Univerzita Karlova v Praze

Piirodovédecka fakulta

Studijni program: Specialni biologicko-chemické ngbo

Studijni obor: Molekularni biologie a biochemie anjsmi

Anna Soldanova

Strukturni biologie enzyfhmetabolizujicich merkaptopurin

Structural biology of the enzymes involved in m@togurine metabolism

Bakal&ska prace

Skolitel: RNDr. Pavlina MaloRez&ova, Ph.D.

Konzultant: Ing. AleS Hnizda, Ph.D.

Praha 2016



Prohlaseni:
ProhlaSuiji, Ze jsem z&ketnou praci zpracovala samostamze jsem uvedla viechny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podsi&ast nebyla fedloZzena k ziskani

jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 16. 8. 2016 Podpis:

Anna Soldanova



Podékovani:

Na tomto mist bych rada potkovala Skolitelce RNDr. PaviénMaloy Rez&ové, Ph.D.
za vlidny gistup, odborné vedeni prace a jeji zastia konzultantovi Ing. AleSi Hnizdovi,
Ph.D. za velkou trfivost a vsticnost,cetné gipominky a doporéeni a pedevSim ochotnou
pomoc, kdykoliv se vyskytldaky problém pi psani i v laborati. Dale bych chila podtkovat
celému pracovisti Strukturni biologie na Ustavuamigké chemie a biochemie AAR, v. v. i.
za vytvdeni gijemného pracovniho prdeti a zejména Ing. IrénSieglové za jazykovou
korekturu a laskavé radyippraci v laboratti. V neposlednfad bych také clida podtkovat
své rodig a patelim za podporu éhem studia, a to zejména b&ts Jarmile Soldanové

a priteli Ing. Pavlu Svecovi, kiémi byli po celou dobu ne§si oporou.



Abstrakt

Merkaptopurin (6-merkaptopurin) @at spol&né s gibuznymi latkami azathioprinem
a 6-thioguaninem mezi Siroce pouzivana chemotetiéea imunosupresiva.em terapie
thiopurinovymi I€ivy se mohou u pacieitbjevit zdvaZzné nezadoudiiiky, jako napiklad
myelosuprese, nebo snizena terapeuti¢kindst podavanéhod&a. Rozvoj metod sekvenace
DNA a RNA umoZznuje rozpoznatkieré z picin zmirgnych problénmd — rizné genetické
varianty enzym Ucastnicich se metabolismu fyziologickych piria thiopurinovych |&v.
Nekteré zndmé varianty é¢hto enzynd zasadnim zjsobem ovlivuji  koncentraci

cytotoxickych forem thiopuriin, které maji dopad na Ggnost a snasenlivost terapie.

V souwiasnosti je popsano ¢kolik mutantnich variant gén enzyni metabolizujicich
thiopurinové derivaty, ale molekularni mechanismiww téchto mutaci nejsou dosud
dostaten¢ prostudovany. Znalost trojrozmmé struktury&chto enzyni mize objasnit projevy

dané genetické varianty na urovni proteinu a jigkiena biologickou aktivitu thiopurin

Tato prace se zatiuje zejména na biochemicko-strukturni popis
thiopurin-S-methyltransferasy, fosfatasy NUDT15ytosolické 3-nukleotidasy Il. Shrnuje
problematiku s @razem na vyznam strukturni biologie v interpretdohy mutantnich variant

téchto enzyni v metabolismu thiopurinovychdi.

Kli éova slova: merkaptopurin, derivaty thiopurinu, chemoterageutistrukturni biologie,

farmakogenetika, farmakogenomika.



Abstract

Mercaptopurine (6-mercaptopurine) together withtlpparine and 6-thioguanine belong
to a group of widely used chemotherapeutics andunosuppressants. However, insufficient
therapy outcome or severe adverse effects suchya®sappression are still being reported.
Technological progress in DNA and RNA sequencingilifates effective identification

of causative genes responsible for the therapwrgili.e., description of genetic variants
for enzymes involved in metabolism of physiologigairines as well as thiopurine drugs.
Variants of these enzymes may substantially alt@ncentrations of cytotoxic forms

of thiopurines, which affect therapy success rates.

Currently, a number of mutations in genes that ptdg in thiopurine metabolism have been
annotated. Nevertheless, molecular mechanisms lymigthe effect of these mutations are
not fully elucidated. Knowledge of 3D structure tbese enzymes may shed light on the effect
of the genetic variants to protein function and haedsms modulating therapeutic efficacy

of thiopurines.

This thesis focuses mainly on biochemical and #irat characterization
of thiopurine-S-methyltransferase, fosfatase NUDTaBd cytosolic 5nucleotidase II.
It summarizes current state of knowledge and empémshe importance of structural biology

methods for explaining the role of mutant variantthiopurine metabolism.

Key words: mercaptopurine, thiopurine derivatives, chemotbeusics, structural biology,

pharmacogenetics, pharmacogenomics.
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1 Uvod

Léciva odvozena od thiopurinu, 6-merkaptopurin (6-M&}hioguanin (6-TG) a azathioprin
(AZA), jsou v sodasnosti vyuzivana v terapiich Sirakely onemoceni. Prvni klinické studie
6-MP (Burchenalet al) byly uskuténény jiz roku 1953. Dnes maiji tato farmaka zasadni
uplatreni pri 1é¢bé leukemie, idiopatickych stvnich zasta a dalSich imunitnicti zargtlivych

chorob nebo také jako imunosupresiva podavanapéanepo transplantaci organ

Derivéaty thiopurinu cili na enzymy fyziologickéhounnmového metabolismu a syntézu
nukleovych kyselin. V genech pro tyto enzymy bydyazeny jednonukleotidové polymorfismy
(,single nucleotide polymorfism“, SNP), které moheést k zasadnim zimam ve struktte
proteinu, a tim i ve fungovani enzymu. &mn aktivita gkterych mutantnich variant enzym
pak ovliviiuje metabolismus &va do takové miry, Ze terapie nemusi byt dostétefektivni
nebo naopak @¥e pacientv Zivot ohrozit vedlejSimi &€nky. Mezi zavazné komplikace
popsané v souvislosti s uzivanim thioptripati Zloutenka (v dsledku hepatotoxicity)

a potlaeni krvetvorné funkce kostnfetre (Einhorn a Davidsohn, 1964; Connetlal, 1993).

