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ABSTRAKT

Purinosom je multiproteinovy komplex tvoreny enzymy, které se ucastni
purinové de novo syntézy (DNPS). V této metabolické draze dochazi v nékolika krocich
ke konverzi 5-fosforibosyl-1-pyrofosfatu na inosinmonofosfat, jenz je prekurzorem
purinovych  nukleotidd.  Purinové  nukleotidy jsou  syntetizovany  také
zinosinmonofosfatu ziskavaného skrze recyklaéni drahy, které zpracovavaji
hypoxantin. Purinosom je dynamicka struktura reagujici svym formovanim i rozpadem
na aktualni potrebu ¢i dostupnost purinl. Jeho tvorba je porusena u dédi¢nych poruch

DNPS - AICA-ribosidurie a deficitu adenylosukcinatlydazy.

Vyzkum se zaméruje na objasnéni procesli formovani a prestavby purinosomu,
dale na identifikaci molekuldrnich zmén spojenych stvorbou purinosomu
za fyziologickych i patologickych stavli. Objeveni a studium purinosomu prispiva nejen
k lepSimu pochopeni purinového metabolismu, ale mohlo by v budoucnu otevfit dalsi

moznosti rozvoje léciv, zejména chemoterapeutik zamérenych na blokaci DNPS.

Klicova slova: purinosom, purinova de novo syntéza, defekty enzym(, metabolismus,

interakce purinosomu, bunécna regulace



ABSTRACT

The purinosome is a multiprotein complex involved in the de novo purine
synthesis (DNPS). Through a several steps of this metabolic pathway
5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate is converted to inosine monophosphate,
the precursor of purine nucleotides. Purine nucleotides are also synthesized from
inosine monophosphate via a salvage pathway that utilizes hypoxanthine.
The purinosome is a dynamic multienzyme complex which is assembled
and diassembled by actual need and availability of purines. The purinosome assembly
is disrupted in the inherited disorders of the DNPS enzymes - AICA-ribosiduria

and adenylosuccinate lyase deficiency.

Detailed studies of assembly and dynamics of purinosome and identification
of molecular changes associated with the formation of purinosome under physiological
and pathological conditions are object of research. Besides better understanding
of purine metabolism, in the future, it can open up new possibilities of drug

development especially of new use of chemotherapeutics that block DNPS.

Key words: purinosome, de novo purine synthesis, defects of enzymes, metabolism,

purinosome interactions, cell control
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1. UVOoD

Puriny jsou heterocyklické slouceniny, jejichz derivaty v burice zastdvaji mnoho
rGznych funkci, zejména stavebni, signalizacni, energetickou a katalytickou. Vznikaji
dvéma rozdilnymi zplsoby — de novo syntézou a recyklacnimi drahami. Recyklaéni
drahy pfeménuji hypoxantin, adenin ¢i guanin na inosinmonofosfat (IMP). Ten burice
slouzi jako vychozi latka pro syntézu purinovych nukleotid(. Purinova de novo syntéza
(DNPS) je metabolicka draha, v jejichz deseti krocich je 5-fosforibosyl-1-pyrofosfat
(PRPP) preménén na vysledny produkt - IMP. U vyssich eukaryot jsou chemické reakce

této syntetické drahy katalyzovany Sesti enzymy [1].

Purinosom je funkéni proteinovy komplex tvofeny enzymy DNPS. Jeho asociace
i disociace je pod pfisnou bunéénou kontrolou. Za pouziti riznych inhibitor( a kratkych
interferujicich ribonukleovych kyselin (siRNA) bylo prokdzdno, 7Ze regulace
purinosomové formace se Ucastni kaseinové kindzy [2], heat shock proteiny (Hsp) [3],
mikrotubulovd filamenta [4] a G-proteiny [5]. Purinosom interaguje s nékolika
enzymy — s methenyltetrahydrofoldt syntetdazou (MTHFS) [6], ktera ma dulohu
v jednouhlikatém metabolismu, s pyruvat kindzou (PK) ucastnici se glykolyzy
a ovliviujici metabolické preprogramovani nadorovych bunék [7]
a s adenosinmonofosfat kindzou (AMPK), jez ma roli vfizeni energetického
metabolismu [8]. Meziprodukty DNPS a jejich metabolity maji vyznamné regulacni
vlastnosti, mohou se uplatnit jako farmakologickad cinidla a ve zvySené koncentraci
pUsobit cytotoxicky [9]. Znamé poruchy DNPS jsou nejcastéji zplsobeny mutacemi
v genech pro enzymy tvofici purinosom. Nespravna funkce zasazeného enzymu ma
za nasledek akumulaci jeho substratl v bunce atélnich tekutindch, coZz pacienty

postihuje z hlediska biochemického i behavioralniho [10].

Tato prdace shrnuje dosavadni znalosti o purinosomu, o regulaci jeho formovani
a interakcich sjinymi bunéénymi partnery. Popisuje se v ni struktura, funkce
a metabolismus purinl. Dale se zaméfuje na dva odliSné mechanismy, jakymi burka
purinové nukleotidy ziskava. Shrnuje dosavadni védecké dlikazy o existenci

purinosomu, zabyva se metodami jeho detekce a bunécnymi liniemi, v jejichz



cytoplazmé byl purinosom prokdzdn a detailné studovan. Jsou zde popsany dva
enzymové defekty DNPS — AICA-ribosidurie a deficit adenylosukcinatlyazy (dADSL),
jejich genotyp, klinické projevy amozind I|écba. Dale jsou vpraci rozebirdny
metabolické vlastnosti, struktura a aktivita meziproduktd purinové syntézy a jejich vliv
na metabolicky tok skrze DNPS. Je zde nastinény princip testu vyuZivajici transkripcni
faktor a proteazu viru tabakové mozaiky (TEV) pro detekci a kvantifikaci potencialnich
protein-proteinovych interakci v purinosomu. Dale tato prdce popisuje zavislost
proliferace nadorovych bunék na koncentraci glukdzy, serinu a glycinu v souvislosti

se syntézou purind.



