery mtze tvotit az 10
glutamatii; na N° a/nebo N'0 se vazi 1C zbytky.4¢

Lidé a zvifata neumi folat syntetizovat de novo.’” Z piirodnich zdrojl je folat vétSinou ziskavan
jako polyglutamat, ktery musi byt pied absorpci hydrolyzovdn na monoglutamatovou formu.’
Zdrojem folath je také Casté potravinafské aditivum kyselina listova (Obrazek 7).4¢ Jde o oxidovanou
monoglutamatovou formu, ktera je na fyziologicky aktivni THF pfevedena dvojnasobnou redukci
katalyzovanou dihydrofolat reduktdzou (DHFR). THF miiZze poté na N° a/nebo N'* véazat jednouhlikaté
molekuly, jako methyl (-CH3), methylen (-CH,-), methenyl (=CH- nebo —CH'-) nebo formyl
(~CHO) (Obrazek 8).%
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Obrazek 8. Struktury vybranych folati s navazanymi jednouhlikatymi molekulami.

V lidském metabolismu je hlavnim zdrojem 1C jednotek serin, ktery je v mitochondriich

v ptitomnosti THF demethylovan za vzniku glycinu a 5,10-methylen-THF.*® V dal§im pokracovani
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cyklu v mitochondriich je 5,10-methylen-THF oxidovan nejprve na 5,10-methenyl-THF, a poté na
10-formyl-THF. Protoze 10-formyl-THF nemtze pfechazet pfes mitochondridlni membranu, je
pfeménén na volny THF a formiét, ktery je transportovan do cytosolu. Tam je formiat vdzan na THF
za opetovného vzniku 10-formyl-THF, ktery je nasledn€ zdrojem 1C jednotek v de novo syntéze
purinovych nukleotidii adeninu a guaninu. Alternativné dochazi piti pokradovani folatového cyklu
k redukci 10-formyl-THF az na 5,10-methylen-THF, ktery ma v buiice nékolik vyuziti:

i.  Opétovna methylace glycinu za vzniku serinu a THF, ¢imz je dokoncen folatovy cyklus.

ii.  Zapojeni do syntézy purinovych nukleotid ¢innosti thymidylat syntazy (TYMS).*” Tento
enzym katalyzuje pfeménu deoxyuridin monofosfditu (dUMP) a 5,10-methylen-THF na
deoxythymidin monofosfdit (d{TMP) a dihydrofolat (DHF). Nasledna regenerace THF
z DHF je zajisténa DHFR.

iii.  Dalsi redukce na 5-methyl-THF a vstup do cyklu methioninu (viz dale).

3.4 Produkce 5-methyl-THF a cyklus methioninu

Redukce 5,10-methylen-THF na 5-methyl-THF je katalyzovana NADPH-dependentni aktivitou
cytosolické methylen tetrahydrofolat reduktdzy (MTHFR).*%’ Tato reakce je nevratnd a urcuje
zapojeni redukované molekuly do cyklu methioninu. 5-methyl-THF je poté v reakci katalyzované
hMS vyuzit jako zdroj methylu pro opétovnou methylaci homocysteinu za vzniku methioninu a THF.
V pokracovani cyklu je z methioninu a ATP produkovan AdoMet, ktery je hlavnim zdrojem methylu
v organismu*® a po ATP druhym nejéast&jsim enzymovym kofaktorem.*” Prostiednictvim enzymi
methyltransferaz (MT) je tato methylova skupina piendSena na metabolity, DNA, RNA a proteiny
vCetné histond.”® Pienos methylu na substrat preméiiuje AdoMet na AdoHcy (Obrazek 9), ktery
funguje jako inhibitor vé&tSiny znamych MT.>” Z tohoto diivodu musi byt AdoHcy odbourdvan na

adenosin a Hcey, ktery poté vstupem do reakce, ve které je opetovné methylovan, dokoncuje cyklus.

NH, NH
R-CH; N

[ AL
OOCW::;;S 74‘ mcwwé

AdoMet AdoHcy

Obrazek 9. Schéma methylac¢ni reakce s vyuzitim AdoMet za vzniku AdoHcy, ,,R* oznacuje methylovanou biomolekulu.

Alternativni vyuziti m& methionin, at uz ziskany z potravy nebo opétovnou methylaci
homocysteinu, v proteosyntéze.*® Kodon AUG kodujici tuto aminokyselinu ma funkci start-kodonu,

takZe methionin je zafazovan jako prvni aminokyselina do vSech nascentnich polypeptidu.
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4 Methionin syntaza v mediciné

4.1 Methyl-folatova past

Hypotéza methyl-folatové pasti, ktera je dnes vSeobecné pfijimana, byla formulovana jiz v 70.
letech 20. stoleti jako vysvétleni patologii spojenych s deficienci vitaminu B1,.%® Mezi tyto patologie

patii pfedev$im megaloblastickd anémie a rozvoj nékterych specifickych neuropatii.*

Na bunééné trovni zptsobuje deficience Bi» poruchu funkce methionin syntazy, coz priméarné vede
k depleci bunéénych hladin methioninu a akumulaci 5-methyl-THF.>¢! Hlavnim dtsledkem
nedostatku methioninu v burtice je snizeni mnozstvi AdoMet a miry methylace biomolekul. Klinicky
vyznamné je pfedevSim omezeni methylace myelinu v CNS, které vede ke vzniku specifického typu
neuropatie znamého jako subakutni kombinovana degenerace. Hromadéni 5-methyl-THF je zptisobené
predev§im tim, Ze syntéza 5-methyl-THF katalyzovand MTHFR je nevratna, a ze MS jedinym
enzymem, ktery umi tuto formu folatu vyuzivat. Pokud je tedy MS v diisledku deficience vitaminu B,
neaktivni, je 5-methyl-THF v bunice metabolicky imobilizovan a zaroven dochazi k vycerpani zasob
THF, ktery je nutny pro syntézu nukleotidi. To vede k poruSeni syntézy DNA, coz negativné

ovlivituje piedevsim rychle se délici buiky v kostni dieni a vede k rozvoji megaloblastické anémie.*®