Podstatné zlepSeni cianosti a bezpmosti terapie diky ziskanym vysladhk
farmakogenetickych studii je di#b ilustrovano na ifkladu thiopurin-S-methyltransferasy
(TPMT). Polymorfismy pro TPMT a jejich vliv na mékalismus thiopurinovych analog je
nejprostudovagjSim tématem v této oblasti. Nositelé alel kédajic@iefektni varianty tohoto
proteinu jsou Bhem Il&€by 6-MP a pibuznymi latkami ohroZeni pancytopenii (pokleserttpo
vSech ty@ krevnich bunk) a dalSimi nezadoucimicimky (Evanset al, 1991). Ri lécbé
thiopurinovymi derivaty je dnes jizébnou praxi personalizace davkovénptipadré Uplné
vylouceni &by na zaklad predchozi genotypizace TPMT u pacienta (Relkh@l, 2011).

Rychly vyvoj sekvenénich technik a roz&ni celogenomového a celoexomového sekvenovani
prispely k objevu mutaci i v dalSich genech kédujiciclyemy purinového metabolismu, které
vyznamé ovliviiuji osud 6-MP vdle nemocného a u&gnost Iéby daného jedince. Tyto
mutace byly identifikovany ndjklad v genech kddujicich fosfatasu NUDTdiytosolickou
5’-nukleotidasu Il (cN-II) — (Meyeet al, 2013; Tzonevat al, 2013; Yanget al, 2014).

Pro pochopeni interakci meziigluSnymi enzymy a metabolitydi& a pro porozuréni vlivu

mutaci je dlezité studium prostorové struktury protieirNa zaklad znalosti trojrozrarné
struktury danych enzyinlze vyvodit, jakym mechanismem jednotlivé genddickarianty
ovliviiuji metabolismus 6-MP a jeho deritdtinformace o prostorové strukeutak mohou



poskytnout cenné podklady pro lepSi uzivani jizezenych I&iv i pro navrh novych farmak,

napiklad s vyssi éinnostic¢i niz§im mnozZstvim vedlejSicltiaku.

Cilem prace je shrnuti dosavadnich poziatkmetabolismu 6-MP a dalSich thiopurinovych
léciv. Duraz je v této reSerSi kladen zejména na vyuzitrmfci o prostorovéem usfimani
proteinu jako progedku pro porozugni efektu mutantnich variant na strukturu a funkci

enzymi thiopurinového metabolismu.



2 Metabolismus purinovych nukleotidi

Terapeuticky tinek vSech #i pouzivanych derivét thiopurinu (6-MP, 6-TG a AZA)
zavisi na jejich intracelularnitf@mené na biologicky aktivni formy — thiopurinové nukléay.
Tyto reakce zprogtdkovavaji enzymy metabolismu fyziologickych pukigich nukleotid.

Vzniklé thiopurinové slogeniny pak funguji jako antimetabolitychto enzyni.

Metabolismus nukleotidjakoZto zakladnich stavebnich jednotek DNA, RNiady kofaktot
syntéza), tak katabolické (degradace). ProtoZgngade novoenergeticky porrné narana
(shrnuto v: Lane a Fan, 2015), vyuZivaji organisiake tzv. ,salvage pathway“ neboli
recyklani drahu, kdy dochazi k vyuZziti meziprodiukdlegradanich reakci pro resyntézu
potrebnych nukleotidl.

2.1De novosyntéza

Uvodnim krokem syntézy nového nukleotidu je vznitiveované formy ribosy 5-fosfatu.
Produktem této reakce je 5-fosforibosyl-1-pyrofogRPP), ktery slouZi jako zaklad celého
budouciho nukleotidu a probiha n&mmpostupné skladani jednotlivyatésti nukleobase
(Obrazek 1). K vystavbpurinového kruhu jsou vyuzivarasti metabolii z viznych drah

v organismu. Nejvice jsou v purinu zastoupeny atpaghazejici z aminokyselin (glutaminu,
glycinu a aspartatu) a dale z formylového zbytké!%formyl-tetrahydrofolatu. Karbonylova
skupina pochazi z molekuly GGHCOs ve vodném progedi v €le). Celého procesu séastni
celkem sedm enzyim které katalyzuji jedenact reakci. Na tyto reglkcgpotebovana energie
v podolké sedmi ekvivalerit ATP. Zawrecnym produktemde novo syntézy je inosin
5-monofosfat (IMP) — (Obrazek 1; shrnuto v: HartnaaBuchanan, 1959; Lane a Fan, 2015).

Vznikly IMP je pak kltovym meziproduktem spalaym pro recyklani drahy ade novo
syntézu, zarovejsou z ©j syntetizovany vSechny formy purinovych nukledti@brazek 2;
shrnuto v: Hartman a Buchanan, 1959; Lane a F&§)20
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Obrazek 1: ZjednoduSené schéma de novo syntézynpué base s vyzdanim pivodu

jednotlivych atond.

Na aktivované forraribosy (PRPP) dochéazi k postupné vystapbrinové base zZiznych metabolit
bézre se vyskytujicich vdle. Ke skladani jednotlivyctiasti dochazi v nasledujicimijai: jako prvni
je na PRPP ifpojena amidova skupina glutaminu, p&kst molekuly glycinu, formylovy zbytek
z N*%-formyl-THF, amidova skupina glutaminu, nasledujgklizace ggticlenného kruhu, poté je
zatlerén CQ, aminoskupina aspartatu, formylovy zbytek Z%-fdrmyl-THF a po cyklizaci
Sestélenného kruhu vznika IMP. Vystlivky zkratek: IMP — inosin 5monofosfat;, PRPP —
5-fosforibosyl-1-pyrofosfat; M-formyl-THF — N-formyltetrahydrofolat. Schéma bylo vytieno
v programu ChemBioDraw Ultra 14.0 (Cambridge SG&mbridge, MA, USA).
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Obrazek 2: Schéma metabolickycljd purinovych nukleotid: v buice.