2. PURINY

Puriny jsou dusikaté aromatické slouceniny, které jsou tvoreny pyrimidinovym
aimidazolovym kruhem - purinovou bazi. Tyto baze jsou spolecné s bdazemi
pyrimidinovymi zakladni slozkou nukleovych kyselin - deoxyribonukleové kyseliny
(DNA) a ribonukleové kyseliny (RNA). Nukleové baze dohromady s pétiuhlikatym
sacharidem ribozou ¢i deoxyribézou a jednim nebo vice zbytky kyseliny fosfore¢né
vytvafi nukleotid. Purinové nukleotidy maji vyznamnou ulohu v pfenosu
energie - napr. makroergické slouceniny adenosintrifosfat (ATP) a guanosintrifosfat
(GTP), v bunécné komunikaci - napf. cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP) a cyklicky
guanosinmonofosfat (cGMP), participuji v fadé biologickych procest a metabolickych
reakci — napf. koenzym A (CoA), nikotinamidadenindinukleotid (NAD"),
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADP®), flavinadenindinukleotid (FAD).

2.1. Metabolismus purint

Jsou dva odlisné mechanismy, jakymi bunky ziskavaji purinové nukleotidy - de novo
syntézou IMP z PRPP nebo recyklacnimi drahami, které ziskdvaji IMP zpracovanim
hypoxantinu, adeninu ¢i guaninu (obr. 1).

Schopnost raznych tkani syntetizovat puriny de novo je odlisnd. V bunkach mozku
pfedstavuje aktivita enzymO DNPS pouze 25-30 % aktivity téchto enzymu v jatrech,
ve kterych je vyskyt syntetizovanych purin( stejné jako v kosternim svalstvu pomérné
vysoky [11,12,14]. Bunky nékterych tkani jako je kostni dfen, maji zfejmé omezenou
schopnost syntetizovat puriny de novo [11,12,13]. Je pravdépodobné, Ze jsou jim
puriny dodavany recyklaé¢nimi drahami nebo z jinych tkani [14]. K pozorovani zmén
v DNPS byl vyuzit radioaktivni izotop uhliku *C, p¥itemz se zmény i prob&h DNPS
odrazily v aktivité fosforibosylpyrofosfat amidotransferazy (PPAT) [12]. Volné purinové
baze, které nejsou zpracovany recyklaénimi drahami a dale vyuzity organismem, jsou

degradovany na kyselinu mocovou [15].
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Obrazek ¢. 1.: Metabolismus purinu (ptevzato z [16])

I. de novo syntéza; Il. purin - nukleotidovy cyklus; PRPP - 5-fosforibosyl-1-difosfat; FAICAR - formylovy
derivat; AICAR - AICA-ribonukleotid; IMP - inosinmonofosfat; GMP - guaninmonofosfat;
XMP - xantosinmonofosfat; 1. PRPP syntetaza; 3. adenylosukcinatlyaza; 4. adenylosukcinatsyntetaza;
5. IMP dehydrogendza; 6. GMP syntetaza; 7. AMP deamindza; 8. cytoplasmatickd 5’nukleotidaza;
9. adenosindeaminaza; 10. purinnukleosidfosforyldza; 11. xanthinoxidaza; 12. guanindeaminaza;

13. HGPRT - hypoxantin-guanin fosforibosyltransferdza; 14. adeninofosforibosyl-transferaza;

15. adenosinkinaza



2.2. De novo biosyntéza purinii

Biosyntéza purind je konzervovand metabolickd draha, kterd probihd v nékolika
krocich. U wvysSich eukaryot tato drdha probihda v deseti chemickych reakcich,
ve kterych je PRPP prostrednictvim Sesti enzym(l postupné preménén na IMP (obr. 2),
ze kterého je v dalSich enzymovych reakcich syntetizovdan adenosinmonofosfat (AMP)

a guanosinmonofosfat (GMP) [1].

Mezi Sest enzym(  katalyzujicich DNPS patfi  fosforibosylpyrofosfat
amidotransferaza (PPAT), trifunkéni enzym (TGART) slozeny z glycinamid ribonukleotid
syntetdzy (GARS), glycinamid ribonukleotid transformylazy (GART) a aminoimidazol
ribonukleotid syntetazy (AIRS), formylglycinamidin ribonukleotid syntetdza (FGAMS),
bifunkéni enzym (PAICS) sloZzeny z karboxyaminoimidazol ribonukleotid syntetazy
(CAIRS) a sukcinylaminoimidazolkarboxamid ribonukleotid syntetazy (SAICARS),
adenylosukcinatlyaza (ADSL) a bifunkéni enzym (ATIC) sloZzeny
z aminoimidazolkarboxamid ribonukleotid transformylazy (AICART) a inosinmonofosfat

cyklohydrolazy (IMPCH) [1,14].
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2.2.1. Regulace DNPS

DNPS je regulovdna na dvou rlznych urovnich [17,46]. Prvni z nich je negativni
zpétnovazebnd regulace. Jednd se o kontrolni mechanismus, ve kterém se obvykle
koneény produkt sledu enzymatickych reakci vaze na alosterické misto zpravidla
prvniho enzymu metabolické drahy a plsobi na néj inhibi¢né. Druhy zplsob regulace je
na urovni transkripce, kdy dochazi k represi gent kddujicich proteiny enzymového

komplexu.

Na lidskych kontrolnich fibroblastech, na fibroblastech s deficitem
hypoxantin-guanin fosforibosyltransferazy (HGPRT) a fibroblastech se zvysSenou
aktivitou PRPP syntetazy byla studovana regulace biosyntézy purinl prostrednictvim
PRPP, jehoZ rychlost syntézy je dana hlavné dostupnosti ribdza-5-fosfatu a aktivitou
PRPP syntetdzy. Pfi blokaci DNPS azaserinem byla méfena rychlost syntézy
a koncentrace PPRP i konec¢nych produktl DNPS. Byla téZ studovana rychlost syntézy
purinG a PRPP v médiu zbaveného glutaminu. Vysledky této studie ukazaly, Ze pozdéjsi
reakce DNPS jsou citlivéjsi k malym zménam koncentraci purinovych inhibitord. Také
se potvrdila klicova role PRPP syntetazy a PRPP v regulaci rychlosti DNPS a zjistilo se,
Ze aktivitu PPAT, dalsiho regulaéniho enzymu DNPS, urluje interakce PRPP
s nukleotidovymi inhibitory. Dale bylo potvrzeno, Ze ve fibroblastech s katalytickymi
defekty v PRPP syntetdze dosahuje PPAT téméf maximalni aktivace,

a to prostfednictvim PRPP v pfitomnosti purinovych nukleotidd [17].