4.2 Deficit methionin syntazy

Deficit methionin syntadzy neboli c¢blG defekt je vzacné autosomalné recesivni onemocnéni, pii
kterém dochazi ke sniZeni nebo ztraté funkce hMS.*% Nemoc je zplsobena mutacemi v genu
kodujicim hMS (MTR), ktery je lokalizovan v chromozomovém regionu 1q42.3-43.* Klinickymi
projevy c¢blG defektu je hyperhomocysteinemie, megaloblasticka anémie, oftalmologické
a neurologické poruchy jako zachvaty, ataxie, letargie, opozdény vyvoj a demyelinizace v CNS.%
Priznaky onemocnéni se obyc¢ejné objevuji do dvou let véku, byla nicméné zaznamenana také jeho

pozdé&js$i manifestace.®

Z biochemického hlediska je pro cblG defekt typickd akumulace homocysteinu a 5-methyl-THF
ataké nizkd hladina methioninu.** ZvySena hladina homocysteinu v krevni plazmé je
pravdépodobnym rizikovym faktorem pro vznik onemocnéni koronarnich tepen, defektli nervové
trubice a Downova syndromu, jak shrnuje napiiklad Wolthers et al.®® Akumulace THF vede k naruSeni
folatového cyklu a syntézy nukleotidi.®* Pokles intracelularni hladiny methioninu zptisobuje deficienci
AdoMet a snizuje miru methylace DNA, RNA, histont, transkripcnich faktori a RNA-vazebnych
proteint, ¢imz dochdzi k porucham regulace genové exprese. Nejvice je ovlivnéna exprese genl
spojenych s vyvojovymi, neurologickymi, kardiovaskularnimi a oftalmologickymi vadami.
Pravdépodobné dochazi také k rozvoji alternativniho splicingu, ktery ma za nasledek vyznamné zmény

v mechanismech odpovédi na stres, organizaci cytoskeletu, methylacich biomolekul a vazbé RNA.
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Soucasna terapie cblG defektu zahrnuje suplementaci vitaminu By (ve formé kyseliny listové nebo
folinové — leukovorinu), betainu, methioninu a prekurzori kobalaminu (hydroxy-, kyano-,
methylkobalamin).®*%” Terapie cili pfedevsim na upravu hematologickych a biochemickych parametrii
a zajisténi normdlniho neurologického vyvoje.®* K vylepSeni hematologickych a biochemickych
hodnot vétSinou dochazi pomérné rychle, neurologické parametry reaguji vétsinou pomaleji nebo také

vibec.6-%

Data ohledné tuspéSnosti 1é€by se rtzni, coz je pravdépodobné zplsobeno predev§im malym
poctem diagnostikovanych pacientii a nejednotnym zptisobem terapie. Napiiklad podle Krippse et al.®
doslo po zacatku terapie u péti pacientl s diagnostikovanym cblG defektem k vyraznému zlepSeni
klinickych parametrii. Naopak Huemer et al.®® popisuje, Ze u osmi ze tfinacti diagnostikovanych
pacientl se v reakci na terapii klinické parametry nezlepSily a u zbylych péti pacientd bylo zlepsSeni
pouze mirné. Pravdépodobné ale je, Ze i pokud lécba nevede ke zlepSeni stavu pacienta, dochazi

alespon k zastaveni dalsiho progresu nemoci.*

4.3 Methionin syntaza jako chemoterapeuticky cil

Folatovy cyklus se stal cilem chemoterapeutické 1€cby jiz ve 40. letech 20. stoleti, kdy byl poprvé
pouzit folatovy analog 4-aminopterin (Obrazek 10), pro 1é¢bu akutni leukémie u d&ti.”° Slibné
vysledky této terapie podnitily vyvoj novych a mén¢ toxickych 1éCiv tzv. antifolatl — analogt kyseliny
listové, ktery jiz piinesl fadu usp&chil, a ktery stale probiha (Obrazek 10).”' Princip 1é¢by rakoviny
s vyuzitim antifolatd spoc¢iva v inhibici folat-dependentnich enzymt, coz vede k blokaci syntézy
nukleotidl a k zastaveni proliferace bun¢k. Pravdépodobné nejznaméj$im antifolatem je methotrexat
(MTX), inhibitor DHFR, ktery je vyuzivan pro lécbu akutni lymfoblastické¢ leukémie a lymfomi
centralni nervové soustavy.” Dal§imi v soucasnosti vyuzivanymi antifolaty jsou napfiklad raltitrexed
(inhibitor TYMS), lometrexol (inhibitor GARFT — glycinamid ribonukleotid formyl transferazy
a AICARFT — aminoimidazol carboxamid formyl transferdzy) nebo pemetrexed (inhibitor DHFR,
TYMS, GARFT, AICARFT) (Obrazek 10)."7
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0 COOH (o] COOH
H OH M
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Obrazek 10. Chemické struktury vybranych antifolatd.”’”
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Stejné jako u vétSiny jinych 1&Civ, ma i terapie antifolaty své problémy.”* Jednim z nich je
rezistence vznikajici z diivodu blokace transportu antifolati do bunék, snizena afinita k cilovému
enzymu, nebo zvyseny export z bunék. Dalsi komplikaci v 1é¢bé antifolaty je toxicita viici zdravym
buitkdm pacienta. Uvedené, i dalsi problémy, podnécuji snahy o nalezeni novych terapeutickych cili
a vyvoj novych 1é¢iv. Mezi mnoha enzymy, u kterych byl v poslednich letech potencial v 1écbe
rakoviny popsan, jsou i dal$i enzymy folatového cyklu, konkrétné serin hydroxymethyltransferaza 2

(SHMT?2), methylentetrahydrofolatreduktaza 2 (MTHFR2)" a také methionin syntaza.’®"’

4.3.1 In vitro a in vivo testovani

Mozné vyuziti methionin syntazy v chemoterapii popisu podrobné&ji v nasledujicim textu, pficemz
bych se rada zaméfila na dvé teprve nedavno publikované studie,’®”” které ukazuji na dilleZitost tohoto

enzymu pro rist a déleni rakovinnych bunék pii fyziologickych hladinach folatu.