Syntéza adeninovych a guaninovych nuklaotietina IMP, ktery vznika bdi recyklaci, nebae novo
syntézou. Produktem odbouravacich reakci je kyselim@ova. Vysetlivky zkratek:
ADA - adenosin deaminasa; AdK — adenosin kinasa; -Akadenylat kinasa; APRT — adenin
fosforibosyltransferasa; cN-lI — cytosolick&rukleotidasa | (AMP specifickd); cN-II — cytosdii
5'-nukleotidasa Il (IMP/GMP specificka); dGK ~@eoxyguanosin kinasa; GUA — guanin deaminasa;
GUK - guanylat kinasa; HGPRT - hypoxanthin-guanasfdribosyltransferasa; IMP — inosin
5-monofosfat; IMPDH — inosin’&monofosfat dehydrogenasa; NDPK — nukleosidifbsfat kinasa;
PNP - fosforylasa purinovych nukleo$idRR — ribonukleotid reduktasa; XMP — xanthosin
5-monofosfat; XO — xanthin oxidasa. Schéma bylo e§gno v programu ChemBioDraw Ultra 14.0
(Cambridge Soft, Cambridge, MA, USA) podle Bretaneteal. (2005).

2.2 Recyklani draha (,salvage pathway*)

Recyklani draha syntézy purinovych nukleatigtyuzivd nukleosidy a base k tvérbovych
nukleotidi. Volné nukleosidy a base vznikaji jednak degradéastnich nukleovych kyselin
a dalSich slotenin a jednak jsou v &ité mie @ijimany i z vrejSiho prostedi. V gipad
resyntézy nukleotill ze samostatnych basi hrajickWou roli enzymy hypoxanthin-guanin
fosforibosyltransferasa (HGPRT) a adenin fosfonfttoansferasa (APRT), které na dany purin
pripoji ribosu 3-fosfat z molekuly PRPP. U adenosinu’a@@oxyadenosinu dochazi kimé
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fosforylaci adenosin kinasou za vzniku AMP a dAMP oadobr je fosforylovan
i 2’-deoxyguanosin na dGMP '-@eoxyguanosin kinasou. Rskud slozigjSi je vyuziti
nukleosidl guanosinu a inosinu v lidskych a jinych Zi&mych buikach. Divodem je absence
prislusnych kinas, které by jim umigdvaly vytvait odpovidajici nukleosid "Smonofosfaty
(NMP). Recyklace pak probiha prisdnictvim pemény katalyzované fosforylasou
purinovych nukleosidl (PNP), a to na volnou nukleobasi, kter je nasiddsforibosylovana
HGPRT (shrnuto v: Nyhan, 2001; Lane a Fan, 2018ybgjici kinasy fosforylujici guanosin
a inosin pravépodobré mize také nahrazovat fosfotransferasova aktivitalcplodilet se tak

na regulaci hladiny jednotlivych nukleotied bunce (Barsottiet al, 2005; Obrazek 2).
2.3 Degradace

Prvni moZznosti degradace adenosinovych nukio#dMP a dAMP je defosforylace
nukleotidasou, konkrétn cytosolickou nukleotidasou | (cN-1). Aminoskupingakto
vytvoieného adenosinti 2'-deoxyadenosinu je odftena enzymem adenosin deaminasou
(ADA) za vzniku inosinu. Druhou moznosti degradad¢P a dAMP je reakce katalyzovana
AMP deaminasou, kdy dochazi k deaminaci AMP na IMMaslednému odstram
5'-fosfatové skupiny pomoci cN-Il. Z takto vznikléimsinu PNP odgpi molekulu ribosy

a xanthin oxidasa (XO) vzéap oxiduje hypoxanthin nejprve na xanthin a potékgaelinu

mocovou (Obrazek 2; shrnuto v: Fox, 1981).

Katabolismus guanosinovych nukledti®&MP a dGMP stefhjako u AMP a dAMP z&na
odsSEpenim koncového'Sosfatu prostednictvim cN-Il. Z uvolgného nukleosidu je enzymem
PNP odstragna ribosa. Po reakci katalyzované guanin deaminaguka xanthin, ktery je XO
oxidovan na kyselinu ntovou. Kyselina méovéa je uclovéka a dalSich vysSich priniat
koneinym produktem degradace purinovych nuklebtde z &la vylu¢ovana meéi (shrnuto v:
Fox, 1981; Obrazek 2).i€stoze je kyselina ntova primarg odpadnim produktem
metabolismu purit, je ji v lidském organismu také&ipisovana role dlezitého antioxidantu
(Ameset al, 1981).



3 Thiopurinova lé¢iva

Purinové sloteniny s volnowi chrarenou sulfhydrylovou funéni skupinou, 6-MP, 6-TG
a AZA (Obréazek 3), jsou delta prijimany jako neaktivni prekursory (thiopurinové bgkteré
jsou teprve uvnit buiky metabolizovany na své biologicky aktivni formythiopurinové

nukleotidy. Vysledné thiopurinové nukleotidy vyk#izsilné cytostatické, antineoplasticke

a imunosupresivnidnky. NO,
N
¢\
SH ’Il
N~ N\ N~ N\ N~ N\
N | N> s | N> S | N>
@a Ny (B) NN © NT R

Obrazek 3: Chemicka struktura pouzivanych thiopuowych I&iv.

(A) 6-merkaptopurin (9H-purin-6-thiol{B) 6-thioguanin (2-amino-9H-purin-6-thioljC) azathioprin
(6-((1-methyl-4-nitro-1H-imidazol-5-yl)thio)-9H-pi).  Chemické struktury byly vytieny
v programu ChemBioDraw Ultra 14.0 (Cambridge SG&mbridge, MA, USA).