DNPS je regulovana také purinovymi ribonukleotidy. AMP inhibuje adenylosukcinat
syntetazu a GMP inhibuje IMP dehydrogenazu. Zvysend koncentrace GTP, ktery je
substratem pro syntézu AMP, muUzZe blokovat konverzi IMP na xantosinmonofosfat
(XMP) a soucasné stimulovat preménu IMP na sukcinyladenosinmonofosfat, ponévadz
GTP je kosubstrat pro adenylosukcinat syntetazu [18]. ATP, ktery je substratem

pro syntézu GMP, naopak muZe aktivovat GMP syntetazu [19].

Dulezitym enzymem ovliviiujicim a fidicim DNPS je PPAT. Kromé zpétnovazebné
inhibice biosyntézy purind tento enzym reguluje také syntézu DNA, proteinG a bunécény

rist [20].



2.3.Recyklacni draha

V recyklacni draze vznika IMP zpracovanim hypoxantinu, meziproduktu vznikajiciho
odbourdvanim purind, a dusikatych bazi adeninu a guaninu. Ma-li bunika pro svij rast
dostatecné mnoistvi hypoxantinu, jsou purinové nukleotidy ziskavany prednostné
skrze recyklacni drahu, coZ je pro ni méné energeticky narocné [21]. Tato reakce,
ve které je hypoxantin konvertovan nalIMP, je katalyzovand enzymem HGPRT.
Recyklaéni drahy inhibuji DNPS, a to dvéma rlznymi mechanismy: zpétnovazebnou
inhibici PPAT purinovymi nukleotidy syntetizovanymi recykla¢nimi drahami a snizenim
aktivity DNPS spotfebou PRPP, ktery je pro obé metabolické drahy vychozi latkou [20].
V porovnani s regulaci recykla¢nich drah je schopnost fizeni a usmérfiovani DNPS
vyrazné slozitéjsSi. DNPS ma také mnohem vétsi efekt na tempo bunééného

ristu [20,21].



3. PURINOSOM

K prokazani protein-proteinovych interakci enzymU DNPS bylo provadéno in vitro
mnoho pokusd a méfeni vyuZivajicich kinetické metody a vazebnou afinitu
proteind [1]. Mnoholetou hypotézu o funkénim komplexu tvofeném enzymy DNPS
podporuje objev spolecné purifikace enzym( z pfirodnich zdroji [14,22]. Nékteré
enzymy DNPS jsou multifunkéni, napf. trifunkéni protein TGART. Zadrzeni takového
proteinu v genomu lze vysvétlit evoluéni hnaci silou, kterd podporuje vzdjemné
plUsobeni mezi timto proteinem katalyzujicim 2., 3. a 5. krok DNPS a enzymem FGAMS,
ktery katalyzuje 4. krok DNPS [14]. Kinetické studie vychdzejici z nestability a kratkého
polocasu rozpadu 5-fosforibosylaminu, prvniho meziproduktu DNPS, svédci o existenci

funkcéniho komplexu enzyma DNPS [14,23].
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Obréazek ¢&. 3.: Schéma S3esti enzym( katalyzujicich konverzi PRPP na IMP. Sipka
naznacuje hypoteticky metabolicky tok meziprodukti skrze purinosom (pfevzato

z Baresova et al., 2012 [24])



3.1. Objeveni purinosomu

Teprve nedavno byla na zdkladé studii in vivo potvrzena existence
multienzymového komplexu proteinG DNPS — purinosomu. Poprvé byl popsan
v cytoplazmé bunécénych linii Hela (bunky cervikdlniho karcinomu) a C3A (bunky
hepatoceluldarniho karcinomu), které byly transientné transfekované fluorescencné
znaCenymi DNPS proteiny [1]. Tyto proteiny vytvarely komplex, ktery reverzibilné
adynamicky reagoval na zmény koncentrace purinG v médiu. Pokud byly
transfekované bunky péstovany v kultivaénim médiu bohatém na puriny, zUstala jejich
distribuce difazni. V pripadé Ze byly tyto burky péstovany v médiu bez purind, které
byly odstranény dialyzou pres 25 kDa membranu, zadaly se proteiny v rozmezi
90 minut shlukovat do komplexU (obr. 3 a 4). Tato metoda detekce a zaroven existence
purinosomu byla pozdéji zpochybnéna popsanim agregdat(, které obsahuji proteiny
DNPS a reaguji na stres, ktery vznikda v dUsledku nadprodukce transfekovanych
proteinl [25]. Tvorba agregatl je podle autorli prace nejen zavisld na koncentraci
purin v médiu, ale i na sniZeni nutri¢ni hodnoty média bez purin. Médium bez purint
pfipravené v plvodni studii An et al 2008 bylo prostfednictvim dialyzy proti
25 kDa membrané zbaveno i mnoha jinych slozek nez pouze purinl (o velikosti
100-500 Da) a mnoiZstvi séra bylo oproti médiu s puriny snizeno na polovinu. Podle
Zhao et al 2014 nizkd hladina purin v médiu a omezena vyzivova schopnost
v kombinaci s transfekci protein( indukuje stres, ktery vyvolava agregaci nadbytecnych

proteint DNPS do struktur zvanych puncta, foci ¢i stresova téliska [25].

Dale byl purinosom studovan pomoci imunodetekce endogennich enzym( DNPS
specifickymi protildtkami s vyuzitim konfokalni fluorescenéni mikroskopie. Detekovany
byly vidy dva rozdilné endogenni proteiny DNPS a vizualizovany druhové specifickymi
sekundarnimi protildatkami s odliSnym fluoroforem. Po nasnimani vzorkd byla
v programu Huygens Proffesional provedena dekonvoluce obrazu a vypocitana
kolokalizace protein(l. Timto zplisobem byla prokdzana pritomnost purinosomu v Hela
bunécnych liniich, v bunécnych liniich lidského hepatoceluladrniho karcinomu (HepG2),
v burikach osteogenniho sarkomu (Saos-2), v lidskych embryonalnich bunkach ledvin
(HEK293), v lidskych koZnich fibroblastech (SF) a v primarnich lidskych keratocytech

kultivovanych v médiu bez purint [24].



