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1. Abstrakt

Thymidin fosforylasa, také znama jako gliostatin nebo endothelidlni rastovy faktor
odvozeny z krevnich desticek, je dilezity enzym metabolismu nukleosidii podilejici se na
degradaci a recyklaci DNA. Tento enzym katalyzuje reverzibilni fosforolyzu pyrimidin-2 -
deoxynukleosidi na 2-deoxy-D-ribosa-1-fosfat a piislusnou nukleovou bazi a zaroven také
katalyzuje ptenos deoxyribosylti z pyrimidinovych deoxynukleosidii k jinym nukleovym
bazim za vzniku nového deoxynukleosidu a uvolnéni baze z pivodniho deoxynukleosidu.

Thymidin fosforylasa je velmi zajimavym potencialnim terapeutickym cilem, jelikoz se
ucastni angiogenese, tedy tvorby novych cév, a to obzvlasté v pevnych nadorech mnoha
riznych tkani. Napomaha tim vyzivé a rustu nadort stejn¢ jako vzniku metastdz, tedy
novych loZisek nadort. Déle také inhibuje apoptézu, tedy fizenou smrt buiiky, zejména
nadorovych bunék a degraduje ncktera protivirovd a protinddorova Iléciva. Kromé
nadorovych onemocnéni je thymidin fosforylasa nadmérné produkovana u dalSich
zédvaznych onemocnéni charakteristickych tvorbou novych cév, jakymi jsou naptiklad
psoriaza, revmatoidni artritida nebo atheroskler6za.

Omezeni aktivity thymidin fosforylasy zejména selektivné v tkénich postizenych
uvedenymi onemocnénimi by tedy mélo velmi rozsahly terapeuticky vyznam. Proto byla na
zéklad¢ znalosti struktury tohoto enzymu navrhnuta fada jeho inhibitorti, zejména

strukturnich analog jeho substratl, které jsou v této praci shrnuty a podrobné;ji popsany.

Klicova slova: thymidin fosforylasa, inhibice, angiogenese, protinadorova 1é¢iva



2. Abstract

Thymidine phosphorylase (TPase), also known as gliostatin or Platelet-derived
endothelial cell growth factor (PD-ECGF), is an enzyme with an important role in the
nucleoside metabolism and is also involved in degradation and recycling of DNA. TPase
catalyzes the reversible phosphorolysis of pyrimidine 2’-deoxynucleosides to 2-deoxy-D-
ribose-1-phosphate and their respective bases, as well as the transfer of the deoxyribosyl
moiety from one pyrimidine base to another.

Thymidine phosphorylase is a therapeutic target of great importance because of its
participation in angiogenesis especially in solid tumors of various tissues. Therefore, TPase
stimulates tumor growth and progression, as well as metastasis. In addition to this, TPase
inhibits apoptosis, particularly of tumor cells and causes degradation of several antiviral
and anticancer drugs. Apart from the carcinoma tissues, thymidine phosphorylase is
overexpressed in various other tissues affected by disorders characterized by proliferation
of blood vessels including psoriasis, rheumatoid arthritis and atherosclerosis.

Inhibiting the activity of TPase selectively in the tissues affected by the diseases listed
above would be of great therapeutic significance. Therefore, many inhibitors, mainly
substrate analogues, have been designed based on the knowledge of the enzyme’s detailed

structure. These inhibitors are listed and discussed in this thesis.

Key words: thymidine phosphorylase, inhibition, angiogenesis, anticancer drugs



3. Uvod

Tato bakalafska prace se zabyva enzymem thymidin fosforylasou a jeho inhibitory.
Lidskéd thymidin fosforylasa se ucastni angiogenese (tvorby novych cév) a je nadmérné
produkovana zejména v pevnych nddorech (solid tumors) — obzvlasté ve tkanich prsou,
vajecniku, jicnu a tlustého stteval™l. Tento enzym ma velky vliv na progresi tumort a vznik
metastdz a také inhibuje apoptézu (fizend smrt builky) tumorovych bunék a bunck
postizenych hypoxii (nedostatkem kysliku nutné¢ho pro metabolismus) [L.23] Dale thymidin
fosforylasa degraduje nukleosidova analoga s antivirovymi nebo protinadorovymi ucinky
(L4 Kromé tumorti je thymidin fosforylasa nadmérné produkovana iu dalSich chronickych
zanétlivych onemocnéni, ktera jsou charakteristicka proliferaci cév, jako napiiklad
revmatoidni artritida, psoriaza nebo atherosklerozal® > 78l

Thymidin fosforylasa tedy vyrazné ovliviiuje rst tumort a jejich 1é¢bu, stejné jako dalsi
zavazna onemocnéni, a je proto velmi vhodné hledat inhibitory tohoto enzymu, které by
byly schopné zabranit progresi nebo dokonce 1éCit rakovinu a dalS$i onemocnéni. Pro
navrhovani vhodnych inhibitorti thymidin fosforylasy je velmi dilezité znat podrobné
strukturu tohoto enzymu, proto tato prace pojednava zejména o strukturnich aspektech

tohoto enzymu ziskanych pievazné rentgeno-strukturni analyzou vykrystalizovaného

enzymu a jeho komplext s inhibitory.

4. Cil prace

Cilem této bakalatfské prace je ziskat literarni piehled o dané problematice, popsat
strukturu thymidin fosforylasy ve vSech jejich aspektech, jeji funkci v metabolismu 1 roli
pfi riznych zavaznych onemocnénich. DalSimi cily této prace je shrnuti dostupnych
informaci o inhibici thymidin fosforylasy a popis dosud znadmych inhibitord se zamérenim

na jejich potencidlni vyuziti v klinické praxi.



5. Uvod do problematiky

5.1 Thymidin fosforylasa a jeji funkce

Lidské thymidin fosforylasa je vnitrobunéény enzym s enzymovym ¢islem EC 2.4.2.4.,
znamy také pod zkratkou hTP (z anglického Human Thymidine Phosphorylase), nebo jako
endotelialni rustovy faktor odvozeny z krevnich desticek (PD-ECGF z anglického
Platelet-derived endothelial cell growth factor), kde byla také poprvé objevena® 9 1,
Dal$im synonymem pro lidskou tymidin fosforylasu je gliostatin. Gliostatin byl poprvé
izolovan z lidskych neurofibromti (vlaknitych naddorti) a byla objevena jeho funkce jakozto
inhibi¢niho faktoru pfi ristu gliovych bunék. Gliostatin je neurotroficky a ma zasadni
vyznam pii vyzivé a pieziti kortikalnich neuront in vitro. Z chemického a biologického
hlediska se thymidin fosforylasa (TPasa), PD-ECGF a gliostatin ztotoZiuji, piestoze pojem
gliostatin se pouziva spise jen pro revmatoidni artritidu a neurologicky vyzkum® * !,

Z hlediska fyzikalné-chemickych vlastnosti ma monomer lidské thymidin fosforylasy
hodnotu isoelektrického bodu pl = 4,6 a je termolabilni a nestabilni pfi nizkém pH. Dale je
odolny vii¢i redukénim Cinidlim (dithiothreitol) a narozdil od dalSich rtstovych faktor

(PDGEF ... rastovy faktor odvozeny z krevnich desti¢ek, TGF-B ... transformujici riistovy

faktor B) jeho funkci neovlivituje heparin™.

Thymidin fosforylasa je velmi dulezitda v metabolismu nukleosidl, pfesnéji
v katabolické casti metabolismu, jelikoz katalyzuje reverzibilni fosforolyzu
2’-deoxythymidinu (nebo obecné 2°-deoxynukleosidu) na 2-deoxy-D-ribosa-1-fosfat

a thymin (nebo pfislusnou nukleovou bazi) — viz. Obréazek €. 1.

Thymin

o 2’-deoxythymidin Q o Q
HN HN HN HN
fT iy iy ﬁT
b H==0 N & oH=0 N OH == O™ N OH
(0] \ O (0] O
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Fosfat Intermediaty 2-deoxy-D-ribosa-1-fosfat

Tranzitni (pfechodny) stav miezibrodikty)

Obrazek ¢. 1: Reakce katalyzovana thymidin fosforylasou — ptevzato a upraveno z [2].



Reakce probihd uspotadanym mechanismem, pii kterém se na thymidin fosforylasu
navaze anorganicky fosfat a nasledn¢ 2’-deoxythymidin (obecné 2’-deoxynukleosid), ¢imz
se vytvori vysoko energeticky komplex zpusobujici zeslabeni glykosidické vazby
pyrimidinovych 2’-deoxynukleosidi. Glykosidickd vazba je dale zeslabovana tokem
elektronti z 5°-O ribosového cyklu na pyrimidinovy kruh, zatimco fosfat je situovan tak,
aby mohl nukleofiln¢ atakovat 1°-C ribosy, ¢imz v dals$im kroku vznika
2-deoxy-D-ribosa-1-fosfat a uvoliuje se thymin (obecnd pyrimidinovéa baze) 2. Tento
mechanismus, pit  kterém  je fosfat ~ prvnim  navédzanym  substratem
a 2-deoxy-D-ribosa-1-fosfat je poslednim ligandem odstepujicim se z aktivniho centra
enzymu (viz. Obrazek €. 2), jelikoz enzym je stabilizovan fosfatem a 2-deoxy-D-ribosa-1-

fosfatem a ne thyminem nebo 2’-deoxythymidinem® 3!, potvrzuji i kinetické studiet 2 **

B Pro lidskou thymidin fosforylasu byly pro thymidin nam&feny hodnoty

Km = 0,35 mmol.dm™ a Vinax = 1,97 uM/min®".

Fosfat 2’-deoxythymidin Thymin 2-deoxy-D-ribosa-1-fosfat
E E+P Ejf, —— ER""  E+dRib1-P £

Obrazek ¢. 2: Schéma mechanismu reakce katalyzované thymidin fosforylasou: Sipky znaci
navazani substratti na enzym, popiipade uvolnéni produktti z enzymového komplexu.
E ... volny enzym, Pi ... volny fosfat, Ed_Thd'P' ... tranzitni stav - komplex enzymu s navazanym
fosfatem a 2’-deoxythymidinem, EThydR'b'l'P... komplex enzymu s navazanymi intermediaty
(meziprodukty) reakce — 2-deoxy-D-ribosa-1-fosfatem a thyminem, dRib-1-P ... volny
2-deoxy-D-ribosa-1-fosfat
Ptevzato a upraveno z [15].

Thymin (nebo obecné nukleovd baze) uvolnény touto reakei se vyuziva k syntéze

nukleotidu, zatimco 2-deoxy-D-ribosa-1-fosfat je dale zpracovavan na intermediaty pro

pentos-fosfatovy cyklus a nasledné glykolyzul® %,

Thymidin  fosforylasa také katalyzuje pifenos ("transfer")  deoxyribosyli
z pyrimidinovych deoxynukleosidi k jinym nukleovym bazim za vzniku nového

deoxynukleosidu a uvolnéni baze z puvodniho deoxynukleosidu, odkud také plyne jeji

[4, 14, 15]

systematicky néazev thymidin:orthofosfat deoxyribosyltransferasa . Zajistuje tim

homeostdzi (tj. udrZzovani stalé hodnoty néjaké veliiny) zdsob deoxynukleosidtrifosfatii

8]

a zaroven zajistuje recyklaci DNA napiiklad z poskozenych bun&k™ Pro



deoxyribosyltransferasovou aktivitu thymidin fosforylasy je nutna ptitomnost fosfatu, pro
ktery byla naméiena hodnota Ky, = 3.10° mol.dm14 19,

Ptesny princip, jakym thymidin fosforylasa ovliviiuje angiogenesi, zatim neni znam, ale
predpoklada se, ze ji nezplsobuje sama thymidin fosforylasa, coz dokazuje i skute¢nost, ze
dosud nebyl identifikovan zadny endotelidlni bunéény receptor pro thymidin fosforylasu
4.8 Je tedy velmi pravdépodobné, Ze angiogenesi zpusobuje az defosforylovana
2-deoxyribosa, tedy defosforylovany produkt reakce katalyzované thymidin fosforylasou,
piicemz ucast thymidin fosforylasy v tomto procesu je také nutngtt 2 816 17,1819 poqje
nedavnych poznatkii 2-deoxyribosa zplisobuje angiogenesi tvorbou kyslikovych radikald,
které zptisobuji tzv. oxidativni stres a podnécuji sekreci molekul zptisobujicich rist novych

g [1.8, 20]

cév, jako naptiklad vaskularni endotelidlni ristovy faktor nebo interleukin- - viz.

Obrazky ¢. 3 A a 3 B (na nasledujici strang).

A
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Obrazek ¢. 3 A: Predpokladany mechanismus, kterym 2-deoxy-D-ribosa vytvaii kyslikové radikaly:
2-deoxy-D-ribosa v otevieném fetézci spontanné kondenzuje s aminoskupinou proteinu, ¢imz
vznika Schiffova baze, ktera se dale pfeméni na a-hydroxyketon, tzv. Amadori produkt. Ten se dale
preméni na en-diolovy meziprodukt, ktery podstupuje autooxidaci, pri¢emz reaguje s molekularnim
kyslikem za piitomnosti iontu kovu (M™) ve vyssim oxidacnim &isle (naptiklad Cu®* nebo Fe®").
En-diol je oxidovan na dikarbonyl, zatimco ion kovu je redukovan na ion s niz§im oxida¢nim
Cislem a molekularni kyslik je redukovan na superoxidovy anion. Superoxidovy anion je poté

10



superoxid-dismutazou dale redukovan na peroxid vodiku, ktery vstupuje do Fentonovy reakce
a dava vzniku vysoce toxickym hydroxylovym radikaltim.