3.1 Terapeuticky vyuzivana thiopurinova l€iva

V Ceské republice je 6-MP (Obrazek 3A) &asti dvou léivych pipravki — Xalupring®
(registrani ¢islo EU/1/11/727/001) ve forénsuspenze a Puri-Netffo(kod SUKL 0136446,
registrace v rezimu specifickeh@é&bného programu) v poddtablet. Pouzivaji se k navozeni
remise a v ramci udrzovaci terapidbm |€by akutni lymfoblastické leukemie (ALL) a akutni
myeloidni leukemie (AML) — (Statni Ustav pro kontrééciv, 2016).

6-TG (Obrazek 3B) je u nas prodavan jak&ivé Lanvis® (registrani gislo 44/022/75-S/C).
RovréZ se pouZziva k ¢ ALL a AML a déle také p terapii chronické myeloidni leukemie
(CML) — (Statni ustav pro kontroludé, 2016).

AZA (Obrazek 3C) je WCeské republice k dostani &chto gripravcich: Azathioprin Med&c
(registra&ni ¢islo 59/242/13-C), Azathioprin Pharma Resoufcefregistr&ni &islo
59/243/13-C), Imasup (registr&ni ¢&islo 59/500/15-C) a Imur&n (registrani &islo

onemocgni a dalSich onemoéni imunitniho charakteru, dale také jako &t prevence
odmitnuti alogennich transplantasrdce, plic, jater, ledvin a slinivky. Proti imtmim
chorobam, jako jsou Crohnova choroba a ulcerdzlhitida, systémovy lupus erythematodes,
chronickéa aktivni autoimunitni hepatitida a dat&i uziva neépstji spoleiné s kortikosteroidy,
je ale gedepisovan i samostdt(Statni Ustav pro kontroludg, 2016).
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4 Metabolismus a mechanismusdinku thiopurinovych lé ¢iv

Predpoklada se, Ze cytotoxickygigek metabolii 6-MP je zprosedkovan itemi zakladnimi
mechanismy: inhibici syntézy putinde novo zalenénim do DNA (indukce mutaci
nestandardnim parovanim basi) &lea®nim do RNA (chyby v translaci protéin— (shrnuto
v: Sahasranamaet al, 2008). Tyto abnormality pak zastavuji Bamou proliferaci a mohou
spustit obranné mechanismy, které &oapoptézowi jinym typem programované b&me
smrti (shrnuto v: Sahasranamahal, 2008). Jelikoz se lally po expozici thiopuriim jeSg
jednou az dvakrat ro#ll, ozna&uje se toxicita zfisobend ®enovanim thiopurinovych
nukleotidh do nukleovych kyselin jako tzv. zpaith toxicita (Tidd a Paterson, 1974). Nedavné
studie naznauji, Ze dalSi z moznych cytotoxickych efekihiopurini maze byt zprogedkovan
oxidatnim stresem Zjsobenym reaktivnimi formami kysliku (Al Maret al, 2014; shrnuto
v: Pelinet al, 2016).

Mechanismus d&inku i metabolické drahy jsou pro 6-MP, 6-TG i AZApodstat spole&né
(Obrazek 4). AZA je proldvem 6-MP a musi byt véke nejprve pemenén na 6-MP
odstragnim 1-methyl-4-nitroimidazol-5-ylové skupiny.ékteré zdroje (Bresnick, 1959 v:
Mitra a Narurkar, 1986) uvadi mechanismusngny jako neenzymaticky. Toto tvrzeni je
podloZeno vysledky pokusu, vémz byla pozorovanaipnena AZA v jaternim homogenatu
v nativnich i iznych denatukaich podminkach (néppo zafiati vzorku na 100 °@i ptidani
kyseliny trichloroctové). DalSi vyzkum ukézal, Zer&akci dochazi zacasti cysteinu,
glutathionu a dalSich molekul s volnou sulfhydrydawskupinu (Chalmers, 1974). PégarSak
bylo popsano, ze AZA fze byt metabolizovam vitro pomoci glutathion-S-transferasy (GST)
— (Watanabet al, 1978). DalSi enzymologické studie naanjg Ze v cytosolu hepatodytkde

z velké ¢asti aktivace AZA probihd a kde jginpzere vysokd koncentrace GST, by tento
thiopurin mohl byt aktivovan pragdnictvim rkolika isoforem GST (Eklunet al, 2006).

| pies vySe uvedené poznatky tak neni stale zcela jdgesre k transformaci AZA na 6-MP

dochéazi.

Zpracovani 6-MP a 6-TG imie v €le probihat temi zakladnimi cestami — aktivujici
fosforibosylaci ¢i deaktivujici oxidaci nebo methylaci (Obrazek #ktivace probiha
prostednictvim HGPRT, ktiového enzymu v recykéai draze purifi. Thiopuriny jsou tak
fosforibosylaci pevedeny na nukleosid-onofosfaty. Vznikly 6-thio-NMP ri#e byt dale
fosforylovan ¢i methylovan. Methylace 6-thioinosin’-Bionofosfatu (TIMP) za vzniku