Obrazek €. 4.: Bunécnd lokalizace enzym( ucastnicich se DNPS (pfevzato z An.,S et al,

2008 [1])

(A — D) hTrifGART-GFP [(A) a (B)] a hFGAMS-GFP [(C) a (D)] pfechodné exprimované v Hela burkach
péstovanych v médiu s puriny [(A) a (C)] a bez purinl [(B) a (D)] (E) Imunofluorescence endogenniho
proteinu hTrifGART exprimovaného v Hela burkach, které byly kultivovany v médiu bez purind.
(F) Pfekryv imunofluorescence proteinu hTrifGART-GFP (zeleny) a endogenniho proteinu hTrifGART
(Cerveny), které byly exprimovany v Hela burnkach péstovanych v médiu bez purinG. (G- 1) Shluky
hTrifGART-GFP [(G) a zeleny v (I)] s hFGAMS-OFP [(H) a cerveny v (I)] v Hela burikdach, které byly
kultivovany v médiu bez purin(. (J - L) Kontrolni hCITHF-GFP [(J), zeleny v (L)], ktery se pfimo neucastni
DNPS, nevytvari shluky ani neni lokalizovan spoleéné s hFGAMS-OFP [(K), ¢erveny v (L)] v Hela burikach,

které byly kultivovany v médiu bez purin(i. Méfitko: 10 um.
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3.2. Regulace a interakce purinosomu

Cytoskeletarni struktury hraji vyznamnou roli v usporadani enzym( do bilkovinnych
komplext. Na zakladé vysledkd fluorescencni zobrazovaci techniky lze predpokladat,
Ze se na utvareni purinosomu a jeho umisténi v cytoplazmé podili mikrotubulova
filamenta. Naproti tomu aktinova filamenta s purinosomem neinteraguji [4]. OSetfeni
Hela bunécnych liniich nocodazolem, ktery se vaZe na tubulin a brani tak jeho
polymeraci, mélo za nasledek disociaci purinosomu. Zaroven dosSlo ke snizeni

metabolického toku skrze DNPS [4].

Kaseinové kinazy Il (CK2) maji vyznam v riznych bunécénych procesech — ovliviiuji
predevsim proliferaci bunék a jejich rlist [26]. Pouzitim specifickych inhibitor(i CK2 bylo
zjisténo, Ze nékolik efektorl lidskych proteinovych kinaz ovliviiuje tvorbu purinosomu
[2]. VétSina inhibitord CK2, napf. 4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazol (TBI),
2-dimethylamino-4,5,6,7-tetrabromo-1H-benzimidazol (DMAT), tetrabromoskoficova
kyselina (TBCA) a kyselina ellagovd, ma na utvareni enzymového komplexu stimulaéni
ucinky. Je znamo, Ze inhibitory CK2, DMAT a 4,5,6,7-tetrabromobenzotriazol (TBB),
indukuji apoptdzu, coz se zdd byt vhodnou metodou k zastaveni rlstu a déleni
rakovinnych bunék, které ve srovnani s burikami zdravych jedincG obsahuji zvysené
mnozstvi CK2 [27]. DMAT navic vede k intracelularni produkci peroxidu vodiku (H,0;)
a zpUsobuje tedy oxidativni stres a také dvouvlaknové zlomy DNA [27,28]. UmIcenim
CK2 pomoci siRNA byla teorie o vlivu inhibice CK2 na formovani purinosomu potvrzena.
Zjisténi, ze inhibice CK2 pomoci TBB zplsobi naopak disociaci purinosomu, je nicméné
kontroverzni. Ackoli vime, Ze CK2 a jimi zprostfedkovanad signaliza¢ni kaskada spousti
asociaci ¢i disociaci purinosomu, do dneSniho dne neni znamo, zda jsou proteiny DNPS

témito kindzami skutec¢né fosforylovany [14].

Tvorba purinosomu muZe byt regulovana také membranovymi receptory
sprazenymi s G-proteiny (GPCRs) [5]. Aktivace a,s adrenergniho receptoru a tedy
aktivace G zprostfedkované signalizacni drahy koreluje s formovanim purinosomu
(obr. 6). Tento mechanismus byl pozorovan u nékolika endogennich Gy sprazenych
receptorli, jakymi jsou napf. purinergni P2Y receptory, LPA receptory

a prostaglandinové receptory. Gus podjednotka B, adrenergniho receptoru, kterd
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ovliviuje zejména aktivitu adenyldt cykldzy, vSak tento Uc¢inek na sestaveni
purinosomu nema [14]. Je zndmo, Ze GPCRs maji vyznamnou roli pfi rozvoji rakoviny
a Sifreni metastaz [29]. Proto lze predpokladat, Ze cilené plsobeni na dynamiku

purinosomu muze ovliviiovat mitogenni GPCRs signalizace v rakovinnych burikach [5].

BrAR Agonist: Epinephrine
(A M\ M\ Antagonist PRO

rrrrrrr

022AR  agonist: Epinephrine
N n ‘\ Antagonist: PHEN , YOH

f VARV vV V L-}) \
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ﬁ_} IMP - __ CAMP/PKA
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Obrazek €. 6.: Schéma a4 a 8, receptorti ve vztahu k sestaveni purinosomu

v HelLa bunécnych liniich (pfevzato z Hong Zhao et al., 2013 [14])

Hmotnostni spektrometrii v kombinaci s fluorescenéni mikroskopii bylo zjisténo,
Ze s purinosomem reaguji také chaperony Hsp90 a Hsp70 [3,14]. Pouziti rlznych
inhibitor( Hsp90 a Hsp70 snizuje funkci téchto chaperonli a ma za nasledek poruseni
tvorby purinosomu. Vysledky dale potvrdily, Ze inhibitory Hsp90 a Hsp70 synergicky
posiluji cytotoxicky ucinek methotrexatu, inhibitoru dihydrofolat reduktdzy, kterd
za normalnich podminek poskytuje folatové kofaktory enzymim ucastnicich se DNPS
[30]. Tato skutecnost poskytuje purinosom jako mozny cil pro nova chemoterapeutika

[14].