Timto mechanismem miZe reagovat 2-deoxy-D-ribosa (2dDR) ziskana defosforylaci
2-deoxy-D-ribosa-1-fosfatu (2dDR1P), nebo i 2-deoxy-D-ribosa-5-fosfat (2dDR5P) ziskany
preménou 2-deoxy-D-ribosa-1-fosfatu (2dDR1P) pomoci fosfopentomutazy.

Pievzato a upraveno z [20].

B Thymin Rakovinna buka  Thymidin<«— Degradovana

: ’ Kyslikove
viz.Obrazek 3A _’radikély

Nekroticka tkan
Degradovany
IL-8 VEGF MMP-1 intersticialni kolagen
J umoZzniujici rast novych
l l Y cev

VEGFR ol
CXCR2

Proliferace

endotelialnich

bunsk (D

Migrace endotelidlnich
bunék Angiogenese

Endotelialni burika

Obrazek ¢. 3 B: Pfedpoklddany mechanismus, kterym thymidin fosforylasa zprostiedkovava
angiogenesi: v dasledku hydrolyzy DNA z nekrotickych bun€k v tumorovych tkanich stoupa
koncentrace thymidinu. Ten je v rakovinnych buiikdch produkujicich prebytek thymidin fosforylasy
fosforolyzovan na thymin a 2-deoxy-D-ribosa-1-fosfat. 2-deoxy-D-ribosa-1-fosfat je dale
preménovan na latky zpusobujici vznik kyslikovach radikali (viz. Obrazek ¢. 3 A), které pusobi
v rakovinnych bunkach oxidativni stres, coz podnécuje produkci angiogennich faktord VEGF, 1L-8

a MMP-1.
P ... fosfat, TP ... thymidin fosforylasa, 2dDR1P ... 2-deoxy-D-ribosa-1-fosfat, IL-8 ... interleukin-8,

VEGEF ... vaskularni endotelidlni ristovy faktor, MMP-1 ... matrix-metaloproteinaza-1
Pfevzato a upraveno z [20].

Dal8i mozny zpiisob, jakym muize thymidin fosforylasa podminiovat angiogenesi, je jeji

schopnost snizit hladinu intracelularniho (vnitrobunééného) thymidinu, ktery funguje jako

inhibitor proliferace endotelidlnich bungk® "1,

11



5.2 Porovnani pyrimidin nukleosid fosforylas

Thymidin fosforylasa (TPasa), stejné¢ jako enzym uridin fosforylasa (UPasa)
katalyzujici reverzibilni fosforolyzu 2’-deoxyuridinu, patii do rodiny pyrimidin nukleosid
fosforylas (zkratka PyNP z anglického nazvu Pyrimidine nucleoside phosphorylase).
V sav¢ich buiikach jsou ptitomny oba tyto enzymy (TPasa i UPasa), naproti tomu u nizSich
organismu se vyskytuje pouze enzym pyrimidin nukleosid fosforylasa (PyNPasa), ktery je
schopen katalyzovat fosforolyzu 2’-deoxythymidinu i 2’-deoxyuridinu®® * *3. Thymidin
fosforylasa je vysoce specifickd vici 2'-deoxynukleosidiim, zatimco uridin fosforylasa
a pyrimidin nukleosid fosforylasa jsou schopny pfijmout jako substrat pyrimidinové

nukleosidy s deoxyribosou i ribosout 2 I,

Specifita thymidin fosforylasy vaci
2’-deoxythymidinu a obecné 2'-deoxynukleosidiim je podrobnéji vysvétlena v podkapitole
nazvané Aktivni centrum.

Podle kinetickych studii se wuridin fosforylasa (podobn¢ jako purin nukleosid
fosforylasa) od thymidin fosforylasy li$i obzvlasté v mechanismu, jakym katalyzuje
reverzibilni  fosforolyzu  2’-deoxynukleosidi a také transfer deoxyribosylu
z pyrimidinovych deoxynukleosidi k jinym nukleovym bazim za vzniku novych

(4 381 U thymidin fosforylasy byl dokdzan uspofadany mechanismus

deoxynukleosida
reakce, kdy se v piipadé reakce ve sméru fosforolyzy na enzym navaze nejdiive fosfat
a nasledné 2’-deoxythymidin, pficemz 2-deoxy-D-ribosa-1-fosfat je poslednim ligandem
odstepujicim se z aktivniho centra enzymu; v piipadé deoxyribosylového transferu
— reakce v opaéném smeéru — je prvnim ligandem vazajicim se do aktivniho mista enzymu
deoxyribosa-1-fosfat a meziproduktem reakce je komplex tvoieny deoxyribosa-1-fosfatem
navazanym v aktivnim misté enzymu. Naproti tomu uridin fosforylasa (i purin nukleosid
fosforylasa) katalyzuje tuto reverzibilni reakci neusporadanym mechanismem, pti kterém
nezalezi na pofadi navdzani substrati na enzym, a meziproduktem reakce je volna
deoxyribosa-1-fosfat™ *l. Potadi vazby substratli a odstépeni produktli z aktivniho centra
enzymi je tedy u téchto enzymi rozdilné, coz dokazuje i skutecnost, Ze thymidin
fosforylasa je stabilizovana jen fosfatem a 2-deoxy-D-ribosa-1-fosfatem, zatimco uridin
fosforylasa (a purin nukleosid fosforylasa) jsou stabilizovany i deoxynukleosidy™. Pro
transer deoxyribosylu je v piipadé uridin fosforylasy (a purin nukleosid fosforylasy)
potieba stechiometrické mnozstvi fosfatu, zatimco v piipadé thymidin fosforylasy je

potiebné mnozstvi fosfatu mensi™.

12



Srovnani struktur prokaryotick¢é pyrimidin nukleosid fosforylasy a eukaryotické

thymidin fosforylasy je podrobnéji rozebrano v nasledujici kapitole.

5.3 Struktura thymidin fosforylasy

5.3.1 Primarni struktura

Primarni struktura proteini a tedy i enzyml je ddna potfadim aminokyselin

\% polypeptidovém fetézci, tedy jejich sekvenci. Pro tuto préci je z hlediska primérni

vvvvv

fosforylas, tzv. sekvenéni alignment. Ze porovnani sekvenci jedné podjednotky thymidin
fosforylasy péti riznych organismi vyplynuly nékteré dilezité rozdily mezi timto

enzymem u riznych organismi, obzvlasté mezi prokaryoty a eukaryoty.

Porovnani primarnich struktur, tzv. Sekvencni alignment. pomoci programu ClustalW2
. http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
Legenda: * = AMK v daném sloupci jsou shodné u vSech pouzitych sekvenci
: = Castené zachované substituce v rdmci sekvenci
= uplné€ zachované substituce v ramci sekvenci

Sekvence enzymu jednotlivych organismii byly ziskany dne 18.1.2010 z databaze enzymi
BRENDA:

Escherichia coli®?, Salmonella enterica®!, Homo sapiens®, Rattus norvegicus'®,
Mus musculus!?®!

Sekvence organismu Escherichia coli a Salmonella enterica, tedy dvou zastupct
prokaryot, jsou vzdjemné velmi podobné — vétSina aminokyselin v sekvencich je shodna

u obou organismu — viz. Prvni porovnani sekvenci.

Prvni porovnani sekvenci — prokaryota:
CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment — prokaryota

Escherichia coli
MFLAQEIIRKKRDGHALSDEEIRFFINGIRDNTISEGQIAALAMTIFFHDMTMPERVSLT 60
Salmonella enterica
MFLAQEIIRKKRDGHALSDEEIRFFINGIRDNTISEGQIAALAMTIFFHDMTMPERVSLT 60

KR AR A A A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR A A AR A A AR AR A A A A AR AR A AR A A A A AR Ak * k%
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Escherichia coli
MAMRDSGTVLDWKSLHLNGPIVDKHSTGGVGDVTSLMLGPMVAACGGYIPMISGRGLGHT 120
Salmonella enterica
MAMRDSGTVLDWKSLNLNGPIVDKHSTGGVGDVTSLMLGPMVAACGGYVPMISGRGLGHT 120

KA KA KK AR AR KA KREI K e A A A AR A A AR AR A AR A AR AR AR A AR A A A A A Ak e kA Ak Ak Ak kK

Escherichia coli
GGTLDKLESIPGFDIFPDDNRFREIIKDVGVAIIGQTSSLAPADKRFYATRDITATVDSI 180
Salmonella enterica
GGTLDKLEAIPGFDIFPDDNRFREIIQDVGVAIIGQTSSLAPADKRFYATRDITATVDSI 180

hhkhhk kA Ak ok kA hkhk Ak hkh kA hhkhkhkhk ek hkhhkhhhkhkhk Ak kA hk kA hkhkhAhhkhkhkhrhkkrhkkhxx

Escherichia coli
PLITASILAKKLAEGLDALVMDVKVGSGAFMPTYELSEALAEAIVGVANGAGVRTTALLT 240
Salmonella enterica
PLITGSILAKKLAEGLDALVMDVKVGSGAFMPTYELSEALAEAIVGVANGAGVRTTALLT 240

hhhk KAk Ak kA hkk Ak hkhhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhhkhkhkhkrhkhkhkhkrhkhkdkhhkhkhkhrhkkrxkhkhkkxx

Escherichia coli
DMNQVLASSAGNAVEVREAVQFLTGEYRNPRLFDVTMALCVEMLISGKLAKDDAEARAKL 300
Salmonella enterica
DMNQVLASSAGNAVEVREAVQFLTGEYRNPRLFDVTMALCVEMLISGQLAKDDAEARAKL 300

Ak kA kA rhhkh kA hkhkhkhhkhhkhhkhkhkhkkhhhkhkhkhkhhkhkhkhkrkhkhkhhkrhkhkhkhkoehkhrhkhrkhkkhkkkhxx

Escherichia coli
QAVLDNGKAAEVEFGRMVAAQKGPTDEFVENYAKYLPTAMLTKAVYADTEGEFVSEMDTRALG 360
Salmonella enterica
QAVLDNGKAAEVFGRMVAAQKGPSDEFVENYDKYLPTAMLSKAVYADTEGFISAMDTRALG 360

Ak kA kA rhhkhkhkrhhkhkhkhkhhkhkhkhkhkoehkhhhkhkhk hhkhkhkkhkrkhkhkeoehkrhkhkhkhkhhkhkhkeok *kkhkkkhxx

Escherichia coli
MAVVAMGGGRRQASDTIDYSVGFTDMARLGDQVDGQRPLAVIHAKDENSWQEAAKAVKAA 420
Salmonella enterica
MAVLSMGGGRRQASDTIDYSVGFTDMARLGDSIDGQRPLAVIHAKDETSWQEAAKAVKAA 420

hhkhko ok hkhhkh kA hhkhhhhhkhkhkkhkhkhhkhhhkhkhkk ochhkhkhkhkhkhhkrhkhkhkhkhk *hrhhkrxkhkhkrkhxx

Escherichia coli
IKLADKAPESTPTVYRRISE 440
Salmonella enterica
IILDDKAPASTPSVYRRITE 440

* ok kkxk kkhkkekkkkhkk ook

Z pielozeni vice terciarnich struktur na sebe na zaklad¢ jejich strukturni podobnosti, tak
zvaného strukturniho alignmentu (viz. Obrazek €. 4 na nésledujici stran¢), je rovne€z patrné,

z7e jsou si struktury pyrimidin nukleosid fosforylas v ramci prokaryot velmi podobné.
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Obrazek ¢. 4: Porovnani terciarnich struktur, tzv. strukturni alignment, dvou prokaryotickych
pyrimidin nukleosid fosforylas.
Zeleng: Pyrimidin nukleosid fosforylasa organismu Escherichia coli
Oranzov¢: Pyrimidin nukleosid fosforylasa organismu Staphylococcus aureus
Soutadnice krgfstalovych struktur byly ziskany dne 29.4.2010 z databaze proteinovych
struktur PDB" %8,

Porovnani terciarnich struktur vytvofeno pomoci programu PyMOL, RMSD (root mean square
deviation) = 7,38 4.