Nejprve byla zkoumana schopnost proliferace rakovinnych bunc€k s deletovanym genem pro
methionin syntdzu (AMTR) in vitro na médiu s riiznymi zdroji folatd. Ghergurovich et al.”® studoval
buiiky ti rakovinnych linii: HCT116 (kolorektalni karcinom), 8988T (karcinom pankreatu), HepG2
(hepatocelularni karcinom). Podle ocekévani nebyl rtst téchto AMTR linii v médiu s obsahem
kyseliny listové vyrazné ovlivnén a zaroven ani kontrolni ani AMTR bunky nerostly na médiu uplne
bez folatl. Na médiu, ve kterém byl jedinym zdrojem folatt 5-methyl-THF (nejcastéjsi forma folatu v
lidské plazmé), rostly pouze kontrolni linie, ale AMTR linie viibec. K obnoveni ristu AMTR linie
doslo pfi suplementaci 5-formyl-THF, coz Ize vysvétlit tim, Ze jeho vstup do cyklu folatu je nezavisly
na MS. Sullivan et al.”’ studoval A549 linii (adenokarcinom plic) a TT buiiky (karcinom §titné Zlazy).
Také u téchto linii byla MS esencialni pro proliferaci, pokud byl jedinym zdrojem folatd v médiu
5-methyl-THF, a navic byla ukazana neschopnost proliferace v médiu s fyziologickym pomeérem

5-methyl-THF : kyselina listova (96 : 4).

Nésledné byly provedeny testy in vivo. Pfi implantaci HCT116 AMTR bunék do mysi, byl
zaznamenan pomalejs$i rist nadoru, coz bylo jesté umocnéno, kdyz byla my$ krmena potravou
s malym mnozstvim folatt.”® Rist nadoru byl obnoven po ordlni suplementaci 5-formyl-THF.
Podobn¢ také podle druhé studie byla exprese MTR nutna pro vznik nadoru z A549 bunék
implantovanych do my$i krmené dietou s obsahem kyseliny listové, ktery odpovidal obsahu v bézné

lidské stravé.”” Suplementace kyselinou listovou vedla k obnové schopnosti proliferace téchto bunék.

1‘77 1‘76

Sullivan et a i Ghergurovich et al.’® zkoumali také vliv delece MTR na metabolismus
purinovych a pyrimidinovych nukleotidi. Metabolomicka analyza HCT116 AMTR bun¢k
kultivovanych na médiu s kyselinou listovou a piedevsim s 5-methyl-THF ukazala zvySené mnozstvi
intermediatt syntézy purini, a zaroven pokles hladin z nich odvozenych nukleotid.”® In vivo nebyla
deplece nukleotidii tak vyrazna, bunky jsou tedy pfi poskozeni de novo syntézy nejspiSe schopné

nukleotidy suplementovat. Zaroveii bylo zaznamenano, ze delece MTR méla vyraznéjsi dopad na
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syntézu purind nez thymidinu. Sullivan et al.”’ popsal u AMTR rakovinnych bunék kultivovanych na
médiu s 5-methyl-THF pomalejsi proliferaci. Také v tomto ptipadé doSlo k ndrGstu mnozstvi
prekurzorti purinti, a naopak k ubytku dTMP a purinovych nukleotidd. Schopnost proliferace MTR
knockouti na 5-methyl-THF médiu byla obnovena pfiddnim prekurzorG purind a pyrimidint, coz

ukazuje, ze prave jejich vycCerpani je hlavnim diivodem zastaveni ristu a déleni bunék.

Ani jedna z praci neprokdzala, ze by exprese MTR byla nezbytnd pro homeostdzu methioninu
v rakovinnych buiikach.”®”” Blokace MS sice vede ke kratkodobému snizeni mnozZstvi methioninu
a AdoMet u mysi, bunky vSak maji nejspiSe k dispozici alternativni metabolické drahy, které to umi

t.7®

kompenzovat.”® Pomoci izotopového znaceni bylo navic zjisténo, ze vétSina methioninu v nadorovych

burikach neni generovéana opé&tovnou methylaci homocysteinu, ale je ziskavana importem.’

Z obou studii vyplyva, ze proliferujici nadorové bunky potiebuji ¢innost MS predevsim pro tvorbu
THF, ktery je kli¢ovym intermediatem syntézy nukleotid.”®”” P¥i experimentech in vitro se ukézalo,
Ze buiiky mohou tuto zavislost na ¢innosti MS ptrekonat suplementaci kyseliny listové nebo 5-formyl-
THF z média. Pozitivni bylo zjisténi, ze v ptipadé€, kdy slozeni média odpovidalo zastoupenim folatt
lidské plazmé a u in vivo experimentl, nebyly AMTR bunky schopné proliferace. Z toho plyne, Ze

latky inhibujici MS by mohly mit v 1é¢bé rakoviny urcity potencidl.
4.3.2 Inhibitory kobalamin-dependentni MS

V predchazejicim textu byla demonstrovana nezbytnost MS v metabolismu, na kterou ukazuje, ze
porucha jeji funkce ma zasadni klinické dusledky (viz methyl-folatova past a cblG defekt) i potencial
v ovlivnéni proliferace rakovinnych bungk. I ptes pozitivni vysledky in vivo a in vitro testovani a fakt,
ze moznost vyuziti MS jako potencialniho chemoterapeutického cile byl v literatufe zdtraznén jiz pred

lety”, neni zatim zndmo mnoho inhibitord tohoto enzymu.

Jiz v roce 1998 navrhla Matthews et al.” tfi potencidlni strategie pro design inhibitorti kobalamin
dependentni MS v souvislosti s 1é¢bou rakoviny. Prvni z popsanych moznosti je pfiprava analogi
folatu, které by kompetovaly o vazebné misto s 5-methyl-THF. Dale je mozné cileni na AdoMet
vazebné misto, coz by vedlo k blokaci reaktivace enzymu. Poslednim typem inhibitortt by mohly byt

latky, které se strukturné podobaji homocysteinu a byly by schopné blokovat jeho koordinaci k zinku.