Pro detekci a kvantifikaci potencidlnich protein-proteinovych interakci byla
pouzita metoda vyuzivajici transkripéni faktor navdzany na cilovy protein skrze linker,
ktery obsahuje sekvenci rozezndvanou specifickou virovou protedzou TEV, jez je
spojena s jinym proteinem (obr. 5). Jestlize spolu proteiny interaguji, TEV proteaza

Stépi rozpoznavaci misto na linkeru. Tim se uvolni transkripéni faktor, ktery vstupuje
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do jadra, kde aktivuje reportérovy gen. Timto zplsobem byly detekovany interakce
mezi Sesti enzymy DNPS. ProtoZe podstatou je interakce dvou proteinl, byla tato

metoda nazvdna Tango (z latinského tangere — dotykat se) test [14,31].

Cytoplasm _»
tevS C% TEV
. tTA
/ Luminescence
Nucleus

™ Transcription /

\ briots
‘EtTA,J Initiation
L R | Promoter L .L Luciferase |

Obrazek €. 5.: Tango test detekujici interakce mezi proteiny purinosomu (pfevzato

z Hong Zhao et al., 2013 [14])

A — cilovy protein, B — interagujici protein, TEV - virova proteaza, tevS — specificka sekvence
linkeru rozezndvana TEV protedzou, tTA — transkripcni faktor

3.3. Propojeni purinové biosyntézy a jinych metabolickych drah

Folaty jsou kofaktory enzymd, které katalyzuji chemické reakce v metabolismu
purinovych a pyrimidinovych nukleotidd a aminokyselin. Kofaktory odvozené
od tetrahydrofolatu jsou nezbytné pro aktivitu dvou enzym( DNPS — GART a AICART,
které katalyzuji pfipojeni formylové skupiny k meziproduktu. Tetrahydrofolaty jsou
hydrogenované formy folatd. Maji dllezitou roli v  jednouhlikatém
metabolismu - plsobi jako donory ¢i akceptory jednouhlikatych funkénich skupin [6].
Antifolaty, jedny z prvnich modernich chemoterapeutik, blokuji drahy folatového
metabolismu a pouzivaji se tudiz jako protirakovinna cinidla [32]. Enzym folatového

metabolismu  methenyltetrahydrofolat  syntetdza, katalyzujici prfeménu  5-
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formyltetrahydrofolatu na 5, 10-methenyltetrahydrofolat, kolokalizuje s purinosomem
[6] a je nezbytny pro metabolicky tok skrze DNPS [14]. Nedostatecnd aktivita enzymu
MTHFS v in vivo experimentech na mysich modelech vedla ke snizené syntéze purind

[6].

Rakovinné bunky nadmérné a rychle proliferuji, k ¢emuz potrebuji dostatek
energie, kterou ziskavaji Stépenim glukézy. U nadorovych bunék prevazuje anaerobni
glykolyza a vyslednym produktem metabolismu glukdzy je kyselina mlé¢na. Tento jev
se nazyva po svém objeviteli Warburglv efekt [33,34]. Pyruvat kindza je enzym
katalyzujici posledni krok glykolyzy - vznik pyruvatu z fosfoenolpyruvatu. Onkofetdlni
izoforma pyruvat kindzy (PKM2) je ve vysoké mife exprimovana v zarodecnych
a rakovinnych bunkach a ma zasadni roli vjejich metabolickém preprogramovani
a proliferaci  [7]. Je alostericky regulovdna sukcinylaminoimidazolkarboxamid
ribonukleotidem (SAICAR), intermediatem purinové biosyntézy. Tato regulace
umoziuje nadorovym bunkdm v zavislosti na dostupnosti Zivin a mnozstvi bunééné
energie regulovat rlzné metabolické drahy. Koncentrace SAICAR v bunce ovliviiuje
nejen spotrebu a metabolismus glukdzy, ale také rist a preZiti rakovinnych bunék.
Pfi nedostatku glukézy dochdzi k akumulaci SAICAR, ktery stimuluje PKM2, a soucasné

ke zvySeni purinové biosyntézy. To nasvédéuje moznému spojeni DNPS a glykolyzy [7].

DalSim vyznamnym meziproduktem DNPS, ktery ma vliv na regulaci metabolismu,
je aminoimidazolkarboxamid ribonukleotid (AICAR) pUsobici jako analog adenosinu [8].
AMP je aktivator AMP kindzy, kterd ma klicovou ulohu v regulaci energetického
metabolismu. AMPK funguje jako senzor stresu, ktery zvySuje spotfebu ATP nebo
inhibuje jeho produkci, ¢imZ se méni pomér AMP:ATP. Tato zména aktivuje AMPK [35].
Dédle je tento enzym regulovan také radou hormon( (napf. leptinem, inzulinem
Ci adiponektinem) a cytokinli (napf. interleukinem-6) [36]. Vzhledem ktomu, Ze je
AMPK aktivovana také antidiabetickymi léky jako je napf. metformin, ma tato kinaza
dllezitou roli v rozvoji novych lécCiv pro lé¢bu diabetu 2. typu [8]. Purinosom muze
skrze koncentraci AICAR ovliviiovat AMPK signalizaci a tim se podilet na energetické

homeostaze [14].
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Pro rychlé déleni rakovinnych bunék je nezbytné jejich metabolické
preprogramovani. Ackoliv je glycin neesencidlni aminokyselinou a muZe byt tedy
endogenné syntetizovan, bylo zjisténo, Ze hladina glycinu a exprese enzymi jeho
biosyntézy v mitochondriich nadorovych bunék Uzce souvisi s tempem proliferace
téchto bunék [37]. Rychleji se délici bunky potfebuji mnohem vice glycinu. Pomalu
délici se buriky ho naopak uvolfiuji. Zna&eni glycinu izotopem uhliku C** ukézalo, ze je
v rychle se délicich burikdch inkorporovan nejen do glutathionu, ale také do purinovych
nukleotidll, coz svédc¢i o jeho podplrné roli v DNPS [37]. Serin, prekurzor glycinu,
plsobi jako alostericky aktivator PKM2, jejiz exprese je v rakovinnych bunkach zvysena.
Koncentrace serinu v nddorovych bunkach tedy také muaze mit vliv na metabolismus

purind [38].
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4. DEFEKTY ENZYMU PURINOVE DE NOVO SYNTEZY