Od sekvenci eukaryotickych organismt, konkrétné¢ savcli — v tomto piipadé Homo
sapiens (¢lovek), Rattus norvegicus (Potkan obecny) a Mus musculus (MyS domaci) — se
ale sekvence prokaryotnich organismil znatelné li§i (viz. Druhé porovnani sekvenci na
nasledujici stran€), a to zejména v délce aminokyselinového fetézce. U obou zastupci
prokaryot je jedna podjednotka enzymu dlouhd 440 aminokyselin, zatimco v ptipadé
eukaryot je délka aminokyselinového fetézce mezi 471 a 482 aminokyselinami. Retézec
lidské thymidin fosforylasy je na N-konci oproti prokaryotickym pyrimidin nukleosid
fosforylasdm delS$i o tficetdva aminokyselin, které zahrnuji pomérné hodné glycind,
a netvoii proto presné definovanou sekundarni strukturu®, V sekvencich eukaryot se navic
objevuji Cetné inzerce kratkych nukleotidovych sekvenci oproti eukaryotickym sekvencim,
a predevsim se daleko vice li$i samotna sekvence aminokyselin — prokaryotickd pyrimidin
nukleosid fosforylasa ma jen z piiblizné 40 % totoznou sekvenci s lidskou thymidin

fosforylasou®® * 2,
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Druhé porovnani sekvenci — prokaryota a eukaryota:

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment — prokaryota a eukaryota

Rattus norvegicus

MAAPGTPPPLAPETAGADSGGGSG——————— EHRQLPELIRLKRNGGHLSEADIRNEVHA
Mus musculus
MAAPGTPPPSA-—————- SGGGGG——————— EPRQLPELIRLKRDGGHLREADIRNEVHA

Homo sapiens
MAALMTPGTGAPPAPGDFSGEGSQGLPDPSPEPKQLPELIRMKRDGGRLSEADIRGEVAA
Salmonella enterica

———————————————————————————————— MFLAQEIIRKKRDGHALSDEEIRFFING

———————————————————————————————— MFLAQETTRKKRDGHALSDEEIRFFING
*:** **:* * H :** *:

Rattus norvegicus
LMDGRAQDTQIGAMLMAIRLQGMDLEETSVLTQALAESGQQLEWP-KAWHQQLVDKHSTG
Mus musculus
VIDGRAQDTQIGAMLMAIRLQGMNLEETSVLTRALAESGQQLEWP-KAWHQQLVDKHSTG
Homo sapiens
VVNGSAQGAQIGAMLMAIRLRGMDLEETSVLTQALAQSGQQLEWP-EAWRQQLVDKHSTG
Salmonella enterica
IRDNTISEGQIAALAMTIFFHDMTMPERVSLTMAMRDSGTVLDWKSLNLNGPIVDKHSTG
Escherichia coli

IRDNTISEGQIAALAMTIFFHDMTMPERVSLTMAMRDSGTVLDWKSLHLNGPIVDKHSTG
Kk ke Kek .. Kk . K Kk ke okk Kkax ) Ck kKK KKK

Rattus norvegicus

GVGDKVSLVLAPALAACGCKVPMI SGRSLGHTGGTLDKLESIPGFSVTQSPEQMLQILEE
Mus musculus
GVGDKVSLVLAPALAACGCKVPMISGRSLGHTGGTLDKLESIPGFGVTQSPEQMLHILEE
Homo sapiens

GVGDKVSLVLAPALAACGCKVPMI SGRGLGHTGGTLDKLESTIPGFNVIQSPEQMQOVLLDQ
Salmonella enterica

GVGDVTSLMLGPMVAACGGYVPMI SGRGLGHTGGTLDKLEAIPGFDIFPDDNRFREITIQD
Escherichia coli
GVGDVTSLMLGPMVAACGGYIPMISGRGLGHTGGTLDKLESIPGFDIFPDDNRFREITIKD

Khkkk o kk ek ok kkkK shkhkkk ok AKX KK AKAX Kk Ak o K kk k|

Rattus norvegicus
VGCCIVGQSEKLVPADGILYAARDVTATVDSVPLITASILSKKAVEGLSTLVVDVKEGGA
Mus musculus
VGCCIVGQSAKLVPADGILYAARDVTATVDSVPLITASILSKKAVEGLSTLVVDVKEGGA
Homo sapiens
AGCCIVGQSEQLVPADGILYAARDVTATVDSLPLITASILSKKLVEGLSALVVDVKFGGA
Salmonella enterica
VGVAIIGQTSSLAPADKRFYATRDITATVDSIPLITGSILAKKLAEGLDALVMDVKVGSG
Escherichia coli
VGVAIIGQTSSLAPADKRFYATRDITATVDSIPLITASILAKKLAEGLDALVMDVKVGSG

* * oo kK . * Kk k Kk ek kekk ek kkhkhkhkoekhkkrk K*khkkokk kkhkk ek koexkhkk K

Rattus norvegicus
AVFPDQEKARELAKMLVRVGMGLGLQVAAALTAMDNPLGRNVGHTLEVEEALLCLDGAGP
Mus musculus
AVFPDQEKARELAKMLVRVGVSLGLKVAAALTAMDNPLGRSVGHTLEVEEALLCLDGAGP
Homo sapiens
AVFPNQEQARELAKTLVGVGASLGLRVAAALTAMDKPLGRCVGHALEVEEALLCMDGAGP
Salmonella enterica
AFMPTYELSEALAEAIVGVANGAGVRTTALLTDMNQVLASSAGNAVEVREAVQFLTGEYR
Escherichia coli
AFMPTYELSEALAEAIVGVANGAGVRTTALLTDMNQVLASSAGNAVEVREAVQFLTGEYR

* .k * . * k. -k x K .. ek kk ke . * ke oo kk hk oo . *

53

60

28

28

112

105

119

88

88

172

165

179

148

148

232

225

239

208

208

292

285

299

268

268

16



Rattus norvegicus
-PDLRDLVIRLGGAILWLSGQAETQDQGAARVAAALDDGSALHRFQLMLSAQGVDPGLAR 351
Mus musculus
-PDLRDLVIRLGGAILWISGQAETQDQGAARVAAALDDGSARRRFQLMLSAQGVDPGLAK 344
Homo sapiens
-PDLRDLVTTLGGALLWLSGHAGTQAQGAARVAAALDDGSALGRFERMLAAQGVDPGLAR 358
Salmonella enterica

NPRLFDVTMALCVEMLISGQLAKDDAEARAKLQAVLDNGKAAEVFGRMVAAQ-KGP---- 323
Escherichia coli
NPRLEFDVTMALCVEMLISGKLAKDDAEARAKLQAVLDNGKAAEVFGRMVAAQ-KGP---- 323

* kK K. * .k * . . koo kK kKk ek K * * o oo kK *

Rattus norvegicus
ALCSGSPTQRRQLLPHARKQEELLSPADGIVECVRALPLACVLHELGAGRSRAGQPIRPG 411
Mus musculus
ALCSGSPTQRRQLLPHAREQEELLAPADGIVECVRALPLARVLHDLGAGRSRAGQPIRPG 404
Homo sapiens
ALCSGSPAERRQLLPRAREQEELLAPADGTVELVRALPLALVLHELGAGRSRAGEPLRLG 418
Salmonella enterica
—-——-SDFVENYDKYLPTAMLSKAVYADTEGFISAMDTRALGMAVLSMGGGRRQASDTIDYS 380
Escherichia coli
—-——-TDFVENYAKYLPTAMLTKAVYADTEGFVSEMDTRALGMAVVAMGGGRRQASDTIDYS 380

** ok . . . .o ok . . . * . « X Kk k . % . .

Rattus norvegicus
VGAELLVDVGOQWLSRGTPWLRVHLDGPALSSQQRRTLLGALVLSDRAPFKAPSPFAELVL 471
Mus musculus
VGAEVLVDVGQCLSRGTPWLRVHLDGPALSSQQRRTLOGALVLSDRAPFKVPSPFAELVL 464
Homo sapiens
VGAELLVDVGQRLRRGTPWLRVHRDGPALSGPQSRALQEALVLSDRAPFAAPSPFAELVL 478
Salmonella enterica
VGFTDMARLGDSIDGQRPLAVIHAKDETSWQEAAKAVKAATIILDDKAPASTPSVYRRITE 440
Escherichia coli
VGFTDMARLGDQVDGQRPLAVIHAKDENSWQEAAKAVKAATIKLADKAPESTPTVYRRISE 440

*x I * R HEE - T S
Rattus norvegicus PPTTP-- 476
Mus musculus PPTIAQP 471
Homo sapiens PPQQ--- 482

Salmonella enterica  -—-—--—-—--
Escherichia coli @ —-————-—-

Porovnani terciarnich struktur prokaryotické pyrimidin nukleosid fosforylasy
z organismu S. aureus a lidské thymidin fosforylasy (viz. Obrazek ¢. 5 na nasledujici
stran®) také ukazuje, Ze terciarni struktury eukaryotického enzymu jsou rozdilné oproti
terciarnim strukturdm tohoto enzymu u prokaryot, coz dokazuje 1 vyssi hodnota primérné
kvadratické odchylky (RMSD) oproti porovnani pouze prokaryotickych terciarnich
struktur. Pfi srovnani na sebe jsou si strukturné velmi podobné vzdy jen malé a-domény,
nebo jen velké o/f-domény, ale ne obé domény zaroven. Z toho vyplyva, Ze prokaryotické
a eukaryotické struktury enzymu maji rozdilné tvofenou prohluben mezi malou a velkou
doménou a tedy 1 aktivni centrum. Je tedy pravdépodobné, Ze schopnost prokaryotické
pyrimidin  fosforylasy = katalyzovat reverzibilni fosforolyzu  2’-deoxythymidinu

i 2’-deoxyuridinu, narozdil od eukaryotické thymidin fosforylasy schopné katalyzovat
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pouze fosforolyzu 2’-deoxythymidinu, je zpiisobena pravé rozdilnym usporddanim

v aktivnim misté enzymu — viz. podkapitola Aktivni centrum.

Obrazek €. 5: Porovnani terciarnich struktur, tzv. strukturni alignment, prokaryotické pyrimidin
nukleosid fosforylasy a eukaryotické thymidin fosforylasy
Modre: Lidska thymidin fosforylasa
Oranzové: Pyrimidin nukleosid fosforylasa organismu Staphylococcus aureus
Soutadnice krg/stalovych struktur byly ziskany dne 29.4.2010 z databaze proteinovych
struktur PDB*® 2%,
Porovnani terciarnich struktur vytvoteno pomoci programu PyMOL, RMSD (root mean square
deviation) = 3,80 A

V ramci eukaryotickych organismi (viz. Druhé porovnani sekvenci) jsou rozdily
v sekvencich aminokyselin velmi malé a délky fetézcl u vsSech tifech pouzitych exemplarii
jsou srovnatelné. Nejvétsi rozdil mezi sekvencemi je hned ze zacatku fetézce, konkrétné
u prvnich tficeti aminokyselin, kdy fetézec lidské thymidin fosforylasy je uplny, zatimco
v ptipad¢ potkana se objevuje jedna vEétsi mezera a v pripad€ mysi dvé vétsi mezery. V této
oblasti jsou sekvence aminokyselin u mysi a potkana témef totozné, ale pomérné se 1i8i od
sekvence lidského enzymu. Ve zbytku fetézce se jiz sekvence eukaryot podstatné neliSi
1 presto, ze Cloveék je fylogeneticky pomérné vzdaleny od hlodavci (tedy mysi a potkana),
a obcasné rozdily v sekvenci nejspi$ nejsou dany druhové, jelikoZ se nevyskytuji naptiklad

jen mezi hlodavci a ¢lovékem, ale mezi vSemi druhy stejnomérné.
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5.3.2 Sekundarni struktura

Sekundarni struktura proteinit a tedy i enyzmi je dana prostorovym uspoiadanim
polypeptidového fetézce tak zvané na kratkou vzdalenost, tedy jen v ramci nékolika po
sob¢ jdoucich aminokyselin. Sekundarni struktura udava kde polypeptidovy fetézec vytvari
motivy a-helixu (o-Sroubovice), B-sheetu (skladany list), smycek (loop), piipadné
neuspoiadané struktury (random coil). Podrobny popis sekundarni struktury pyrimidin
nukleosid fosforylasy E. coli s umisténim jednotlivych segmentti sekundarni struktury je

uveden na Obrazku ¢. 6.

........ 10........20........30........40........50........60
MFLAQETIIRKKRDGHALSDEEIRFFINGIRDNTISEGQIAALAMTIFFHDMTMPERVSLT
| -——al--| [ a2-———- | |---—- a3-—-—-- | |--—-- ad-
........ 70........80........90.......100.......110.......120
MAMRD SGTVLDWKSLHLNGPIVDKHSTGGVGDVTSLMLGPMVAACGGYIPMISGRGLGHT
- |--BlAa-| |-—--a5----| |-p2A|
....... 130.......140.......150.......160.......170.......180
GGTLDKLESIPGFDIFPDDNRFREIIKDVGVAIIGQTSSLAPADKRFYATRDITATVDSI
| -—-a6--| |----a7----]|B3A| | ----a8----| |-
....... 190.......200.......210.......220.......230.......240
PLITASILAKKLAEGLDALVMDVKVGSGAFMPTYELSEALAEAIVGVANGAGVRTTALLT
————— a9-----| | --B4A--| | -—----al0------| | --p5A-
....... 250.......260.......270.......280.......290.......300
DMNQVLASSAGNAVEVREAVQFLTGEYRNPRLFDVTMALCVEMLISGKLAKDDAEARAKL
| B1B |---—- all-——-| |-————-- al2-—---—- | | -——-- al3
....... 310.......320.......330.......340.......350.......360
QAVLDNGKAAEVFGRMVAAQKGPTDFVENYAKYLPTAMLTKAVYADTEGFVSEMDTRALG
————— | |-———ald---—-| |al5 | |B2B| |-----al6
....... 370.......380.......390.......400.......410.......420
MAVVAMGGGRRQASDTIDYSVGFTDMARLGDQVDGQRPLAVIHAKDENNWQEAAKAVKAA
------ | |-B3B| [-p4B| |-----al7-----
....... 430.......440
IKLADKAPESTPTVYRRISE
| |-B6A|

Obrazek €. 6: Podrobny popis sekundarni struktury pyrimidin nukleosid fosforylasy E. coli naznadujici
oblasti a-helix( (al - al7) a B-sheetii (B1A - B4B) podle sekvence aminokyselin v fetézci. A znaci
Sestivlaknovy B-sheet, B znaéi ¢tyivlaknovy B-sheet.

Sekvence P%/rimidin nukleosid fosforylasy E. coli byla ziskana dne 18. 1. 2010 z databaze enzymi
BRENDA®,
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5.3.3 Terciarni struktura

Terciarni struktura proteint a tedy i enzymtl je ddna trojrozmérnym uspotadanim celého
polypeptidového fetézce, tedy usporadanim a interakcemi motivll sekundéarni struktury
vV prostoru.