SP-methylthioinosin  5monofosfatu  (MeTIMP) p#t mezi dilezité ckje metabolismu



thiopurimi. Bylo prokazano, ze MeTIMP blokuge novosyntézu purifi inhibici glutamin
5-fosforibosyl-1-pyrofosfat amidotransferasy (Tey al, 1969). TIMP niZe byt také IMP
dehydrogenasou (IMPDH) igménén na 6-thio-XMP a nasledn GMP synthasou
na 6-thio-GMP. Fosforylaci kinasami #gadnou redukci ribonukleotid reduktasou (RR)
se pak tvé tzv. 6-thioguaninové nukleotidy (6-TGN). Ty hratiilezitou roli v hlavnim
piredpokladaném mechanismu cytotoxickéhisgbeni, i némz je 6-thio-dGTP vyuzivan
DNA polymerasou P replikaci a v dalSim kole replikacete vyvolat mutace Zjsobené
chybnym parovanim basi (Warrenhal, 1995). Z toho @ivodu se popsany cytotoxickygiaek
projevuje zejména v proliferujicich tkéch, ve kterych je DNA rychleji replikovana. Swann
et al. (1996) na z&kladvyzkumu provagného na CHO a Hela bkach tvrdi, Ze 6-TGN
mohou byt v DNA dale methylovany S-adenosyl-L-metimem (SAM) a nasledrindukovat
chybné parovani basi obdalyako 6-TGN nemethylované. JelikozZ ze studii regatéin vitro
vyplyva, Ze frekvence #azeni chybné base naproti nemethylovanym 6-TGNpiéisi vysoka
(Rappaport, 1993), Swarm al.(1996) konstatuji, Zze by methylace thiopurinovijelsi v DNA
mohla indukci Spatného parovani fegvysit. Chyby v parovani basiigobené inkorporaci
a pipadre dodaténou methylaci 6-TGN jsou pak rozpoznavany v ranustyeplik&niho
opravného mechanismu, kdy seika snazi opravit chybné useky ve vIAKPINA rekombinaci
se sesterskou chromatidou (shrnuto v: Jiricny, 20Misto opravy ale vifpad chyb
indukovanych vlivem 6-TGN dochaziétem rekombinace pravpodobré k jest vetSi
akumulaci chyb a nasledné smrtinky. Vysledny cytotoxicky efekt téve latky je zpozdny
(Swannet al, 1996).

Paraleli s reakcemi, které thiopurinov&iga aktivuji, probihaji procesy vedouci zpravidla
naopak k jejich deaktivaci. K deaktivaciize dochazet methylaci pomoci TPMT nebo oxidaci
enzymem XO, respektive aldehyd oxidasou (ADguanin deaminasou. Zatimco methylace
probih& intracelulamf oxidaini procesy jsou naproti tomu zejména extracelulgaiminuto v:
Sahasranamaret al, 2008; Fotoohiet al, 2010). Majoritnim kongnym produktem
degradanich reakci thiopuriin je pak kyselina 6-thiontova, ktera je zta vyloucena mai
(Hamilton a Elion, 1954; Li Loet al, 1959; Obrazek 4).
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Obrazek 4: Schéma hlavnich drah metabolismu 6-MEaSich thiopurinovych Iéiv.

Thiopurinové derivaty (podtrzeny zelgnjsou v Ele zpracovavanyiemi zakladnimi zfsoby —
fosforibosylaci, kdy vznikaji aktivni metabolity h{bpurinové nukleotidy; podtrZzenyerverg),
nebo methylaci a oxidaci, které naopak thiopurimaktivuji. S-Methylthioinosin 3-monofosfat
predstavuje vyjimku, kdy methylovany metabolit je Ibgicky aktivni a blokujede novosyntézu
purinovych nukleotid. 6-Thio-2-deoxyguanosin’&rifosfat je inkorporovan do DNA a 6-thioguanosin
5'-trifosfat do RNA. Kyselina 6-thiontmva je jako konény produkt degradace exkretovanacino
(podtrzena moa). Vyswtlivky zkratek: 6-MeMP — Smetyhlmerkaptopurin; 6-MP  —
6-merkaptopurin; 6-MeTG - ®8nethylthioguanin; 6-TG — 6-thioguanin; 6-TUA - kjisna
6-thiomaiovd; 6-TX — 6-thioxanthin; 8-OHTG — 8-hydroxy-6-dguanin; AO — aldehyd oxidasa; AZA
— azathioprin; GUA — guanin deaminasa; GUK — guainkinasa; GMPS — GMP synthasa; HGPRT —
hypoxanthin-guanin fosforibosyltransferasa; IMPDH WMP dehydrogenasa; MeTGMP -
S5-methylthioguanosin 'Emonofosfat; MeTIMP — Smethylthioinosin  5monofosfat; NPDK —
nukleosid 5difosfat kinasa; RR — ribonukleotid reduktasa; D — 6-thio-2-deoxyguanosin
5'-difosfat; TAGTP — 6-thio‘2deoxyguanosin’&rifosfat; TGDP — 6-thioguanosin-Bifosfat; TGMP —
6-thioguanosin Bmonofosfat; TGTP — 6-thioguanosifitiifosfat; TIMP — 6-thioinosin Smonofosfat;
TPMT - thiopurin-S-methyltransferasa; TXMP — 6-ttaathosin 5monofosfat; XO — xanthin oxidasa.
Obrazek byl gipraven v programu ChemBioDraw Ultra 14.0 (Cambeidgpft, Cambridge,
MA, USA) na zaklad Aarbakkeet al. (1997); McLeodet al. (2000); Rashidet al. (2007);
Fotoohiet al.(2010); Choughulet al.(2014)
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5 Vybrané enzymy spojené s poruchami metabolismu ipurinovych |é¢iv

Jiz v z&atcich pouzivani 6-MP v klinické praxi byly pozoémy olgasné pipady Iékové
toxicity, ktera se projevovala ndklad Zloutenkou, leukocytopenii nebdedy ve stevech
(Burchenalet al, 1953; Clarket al, 1960). Tyto vedlejsi dinky byly poprvé spojeny
s konkrétni ficinou v roce 1987. Tehdy byla objevena souvislostimizkou aktivitou TPMT
a vysokou koncentraci 6-TGN (Lennagtlal), jejiz vysSi hodnoty byly uzitve spojovany
s rozvojem myelosuprese (Lennaed al, 1983). Postupujici vyvoj sekvenovani &ama
zjednodusil a urychlil hledanitigin komplikaci thiopurinové terapie. Genetické vatia
TPMT jsou v sotiasné dob detailrt popsané a vdoSské acernosSské populaci jsou
pravdépodobré negastjSi pricinou nezadoucich ¢inka v prabéhu thiopurinové &by
(Almoguera et al, 2014). V asijské populaci se vSak deficitni vatya TPMT vyskytuji
minimalré. Vyznamnym objevem prodbu asijskych paciefitje tak nedavna identifikace
mutantnich forem NUDT15 fosfatasy, kter&gpbuji intoleranci k thiopurinovym farmaik
(Yang et al, 2015; Moriyamaet al, 2016). Varianty TPMT i NUDT15 iedstavuji vrozeny
Cinitel, ktery miZe negativa ovlivnit vysledek thiopurinové terapie, a genoagie NUDT15
se miZze v budoucnu statitezitym prvkem v personalizaci terapie, jako je tomsogasnosti