Zhang et al.® a Banks er al.®' publikovali jedny z mala praci, které se zabyvaji designem

1.3 ptipravil sérii 8-deazatetrahydrofolatovych analogli

a pfipravou inhibitort lidské MS. Zhang et a
s elektrofilnim substituentem na pozici N° (Obrazek 11, latky 1 az 3). Dale testoval miru inhibice
enzymu, pti¢emz u nejaktivnéjsich latek byly hodnoty ICso 8,11 pM (1), 1,73 uM (2) a 1,43 uM (3).
Pouze nejaktivnéjsi z téchto tfi latek ale nasledné vykazovala aktivitu vci rakovinnym bunécnym
liniim. Banks ef al.¥' ve své praci pii ptipravé inhibitort vychazi z benzimidazold a benzthiadiazoli

(Obrazek 11, latky 4 a 5). Nejvyssi miru inhibice vykazoval 5-nitrobenzothiadiazol 4 s 1Cso 80 uM,
nejaktivnéjsim benzimidazolem byla latka 5§ s ICso 95 uM. Na zéklad¢ méfeni kinetiky inhibice bylo
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zjisténo, ze benzimidazoly jsou spiSe kompetitivnimi inhibitory, které se vazi do folat-vazebného
mista, zatimco benzthiadiazoly vykazuji pfevazné smiSenou a akompetitivni inhibici. Podle autord
muze byt mechanismus inhibice benzthiadiazoly zptsoben vytésiiovanim DMB ligandu kobalaminu,
vazbou do AdoMet-vazebného mista nebo tvorbou disulfidickych mistkl s cysteiny v Hey-vazebném
miste.

COOH

NH, Ry /Q)L )\/\COOH @: /@:"‘;
MeO N/
Beog

4 5

1: Ry = -CHO, Ry = -CH3, Ry = -H
2: Ry =-CHO, R; =-COCH3, Rz =-H
3: Ry = -CH,CHBrCH,Br, R; = -H, R3 = -Br

Obrazek 11. Chemické struktury vybranych inhibitord MS. Struktury 1 az 3,30 struktury 4 a 5.3

V souvislosti s potencidlnimi inhibitory MS je nicméné nutné uvést také nékteré problémy, které
mohou tyto latky zpasobovat, pfedevSim jejich moznou toxicitu vic¢i zdravym buiikdm. Naptiklad
Matthews et al.” popisuje, Ze pro sniZeni toxicity mize byt vyhodné cileni na Hcy-vazebné misto,
protoze narozdil od folati a AdoMet je homocystein substratem pouze dvou dal§ich lidskych enzymd,
které navic nemaji zdsadni metabolickou roli. Pfi cileni na AdoMet-vazebné misto muze, vzhledem
k velkému pocétu enzyml vyuzivajicich AdoMet, pomérn¢ snadno dochazet k nezadoucimu
ovliviiovani aktivity i téchto enzymd. Tento jev, i kdyz z opacného pohledu, popisuje napiiklad Fick ez
al.,”” ktery studoval vazbu analogu AdoMet sinefunginu do reaktivaéni domény MetH z E. coli.
Sinefungin je pouzivan jako inhibitor methyltransferaz a vykazuje pomérmné velkou miru nefrotoxicity,
coz autofi vysvétluji tim, Ze zaroven zabranuje reaktivaci MS a narusuje cyklus methioninu a folatovy
cyklus. Nezadouci inhibice dalSich enzymi je problémem také u dnes bézné pouzivanych antifolatd.
V soucasné terapii je tento problém c¢astecné kompenzovan predevsim podéavani leukovorinu (kyseliny
folinové), coz by mohlo byt feSenim i v ptipad€ inhibitord MS.” Toxicita inhibitori by dale mohla byt
omezena v pripadg, Ze by byla MS exprimovana v rakovinnych buiikdch ve vétsi mife.”” Toto by
mohlo platit, predev§im vzhledem k vyS$im naroklim nékterych nadorovych typli na syntézu

nukleotidd, jejiz intermediaty tento enzym produkuje.
4.4 Methionin syntaza jako antifungalni cil

Nemocim, které jsou zptisobené patogennimi houbami, se v poslednich letech zaslouzené dostava
stale vetsi pozornosti. Nejcastéji jsou tyto infekce pouze povrchové, takze zplisobuji sice nepiijemna,
ale ne zivot ohrozujici onemocnéni.®*%3 Problémem ale je mozna penetrace do krve nebo plic a r0zvoj
takzvané invazivni mykotické infekce. K tomu dochazi predevsim u pacientii s oslabenou imunitou
napiiklad pfi onemocnéni virem HIV, po transplantaci orga’mﬁ, po chemoterapii nebo i v dasledku

vvvvvv

Casté, predstavuji mnohondsobné vétsi zdravotni riziko: amrtnost presahuje 50 % a kazdy rok zabiji
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vice nez 1,5 milionu 1idi.** Pies 90 % z t&chto Gimrti je zplisobeno patogeny z rodd Cryptococcus,
Candida, Aspergillus a Pneumocystis. Ohrozeni, které¢ fungélni infekce predstavuji, popisuje také
dokument, ktery byl v roce 2022 vydan WHO pod ndzvem ,,Fungal priority pathogens list to guide