Thymidin fosforylasa je dimer (viz. kapitola 5.3.4 Kvartérni struktura) tvofeny dvéma
identickymi podjednotkami (monomery), ptiCemz kazda ze dvou podjednotek enzymu je
tvofena mensi a-helikdlni doménou a velkou a/B-doménou, které jsou od sebe oddéleny

prohlubni obsahujici vazbena mista pro substraty — viz. Obrazky ¢. 7 a ¢. 9 (na strané 24).

N

C
228 a7
B4 ps 1
23 3 /-
a3
Pe 5
420

Obrazek €. 7: Schématicky diagram struktury thymidin fosforylasy.
Valecky: a-helixy, Sipky: B-sheety, N a C — oznaceni N a C konce fetézce.
Modfe: mala a-helikalni doména, oranzové: a-helixy velké o/pf-domény, svétle oranzové: B-sheety
velké o/B-domény, zelend: smyc¢ky spojujici malou a velkou doménu (Vv tzv. prohlubni struktury).
Pifevzato z [2].

Struktura thymidin fosforylasy z E. coli: Mala o-helikdlni doména je tvofena
aminokyselinami 1-65 a 163-195, poéitano od N-konce. Tato doména zahrnuje Sest

a-helixit (al-04 a a8-09), které se ucastni interakci na rozhrani dimeru a také vazby
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pyrimidinu. Prvni ¢tyfi helixy (tvofené aminokyselinami 1-65) tvofi tak zvany shluk
a-helixtt ("helix bundle™), pfiCemz vzdy dva prostorové prilehlé helixy (al s a3 a o2
s a4) jsou paralelni, zatimco dva helixy nésledujici hned za sebou jsou antiparalelni.
Aminokyseliny 163-193 tvoii dva helixy (a8 a a9) spojené kratkou smyckou, které jsou
prostorové otocené vici prvnim ctyfem helixim. Aminokyselinové zbytky z téchto dvou
helixti tvofi jednu stranu prohlubné zahrnujici aktivni centrum a jsou prostorové velmi
blizko vazebnému mistu pro 2’-deoxythymidinf? 34,

Velka a/B-doména je tvofena aminokyselinami 80-154 a 197-440. Hlavnim rysem této
domény je Sestivlaknovy smiseny B-sheet (viz. Obrazek €. 6 ... A na strané 19), pfiCemz
prvnich pét vlaken (B1-BS) je paralelnich, zatimco Sesté vlakno (B13), které je sekvencné
od ostatnich vlidken B-sheetu hodné vzdalené, je antiparalelni. Sest vldken B-sheetu je
obklopeno a-helixy (a5-07 a al0-a16)? 3. V této doméngd tvoii a-helixy stiidajici se
s paralelnimi B-sheety strukturu podobnou tzv. Rossmann-fold motivu. Rossmann-fold je
strukturni motiv vyskytujici se u proteinii vazajicich nukleotidy a je tvofen tiemi a vice
paralelnimi vlakny [B-sheetu obklopenymi dvéma a vice helixy tak, Ze tvofi sekvenci
"B-sheet — a-helix — B-sheet — a-helix — B-sheet", pii¢emz jeden Rossmann-fold motiv je
schopen vazat jeden nukleotid. U thymidin fosforylasy neni tento motiv piesn¢ dodrzen,
ale centralni B-sheet velké o/B-domény se ji velmi podoba.

Mimo Sestivlaknového B-sheetu, ktery tvoti stfed velké o/B-domény, je tato doména
v ptipadé¢ E. coli dale tvofena menSim antiparalelnim c¢tyivlaknovym B-sheetem (viz.
obrazek ¢. 6 ... B na strané 19)[31]. V pripadé lidské thymidin fosforylasy je centralni
smiSeny [B-sheet obklopen dvéma mensimi antiparalelnimi B-sheety (vldkna B6, B7, B9
a P11 jako v piipadé E. coli a vlakna B8, B10 a P12 navic oproti E. coli) lemovanymi
dvéma a-helixy (al7 al8)M. Nejvétsi strukturni rozdil mezi prokaryotickou pyrimidin
nukleosid fosforylasou a lidskou thymidin fosforylasou je v ramci velké o/f-domény, kde
ma lidska thymidin fosforylasa oproti prokaryotické nukleosid fosforylase jeden a-helix
navic (al5), helix a16 je o jednu otacku delsi a stejné tak C-konec je delsit?,

Tti smycky spojujici malou a-helikalni doménu s velkou a/B-doménou (vyznacené na
Obrazcich ¢. 7 na strané¢ 20 zelené¢ a ¢. 9 na strané¢ 24 cervené) funguji jako panty
umoznujici pohyb obou domén mezi konformaci otevienou (inaktivni) a zavienou (aktivni,
s navazanym substratem), kdy se k sobé ptibliZzi aminokyselinové zbytky aktivniho centra
a substraty se k sob& dostanou na vzdalenost umoziiujici priibsh reakce!® ** ¥, Zaviena

konformace je pro katalytickou aktivitu enzymu velmi dulezita také proto, Ze uzavieni
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enzymu kolem obou substrati (fosfatu a 2’-deoxythymidinu) chrani substraty pted
hydrol}'lzou[l].

Dale se v oblasti aktivniho centra vyskytuje jesté jedna smycka (aminokyseliny 405-415
u lidské thymidin fosforylasy — odpovida aminokyselinam 364-371 pyrimidin nukleosid
fosforylasy organismu Bacillus stearothermophilus, dnes Geobacillus stearothermophilus),

kterd vodikovymi mistky stabilizuje uzavienou konformaci, ale ziejmé neni nutna k jejimu
2 12]

Vytvofeni[l’

Obrazek ¢. 8.

21 Tato smycka dale stabilizuje spojeni monomerd do dimeru viz.

Obrazek ¢&. 8: Vlevo: Terciarni struktura lidské thymidin fosforylasy s thyminem navazanym
v aktivnim centru, a s vyzna¢enou smyckou stabilizujici spojeni monomertt do dimeru
a uzavienou konformaci.

Ridzoveé: smycka z aminokyselin 405-415.
Tycovy model thyminu: zluté C, modie N, Cervené O.

Vpravo: Detailni pohled na interakce smy¢ky stabilizujici spojeni monomerti do
dimeru a uzavienou konformaci ... tento pohled byl vytvoien rotaci struktury vlevo o 90° ve
sméru hodinovych rucicek.

Sedé a svétle hnédé: dva monomery lidské thymidin fosforylasy.

Ruzoveé: smycka z aminokyselin 405-415; modie N, ¢ervené O.

Ty€ové modely aminokyselin: Zluté C, modie N, ¢erven¢ O.

Oranzové prerusované cerné cary: vodikové vazby v ramei jedné podjednotky, zelené
prerusované ¢erné cary: vodikové vazby mezi dvéma podjednotkami.

R408, S409, Q70, S65, R410, Q67, E413, D156: jednopismenné kody aminokyselin
S oznacenim jejich poradi v fetézci.

Pifevzato z [1].
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Navazani fosfatu do aktivniho centra (vazebného mista pro fosfat) ziejmé indukuje
tvorbu vodikového mustku mezi postrannim fetézcem Hisl50 a kyslikem karbonylu
Gly239 (v ptipad¢ lidské thymidin fosforylasy; His119 a Gly208 v piipadé pyrimidin
nukleosid fosforylasy E. coli), ktery pomaha stabilizovat smy¢ku v oblasti aminokyselin
146 — 151, jenz je v dusledku vazby fosfatu destabilizovana. Utvofeni této vodikové vazby
se zda byt klicove pro vzdjemny pohyb domén. Malad a-helikalni doména se pohybuje
jakozto tuhé téleso, naproti tomu velka a/B-doména mirné méni konformaci, coz souvisi
pravé s tvorbou vodikové vazby mezi His150 a Gly239% *. Navazani fosfatu do aktivniho
centra tedy umozni cCastecné uzavieni struktury (o/B-doména se  otoci
o 8° smérem k a-domén¢), nicméné az navazani 2’-deoxythymidinu zplsobi Uplné
uzavieni struktury (o/B-doména se otoéi o dalsich 20° smérem k o-doméng) ™ % ° 2 To
odpovida kinetickym studiim, podle kterych je fosfat prvnim navdzanym substratem,
jelikoz kdyby se nejdiive do aktivniho centra navazal 2’'-deoxythymidin, zpiisobil by tplné
uzavieni struktury enzymu, fosfit by se jiz nemohl do aktivniho centra navazat
a fosforolyza by nemohla probéhnout™. Navazani samotného inhibitoru (TPI) bez
pritomnosti fosfatu je vSak mozné a zplsobi uplné uzavieni struktury a tedy vznik aktivni

konformace!®.
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Obrazek ¢. 9: Terciarni struktura thymidin fosforylasy s molekulou inhibitoru TPI.
Modfe: mala a-helikdlni doména, oranzové: a-helixy velké o/B-domény, Zluté: B-sheety velké
o/B-domény, Cervené: smycky spojujici malou a velkou doménu zodpovédné za uzaveni/otevieni
konformace, zelené: smycky spojujici jednotlivé segmenty sekundarni struktury.
Ty€ovy model inhibitoru TPI (5-chloro-6-[1-(2-iminopyrrolidinyl)methyl]uracil hydrochlorid):
fialové C, modie N, ¢ervené O, zelené Cl.
Soutadnice krystalové struktury byly ziskany dne 29.4.2010 z databaze proteinovych
struktur PDB!.
Struktura vytvofena pomoci programu PyMOL.

Aktivni centrum

Aktivni centrum thymidin fosforylasy se nachdzi v prohlubni mezi velkou o/ a malou
a-doménou, pfi¢emz vazebné misto pro 2’-deoxythymidin leZi na malé a-doméné, zatimco
vazebné misto pro fosfat lezi na velké o/B-doméné. Vzdalenost mezi obéma substraty
v aktivnim centru je mezi 8 a 10 A, coz opét dokazuje, Ze enzym musi po navazani
substrat zménit konformaci na uzavienou, aby se k sob& substraty dostaly dostatecné

blizko a mohla probéhnout reakce %%,
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Vazbené misto pro 2’-deoxythymidin lezi mezi a-helixy a8 a a9 a sklada se ze dvou
oblasti — kazda interaguje s jinou ¢asti 2 ’-deoxythymidinu (popiipad¢ inhibitoru strukturné
ptipominajiciho substrat, jako naptiklad TPI). Pfi navazani inhibitoru TPI do aktivniho
centra lidské thymidin fosforylasy interaguji vodikovymi vazbami s 5-chlorouracilovou
¢asti inhibitoru aminokyseliny Arg202 (vazba na 4-O pyrimidinu), Ser217 (vazba na 3-N)
a Lys221 (vazba na 2-O) z malé a-domény a His116 (vazba na 1-N) z velké o/B-domény'”
— viz. Obrazek ¢. 11 na strané 28. V piipad¢ navazani thyminu jakoZzto inhibitoru do
aktivniho centra interaguji s pyrimidinovym cyklem stejné aminokyseliny jako v piipadé
TPI, jen aminokyselina His116 vytvaii vodikovou vazbu s 2-O thyminu™ — viz. Obrazek
¢. 10 na nasledujici strané. Struktury pyrimidin nukleosid fosforylas z organismu
Escherichia coli a Geobacillus stearothermophilus ukazuji velmi podobné aktivni centrum,
kde je substrat/inhibitor stabilizovan aminokyselinami Argl168, Ser183 a Lys187 v ptipadé
G. stearothermophilus a Argl71, Serl86 a Lys190 v piipadé E. coli, coz odpovida
uvedenym aminokyselindm lidské thymidin fosforylasy. Role aminokyseliny His116, ktera
je pritomna v celé rodiné pyrimidin nukleosid fosforylas (odpovidd His82
u G. stearothermophilus a His85 u E. coli) neni pfesné znama, ale piedpoklada se, Ze
stabilizuje tranzitni stav pii fosforolytické reakci, nebo je donorem protonu pro 1-N

2121 _ iz, Obrazek ¢. 1 na strané 8.

pyrimidinového cyklu po rozstepeni glykosidické vazby
Pro katalytickou aktivitu vSech pyrimidin nukleosid fosforylas je tato aminokyselina
nepostradatelna, coz dokazuje i studie s thymidin fosforylasami s histidinem v pozici 116 v
fetézci zaménénym za fenylalanin nebo lysin, které UpIn€ postradaly katalytickou

aktivitu™.
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Obrazek €. 10: Detailni pohled do aktivniho centra thymidin fosforylasy s navazanym thyminem a se
zvyraznénymi aminokyselinami tvoficimi vodikové vazby s thyminem.
Zeleng: aktivni centrum thymidin fosforylasy.
Ty€ovy model thyminu: Zluté C, modie N, Cervené O.
Tycové modely aminokyselin: rizoveé C, modie N, cervené O.
PieruSované cerné ¢ary: vodikové vazby.
Arg202, Ser217, Lys221, His116: tfipismenné kédy aminokyselin s ozna¢enim jejich potadi
Vv fetézci.
Soutadnice kr;rstalovych struktur byly ziskany dne 29.4.2010 z databaze proteinovych
struktur PDBM!,
Struktura vytvotena pomoci programu PyMOL.