Za fyziologickych podminek jsou meziprodukty DNPS vzhledem ke svym
cytotoxickym a regulac¢nim vlastnostem pfitomny v bunéénych extraktech a v télnich
tekutindch ve velmi nizkych nebo nedetekovatelnych koncentracich [9]. Jsou znama
dvé neurologickd onemocnéni, kterd wvyplyvaji z genetickych defektd

DNPS - AICA-ribosidurie [39] a deficit adenylosukcinatlyazy [40,41].

4.1. AICA-ribosidurie

ATIC je bifunkéni enzym katalyzujici posledni dva kroky DNPS. Ma dvoji
aktivitu - aminoimidazolkarboxamid  ribonukleotid  transformyldzovou a
inosinmonofosfat cyklohydroldzovou. MizZe se vyskytovat jako monomer ¢i dimer,
pficemz AICART (C-termindlni doména) ma katalytickou aktivitu ve formé dimerni,
zatimco IMPCH (N-termindini doména) je katalyticky aktivni v obou podobach s tim,
ze mirné preferuje formu dimerni [42]. AICART katalyzuje pfenos formylové skupiny
z redukovaného folatového substratu 10-formyl-tetrahydrofolatu (10-f-THF) na AICAR
a vznikd tak formylaminoimidazolkarboxamid ribonukleotid (FAICAR). Otevieny
pyrimidinovy kruh vytvofeného meziproduktu uzavira za tvorby IMP enzym IMPCH

[42].

Onemocnéni zplUsobené mutaci v genu pro ATIC se nazyva AICA-ribosidurie.
Dosud byla tato vzacna metabolicka porucha identifikovdana u jediné pacientky [39].
AICA-ribosidurie se projevuje hromadénim aminoimidazolkarboxamid ribosidu (AICAr),
ktery vznikd defosforylaci AICAR, jenzZ je substratem enzymu ATIC. Stejné tak dochazi
v télnich tekutindch k akumulaci sukcinylaminoimidazolkarboxamid ribosidu (SAICAr)
a sukcinyladenosinu (S-Ado), coz jsou defosforylované substraty enzymu ADSL. Tento
enzym je hromadicim se AICAr inhibovan, cozZ je zfejmé dUsledek zvysené koncentrace
jeho substratd [9]. Ukazalo se, Ze se v pacientCinych erytrocytech uklada také AICAR,
ktery pravdépodobné vznika fosforylaci cirkulujiciho AICAr adenosin kindzou, dale také

jeho difosfat (AICARDP) a trifosfat (AICARTP). Koncentrace AICARTP vyrazné
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prevySovala koncentraci ATP, coz by mohlo byt vysvétleno jeho vyuZitim v procesech

fosforylace AICAR na AICARDP a nasledné na AICARTP [39].

Zvysena koncentrace AICAr, avsak fadové nizsi nez u pacientky
s AICA-ribosidurii, se vyskytuje také u déti s akutni leukémii [39,43] a téZ u jedincl
s deficitem HGPRT [39,44,45], pricemZ nadmérna exkrece AICAr muize byt vysvétlend
zvySenou DNPS [39]. Vyssi hladina AICAr byva namérfena v moci Clovéka trpiciho
nedostatkem vitaminu B12 a kyseliny listové, kdy dochazi k oslabeni aktivity AICART v
dlsledku nedostatku folatového kofaktoru. | u téchto pfipadl je vSak koncentrace

AICAr fadoveé nizsi nez u pacienta s AICA-ribosidurii [39].

4.1.1. Genotyp

Gen ATIC se nachazi na dlouhém raménku chromozomu 2, je dlouhy témér
38 kb, obsahuje 16 exonl a koduje protein o velikosti 591 aminokyselin

[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/471]. Sangerovym sekvenovanim byla u pacientky

vsve

2. Tato mutace, ktera zpUsobuje nestabilitu mRNA, byla identifikovdna i v DNA matky.
Na druhé alele, doslo v exonu 13 k substituci adeninu za guanin, ¢imz doslo ke zméné
aminokyselinového sloZeni vysledného proteinu K426R. Tato mutace byla zjisténa také

u otce pacientky [39].

4.1.2. Fenotyp

U postizeného ditéte se po narozeni projevila hypotonie, hypoglykemie
a hyponatremie, srdec¢ni Selest, pozdéji se zacala projevovat psychomotoricka
retardace a dil¢i okcipitdlni epileptické zachvaty. Vpul roce byla pacientce
diagnostikovdna vrozenad slepota a v roce se zacaly rozvijet chorioretinalni l1éze spolu
s ocni atrofii a patrnou pravou esotropii. Vyraznym fenotypovym projevem byly

dysmorfické rysy — prominentni ¢elo, brachycefalie, metopismus, Siroka Usta s Uzkym
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hornim rtem, nizko posazené usi a ndpadny Kklitoris v dusledku splynuti malych

stydkych pyska [39].
4.2. Deficit ADSL

ADSL je jediny enzym DNPS, ktery katalyzuje reakce dvou odliSnych
metabolickych drah — pfeménu SAICAR na AICAR v DNPS a vznik AMP z S-AMP v cyklu
purinovych nukleotidd. Enzym ma jedno aktivni misto, kam se vaZe jak SAICAR,

tak i S-AMP [46].