research, development and public health action®.%

V terapii fungalnich infekci se medicina momentéalné spoléhd predev§im na ctyii hlavni skupiny
1é¢iv (Obrazek 12).887 Polyeny jsou piirodni latky slozené z nenasyceného makrocyklického laktonu
a aminosacharidu mykosaminu.®® Mezi polyeny patii napiiklad amfotericin B, ktery zptsobuje smrt
bunék patogenu tim, Ze interaguje s ergosterolem v plazmatické membrané€ a vytvari pory, pres které
z buiiky unikaji ionty.’% Nevyhodou polyent je, ze vzhledem ke strukturni podobnosti ergosterolu
s cholesterolem v membranach sav¢ich bunék vykazuji vysokou miru toxicity.®® Echinokandiny,
napiiklad caspofungin, jsou latky tvofené hexapeptidovym cyklem s lipidovym fetézcem o rtzné
délce.®® Léciva této skupiny funguji jako nekompetitivni inhibitor 1,3-B-D-glukan syntazy, ktera je
nezbytna pro syntézu bun&né stény hub.?” Vzhledem k nepfitomnosti bunééné stény u savéich bunék,
jsou echinokandiny malo toxické a nalézaji Casté vyuziti v 1é¢be candidoz. Azoly, mezi které patii
napiiklad vorikonazol, jsou nejvice vyuzivanou skupinou antifungalnich 1éciv, pfedevsim diky nizké
toxicité a moznosti intravenozni i ordlni administrace.®’” Ve struktuie obsahuji péticlenny dusikaty
heterocyklus, ktery vazbou k hemovému Zelezu lanosterol-14-a-demethyldzy blokuje syntézu
lanosterolu, kliCového prekurzoru biosyntézy ergosterolu. Problémem léCiv tohoto typu je, ze maji
vétSinou pouze fungistaticky efekt, coz vede k ¢astému vzniku rezistence. Pyrimidinovy derivat
flucytosin (5-fluorocytosin) je v burce nejprve fungalni cytosin deaminazou konvertovan na toxicky
S-fluorouracil, ktery nésledné interferuje se syntézou RNA a DNA. Flucytosin je standardné vyuzivan

v kombinaci s dal$imi antifungalnimi léCivy, protoze pii monoterapii dochdzi k rychlému rozvoji

rezistence.
Amfotericin B Caspofungin
Poyleny Echinokandiny

OH

Vorikonazol Flucytosin
Azoly Pyrimidinoveé derivaty

B
o
H

Obrazek 12. Chemickeé struktury nékterych v soucasnosti pouzivanych antifungalnich latek.
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Jak jiz bylo naznaceno, soucasna terapie mykotickych infekci ma své limitace. Jednou z nich je
omezeny pocet selektivnich terapeutickych cili, coz je dano tim, ze houby i lidé jsou eukaryotni
organismy, takze vyuzivaji velmi podobny metabolicky aparat.®” Proto je cilem vétsiny pouzivanych
1ékd biosyntéza ergosterolu nebo 1,3-B-D-glukanu, které jsou obsazené vyhradné v plazmatické
membrané, respektive bunééné stén¢ hub. Pii takto nizkém poctu cili mize ale pomérné snadno
dochézet ke vzniku cross-rezistence, tedy rezistence na vice 1é¢iv soucasné. V poslednich letech se
také stale vice setkdvame se vznikem novych rezistentnich druhd, jako je naptiklad multirezistentni
Candida auris.”*®' V neposledni fadé je tfeba upozornit na toxicitu nékterych pouzivanych 1éki, jako
je napiiklad akutni i chronickd nefrotoxicita amfotericinu B°? nebo toxicita n&kterych dalSich
antifungalnich latek vznikajici interakcemi s jinymi 1é¢ivy, ktera jsou pacientovi podévana.®

Vyse uvedené problémy vedou ke snaze o vylepSeni aktualné dostupnych terapeutik i o vyvoj

r 86,92

novych 1éCiv s alternativnim mechanismem fungovani. Piehled potencialnich novych

1.°> nebo

terapeutickych cilii ve svych publikacich popsal napiiklad Perfect et al.,*® Van Dacle et a
Gintjee et al.,”® pficemZ jednou z uvedenych moznosti je cileni na metabolismus aminokyselin, které
jsou pro lidi esencialni. Patogenni houby maji, na rozdil od lidi, metabolicky aparat nutny pro syntézu
téchto aminokyselin de novo, a pravé diky specifité enzymatického aparatu by mohly byt latky cilici
na tyto enzymy vyhodné.>** Zvlasté¢ vhodna je draha biosyntézy methioninu a tryptofanu, protoze
koncentrace téchto aminokyselin v lidském séru je velmi nizka, takze se sniZzuje moznost jejich
suplementace in vivo.? Methionin je v buiikdch hub produkovén tzv. aspartatovou drahou, ve které je
nejprve aspartat nékolika reakcemi pfeménén na homoserin. Ten je nasledné¢ O-acetylovan za vzniku
O-acetyl-homoserinu, ptimého prekurzoru homocysteinu. Poslednim krokem této metabolické drahy
je methylace homocysteinu za vzniku methioninu, tedy reakce katalyzovana pravé methionin

syntazou. U hub je tento protein oznacen jako Met6p a jde o enzym nezavisly na kobalaminu, ktery je

kodovan genem MET6.%

4.4.1 Vliv MET6 na zivotaschopnost a virulenci patogennich hub

Za ucelem posouzeni vhodnosti Met6p jako antifungalniho cile byl tento enzym dosud studovan

hned u nékolika druhii patogennich hub.”* Vybrané vysledky jsou diskutovany v nadchazejicim textu.

Suliman et al.”® ptipravil a studoval linie diploidni kvasinky Candida albicans mutované v jedné
nebo obou kopiich genu MET6. Zatimco heterozygotni MET6/met6 knockout linie rostly bez zavislosti
na methioninu stejné jako wild-type (WT) linie, zivotaschopné linie s homozygotnim genotypem
met6/met6 se autorim nepodatilo piipravit. Kolonie s genotypem met6/met6 nepiezily ani na médiu
s ptidavkem methioninu. Byl tedy pfipraven podminéné¢ mutantni kmen, u kterého byla jedna alela
deletovana a druha vloZena pod kontrolu regulovatelného promotoru. Kdyz byl promotor aktivni, byla
zivotaschopnost téchto mutanti srovnatelna s WT kmenem. Piekvapivé bylo zjisténi, ze v piripade

reprimujicich podminek s ptidavkem methioninu, byl narozdil od met6/met6 mutanti podminéné
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mutantni kmen Zivotaschopny. K vysvétleni tohoto vysledku pfispéla Western blot analyza, pomoci
které bylo u podminénych mutant detekovano malé mnozstvi Met6p i v reprimujicich podminkach,
pravdépodobné kvtli nedokonalé kontrole promotoru. Z toho plyne, Ze pro pteziti bunék C. albicans
je nutna minimdlni mira exprese MET6 a také suplementace methioninu. Zavislost na exogennim
methioninu ukazuje, Ze takto malé mnozstvi Met6p nejspiSe nezajiStuje v dostatecné mife jeho
syntézu, miize nicméne umoziovat rast mutantnich bunék diky odbouravani toxického homocysteinu.
Pravé akumulace homocysteinu ma totiz podle autorii nejvetsi podil na nezivotaschopnosti met6/met6

mutantd.