5-chlorouracilova ¢ast TPI je dale stabilizovana v aktivnim centru interakcemi chloru
s hydrofobni kapsou tvofenou aminokyselinami Val208 a Ile214 z a-domény a Leul48
a Val241 z o/B-domény - viz. Obrazek €. 11 na stran¢ 27. Aminokyselina Val241 pfitom
interaguje s chlorem van der Waalsovymi silami stejné tak, jak by s Val241 interagovala
methylova skupina thyminu®. Samotny uracil v8ak v pozici 5 Zadny substituent nema,
proto by se v pfipadé¢ navadzani 2’-deoxyuridinu do aktivniho centra lidské thymidin
fosforylasy vytvofila mezi pozici 5 pyrimidinového cyklu a aminokyselinou Val241
hydrofobni dutina, a uridin by nebyl v aktivnim misté dostatecné stabilizovan. Proto
nemuze byt 2’-deoxyuridin substratem pro eukaryotickou thymidin fosforylasu. Naproti
tomu u pyrimidin nukleosid fosforylasy organismu Geobacillus stearothermophilus
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odpovida aminokyselin¢ Val241 aminokyselina Phe207 (coz odpovida Phe210 u E. coli).
Fenylalanin zabira vice mista v prostoru nez valin a tedy vzdalenost mezi pozici
5 pyrimidinového cyklu 2’-deoxyuridinu a aminokyselinou Phe207 je mensi, coz umoziuje
van der Waalsovy interakce mezi témito skupinami a dalS$i stabilizaci
2’-deoxyuridinu v aktivnim misté enzymu. Navazani 2’-deoxythymidinu do aktivniho
centra prokaryotni pyrimidin nukleosid fosforylasy by kvili methylové skupiné v pozici
5 pyrimidinového cyklu nebylo prostorové mozné, pokud by se fenyl aminokyseliny
Phe207 (poptipadé¢ Phe210) neotocil o 90° podle osy spojujici CB a Cy fenylalaninu.
Takovato rotace by umoznovala prokaryotické pyrimidin nukleosid fosforylase pfijmout
jako substrat 2’-deoxythymidin i1 2’-deoxyuridin bez nutnosti dalSich strukturnich zmén

v aktivnim misté¢ enzymul %

, coz vysvétluje menSi specifitu pyrimidin nukleosid
fosforylasy oproti thymidin fosforylase. Ve struktufe pyrimidin nukleosid fosforylasy
organismu Geobacillus stearothermophilus v oteviené konformaci byla dale identifikovana
vodikova vazba mezi postrannim fetézcem aminokyseliny Asnl75 a atomy hlavniho
fetézce aminokyseliny Phe207, kterd se vSak u uzaviené¢ konformace jiz nevyskytuje.
Tvorba této vodikové vazby tedy mlze mit zadsadni vyznam pii znovuotevirani struktury

enzymu po prob&hnuti katalytické reakce!™?.
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Obrazek ¢. 11: Detailni pohled do aktivniho centra thymidin fosforylasy s navazanym inhibitorem TPI
(5-chloro-6-[1-(2-iminopyrrolidinyl) methyl]uracil hydrochlorid), a se zvyraznénymi
aminokyselinami a molekulami vody interagujicimi s TPI.

Tycovy model TPI: Zluté C, modie N, ¢ervené O, zelen¢ Cl.

Tycové modely aminokyselin vytvaiejicich vodikové vazby s TPI: rizové C, modie N, ¢ervené O.
Tyc€ové modely aminokyselin vytvaiejicich hydrofobni kapsu stabilizujici chlor: tyrkysové C, modie
N, Cervené O.

Oranzoveé: molekuly vody ve vazebném misté pro fosfat. W1 a W2 ... molekuly vody interagujici ve
vazebném misté pro fosfat zastupujici dva kyslikové atomy fosfatu interagujici s TPI.

PreruSované cerné ¢ary: vodikové vazby.

Arg202, Ser217, Lys221, His116, ...: tiipismenné kody aminokyselin s ozna¢enim jejich pofadi

V fetézci.

Soufadnice krystalovych struktur byly ziskany dne 29.4.2010 z databaze proteinovych

struktur PDB),

Struktura vytvorena pomoci programu PyMOL.

Druhé oblast aktivniho centra interagujici s 2-iminopyrrolidinovou ¢asti TPI je tvofena
aminokyselinou Serl17 z o/B-domény a siti molekul vody ve vazebném misté pro fosfat
— viz. Obrazek ¢. 11. JelikoZ ma 2-iminopyrrolidin charakter kladné nabité ¢astice, mize
napodobovat transitni stav podobny oxokarbeniovy iontu pfi fosforolyze thymidinu. Dvé

molekuly vody ve vazebném misté pro fosfat zastupuji kyslikové atomy fosfatu?,
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Vazebné misto pro fosfat je u prokaryotické pyrimidin nukleosid fosforylasy umisténo
mezi B-sheety Bl a B2 '4 a je stabilizovano vodikovymi vazbami s aminokyselinami
Asp83, Lys84, Ser86, Lys191 a Thrl23 v piipadé E. coli (viz. Obrazek ¢. 12)
a aminokyselinami Lys81, Ser 83, Lys108, Ser110 a Thr 120 v ptipadé organismu
Geobacillus stearothermophilus™? 32,

Detailni schéma celého aktivniho centra pyrimidin fosforylasy E. coli s navazanym
fosfatem i 2’-deoxythymidinem a naznacenymi pravdépodobnymi vodikovymi vazbami je

rozkresleno na Obrazku ¢. 12.

Ser-86
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Lys-84 I?
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0 0 0 P
X - b 0. ol
\ S, e \
0 ,o/clJH'o\ />—Nl1 e
ASp'83 ;” . \\ HO ’,O ‘\‘ HzN ’ Arg.‘] 71
NFi; * ! H
“NHg*
Ser-186
Thr-123
Lys-191

Lys-190

Obrazek ¢. 12: Schéma pravdépodobného modelu katalytické aktivity pyrimidin nukleosid fosforylasy
E. coli v aktivnim centru, vytvofené simulaci uzaviené struktury. PferuSované cary piedstavuji

moznou tvorbu H-mistki. Prevzato z [32].

Thymidin fosforylasa je narozdil od uridin fosforylasy a pyrimidin nukleosid
fosforylasy, které jsou schopny katalyzovat reverzibilni fosforolyzu nukleosidl
i 2’-deoxynukleosidli, vysoce specificka vii¢i 2'-deoxynukleosidim™ ** Y, Podstatou této
specificity je pravdépodobné aminokyselina Lys108, kterd se vyskytuje u vSech dosud
popsanych enzymi z rodiny pyrimidin nukleosid fosforylas kromé E. coli a lidské
thymidin fosforylasy, kde se namisto lysinu v této pozici v fetézci vyskytuje methionin.

Lysin vytvari vodikovou vazbu s 1-O fosfatu, ktery pak dale tvoii vodikovou vazbu
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S 2’-OH ribosy (viz. Obrazek ¢. 13), coz se v piipadé methioninu nedéje. Rozdilna
chemickd podstata postrannich fetézcl téchto aminokyselin ziejmé zpusobuje odliSnou

vazbu fosfatu, coz v dusledku ovlivituje specifitu enzymi z rodiny pyrimidin nukleosid

fosforylas viici 2°-OH ribosového cyklu.

ey

Obrazek ¢. 13: Schéma interakci mezi fosfatem, pseudouridinem, molekulami vody a aminokyselinami
aktivniho centra pyrimidin nukleosid fosforylasy organismu Geobacillus stearothermophilus,
S vyznacenymi vodikovymi vazbami, vzdalenostmi mezi danymi atomy v angstremech a s Cervené
vyznacenou oblasti vodikovych vazeb umoznujicich interakci s 2°-OH ribosového cyklu.
PreruSované cerné ¢ary: vodikové vazby.
Tyr165, Argl68, Ser183, Lys187, ...: tfipismenné kody aminokyselin s oznaenim jejich potadi
v fetézci.
Pfevzato a upraveno z [12].
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5.3.4 Kvartérni struktura

Kvartérni struktura proteinli a tedy i enzymi je dana uspofadanim podjednotek celého
proteinu.

Thymidin fosforylasa je dimer tvofeny dvémi identickymi podjednotkami (monomery)
soumérny podle dvojcetné krystalografické osy. Monomery jsou k sobé orientovany
malymi a-helikalnimi podjednotkami, které dohromady tvofi klubko a-helixi ("coiled
coil"), viz. Obrazek ¢. 14. Nejblize jsou u sebe o-helixy o3 z kazdé podjednotky,
a a-helixy al z jedné podjednotky jsou orientovany vzdy k fetézci spojujici helixy a8 a a9

[1,12]

z druhé podjednotky

fetézec spojujici a8 a a9

Obrazek ¢. 14: Struktura dimeru lidské thymidin fosforylasy s thyminy navazanymi v aktivnich
centrech monomerd.
Zeleng a Cervené: dva monomery lidské thymidin fosforylasy.
Tycové modely thyminti: zluté¢ C, modfe N, ¢ervené O.
al, a3, a8 a a9: oznaceni a-helixd dulezitych pro spojeni monomerti do dimeru.
Souradnice krystalovych struktur byly ziskany dne 29.4.2010 z databaze proteinovych
struktur PDBM:
Struktura vytvofena pomoci programu PyMOL.

Dimer mé esovity tvar a rozméry priblizné 110 A na délku a 60 A na $itku pii tloustce
40 A v nejtlust§im mist& a tloustce 26 A na rozhrani podjednotek. Povrch molekuly je
relativné hladky, bez vétSich vybézki, vyjma prohlubné obsahujici vazebna mista pro
thymin, thymidin a fosfat — viz. Obrazek ¢. 15 na nasledujici strané. Tato prohluben je

priblizng 10 A hlubokd a 8 A &iroka a otvira se jen do jedné roviny molekuly thymidin
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fosforylasy. Prohlubné jsou tedy na molekule dvé — jedna na kazdé podjednotce — a jsou od

sebe vzajemné vzdalené ptiblizng 40 ABY,

Obrazek €. 15: Model povrchu pyrimidin nukleosid fosforylasy organismu E. coli s thyminem
a fosfatem navazanymi v aktivnim centru enzymu.
Nahote: pohled do vazebného mista pro fosfat.
Dole: pohled do vazebného mista pro thymin; vytvoieno rotaci horniho modelu o 45° doprava podle
naznacené osy.
Na obrazku je znazornén solventu pristupny povrch molekuly vybarveny podle elektrostatického
potencialu: Cervené mista povrchu se zapornym potencialem, modie mista s kladnym potencialem
Ty€ové modely thyminu a fosfatu: zluté¢ C, modie N, cervené O, oranzove S.
Souradnice krystalovych struktur byly ziskany dne 29.4.2010 z databaze proteinovych
struktur PDB*],
Struktura vytvofena pomoci programu PyMOL.
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Molarni hmotnost dimeru se pohybuje kolem 90 kDa u Escherichie coli (prokaryota) az

110 kDa u saved (eukaryota)!? # 31 3 3¢]

5.4 Inhibice thymidin fosforylasy

Jak jiz bylo uvedeno v ivodu, inhibice thymidin fosforylasy je potencidln¢ vhodnym
prosttedkem 1écby rlznych zavaznych onemocnéni. Kromé jiz zminéné tucasti pfi
angiogenesi a inhibici apoptozy, thymidin fosforylasa degraduje a deaktivuje néktera
chemoterapeuticka 1é¢iva, jako napiiklad TFT (triﬂouro-2'-deoxythymidin)[z' 21
BVDU ((E)-5-(2-bromovinyl)-2'-deoxyuridin neboli "brivudin”)™* ¥ I1DU (5-jodo-2'-
deoxyuridin)* -2 nebo FDU (5-flouro-2’-deoxyuridin) 38 — viz. Obrazek ¢. 16.

(0] 0

caiiiPe S o S ¢ ¢
gt " ey e

BVDU TFT F3dThd IDU DU

Obrazek ¢. 16: Nukleosidova analoga pouzivana jako protivirova a protinddorova léciva, kterd jsou
degradovana thymidin fosforylasou — pievzato z [4].

Zaroven vsak thymidin fosforylasa aktivuje jina 1éCiva, jako naptiklad doxifluridin
a fluorouracil™, nebo miiZe byt vyuzita na pfeménu "proléciv” ("prodrugs”), jako napiiklad
tegafur (1-(tetrahydro-2-furanyl)-5-fluorouracil), nebo capecitabin (N*-pentyloxycarbonyl-
5’-deoxy-5-fluorocytidin) na protinadorova nukleotidova 1é¢iva zasahujici do replikace
DNA selektivné v nadorovych tkanich®® 3 %1 Moznost terapeutického vyuziti thymidin
fosforylasy tedy nemusi spocivat jen v jeji inhibici, ale naopak také ve vyuziti jeji
schopnosti aktivovat néktera protinddorova léciva selektivné v nddorovych tkanich, coz by
mohlo pomoci vyznamné omezit ddvku chemoterapeutickych 1é¢iv podadvanych pacientlim

a tim omezit 1 jejich nepfiznivé vedlejsi G€inky.

Jelikoz je vétSina dosud navrZzenych inhibitorG thymidin fosforylasy strukturnimi

analogy jejich substrati, inhibuji tento enzym kompetitivné. Kinetické studie vSak
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prokazaly, ze thymin, tedy produkt reakce katalyzované thymidin fosforylasou, je zaroven
jejim nekompetitivnim inhibitorem. Pro lepSi nastinéni problematiky jsou principy
kompetitivni a nekompetitivni inhibice podrobnéji rozebrany ve dvou nasledujicich

podkapitolach.