V roce 1984 byl na zakladé vySetieni mozkomiSniho moku déti s psychomotorickou
retardaci poprvé popsan deficit ADSL [47]. Jednd se o poruchu purinového
metabolismu s rznymi klinickymi priznaky, kterd postihuje pacienty nejen po strance
biochemické, ale ovliviiuje také jejich chovani [10]. V télnich tekutindch postizenych
jedinc se hromadi defosforylované substraty ADSL — SAICAr a S-Ado, coz svédci

o deficitu tohoto enzymu [47] (obr. 7).

de-novo synthesis of purine
1
Prr —..— (RAICARD ¥ CAICARD
AN

.....
purine-nucleotide cycle

Obrazek €. 7: Schéma pusobeni enzymu ADSL v DNPS a v purin - nukleotidovém cyklu
(PNC). Odpovidajici enzymové defekty jsou zndzornény prekfizenou Sipkou
a alternativni metabolickou drdhou vedouci k ukldddani SAICAr a S-Ado (prevzato

z Zikanova et al., 2010 [48])

Dosud bylo celosvétové diagnostikovdano témér 80 pacientl trpicich timto

onemocnénim [http://www1.If1.cuni.cz/udmp/adsl]. Naprosta absence aktivity ADSL
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neni pravdépodobné slucitelnd se Zivotem, nebot u Zadného postizeného jedince

nebyla namérena jeji nulova aktivita [40,41].
4.2.1. Genotyp

Gen ADSL umistény na dlouhém raménku chromozomu 22 je dlouhy 23 kb,
obsahuje 13 exonl a koduje protein o velikosti 484 aminokyselin [49-52]. Mutace
vgenu ADSL jsou kromé par vyjimek substituéni bodové, s riznym dopadem
na rezidualni aktivitu enzymu ADSL, kterd koreluje se zavaZnosti fenotypu [53].
Mapovanim 5 neprekladané oblasti genu ADSL byla zjisténa mutace ve vazebném
misté pro transkripéni aktivator NRF-2 [51]. Byla téz identifikovdna mutace, kterd méni
sestfihové misto, ¢imZ dochazi k deleci 39 parQ bazi [54]. Dédicnost je autosomalné
recesivni, vétSina postizenych jsou sloZeni heterozygoti. Nej¢astéjsi mutaci je zdména

R426H, ktera se vyskytuje jak v homozygotnim, tak v heterozytnim stavu [53].

4.2.2. Fenotyp

Deficit ADSL ma rtzné klinické projevy, které se obvykle rozvijeji béhem prvnich
mésicl zivota. U vétSiny postiZzenych porucha vede k riznému stupni psychomotorické
retardace (PMR), hypotonii, svalové atrofii, porucham ristu, objevuji se autistické rysy
(neklid, absence oc¢niho kontaktu, zachvaty vzteku, autoagrese aj.) a epileptické
zachvaty [55]. Korelace mezi genotypem a fenotypem zatim nebyla prokazana, je vSak
zndmo, Ze mira zdvainosti PMR koreluje s pomérem koncentraci substratd S-Ado
a SAICAr v mozkomiSnim moku [16,56]. Podle rozsahu postiZeni jsou rozliSovany tfi
typy deficitu ADSL. Prvnim typem je neonatalni forma, pro kterou je charakteristicka
plicni hypoplazie, neonatdlni encefalopatie, prenataini hyperkineze a zastava rlstu.
V tomto pfipadé je pomér koncentraci S-Ado/SAICAr mensi nez 1 [56]. Druhym typem
je tézka détska forma, mezi jejiz priznaky patfi zejména tézka PMR a vyvojové
zpozdéni. Pomér koncentraci S-Ado/SAICAr je u pacient( s timto typem onemocnéni
okolo 1 [57,56]. Poslednim typem je stfedni az lehka forma, pro kterou je pfiznacna
pfitomnost PMR, autismus a hypotonie. U jedincd stouto formou je pomér

koncentraci S-Ado/SAICAr vétsi nez 2 [56,58,59].
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4.2.3. Patogeneze a l1écba onemocnéni

Patogeneze onemocnéni muze vyplyvat z nedostatku purinovych nukleotidd,
z toxicity hromadicich se substratll ADSL ¢i z poskozeni purin — nukleotidového cyklu

[10,60]. Mechanismus a pficina vzniku nemoci tedy nejsou jednoznacné.

Jestlize uvazujeme o snizené dostupnosti nukleotidli, o¢ekdvame u pacientu
nizkou koncentraci purind. Je vSak zajimavé, Ze ve vzorcich jater, ledvin a svall
postizenych jedinc( byly naméreny normalni koncentrace adeninovych a guaninovych
nukleotidl [10,61]. Je moiné, Ze je defekt ADSL v téchto tkanich kompenzovan

dodanim purin(i syntetizovanych recykla¢ni dradhou [10,55].

Pokud se priklanime k hypotéze vysvétlujici symptomy deficitu ADSL toxickym
pUsobenim hromadicich se sukcinylpurint, nabizi se vzhledem ke strukturalni
podobnosti SAICAr a S-Ado s adenosinem mozZnost jejich interakce s adenosinovymi
receptory a zpétné vychytdvani adenosinu [10,62]. Tato teorie vSak nebyla potvrzena
na zvifecim modelu, kde byla studovdna membranova frakce mozkové klry krys
[10,63]. Na zakladé porovnani pomérli koncentraci S-Ado/SAICAr ve spojeni
s klinickymi projevy u jednotlivych typl dADSL a dle zjisténi, Ze krysdm podana infuze
SAICAr poskozuje neurony [64], lze usuzovat, Ze SAICAr ma ucinky toxické, pred

kterymi naopak S-Ado bunku chrani [10].