u TPMT. DalSim zajimavym aitezitym faktorem v progndze paciénfe gen pro enzym
cN-1l. Mutace v ®m vznikaji somaticky &em I&€by ajsou picinou lékové rezistence
pii relapsech ALL (Meyeet al, 2013; Tzonevat al, 2013). VySe uvedené enzymy nejsou
jedinymi, které mohou vyznanmrovliviiovat vysledek terapie. Mezi dalSi enzymy studované
v souvislosti s thiopurinovym metabolismem ipahosin 3B-trifosfat pyrofosfatasa (Tanaka
et al, 2012; Wan Rosalinat al, 2012), AO nebo XO (Smitkt al, 2009). Nej¥¢tSi klinicky
dopad v thiopurinovych terapiich vSak maji enzynBMIT, NUDT15 a cN-Il, a proto budou

v nasledujicim textu blize rozebrany.

5.1 Thiopurin-S-methyltransferasa (EC 2.1.1.67)

TPMT je cytosolicky enzym, ktery katalyzujégmos methylové skupiny z donorové molekuly
SAM na atom sirytznych thiopurinovych metabaiit(Obrazek 5), a tim ovliwje jejich
biologickou aktivitu (volné methylované thiopurirownetabolity jsou s vyjimkou MeTIMP
ne&inné). Prvni zminka o tomto proteinu pochazi z et¢ransmethytani aktivite v sawich
tkanich (Remy, 1963). Obdobnou metkiylaaktivitu poté popsali Zimmermaat al. (1974)
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ve vzorcich lidské krve a kostniteshé. Pozdji byla vyvinuta i radiochemickd metoda
umoziujici sledovat aktivitu TPMT (Weinshilboust al, 1978).

(A) SH s~
AN SAM SAH WY
N | N\> TPMT N | N\>
NT N N™ 3
SH s~
N N
(B) ¢ fN ¢ fN
0 N N/) 0 N N/)
i Il SAM /S/sH i I
o—||3_—o o _ o—F|>_—o o
O TPMT O
OH OH OH OH

Obrazek 5: Piklad methylace thiopurinovych metabaitTPMT za (fasti SAM.

(A) Methylace 6-MP za vzniku neaktivniho 6-MeMB) methylace TIMP vedouci k tvattaktivniho
MeTIMP blokujicicho purinovoude novosyntézu. Vys#tlivky zkratek: 6-MP — 6-merkaptopurin;
6-MeMP — S-methylmerkaptopurin; MeTIMP — ®8nethylthioinosin 5monofosfat; SAH —
S-adenosyl-L-homocystein; SAM — S-adenosyl-L-meatlipTIMP — thioinosin 5monofosfat; TPMT
— thiopurin-S-methyltransferasa. Réak schémata byla vyt¥ena v programu ChemBioDraw Ultra
14.0 (Cambridge Soft, Cambridge, MA, USA).

Zminéna radiochemicka esej byla vyuzita v pogualah studiich, které analyzovaly aktivitu
TPMT ajeji &dicnost (Weinshilboum a Sladek, 1980). Nejprve bytmvprdeno nsieni aktivity
TPMT za pouziti*C zn&eného SAM u ndhodného vzorku populace. Nagldyti nahodr
vybréni rektefi z (Castniki prvnic¢asti studie a aktivita TPMT byla zirena i u jejich rodinnych
prislusniki pro ziskani dat o mozné&dicnosti této enzymové aktivity. Byla zj&ta aktivita
TPMT tii prokazatela odliSnych hodnot — vysoka aktivita enzymu se vyskala s frekvenci
priblizné 89 %, stedni aktivita u cca 11 % subjékd u zhruba jednoha:astnika z 300 nebyla
detekovana Zadna aktivita. Srovnani aktivity umogich gislusniki a cetnosti odlisa
vysokych aktivit v populaci jaghnaznaily kodominantni typ ddi¢nosti. V této praci byl tak
objeven jeden z moZnych genetickych faktoovliviujicich individualni odposd’
na thiopurinovou l&bu, coz bylo pozgi potvrzeno v dalSich studiich konkrétnich klinjck
piipadi (Lennardet al, 1987; Lennarakt al, 1989). V té dobvSak jet nebyly znamy zadné

konkrétni mutace vedouci k expresi deficitnich aatrienzymu.

Prvni identifikovana mutace TPMT byla z&ma jednoho nukleotidu ¢.238G>C vedouci
k substituci p.A80P v priméarni strukeuproteinu (Krynetsket al, 1995). Tato mutantni alela
12



byla ozn&ena jako TPMT*2, ficemz jako TPMT*1 byla stanovena alela kodujici ndnmha
protein. Pozdji byla popsana dalsi alela TPMT*3 (p@figiejmenovana na TPMT*3A), ktera
obsahovala dv nukleotidové zamny (c.460G>A a c.719A>G) Zgobujici znénu