5.4.1 Kompetitivni inhibice

Inhibitory enzymil jsou obecné latky snizujici rychlost enzymové katalyzované reakce
interakci s danymi enzymy. Inhibitory mohou s enzymem reagovat ireverzibilng, tedy
kovalentnimi vazbami, nebo reverzibilné, tedy nekovalentnimi vazbami — napiiklad
vodikovymi vazbami. Z hlediska enzymové Kinetiky Ize na inhibici reverzibilnimi
inhibitory aplikovat rovnici Michaelis-Mentenové.

Kompetitivni inhibitory jsou latky strukturné velmi podobné ptirozenym substratim
daného enzymu, a vazi se tedy do stejného vazebného mista enzymu jako substrat.
Kompetitivni inhibitor tedy se substratem soutézi ("to compete") o aktivni misto enzymu.
Inhibitor je ale narozdil od substratu nereaktivni, tedy enzymem nepfeménitelny na
produkt, a tudiz pokud se inhibitor navaze do aktivniho centra enzymu, zcela toto vazebné
misto obsadi a zabrani tim navadzani substratu, a proto reakce katalyzovana danym
enzymem nemuze prob&hnout.

Sila interakce mezi inhibitorem a enzymem je ddna inhibi¢ni konstantou K|, ktera je
definovana jako disocia¢ni konstanta pro komplex EI: K, = [E].[IJ/[EI], kde [E] je
koncentrace volného enzymu, [I] koncentrace volného inhibitoru a [EI] koncentrace
komplexu enzym-inhibitor, ktery je katalyticky neu¢inny. Pii kompetitivni inhibici se pti

[41, 42]

zvySovani koncentrace inhibitoru neméni hodnota Vmax, ale vzrista hodnota Ky, — Viz.

Obrazek €. 17 na nasledujici strané.
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Obrazek €. 17: Kompetitivni inhibice: dvojnasobné reciproky vynos podle Lineweavera a Burka — graf
zavislosti 1/v (reciproka hodnota reakéni rychlosti) na 1/[S] (reciproka hodnota koncentrace
substratu). Jednotlivé pfimky znaci zavislost 1/v na 1/[S] pfi riznych koncentracich kompetitivniho
inhibitoru. [I] znac¢i koncentraci inhibitoru, ktera se sméru Sipky vzristd. 1/Vma znaéi reciprokou
hodnotu maximalni reak¢ni rychlosti. -1/Kn, tedy zaporna reciprokd hodnota Michaelisovy
konstanty, pro jednotlivé koncentrace inhibitorG lezi na priseciku osy x (1/[S]) s jednotlivymi
pfimkami zavislosti.

Pti kompetitivni inhibici se pfi zvy$ovani koncentrace inhibitoru neméni hodnota Vi (a tedy ani
1/Vmax), ale vzrista hodnota Ky, (a tedy vzrista i hodnota -1/Ky,). Jednotlivé piimky zavislosti tedy
maji riznou smérnici, rizny prisecik s osou X (1/[S]), ale stejny prisecik s osou y (1/v).

Ptevzato a upraveno z [42].

5.4.2 Nekompetitivni inhibice

Inhibitory ptsobici nekompetitivné se nevazou do aktivniho mista enzymu, tedy do
vazebného mista pro substrat, ale na jiné misto enzymu. Navazani nekompetitivniho
inhibitoru na toto urc¢ité misto enzymu zpusobuje strukturni zmény aktivniho mista
enzymu, ktery poté ptestane byt katalyticky aktivni. Nekompetitivni inhibitory Se narozdil
od kompetitivnich inhibitort, které se mohou vazat pouze na volny enzym, mohou vazat
jak na volny enzym, tak na komplex enzym-substrat. Substrat a nekompetitivni inhibitor si
tedy vzajemné nekonkuruji[41’ 4],

Sila interakce mezi inhibitorem a volnym enzymem je dana inhibi¢ni konstantou K,
ktera je definovana jako disocia¢ni konstanta pro komplex El: K, = [E].[I]/[EI], kde [E] je
koncentrace volného enzymu, [I] koncentrace volného inhibitoru a [EI] koncentrace
komplexu enzym-inhibitor, ktery je katalyticky neu¢inny. Sila interakce mezi inhibitorem
a komplexem enzymem-substrat je dana inhibi¢ni konstantou K", ktera je definovana jako
disocia¢ni konstanta pro ternarni komplex ESI: K,” = [ES].[I)/[ESI], kde [ES] je
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koncentrace komplexu enzym-substrat, [I] koncentrace volného inhibitoru a [ESI]
koncentrace katalyticky neucinného ternarniho komplexu enzym-substrat-inhibitor. Pfi
nekompetitivni inhibici ma inhibitor stejnou afinitu k volnému enzymu i ke komplexu
enzym-substrat, a plati pro néj tedy K, = K,". Obecnym ptipadem nekompetitivni inhibice
je inhibice smiSend, pfi které se inhibitor také mize vazat na volny enzymu i komplex
enzym-substrat, ale s riznou afinitou, a plati pro néj tedy K, # K,".

Pti kompetitivni inhibici se pfi zvySovani koncentrace inhibitoru neméni hodnota Ky,

ale klesa hodnota Vel *2 — viz. Obrazek ¢&. 18.
A
Vv

[1]

y
/"‘/
/7 A

- 1

Km [S]

Obrazek ¢. 18: Nekompetitivni inhibice: dvojnadsobné reciproky vynos podle Lineweavera a Burka
— graf zavislosti 1/v (reciprokd hodnota reakéni rychlosti) na 1/[S] (reciproka hodnota koncentrace
substratu). Jednotlivé primky znac¢i zavislost 1/v. na 1/[S] pii riznych koncentracich
nekompetitivniho inhibitoru. [I] znaéi koncentraci inhibitoru, kterd se sméru Sipky vzrista.
-1/Kp, znaci zapornou reciprokou hodnotu Michaelisovy konstanty. 1/Vma, tedy reciproka hodnota
maximalni reakéni rychlosti, pro jednotlivé koncentrace inhibitort lezi na pruseciku osy y (1/v)
S jednotlivymi pfimkami zavislosti.

Pfi nekompetitivni inhibici se pfi zvySovani koncentrace inhibitoru neméni hodnota K, (a tedy ani
-1/Kp), ale snizuje se hodnota Vyax (tudiz se zvySuje hodnota 1/V ). Jednotlivé piimky zavislosti
tedy maji riiznou smérnici, rizny prusecik s osou y (1/v), ale stejny prusecik s osou x (1/[S]).
Pfevzato a upraveno z [42].

36



5.4.3 Inhibitory thymidin fosforylasy

5.4.3.1 Prirozené inhibitory thymidin fosforylasy

Thymidin fosforylasa je ptirozené inhibovana thyminem, tedy produktem reakce, kterou
katalyzujel™ ™. Kromé¢ kinetickych studii byla tato skuteSnost potvrzena krystalizaci
thymidin fosforylasy v uzaviené konformaci s thyminem v aktivnim centru, pfi¢emz
2-deoxy-D-ribosa-1-fosfat v krystalu pfitomen nebyl. Jelikoz je 2-deoxy-D-ribosa-1-fosfat
poslednim  ligandem opoustéjicim aktivni centrum enzymu, nebylo by mozné po
normalnim prabéhu reakce vykrystalizovat enzym s navazanym thyminem, jelikoz by
musel opustit aktivni centrum diive nez 2-deoxy-D-ribosa-1-fosfat. Thymin byl tedy
v aktivnim centru navézan jako inhibitor!. Zaroven kinetické studie ukazuji, Ze thymin

inhibuje thymidin fosforylasu nekompetitivng® *!

a nem¢l by se tedy vazat do aktivniho
centra enzymu. Z vySe uvedenych poznatki tudiz vyplyva, Ze thymin, uvolnény po
fosforolyze 2’-deoxythymidinu, se opét navaze do aktivniho centra, ¢imzZ zplsobi
konforma¢ni zménu struktury enzymu, tedy jeji uzavieni, a substrat uz se k aktivnimu

centru nedostane, coz je podstatou nekompetitivni inhibice thyminem[l’ 10],

Jakozto ptirozeny inhibitor angiogenni aktivity thymidin fosforylasy se ukéazala byt
2-deoxy-L-ribosa, tedy enantiomer 2-deoxy-D-ribosy. 2-deoxy-L-ribosa neinhibuje piimo
thymidin  fosforylasu, ale az fyziologickou aktivitu 2-deoxy-D-ribosy, tedy
defosforylovaného produktu reakce katalyzované thymidin fosforylasou[44]. Jelikoz podle
nejnovéjsich poznatkli pravé 2-deoxy-D-ribosa zpusobuje angiogenesi a podporuje rust
tumorlt a vznik metastdz, a jeji vznik je podminén katalytickou aktivitou thymidin

fosforylasy, mohla by mit 2-deoxy-L-ribosa také velmi dilezity terapeuticky vyznam.

5.4.3.2 Inhibitory prvni generace

Mezi prvni navrzené inhibitory pyrimidin fosforylas patéi 5’-substituované
acyklouridiny (I-(2'-hydroxyethoxymethyl)uracily) jako naptiklad 5°-benzylacyklouridin
(BAU) nebo 5’-benzyloxybenzylacyklouridin (BBAU), a 5-benzyluracil s hodnotou
ICso = 1,4.10° mol.dm™. Tyto slouceniny vSak inhibovaly zejména uridin fosforylasu

a katalytickou aktivitu thymidin fosforylasy viibec neovlivnily[21‘ 4],
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v

DalSich tficet let byly za nejucinngjsi inhibitory thymidin fosforylasy povazovany
slouceniny 6-aminothymin (6AT), 6-amino-5-chlorouracil (6A5CU) a 6-amino-5-
bromouracil (6A5BU) s hodnotami 1Csp kolem 30uM — viz. Obrazek €. 19. Jejich inhibi¢ni
schopnost byla nejspiSe zalozena na umocnéni inhibice thymidin fosforylasy produktem
reakce, kterou katalyzuje, tedy thyminem, pfiCemz substituce aminem v pozici
6 pyrimidinového cyklu zvySovala ucinnost inhibice dvakrat az devétkrat oproti
samotnému thyminu[46]. Ptesto tyto slouceniny nemély dostate¢nou inhibi¢ni schopnost aby
zabranily degradaci dilezitych pyrimidin 2’-deoxynukleosidi pouzivanych jako
chemoterapeuticka 16sival?,

JiZ na konci 60. let 20. stoleti bylo zfejmé, Ze pozice 2, 3 a 4 pyrimidinového cyklu
musi zlistat neobsazené, aby mohl pyrimidin u¢inné interagovat s thymidin fosforylasou,
zatimco navazani methylové skupiny, bromu nebo chloru do pozice 5 pyrimidinového
cyklu zlepSuje interakci enzymu s pyrimidinem a zvySuje U¢innost inhibitoru®”. To je
zpusobeno piitomnosti hydrofobni kapsy v aktivnim centru thymidin fosforylasy, ktera pti
navazani substratu/inhibitoru sousedi s pozici 5 pyrimidinového cyklu. Tato hydrofobni
kapsa je lemovana aminokyselinou Phe210 (u pyrimidin nukleosid fosforylasy E. coli),
ktera lipofiln€ interaguje s malymi skupinami navazanymi na pozici 5 pyrimidinového
cyklu, ¢imz umoznuje lepsi vazbu substratu/inhibitoru - viz. také podkapitola Aktivni
centrum. Dale se zda byt v aktivnim centru thymidin fosforylasy ptitomna dal$i hydrofobni
kapsa sousedici s pozici 6 pyrimidinového cyklu, a je tedy vhodné, aby mély inhibitory
vhodné substituovanou 1 pozici 6 pyrimidinového cyklu, ¢imz by zaplnily i tuto hydrofobni
kapsu. Z tohoto diivodu je vétSina puvodnich inhibitord thymidin fosforylasy 6-amino nebo

6-methylenamino derivaty uracilu.

(o) O o)
CH; Cl Br
OJ\ N NH, O)\ N NH O)\ N NH,
H - H H -
6-aminothymin 6-amino-5-chlorouracil  6-amino-5-bromouracil

Obrazek ¢. 19: Inhibitory thymidin fosforylasy prvni generace S aminoskupinami v pozici
6 pyrimidinového cyklu — prevzato a upraveno z [4].

Dale byl zkouman vliv substituci v pozicich 3" a 5" deoxyribosové ¢asti pyrimidinovych

2’-deoxynukleosidi na katalytickou aktivitu thymidin fosforylasy, ale zadna z testovanych
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sloucenin (viz. Obrazek ¢. 20) thymidin fosforylasu neinhibovala. Slouceniny s
deoxyribosovou c¢asti pyrimidinovych 2’-deoxynukleosidi substituovanou za alkylovou,
fenylovou, nebo karbonylovou skupinu v pozici 1-N pyrimidinového cyklu také

nevykazovaly inhibi¢ni aktivitu vii¢i thymidin fosforylase™,

R R
O 0O Q
—Cl —0—-P-0- (CH;)oCH;
HN | CHl —NH, HN | CH, 6
—N 9
O)\ —Cf\I OJ\ —0—P—(CH;CH,0),
—NHZ
9
R —0—-S-CHj, OH —N-C—(CH)CH,
0 0
—§CH:CH3 —N=C—N/CH"
—S(CH,),CH,; H  Sch,
0
Obrazek €. 20: Potencidlni inhibitory thymidin fosforylasy — Slouéeniny odvozené od

2’-deoxyuridinu s riznymi substituenty v pozicich 3" a 5” deoxyribosové ¢asti 2 '-deoxyuridinu.
R udava substituenty, u jejichz slouéenin byl zkouman vliv na katalytickou aktivitu thymidin
fosforylasy. Pfevzato a upraveno z [21].