Také Amich et al.®® popisuje netispé§né pokusy o pifpravu met6 mutant, tentokrat u haploidniho
druhu Aspergillus fumigatus. Byl tedy znovu pfipraven kmen s podminéné deletovanym genem MET6
— AfS180. V piipad¢ aktivniho promotoru nebyl rist tohoto kmene zavisly na exogennim methioninu,
naproti tomu v reprimujicich podminkach neptezil kmen AfS180 ani na methioninovém médiu.
Zivotaschopnost AfS180 v reprimujicich podminkach byla na Grovei srovnatelnou s WT kmenem
obnovena pouze za velmi specifickych podminek, tedy po piidavku kyselin casamino (smési
aminokyselin ziskané kyselou hydrolyzou kaseinu) a nadbytku methioninu do média. Dale byla
studovana virulence kmene AfS180 in vivo. KdyZz byl infikovanym mys$im podavan doxycyklin, ktery
stimuloval expresi METG6, byla virulence srovnatelnd s WT kmenem. Naproti tomu za reprimujicich
podminek byla virulence vyrazné niz$i, coz ukazuje ze exprese MET6 je pro virulenci tohoto patogenu
dilezita. Neméné¢ dalezité jsou vysledky ukazujici, Ze poruSeni exprese MET6 béhem jiz rozvinuté
infekce u larev modelového organismu Galleria mallonela mélo pozitivni efekt na jeji prabéh
a piezivani nakaZenych larev.”” Tento efekt byl podle autorii kvantitativné srovnatelny s efektem
poruseni exprese jiného enzymu, ktery je Castym cilem pouzivanych antifungélnich 1é¢iv azolového

typu.

V navazujici studii byly studovany metabolické dasledky delece MET6 u A. fumigatus s cilem najit
konkrétni diivod esenciality enzymu pro pieziti bun&k.”” Autofi studie postupné vyloudili, Ze by
diitvodem bylo poruseni transsulfurani drahy, blokace 1C metabolismu, akumulace homocysteinu
nebo vycerpani zasob THF. Jako hlavni diivod esenciality MET6 tedy studie uvadi poruseni bunécné
energetické rovnovahy, coz je podpofeno tim, ze rust bunék s deletovanym genem MET6 byl plné
obnoven, pokud bylo do média piiddino ATP a methionin. Autofi toto pozorovani vysvétluji také na
metabolické trovni. Blokace aktivity Met6p vede ke snizeni syntézy purintl, coz bunka interpretuje
jako nedostatek nukleotidli a snazi se to kompenzovat zastavenim glykolyzy a Krebsova cyklu
a aktivaci pentozofosfatové drahy. Tato draha spotiebovava ATP a produkuje ribozu-5-fosfat, jednu ze
stavebnich slozek nukleotidd. To ale, vzhledem k blokované Met6p a syntéze purinti, vede pouze
k vycerpani energetickych zasob.

1.98

Pascon et al.”® studoval druh Cryptococcus neoformans. Narozdil od piedchozich pripadd byl met6

mutant zivotaschopny, jeho rlst byl ale pomalejsi a byl zavisly na exogennim methioninu. Divodem
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pro pomalejsi rtst tohoto kmene je podle autorti akumulace toxického homocysteinu, a ne pouze
nedostatek methioninu. Ovlivnéna byla také virulence tohoto mutantniho kmene. Pfi jejim testovani na
myS$im inhalaénim modelu pfezili mysi infikované WT kmenem primérné 21 dni (100 % mortalita do
25. dne po infekci), zatimco vSechny mysi infikované met6 kmenem ptezili az do 70. dne, kdy byly
utraceny. Dale byla u met6 kmene zaznamenana vyssi citlivost k inhibitoru biosyntézy ergosterolu
fluconazolu a kalcineurinovym inhibitoriim FK506% a Cyklosporinu A,'® a to pravdépodobné kviili
synergistickému efektu téchto latek a toxicity homocysteinu na blokaci biosyntézy ergosterolu.®’
Zaznamenano bylo také zvySeni rezistence proti amfotericinu B, pravdépodobné protoze akumulace

homocysteinu snizuje mnozstvi ergosterolu, cile amfotericinu B, v membrané.

4.4.2 Struktura Met6p a design potencialnich inhibitoru

Na zakladé vysledki in vitro a in vivo experimentti 1ze Met6p povazovat za slibny antifungalni cil.

Dalsi kroky smérem k pripravé potencidlnich inhibitori tohoto enzymu byly podniknuty predevsim
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u C. albicans, kde byl enzym purifikovan, ' studovan pomoci steady-state kinetiky'®' i site-directed

mutageneze'%? a bylo publikovano n&kolik krystalovych struktur.!*-13

Zaklady pro vyuziti CaMet6p jako antifungalniho cile polozil Suliman et al.,'® ktery popsal
purifikaci enzymu a také proved! kinetickou analyzu pro urceni substratové specifity. Byly stanovena
Michaelisovy konstanty pro 5-methyl-THF-Glu, (113 uM), 5-methyl-THF-Glus (129 pM), 5-methyl-
THF-Glus (120 uM) a L-homocystein (14 uM). Bylo také ukazano, ze enzym jako substrat neakceptuje
5-methyl-THF-Glu;.