Vv proteinovéntetzci (p.A154T a p.Y240C) — (Tat al, 1996). Yate®t al.(1997) pak zavedli
ozn&eni alel TPMT*3B a TPMT*3C obsahujici vzdy jen jedrz mutaci gitomnych
na TPMT*3A (Tabulka 1). Nasledovaly identifikacel&lah alel s nizsi frekvenci v populaci
(Garat et al, 2008). Appellet al. (2013) se poté pokusili o sjednoceni naza/zavedeni
nomenklaturnino  systému, ktery je dostupny na metEwvych  strankach
(http://www.imh.liu.se/tpmtalleles) a je giezre¢ aktualizovan. K dneSnimu dni je popsano
celkem 44 i#znych alel SNP (@etné kanonické sekvence), ztoho 39 vede keérgm
v aminokyselinové sekvenci exprimovaného proteipuoth normalnimu proteinu (Appell,
2015). Zbyvajici alely obsahuji SNP synonymni (TPWS) ¢i v netranslatovaném exonu
(TPMT*1A), které nemaji vliv na strukturu protein{yates et al, 1997; Spire-Vayron
de la Moureyreet al, 1998), nebo vyskytujici se na rozhrani exonu tramu, které
pravdépodobré ovliviiuji sestih mRNA a vedou ke snizené aktiienzymu (TPMT*4

a TPMT*15) — (Otternesst al, 1998; Skrzypczak-Zielinsket al, 2013). Jelikoz se nejedna

0 mutace rdnici strukturu proteinu, nejsou zde dale rozebirany

Tabulka 1: Fehled nefastjSich mutantnich alel TPMT.

. Nukleotidova | Aminokyselinova | Identifikacni
Nazev alely . . » Reference
substituce substituce ¢islo

TPMT*2 €.238G>C p.ABOP rs1800462 (Kry”fgsg'g)eta"
. c.460G>A p.A154T rs1800460 Taietal. 1996

TPMT*3A C.719A>G 0.Y240C rs1142345 | (&3 19%9)

TPMT*3B c.460G>A p.A154T rs180046Q (Yateset al, 1997)

TPMT*3C Cc.719A>G p.Y240C rs114234% (Yatesetal, 1997)

V riznych etnickych skupinach se aktivita TPMT a zasémi genetickych variant lisi.
McLeod et al. (1994) porovnavali aktivitu TPMT ve skupinach lotty Amertam
a Afroameréani a zjistili, Ze v obou souborech bylo rozloZeni kyts normalni a snizené
aktivity TPMT podobné a Ze odpovidalo vyslédk predchozi studie provedené néddsské
Whghu dalSich

identifikovany alely specifické prdizna etnika. Navzdory podobné prevalenci snizeneitkt

populaci Weinshilboumem a Sladkem (1980). let byly postugn

TPMT u europoidni rasy a afroamerického obyvatalste konkrétni genetické varianty
pro tyto d¥ skupiny vyraze odliSuji. Zatimco u#ochi se nejastji vyskytovaly alely
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TPMT*3A, TPMT*3C a TPMT*2, které tvli 80 — 95 % vyskytu vSech nefumkdch alel
TPMT (Yateset al, 1997), u Afroametiani je zdaleka nejvice zastoupena varianta TPMT*3C
(Almogueraet al, 2014; Tabulka 2). TPMT*3C ma také nejvyssi fraksievyskytu u asijské
populace, kde je ale celkov&itomnost mutantnich alel TPMT v populaci nizSi (okalo 4 %)
nez u klocha ¢i osob afrického fvodu (@iblizné 10 %) — (Ameyawet al, 1999; Kimet al,
2015).

Tabulka 2: Fehled nefastji se vyskytujicich mutantnich alel TPMT a#blizna frekvence
jejich vyskytu v fiznych etnickych skupinach.

Frekvence vyskytu alely v dané populaci [%]
Nazev aIer Jihovvchodn
béloSi | Hispanci| Afroamercané| Afri¢ané ! VY . ! Asiaté
Asiate
TPMT*2 0,2 - - 0 0 0
TPMT*3A | 3,4-4,4 2,9 0,9 0 1 0
TPMT*3B 0-0,1 0,1 0 - 0
TPMT*3C | 0,4-0,6 1,4 4,6 6,5 0 1,4
(Schaeffeler (Kim et
Ref et al, 2004; | (Almoguera| (Almogueraetal, | (Schaeffeleet | (Collie-Duguidet |
elerence Almoguera | et al, 2014) 2014) al., 2008) al., 1999) 23:{5
etal, 2014) )

Presny mechanismus, jakym owliyji jednotlivé mutace funkci proteinu, byl zahy jggich
identifikaci vys\wtlen. Tai et al. (1997) zjistili pomoci metody ,pulse-chase”, Zeficiani
proteiny kédované alelami TPMT*2 a TPMT*3A podléhaj Saccharomyces cerevisiae
rychlejsi degradaci nez normalni protein. V degcadgla prokdzanadast proteasomu zavisla
na ATP, jelikoz v linii S. cerevisiaes defektem v expresi proteasonqretl) dochazelo
k degradaci pomaleji nez v kvasinkach spimnkénim proteasomem, stejfako @i pouziti
Zivného média bez ATP. Naopak mira degradace n@wjilnéna lysosomalnim inhibitorem
chlorochinem. Zdchto vysledk Ize usuzovat na nizsi stabilitu mutovanych prdteilivem
jejich Spatného sbaleni (Tei al, 1997).

VyieSeni krystalové struktury TPMT vyrazmapomohlo v pochopeni vlivu jednotlivych
mutaci na strukturu a funkci proteinu (ObrazekT@hjrozmernou strukturu lidského enzymu
poprvé ziskali Wiet al. (2007). Dale byla popsana struktura mysi TPMT mgtexu s 6-MP
a SAH (Penget al, 2008). Model komplexu lidské TPMT s 6-MP a SAHerk vytvdili
Mokmaket al.(2009) vyp@etni metodou molekularni dynamické simulace za piostuktury
lidské TPMT, byl konzistentni s vySe zmifou experimentélni strukturou s mysi TPMT.
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TPMT se tadi do skupiny methyltransferas FEidy, se kterymi sdili charakteristicky
strukturované jadro twené jednou domeénou. Tato doména se sklada z fesktadanych list

z kazdé strany obklopenychemi a-helixy, picemz dalSi dvaa-helixy jsou vloZzeny
mezi vlasenkovou strukturu osmého a devafehstu (Wu et al, 2007). Methyltransferasova
doména mysiho proteinu se niirtiSi — obsahuje sedrf-skladanych list z obou stran
obloZenych vzdyiemi a-helixy, na N-konci je ale delSi &yticet aminokyselinovych zbyik

a uvnit domeény je navic vlasenka a jeden malielix vloZzeny mezi Sesty a sedrfiylist
(Obrazek 6C; Pengt al, 2008). Tyto strukturni rozdily vSak prajmbdobré vyrazré
neovliviiuji vazbu ligand, jelikoz zpsob vazby 6-MP a SAH v modelu lidské TPMT
odpovidal experimentalnim dabh mysi TPMT (Pengt al, 2008; Mokmaket al, 2009).