Mezi dalsi inhibitory prvni generace patii i 5-jodouracil (5IUR) s hodnotou inhibi¢ni
konstanty K; = 0,48 mmol.dm™!,

5.4.3.3 Inhibitory zalozené na 6-aminouracilu

Na zakladé¢ rozieSeni krystalové struktury pyrimidin nukleosid fosforylasy E. coli byly
navrhnuty jiz zminéné inhibitory prvni generace s aminoskupinou navazanou v poOzicCi
6 pyrimidinového cyklu. Dale bylo cilem zaplnit prostor vedle Phe210 v hydrofobni kapse
v aktivnim misté enzymu (odpovidd aminokyseliné¢ Val241 u lidské thymidin fosforylasy)
a dosdhnout tim dalSich stabilizujicich interakci mezi enzymem a inhibitorem. Z tohoto
divodu byl k pyrimidinovému cyklu pfidan dalsi cyklus, ¢imz vznikly purinové derivaty
48]

jako naptiklad 7-deazaxanthin (7DX) a 7-(2-aminoethyl)-deazaxanthin®** viz.

Obrazek €. 21 na nasledujici strané.
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7-deazaxanthin
NH,
7-(2-aminoethyl)-deazaxanthin

Obrazek ¢. 21: Inhibitory thymidin fosforylasy zalozené na 6-aminouracilu: purinové derivaty
— prevzato a upraveno z [4].

Hlavnim divodem vyvoje novych inhibitord na zakladé 6-aminouracilu byla snaha
o zvySeni ucinnosti téchto inhibitori a zaroven zvySeni jejich rozpustnosti oproti
inhibitorim prvni generace, jakym je napiiklad 6-amino-5-bromouracil. Jednim z takto
vytvotenych inhibitord byl naptiklad 6-(2-aminoethylamino)-5-chlorouracil (AEAC), ktery
je  Sedesatpctkrat  UCinnéjSim  inhibitorem  lidské thymidin  fosforylasy neZ
6-amino-5-bromouracil. Obdobny 6-aminoethanol derivat nebyl jakoZto inhibitor ucinny,
coZ poukazovalo na nutnost bazického substituentu v pozici 6 pyrimidinového cyklu. Mezi
dalsi takto vytvofené inhibitory patfil i 5-chloro-6-(1-imidazolylmethyl)uracil (CIMU)
— viz. Obrazek ¢. 22. Tento inhibitor vSak kromé¢ thymidin fosforylasy inhiboval i uridin

fosforylasu, coz nebylo zadouci™.

= 0
cl
a
k. NH, HC | P
0NN NI
H H o~ "N
H

6-(2-aminoethylamino)-5-chlorouracil 5-chloro-6-(1-imidazolylmethyl)uracil

Obrazek ¢. 22: Inhibitory thymidin fosforylasy zalozené na 6-aminouracilu: bazické substituenty
v pozici 6 pyrimidinového cyklu — pievzato z [4].

Pro zlepSeni rozpustnosti inhibitort byly navrZzeny sloueniny substituované
pyrimidinem, pficemz navazani pyrimidinu pfimo do pozice 6 pyrimidinového cyklu
nebylo z hlediska inhibice thymidin fosforylasy ucinné, zatimco navazani pyrimidinu do
pozice 6 pies methylen dalo vzniknout inhibitorim se stejnou u¢innosti jako u 6-amino-5-
bromouracilu, jako mnaptiklad 6-(1-pyridiniummethyljuracil. Dale byly pfipraveny

6-(fenylalkylamino) derivaty uracilu, jako naptiklad 6-(4-fenylbutylamino)uracil — viz.
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Obrazek ¢. 23, ktery byl o néco ¢inngj$im inhibitorem nez 6-aminothymint’ %1 U této
skupiny inhibitor byly G¢innéjsi slouceniny bez substituentu v poloze 5 pyrimidinového

cyklu, coz se vymykalo obecnému chovani inhibitorti thymidin fosforylasy.

6-(1-pyridiniummethyl)uracil 6-(4-fenylbutylamino)uracil

Obrazek ¢. 23: Inhibitory thymidin fosforylasy zaloZené na 6-aminouracilu: ve vodé rozpustné
inhibitory — pfevzato z [4].

5.4.3.4 TPl ajeho analoga

Dalsi velkou skupinou kompetitivnich inhibitora thymidin fosforylasy s pomérné
vysokou inhibi¢ni aktivitou tvoii derivaty 5-chlorouracilu substituované v pozici
6 pyrimidinového cyklu. Tyto slouceniny inhibuji thymidin fosforylasu vyrazné Iépe nez
naptiklad 6-amino-5-chlorouracil a zaroven inhibuji uridin fosforylasu jen ve velmi malé
mife®. Podrobny vycet derivati 5-chlorouracilu s riiznymi substituenty v pozici
6 pyrimidinového cyklu s jednotlivymi hodnotami 1Csq pro thymidin i uridin fosforylasu je

uveden v Tabulce ¢&. 1.

Tabulka ¢. 1: Inhibitory thymidin fosforylasy — derivaty 5-chlorouracilu s rtiznymi substituenty
v pozici 6 pyrimidinového cyklu, s udanymi hodnotami I1Csq pro thymidin i uridin fosforylasu. Pievzato
a upraveno z [21].

i UPasa
R Substituent TPasa
ICso [mol.dni”] ICsp [mol.dni’]
(0] . ] B —
cl “H; amin 15 X 10 53 % 10
Hi | S NH; amidinothiomethyl hydrochlorid 35X 1077 6.1 X103
PN bk o
0” 'N° 'R NH - HCI
. - -8 =
i (1-methylguanidino)methyl hydrochlorid 8.7 X 10 23 %1074
N NHCH;
o
NH - HCI
(1-pyrrolidinyDmethyl 22 %1072 8.6 X 107°
N
B

(1-pyrrolidinyTethyl 8.2x107° ND¥

-8 " ~—3
(2-imino-1-pyrrolidin-1-yDmethyl LY XNG, 210

~ hydrochlorid
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Za nejucinngjsi inhibitor thymidin fosforylasy soucasnosti se povazuje TPI (5-chloro-6-
[1-(2-iminopyrrolidinyl)methyljuracil hydrochlorid) — viz. Obrazek ¢. 24 — s hodnotami
K, pfiblizné 20nM, ICso = 35 nM a pKa = 6,1. TPI je tedy pfiblizné tisickrat G€innéjsi
kompetitivni inhibitor nez 6-amino-5-chlorouracil, a je zaroven velmi specificky vici
thymidin fosforylase aniz by inhiboval dal$i enzymy metabolizujici pyrimidiny jakymi jsou
uridin fosforylasa, thymidin kinasa, orotat fosforibosyltransferasa nebo dihydropyrimidin
dehydrogenasal®® ** ®. P¥j experimentech na mysich postizenych nadory s nadmérnou
produkci thymidin fosforylasy omezil dlouhodobé podévany TPI velmi vyrazné rust téchto
tumort, pravdépodobné z divodu omezeni angiogenese v tumorech a zvySeni poctu bunck

vykonévajicich apoptc')zu[z' 21.%2]

NH « HCI

Obrazek &. 24: TPI = 5-chloro-6-[1-(2-iminopyrrolidinyl)methyl]uracil hydrochlorid, v sou¢asné dobé

nejacinngjsi inhibitor thymidin fosforylasy — prevzato z [21].

Pti navrhovani TPI byl zkouman vliv substituentu v pozici 5 pyrimidinového cyklu na
inhibi¢ni aktivitu dané slouceniny vii¢i thymidin fosforylase. Kromé atomu chloru byly
navrzeny derivaty 6-[1-(2-iminopyrrolidinyl)methylJuracil hydrochloridu i s jinymi
substituenty v pozici 5 pyrimidinového cyklu — konkrétné s bromem, jodem a methylovou
skupinou. 6-[1-(2-iminopyrrolidinyl)methyljuracil hydrochlorid substituovany bromem
nebo jodem v pozici 5 pyrimidinového cyklu vykazoval témét stejnou inhibi¢ni aktivitu
vici  fosforylase jako TPI, pro tyto slouCeniny byla naméfena hodnota
ICso = 3,0.10% mol.dm? (pro TPI byla naméfena hodnota ICsy = 3,5.10% mol.dm'3).
Naproti tomu  6-[1-(2-iminopyrrolidinyl)methyl]uracil hydrochlorid substituovany
aktivitu — byla pro n¢j naméfena hodnota ICsy = 1,2.107 mol.dm?3* 21, 6-[1-(2-
iminopyrrolidinyl)methyl]uracil hydrochloridy substituované bromem nebo jodem by tedy
mohly byt stejné¢ G¢inné a specifické inhibitory thymidin fosforylasy jako TPI, a derivat
TPI s bromem nadto vykazoval stejné¢ jako TPI ptiznivy farmakokineticky profil. Avsak

syntéza 5-bromo-6-[1-(2-iminopyrrolidinyl)methyl]uracil hydrochloridu by byla natolik
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naro¢nd, ze se od ni upustilo, a pouze TPI byl vybran pro klinické testy jakozto potencialni
protinadorové 16&ivol>l.

TPI vyrazné¢ ovliviiuje osud chemoterapeutickych 1é¢iv na bazi nukleosidd, jakymi jsou
napiiklad IDU (5-jodo-2'-deoxyuridin) nebo TFT (trifluoro-2'-deoxythymidin), v téle,
jelikoz zabranuje jejich degradaci thymidin fosforylasou. TPI byl ptivodné vyvinut aby
podpotil terapii pomoci TFT®™ * 21, P¥i podavani ekvimolarni smési (smés vice sloucenin
v molarnim poméru 1:1) TPI a TFT, popiipadé IDU, myS§im a opicim oraln¢ byla hladina
uvedenych chemoterapeutickych 1é¢iv v krevni plasmé po kratké dobé po podani vyrazné

vys§i oproti podavani samotného TFT, popiipade IDUP _ viz. Obréazek &. 25.
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Hladina TFT v krevni plasmé [u

Obrizek ¢&. 25: Casova zavislost koncentrace 2'-deoxyribonukleosidi TFT (triflouro-2 -deoxythymidin)
a IDU (5-jodo-2'-deoxyuridin) v krevni plasmé myS$i v zavislosti na dobé po oralnim podani.
® a m znaci podani samotného TFT, respektive IDU, v davce 50 mg/kg; © a O znaci podani TFT,
respektive IDU, spolu s TPI v molarnim poméru 1:1. Hladiny TFT a IDU v krevni plasmé byly
uréeny podle postupu uvedeného v [21]. Uvedené hodnoty hladin 2’-deoxyribonukleosidi v krevni
plasmé jsou aritmetické praméry (+ smérodatna odchylka) z hodnot uréenych u Sesti mysi. Pfevzato
a upraveno z [21].

Jelikoz je mechanismus piisobeni chemoterapeutickych 1é¢iv na bazi nukleosidi
pomérné dlouhodoby, je vhodné, aby byla tato 1éCiva podavana opakované v del§Sim
casovém useku namisto jednordzového nebo prerusovaného podavani. V soucasné dobé
probiha faze I klinickych testi kombinace TPI s TFT v molarnim poméru 1:0,5 (nazyva se

TAS-102), kterou je mozné podavat oralna!? 41,

TPI stejné jako thymin jsou jakoZto inhibitory vazany v aktivnim centru thymidin
fosforylasy vodikovymi miistky k aminokyselinim Arg202, Ser217, Lys221, a His 1162

— viz. Obrazky ¢. 10 na stran€ 25 a ¢. 11 na stran€ 27. TPI se do aktivniho mista thymidin
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fosforylasy vaze jako "zwitterion", tedy obojetny ion - obsahuje kladné i zaporn€ nabité
skupiny.

Na zéklad¢ znalosti interakci TPI s aktivnim centrem thymidin fosforylasy byly
navrzeny dal$i inhibitory jako napfiklad N-(2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydrothieno[3,2-
d]pyrimidin-7-yl)guanidin - viz. Obrazek ¢. 26. Tento inhibitor, ktery jako jeden z mala

inhibitord thymidin fosforylasy neni odvozen od uracilu, interagoval s aktivnim centrem

A4

oproti TP — byla pro n&j namé&fena hodnota ICs = 6,0.10°° mol.dm™* 54,

O%r NH,
N7 NH

O
NH

H;C 0

Obrazek ¢ 26: Inhibitor thymidin fosforylasy: N-(2,4-dioxo-1,2,3,4-tetrahydrothieno|3,2-
d]pyrimidin-7-yl)guanidin — pievzato z [4].

5.4.3.5 Multisubstratové inhibitory

Na zéakladé oteviené konformace pyrimidin nukleosid fosforylasy E. coli byly navrzeny
tzv. multisubstratové inhibitory vazajici se do vazebného mista pro 2’-deoxythymidin i pro
fosfat zaroven. JelikoZ jsou od sebe vazebnd mista pro substraty v oteviené konformaci
vzdalena 8 az 10 A, skladaji se multisubstratové inhibitory z pyrimidinové baze (nejéastéji
thyminu) interagujici s vazebnym mistem pro 2’-deoxythymidin, tak zvaného mezerniku
("spacer™) tvofeného Sesti az deviti atomy umozinujiciho piekonani vzdalenosti mezi
vazebnymi misty pro substraty, a fosfonovou skupinou interagujici s vazebnym mistem pro
fosfat™. Zaménou pyrimidinové baze za 6-amino-5-bromouracil nebo 7-deazaxanthin byly
vytvofeny jeSté ucinnéj$i multisubstratové inhibitory TP64 a TP65 (viz. Obrazek €. 27 na
nasledujici strang) s hodnotami 1Csy piiblizng 2,0.10° mol.dm® pro TP64

a8,0.10®° mol.dm™ pro TP65. Dalsi vyhodou tohoto typu inhibitord je jejich rozpustnost ve
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vodé, kterd velmi usnadiiuje jejich potencidlni vyuziti jakoZzto chemoterapeutickych
16¢ivl],

O O

Br
HN HN \
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| |

OH OH
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Obrazek ¢. 27: Multisubstratové inhibitory thymidin fosforylasy — pfevzato a upraveno z [4].