PNC se oznacuje funkéni proteinovy komplex sloZzeny ze tfi enzym( purinového
metabolismu — adenylosukcindt syntetazy, ADSL a AMP deamindzy. Tento cyklus
preménuje IMP na AMP pfes S-AMP a pak zpét na IMP. Zaroven dochazi k produkci
amoniaku (NHs) a fumaratu. PNC je velmi aktivni ve svalech a ma tedy zfejmé urcity
vyznam v patogenezi svalové slabosti a opoZzdéného ristového vyvoje postizenych

jedinc [65].
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Obrazek €. 8.: Purin — nukleotidovy cyklus (ptevzato

z http://www.bmb.leeds.ac.uk/illingworth/muscle/)

V soucasné dobé neexistuje zpusob Iécby, pacienti mohou podstupovat pouze
terapii symptomatickou. Ctyfem pacientim byl ordlné poddvan adenin (10 mg/kg
denné) a allopurinol (5-10 mg/kg denné), ktery brani oxidaci adeninu na
2,8-dihydroxyadenin [67]. Tato terapie trvala nékolik mésicli, avSsak kromé urychleni
rastu nebylo pozorovano jakékoliv dalsi klinické nebo biochemické zlepseni [16]. Jinou
pomérné levnou a jednoduchou terapii je podavani D-ribdzy, kterd je v organismu
ihned fosforylovdna na ribdézu-5-fosfat [66,70]. Ta je dale preménéna
na PRPP —stimuldtor DNPS a v pentdzofosfatovém cyklu na glukdzu [67]. Presto vsak
dochazi k trvalému snizeni glykemie, zfejmé v disledku inhibice fosfoglukomutazy
D-rib6zou [67,68]. Tato terapie byla poprvé vyzkouSena u 13-ti letého pacienta a vedla
k mirnému zlepseni projevl autistického chovani a k postupnému snizovani frekvence

11111

zadny pozitivni efekt [70].
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4.3. Purinosom pri defektech DNPS

Pro zjisténi zda mutace ATIC a ADSL ovliviuji formovani purinosomu skrze
endogenni enzymy DNPS byla sledovdna tvorba purinosomu v koZnich fibroblastech
jediného pacienta s AICA-ribosidurii a 9 pacientl se vSemi typy dADSL. Dale bylo
zkoumano, do jaké miry koreluje proces formovani tohoto enzymového komplexu

s fenotypem pacient(i s dADSL [24].

V koZnich fibroblastech ziskanych od pacienta s AICA-ribosidurii byla v médiu
s puriny dle predpokladu pozorovana difuzni exprese proteinti ADSL, PPAT a GART,
pficemz intenzita zbarveni byla srovnatelna s kontrolnimi fibroblasty. Protein ATIC byl
témér nedetekovatelny. V médiu bez purini byla také pozorovana difuzni exprese
proteinll, nebyla tedy pozorovana jejich kolokalizace, coz naznacuje, Ze nedochazi

k tvorbé purinosom( [24].

Pokud byly dADSL fibroblasty péstovany v médiu s puriny, zUstaly vSechny
testované proteiny stejné jako u AICA-ribosidurie difuzni. Signal proteinu ADSL
pozorovany v koZnich fibroblastech pacientl s neonatalni formou dADSL byl témér
nedetekovatelny a u jedincli s typem onemocnéni | snizeny. Ve fibroblastech pacientl
s dADSL typu Il intenzita signalu odpovidala kontrolnim fibroblastim. V médiu
bez purind byla ve fibroblastech pacientl s dADSL typu Il pozorovdna mirna agregace
proteinu ADSL, u tézSich forem také vzhledem k redukci mnoZstvi proteinu nebyla
agregace pozorovana. U vSech bunék jedincl s neonatalni formou i typem onemocnéni
| a také u jednoho pacienta s formou Il proteiny ADSL a ATIC, GART a ADSL, PPAT
a ATIC nekolokalizovaly. Nebylo tedy pozorovano formovani purinosomu. U dvou
bunécnych linii pacientld s formou onemocnéni Il byla zjisténa agregace s kolokalizaci
proteinll a tedy tvorba purinosomu, ale v podstatné nizsi mire neZ v kontrolnich

bunikach (obr. 9). Zadvérem lze konstatovat, Ze byla nalezena korelace mezi schopnosti

formovat purinosom a zavaznosti onemocnéni [24].
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Obrazek €. 9.: Exprese GART a ADSL a formovdni purinosomu v koZnich fibroblastech

pacientt s dADSL. Fibroblasty byly kultivovdny v médiu bez purind. (pfevzato
z Baresova et al., 2012) [24]
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5. ZAVER

Je nesporné, ze diky objeveni purinosomu byla lépe pochopena a popsdna
biosyntéza purin( a jeji regulace, katabolismus purinovych nukleotidl a recyklaéni
drahy. Podrobné studium formovadni a dynamiky purinosomu a identifikace
molekuldrnich zmén spojenych s tvorbou purinosomu za fyziologickych i patologickych
stavl by vbudoucnu mohlo otevfit dalsi moZnosti rozvoje I[éCiv, zejména
chemoterapeutik, a pfinést nové vyuZiti purinovych antimetabolit(i, které na zakladé
strukturni podobnosti blokuji enzymy ucastnici se DNPS. DalSim z pfinos zkoumani
purinosomu je odhaleni, Ze jeho formovdni je poruseno u onemocnéni zplsobenych

vrozenymi defekty v enzymech DNPS.

Uplnou funkci purinosomu a jeho vliv na rdizné bunééné procesy je tfeba jesté
objasnit stejné tak jako spojitost jeho asociace a disociace s regulaci energetickych
a latkovych premén. Ddle zOstdvd nezodpovézend fada otdzek tykajicich
se posttranslacénich uUprav proteini purinové syntézy. Doposud se nikdo nezabyval
postransla¢nimi modifikacemi a jejich funkci u konkrétnich enzymd DNPS, pouze u nich
byla na zdkladé aminokyselinové sekvence ¢i hmotnostni spektrometrie identifikovana

mozna mista pro postranslaéni Upravy [http://www.uniprot.org/,

http://www.phosida.com/, http://www.ubpred.org/cgi-bin/ubpred/ubpred.cgi].

Jelikoz postranslaéni modifikace méni konformaci proteind, jejich funkci a vlastnosti,
Ize ocekdvat, Ze v pfipadé enzymU DNPS budou ovliviiovat napt. schopnost byt soucasti
purinosomu, jeho lokalizaci v bunice a interakce s jinymi enzymy DNPS. K detailnéjSimu
vyzkumu struktury purinosomu je mozno vyuZit metody analytické (napf. rentgenova
krystalografie, hmotnostni spektrometrie), fyzikdlné — chemické (napf. spektroskopie

nukledrni magnetické resonance) a mikroskopické.
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