S cilem definovat aminokyseliny klicové pro katalyzu a pro vazbu substrati provedl Prasannan

et al.'%

site-directed mutagenezi a kinetickou analyzu mutantnich enzymi. V dob¢ publikovani studie
nebyla jesté zndma krystalova struktura enzymu, proto byl jeho trojdimensionalni model vytvofen na
zéklad¢ porovnani genové sekvence MET6 se sekvenci pro homologni enzym A. thaliana. Bylo
mutovano celkem 8 aminokyselin, u kterych autofi podle vysoké konzervovanosti predpokladali, ze
maji Glohu ve vazb¢ substratli. Mutované enzymy byly exprimovany v SDYa kmeni s deletovanym
genem MET6, coz je methioninovy auxotrof bez aktivni methionin syntazy. Druhy a ¢tvrty sloupec
v Tabulce 1 ukazuje, jestli doslo po expresi mutovaného enzymu ke zvraceni této auxotrofie, a tedy
jestli byl mutovany enzym dostate¢né aktivni pro zajiSténi zZivotaschopnosti bun¢k i na médiu bez
methioninu. Enzymy byly dale purifikovany a byla testovana jejich aktivita vzhledem k WT enzymu
(viz Tabulka 1, sloupce 3 a 6). V obecném trendu se ukézalo, ze pokud mutace vedla ke sniZeni
aktivity pod 30 % v porovnani s WT enzymem, nebyl mutant na médiu bez exogenniho methioninu
zivotaschopny. Nejvétsi pokles v aktivité byl zaznamenan pti mutacich Asp504, ktery se podili na
vazbe¢ folatu, a Asp614, coz je aminokyselina vazajici homocystein. U aminokyselin, jejichz mutacemi

nebyla aktivita enzymu zasadné ovlivnéna, lze predpokladat mensi vyznam pro katalyzu.
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Tabulka 1. Vliv bodovych mutaci na schopnost ristu na médiu bez ptidavku methioninu a aktivitu enzymu v porovnani s WT

enzymem.'%?

1 2 3 4 5 6
Mutace Rist na Met médiu  Aktivita [%] | Mutace Riist na Met" médiu  Aktivita [%]
S448A Ano 67 D614S Ne 11
E620Q Ano 100 D614A Ne <2
E620S Ano 100 D614N Ne <2
D504A Ne 4 WS576F Ano 30
D504N Ne 11 WS576Y Ne 12
D504S Ne 7 R530A Ano 33
HI128N Ne 19 Y527F Ne 67

V letech 2014 a 2015 byly publikovany krystalové struktury enzymu i se substraty, a to jak
v oteviené,' tak v uzaviené konformaci.”® Tyto struktury umoZfiuji pfesné definovat interakce mezi
enzymem a ligandem, coz je dulezité pfedev§im pro racionalni design inhibitor. V nadchazejicim
textu je uvazovano pouze folat-vazebné misto, nicméné z vysledkd v Tabulce 1 je ziejmé, Ze také
mutageneze aminokyselin vazajicich Hcy, konkrétng Asp614, méla zésadni vliv na aktivitu enzymu.!%?

I na toto vazebné misto lze tedy ve vyvoji inhibitor( cilit.

Obrazek 13A zobrazuje interakce mezi enzymem a S5-methyl-THF-Glus v rdmci ternarniho
komplexu, kde je pozorovana elektronova hustota pouze pro prvni glutamatovy zbytek.'* Pterinovy
kruh folatu interaguje vodikovymi vazbami s Asn126, Asp504 a také patrovymi interakcemi s Trp576.
Praveé vodikové mustky s Asn126 a Asp504 jsou povazovany za zasadni pro zajisténi katalyzy: mutace
N126A snizila aktivitu enzymu na 13 %' a mutace Asp504 na 4—11 %'%* (Tabulka 1). Déle vznikaji
hydrofobni interakce mezi PABA linkerem folatu a postrannim fetézcem Tyr527. a-Karboxylova
skupina prvniho glutamatu interaguje s postrannimi fetézci Lys19 a Arg530 a jeho a-amino skupina

tvoti vodikovy mustek s karbonylem hlavniho fetézce Tyr531.

Po vazbé substrati ptrechazi enzym do uzaviené konformace, kterd je nezbytnd pro prubéh
katalyzované reakce. Oproti oteviené¢ konformaci je u této struktury pozorovana elektronova hustota
pro viechny tfi glutamaty folatu a vznikaji nové interakce mezi enzymem a substratem.'> Na Obrazku
13B jsou pro piechlednost zobrazeny predevSim tyto nové vytvorené interakce. KliCové jsou
pravdépodobné iontové vazby vznikajici mezi a-karboxylovou skupinou prvniho a druhého glutamatu
a postrannimi fetézci konzervovanych Argd56 a Arg459. Dalsi dulezitou interakci je vazba mezi
konzervovanym GIn451 a a-amino skupinou druhého glutamatu. Mutace téchto aminokyselin snizuji
aktivitu enzymu na méné nez 5 % v pripadé mutace GInd51 a ArgdS9, respektive na 38 % v piipadé
Arg456. Treti glutamat interaguje svym y-karboxylem s Lys453 a a-karboxylem s Argl6. Pfi mutaci
KI121A byla aktivita enzymu v porovnani s WT mensi nez 5 %, coz ukazuje na dllezitost této
interakce. V uzaviené konformaci dale dochazi k protonotaci N° THF z His707 pies molekulu vody.
Tato protonace pravdépodobné umoziiuje odstoupeni methylové skupiny béhem katalyzované reakce

a jeji vyznam demonstruje to, ze mutace H707A také snizila aktivitu enzymu na méné€ nez 5 %.
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A)

B)

Obrazek 13. Detail folat-vazebného mista enzymu CaMet6p; S5-methyl-THF-Glus se zelenymi vazbami, vybrané
aminokyseliny enzymu ucastnici se interakci s bilymi, interakce (vodikové a iontové vazby) mezi enzymem a substratem
zlute; obrazek byl vytvofen pomoci programu PyMol; A) enzym v oteviené konformaci, elektronova hustota zaznamenana
pouze pro prvni glutaméat 5-methyl-THF-Glus (PDB ID: 4L65); B) enzym v uzaviené konformaci, elektronova hustota
zaznamenana pro vSechny tfi glutamaty 5-methyl-THF-Glus (PDB ID: 4QQU).