5.4.3.6 Inhibitory interagujici s enzymem mimo vazebné misto pro substrat

VétSina dosud popsanych inhibitorii interaguje s vazebnymi misty pro substraty a to
zejména s vazebnym mistem pro 2’-deoxythymidin, a tedy (s vyjimkou thyminu) inhibuji
thymidin fosforylasu kompetitivné. Byly vSak vyvinuty i slouCeniny inhibujici thymidin
fosforylasu nekompetitivné nebo smiSené. Jednim druhem takovychto inhibitorti jsou
derivaty N-fenylhomofthalimidu (viz. Obrazek ¢. 28 na nasledujici stran¢) s hodnotou
ICso = 24,6.10° mol.dm™, které vykazuji smiSeny typ kompetitivni inhibice a interaguj
tedy s thymidin fosforylasou miniméalné na dvou mistech, z ¢ehoz jedno je vazebné misto
pro substrat (konkrétng 2’-deoxythymidin)®®,

Nedavno byl navrzen a popsan novy inhibitor thymidin fosforylasy, 5°-O-tritylinosin
(KIN5S9 - viz. obrazek ¢. 28 na nasledujici strang), tedy purin ribonukleosidovy derivat,
s hodnotou ICsp = 6,7.10° mol.dm™ pro lidskou thymidin fosforylasu®”. Tento inhibitor
byl navrZen na strukturnim zakladé 7-deazaxanthinu* *®1, Narozdil od viech jiz popsanych
inhibitord KIN59 neinteraguje ani s jednim vazebnym mistem pro substrat, ale inhibuje
thyimidin fosforylasu nekompetitivné. Thymidin fosforylasa tedy pravdépodobné obsahuje

jeste dalsi dosud neznamé vazebné misto, se kterym miize KIN59 interagovat®”’,
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Obrazek ¢. 28: Inhibitory thymidin fosforylasy interagujici s enzymem mimo vazebné misto pro
substrat— ptevzato a upraveno z [4].
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7. Diskuse

Zékladem préace bylo ziskani a porovnani literarnich, sekvencnich a strukturnich dat
0 enzymu thymidin fosforylase s enzymovym c¢islem EC 2.4.2.4. dostupnych v ¢asopisech
a databazich. Z porovnani pyrimidin nukleosid fosforylasy néckolika prokaryotnich
organismu s eukaryotnimi thymidin fosforylasami, véetné lidské, bylo zjisténo, ze se tyto
enzymy mirné li§i v oblasti aktivniho centra, coZ ma pravdépodobné za nasledek rozdilnou
substratovou specifitu danych enzymi. Jednotlivé domény se v ramci téchto enzymu
vyrazné neliSi a ve vSech ptipadech je pro pribéh reakce nutny vznik aktivni uzaviené
konformace.

Z hlediska porovndvani prokaryotickych pyrimidin nukleosid fosforylas a né€kolika
struktur lidské thymidin fosforylasy se literarni zdroje v nékterych ohledech mirné 1isi.
Odlisnosti ve strukturnich aspektech enzymti naptic¢ prostudovanou literaturou jsou patrné
dany pfevazné rozdilnymi experimentdlnimi podminkami pii krystalizaci danych enzymi
a vét§inou nemaji zasadni vyznam. Literarni udaje se dale ¢aste¢né lisi v udavané specifité
enzymu, coz vSak miize byt dano zdrojovym organismem, Cistotou ziskaného enzymu,
purifikaéni metodou, nebo i otazkou terminologie. V této praci je tedy predkladan
prevladajici nazor, podle kterého ma organismus Escherichia coli pouze prokaryotni
pyrimidin nukleosid fosforylasu, a lidska thymidin fosforylasa neni schopna katalyzovat

reverzibilni fosforolyzu 2 -deoxyuridinu.

Pro prubéh fosforolytické reakce katalyzované thymidin fosforylasou je nutné vytvoreni
tzv. uzaviené konformace zptsobené piiblizenim velké o/B-domény K malé o-helikalni
doméné. Vznik uzaviené konformace je dulezity z nékolika hledisek: vazebné misto pro
fosfat lezi na velké o/B-doméné zatimco vazebné misto pro 2’-deoxythymidin lezi na malé
a-doméné a tato vazebnd mista jsou od sebe v oteviené, tedy neaktivni, konformaci
vzdilena 8 az 10 A. Tato vzdalenost je prili§ velka pro vznik vazby mezi kyslikem fosfatu
a pozici 3’-deoxyribosové ¢asti 2’-deoxythymidinu, ke které dochazi pii fosforolytické
reakci. Substraty se tudiz k sob&é musi ptiblizit na vzdalenost dostate¢nou pro vznik vazby,
coZ umoziuje pravé uzavieni celé struktury thymidin fosforylasy. Uzavienim struktury
dale vznikd kolem aktivniho mista hydrofobni kapsa, kterd chrani substraty pred
hydrolyzou. Princip uzaviené (aktivni) konformace také vysvétluje uspofadany nasledny

mechanismus fosforolytické reakce katalyzované thymidin fosforylasou, ktery udava, ze
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fosfat je prvnim substratem navazanym do aktivniho centra. Navazani fosfatu do aktivniho
mista enzymu totiz zpusobuje jen CasteCné uzavieni struktury a az ndsledné navazani
2’-deoxythymidinu zpisobuje Gplné uzavieni struktury. 2 -deoxythymidin tedy nemtize byt
prvnim substratem vazajicim se do aktivniho mista enzymu, jelikoz po jeho navazani uz by
byla thymidin fosforylasa ve zcela uzaviené konformaci a fosfat uz by se ke svému

vazebnému mistu nedostal.

Z literarniho ptehledu dostupnych informaci o inhibici thymidin fosforylasy vyplynula
fada obecnych principti dilezitych pro navrhovani novych inhibitort. VétSina dosud
navrzenych inhibitord je strukturné odvozena od substratu 2’-deoxythymidinu a jsou tedy
derivaty pyrimidin 2’-deoxynukleosidd. Z hlediska pyrimidinové baze, ktera je pfitomna
u drtivé vétsiny inhibitor thymidin fosforylasy, je zasadni zachovat oxoskupiny v pozicich
2 a 4 stejné jako azoskupiny v pozici 3 pyrimidinového cyklu nesubstituované, aby mohly
spravné interagovat s thymidin fosforylasou a G¢inné se vazat do aktivniho centra. Naproti
tomu substituce v pozici 5 pyrimidinového cyklu zejména atomem chloru nebo jiného
halogenu vyrazné zlepSuje interakci inhibitoru s enzymem a zvySuje ucinnost dané¢ho
inhibitoru. Riznorodost dnes znamych inhibitorti thymidin fosforylasy spo¢iva zejména
v substituentech v pozici 6 pyrimidinového cyklu. Substituenty v této pozici obecné také
zlepSuji interakci s aktivnim centrem enzymu, ale zavisi obzvlasté¢ na jejich chemické
povaze jak bude vysledny inhibitor u€inny vic¢i thymidin fosforylase, zda bude specificky
jen vuci ni, nebo bude inhibovat zaroven i uridin fosforylasu nebo dalsi enzymy ucastnici
se metabolismu nukleosidi, zda bude rozpustny ve vod¢ a tedy Iépe vyuzitelny pro
terapeutické ucely.

U inhibitori odvozenych od pyrimidin 2’-deoxynukleosidi se zachovanou
deoxyribosovou slozku je diilezité ponechat tuto slozku nezménénou, jelikoz hydroxylace v
pozici 2 ribosového cyklu by ze sterickych divodii znemoZnila navdzani inhibitoru do
aktivniho mista enzymu, a substituce hydroxylovych skupin v pozicich 3" a 5" zpusobuje
ztratu inhibicni aktivity inhibitort.

Mimo kompetitivni inhibitory vytvofené na zakladé znalosti aktivniho centra thymidin
fosforylasy miize byt pozornost v budoucnu dale zaméfena na nekompetitivni inhibitory
vazajici se do dosud neznamého vazebného mista enzymu. ldentifikace a detailni
prozkoumani Struktury tohoto vazebného mista by mohlo pfinést dal$i moznosti pro vyvoj

novych nekompetitivnich inhibitort thymidin fosforylasy.
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8. Zaver

V Gvodni ¢asti této prace byly popsany vlastnosti thymidin fosforylasy a jeji funkce
a vyznam V metabolismu. Dale byla podrobné rozebrana jeji role pii tvorbé novych cév,
ktera je z terapeutického hlediska zdsadni. Thymidin fosforylasa byla porovnana
z kinetického i strukturniho hlediska s dal§imi enzymy z rodiny pyrimidin nukleosid
fosforylas se zaméfenim na podobnost prokaryotické pyrimidin nukleosid fosforylasy
a eukaryotickych thymidin fosforylas vcetné lidské. Porovnani téchto enzymti umoznuje
urit, do jaké miry je mozné znalosti struktury a interakci prokaryotického enzymu
aplikovat na eukaryoticky, predevsim lidsky, enzym. Pozornost byla vénovana zejména
detailni struktufe aktivniho centra thymidin fosforylasy a identifikaci kli¢ovych
aminokyselin zodpovédnych za vazbu substratu, stabilizaci tranzitniho stavu a vazbu
inhibitoru.

V druhé ¢asti této prace byla pozornost zaméfena na obecné principy inhibice a déle
konkrétné na inhibici thymidin fosforylasy a jeji terapeuticky vyznam. Byla popsana fada
vice ¢i méné ucinnych inhibitort thymidin fosforylasy véetné v dnesni dobé nejucinnéjsiho
inhibitoru, TPI, jehoZ kombinace s dal$im chemoterapeutickym 1é¢ivem TFT nyni prochazi
prvni fazi klinickych testii jakozto potencidlné velmi specifické antiangiogenni a
protinadorové lécivo.

Tato prace shrnujici soucasny stav dané problematiky mtze byt dobrym vychodiskem
pro racionalni navrhovani specifickych inhibitord thymidin fosforylasy, které by byly
potencialné vyuzitelné pro terapii nadorovych a dalSich onemocnéni zahrnujici psoriazu,

atherosklerdzu a revmatoidni artritidu.
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9. Seznam pouzitych zkratek

2dDR ... 2-deoxy-D-ribosa

2dDR1P ... 2-deoxy-D-ribosa-1-fosfat

2dDR5P ... 2-deoxy-D-ribosa-5-fosfat

51UR ... 5- jodouracil

6AT ... 6-aminothymin

6A5BU ... 6-amino-5-bromouracil

6A5CU ... 6-amino-5-chlorouracil

7DX ... deazaxanthin

AEAC ... 6-(2-aminoethylamino)-5-chlorouracil

BAU ... 5-benzylacyklouridin

BBAU ... 5’-benzyloxybenzylacyklouridin

BVDU ... (E)-5-(2-bromovinyl)-2"-deoxyuridin neboli brivudin

CIMU ... 5-chloro-6-(1-imidazolylmethyl)uracil

DNA ... deoxyribonukleova kyselina

FDU ... 5-fluoro-2’-deoxyuridin

hTP ... lidska thymidin fosforylasa

ICso ... koncentrace inhibitoru, pii které je inhibovano 50 % aktivity enzymu

IDU ... 5-jodo-2"-deoxyuridin

IL-8 ... interleukin-8

K, ... inhibi¢ni konstanta ... disocia¢ni konstanta pro komplex El ... K, = [E].[I})/[EI]

Km ... Michaelisova konstanta ... koncentrace substratu, pii které je reak¢ni rychlost rovna
poloviné maximalni rychlosti Vmax

KINS59 ... 5°-O-tritylinosin

MMP-1 ... matrixmetaloproteinaza-1

P, Pi ... fosfat

PD-ECGEF ... endotelidlni ristovy faktor odvozeny z krevnich desticek

PDGEF ... ristovy faktor odvozeny z krevnich desti¢ek

PyNP, PyNPasa ... pyrimidin nukleosid fosforylasa

RMSD = root mean square deviation ... prumernd kvadraticka odchylka

TAS-102 ... kombinace TPI s TFT v molarnim poméru 1:0,5 ... Ié¢ivo ve fazi I klinickych
testll

TFT, FsdThd ... triflouro-2"-deoxythymidin (= 5-trifluoromethyl-2"-deoxyuridin)

TGF-B ... transformujici rastovy faktor

TP, TPasa ... thymidin fosforylasa

TP64 ... 8-(6-amino-5-bromo-2,4-dioxo-pyrimidin-1-yl)oktylfosfonova kyselina

TP65 ... [8-(2,4-dioxo-2,3,4,7-tetrahydro-pyrrolo[2,3-d]pyrimidin-1-yl)-oktyl]fosfonova
kyselina

TPI ... 5-chloro-6-[1-(2-iminopyrrolidinyl)methyl]uracil hydrochlorid

UPasa ... uridin fosforylasa

Vmax ... maximalni rychlost reakce

VEGEF ... vaskularni endotelidIni rGstovy faktor
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