Scott et al.”’ dale zkoumali ,,druggabilitu“ enzymu s ohledem na podobnost s hMS (PDB ID:
4CCZ) a pritomnost ligand-vazebnych mist. Autoti vyuzili enzym z 4. fumigatus (AfMet6p), ktery ale
nema znamou Kkrystalovou strukturu, a proto zvolili jako modelovy systém orthologni protein
z C. albicans (CaMet6p, PDB ID: 4L.65), se kterym sdili vysokou miru homologie a jehoz krystalova
struktura je znama. Fungalni enzymy a hMS jsou velmi odliSné co se tyCe celkové struktury,
konformace substratli po vazbé na enzym i lokalizace aktivnich mist. Ca/AfMet6p vazi 5-methyl-
THF-Glus v ohnuté konformaci o délce asi 20 A, naproti tomu ve struktufe hMS je THF-Glu nataZeny
a ma délku asi 30 A. S vyuzitim structure-based virtudlniho screeningu byly u obou enzymii nalezeny
klastry pro vazbu ligandii: u fungalnich enzyma ¢tyfi a u hMS dva. Dva z klastri u Ca/AfMet6 jsou
umistény velmi blizko sebe a odpovidaji aktivnim mistim, ktera vazi folat a homocystein. Blizkost
téchto dvou aktivnich mist nabizi moznost designu inhibitorti, které by se vazaly do obou mist
soucasné. Takové inhibitory by mohly byt selektivni pouze pro fungéalni enzym, protoze u hMS jsou

ligand-vazebné klastry umisténé v mnohem vétsi vzdalenosti.

Jednou z mala latek, které byly dosud testovany jako potencialni inhibitory Met6p enzymu, je
methotrexat. Ukazalo se vSak, ze neni pfili§ vhodnym inhibitorem Met6p ani antifungélnim lécivem
obecné, protoze vykazoval nizkou miru inhibice (ICso je 4 £ 1,4 mM), a zaroven je znama jeho toxicita
vidi lidskym buiikdm (ICsp pro DHFR je 0,3 uM).”” Vysoké4 hodnota ICso pro Met6p je v souladu
s heterogenitou vazby MTX-Glus, kterou na zakladé ptipravené krystalové struktury (PDB ID: 4L6H)

popisuje Ubhi et al.'* Z této struktury je ziejmé, ze MTX-Glus zaujima pfi vazb& dvé rizné
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konformace a navic dochazi k poruSeni nékterych interakci s aminokyselinami enzymu, ptedevsim
s Asnl26 a Asp504. Vysokd hodnota ICso spojend s poruSenim vodikovych vazeb mezi pterinovym
kruhem a Asn126 a Asp504 je v souladu s predchozimi vysledky, které¢ ukazovali na nezbytnost téchto
dvou aminokyselin pro aktivitu enzymu. V budoucim designu inhibitorii enzymu Met6p by tedy

mohlo zachovani téchto interakci napomoci k zajisténi lepsi vazby do aktivniho mista.
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5 Zaver

V prvni ¢asti této prace jsem se veénovala shrnuti dosavadnich poznatki ohledné struktury
a katalytického mechanismu dvou hlavnich rodin methionin syntaz. Také jsem se zabyvala roli tohoto
enzymu v lidském metabolismu, ve kterém zajiStuje propojeni mezi cyklem methioninu a cyklem
folatu. Tyto dvé metabolické drahy maji vyznam predevsim pro produkci prekurzorti purinovych
a pyrimidinovych nukleotidil a také S-adenosylmethioninu. Dtlezitost tohoto enzymu v metabolismu
demonstruji pomérné zavazné patologie vznikajici pfi poruseni jeho funkce, tedy neurologické
a hematologické poruchy typické jak pro cblG defekt, tak pro deficienci vitaminu Bi». Neurologicka
onemocnéni vznikaji z diivodu akumulace homocysteinu a sniZzeni methylace myelinu, hematologické
problémy prameni primarn€ z poruchy bunécného déleni, pfedev§im v builkdch kostni diené. Je
nicméné vhodné také poznamenat, ze zivot ohrozujici deficience vitaminu B, a predevsim cblG

defekt jsou velmi vzacné patologie.

Daéle jsem se soustfedila na moznost vyuziti methionin syntazy v terapii rakovinnych onemocnéni.
Enzymy folatového cyklu jsou jako cil chemoterapeutik tsp€sné vyuzivany jiz od poloviny minulého
stoleti, kdy zacaly byt analogy folatu pouzivany pro 1é¢bu leukémie. Potencial methionin syntazy jako
nového cile chemoterapie je v literatufe popisovan jiz delsi dobu, nedavné studie navic ukazaly na
nezbytnost tohoto enzymu pro proliferaci rakovinnych bunék pii fyziologickych hladinach folatd.
Stejné jako u jinych 1é¢iv je ale moznym problémem pii inhibici MS negativni efekt na zdravé bunky.
To by mohl byt piekonano napiiklad v piipadé vyssi exprese MTR v rakovinnych buiikach,
kompenzaci vedlejsich efektl pomoci leukovorinu nebo ptipravou takovych inhibitorti, které budou
cilit na homocystein vazebné misto. Pro budouci racionalni design inhibitori by byla pfinosna znalost

celkové struktury lidského enzymu a identifikace aminokyselin, které se podili na vazbé substrati.

V neposledni fadé byly popsany soucasné moznosti terapie fungalnich infekci a nastinéna jeji
omezeni, kterd podnécuji snahu o nalezeni novych terapeutickych cili. Experimenty in vitro a in vivo
provedené s n¢kolika druhy patogennich hub ukézaly, ze Met6p je esencidlni pro jejich preziti
a virulenci. Potencidlni inhibitory Met6p mohou byt designovany jako analogy folatu, homocysteinu,
nebo tak, aby se vazaly do obou aktivnich mist soucasné. Vzhledem k vyraznym strukturnim rozdiliim
mezi lidskym a fungalnim enzymem lze u tietiho uvedeného typu inhibitori ocekavat vysokou
specifitu pro fungalni enzym. Pfedev§im diky publikacim, ve kterych jsou popsény dusledky site-
directed mutageneze a vyfeSenym krystalovym strukturdm enzymu se substraty a inhibitory jsme navic
schopni definovat klicové interakce mezi enzymem a substratem, které by meély byt pii pfiprave

inhibitorti brany v potaz.
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