Struktura mySi TPMT s 6-MP a model lidské TPMT BIB-dale ukazuji, Ze sags vazebné
misto vine flexibilni smyka, jejiz pohyb patmsouvisi se schopnosti aktivniho mista vazat
vice druli substral. Zarover se blizko navazaného 6-MP vyskytuji dva postraetizce
argininu (R147 a R221 v mySi TPMT a R152 a R22@iské TPMT), které jsou na zakkad
mutagenetické studie blize néainym mechanismemitkzité pro transmethytai reakci (Peng

et al, 2008; Mokmalet al, 2009).

Wu et al. (2007) na z&klatlvyreSené krystalové struktury ragii mutantni varianty TPMT
do i skupin podle fedpokladdaného vlivu na protein: 1) ty, které stabji celkovou strukturu
prostednictvim Van der Waalsovych slabych nevazebnybérakci (. p.A8OP, p.A154T

a p.Y240C, které fiedstavuji nejasgji se vyskytujici mutantni alely TPMT*2, TPMT*3A
a TPMT*3C); 2) ty, které participuji na elektrostitch intramolekularnich interakcich
(pf. p.E28V, p.K119T a dalSi) a 3) ty, které sé&m ¢i nepimo podili na vazb kofaktoru
(p.G71R, p.Q42E). Mutace z prvni skupiny prgadobré maji nejtsSi dopad na funkci
proteinu, jelikoZ se nachazi v centralasti oblastp-listd, které tvdi hydrofobni jadro proteinu
(Wu et al, 2007). Vlivem mutace dochazi nejspis k naruseuoktiry a odhaleni hydrofobni
Casti proteinu, coz vede k jeho Uplné destabilizaakto naruSené proteiny jsou rozpoznany
bungénymi kontrolnimi mechanismy a nasleéddegradovany proteasomem. Tyto Gvahy jsou
v souladu s pozorovanimi ¥gdchozich studiich Taat al. (1997). Mutace péti do druhé
skupiny se nachazi na povrchu proteinu mimo akinisto. Maji vliv na stabilizaci molekuly
prostednictvim polarnich intramolekularnich interakcipastrannimi fettzci dalSich
aminokyselin na povrchu (Wat al, 2007) a mohou tak vést k chybam ve sbaleni protei
a jeho nasledné degradaci. Prpatobré je vSak mnozstvi Spatrsbaleného proteinu nizsi

nez u mutaci v hydrofobnim jé Vliv této skupiny mutaci na enzymovou aktiviettgk meén
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patrny, cemuz odpovidaji i data sledovani aktivity vitro, konkrét pro mutace p.E28V
a p.K119T (Hamdan-Khaliét al, 2003; Garaet al, 2008). Mutaceieti kategorie p.G71R
a p.Q42E mani naboj aminokyselinovych zbyitkicastnicich se vazby kofaktoru, coize mit

za nasledek snizeni jeho vazebné afinitgktBké mutace se daji izalit do dvou skupin
zarove, jako napiklad p.A154T (TPMT*3B), ktera kromcelkové stability proteinu fize

diky své pozici pobliz efektorového a aktivniho taisvliviiovat i afinitu vazby kofaktoru
a enzymovou aktivitu. (Wet al, 2007). DalSi mutace z druhéiatt kategorie se zpravidla

v populaci vyskytuji minorité a jejich klinicky vyznam je tak vyrazmizsi.

VySe uvedenych poznatlo trojroznerné struktie (Wuet al, 2007) bylo vyuZzito k analyze
SNP vgenu pro TPMT. Vtéto studii Fazel-Najafabagli al. (2015) pouzili fadu
bioinformatickych nastradj, které umo#uji stanovit evoltni konzervovanost aminokyselin
(Polyview)¢i predpowdét stabilitu proteinu a jeho tendenci k agregaci (ANPRED2, FoldX

a dalsi). Bylo identifikovano celkem jedenéct &ilkonzervovanych aminokyselinovych
zbytki, jejichz zamdna zejména za aminokyselinu jinych vlastnostiZzenvést k vyraznému
snizenti ztrag funkce proteinu. Mutace Sesti zbytk tchto konzervovanych oblasti (p.A80P,
p.L49S, p.G71R, p.L69V, p.R163P a p.G36S) maji aaledek térr nedetekovatelnou
aktivitu enzymu. Mutace p.A80Filj alela TPMT*2) pak pedstavuje znamou defektni

variantu TPMT vyznamnou v Kklinické praxi.

Ackoliv TPMT pati mezi relativié doke prostudované enzymy, dosud se nefitdpopsat
strukturu mutantnich variantfifinou mize byt horsi rozpustnost purifikovanych variantnich
proteini (zejména TPMT*3A a TPMT*3B) a jejich tendence itvoagregaty (TPMT*2,
TPMT*3A, TPMT*3B a TPMT*3C), jak jiz dive popsali Wuet al. (2007) a Wanget al.
(2005). Takeé v linii epitelialnich bwk z ledviny ka&kodana obecného COS-1 byla
pro TPMT*3A, TPMT*3B a TPMT*3C v pitomnosti inhibitoru proteasain MG132
pozorovana formace tzv. agresomu, neboli cytoplésk&no Gtvaru tviteného agregovanym
polyubikvitinovanym proteinem (Wargf al, 2005). To nazraje, Ze chybné sbaleni proteinu,
jeho ¢ast€na agregace a nasledna rychla degradace agregovianeagregovaného proteinu
jsou hlavnim mechanismem, ktery vede ke sniZengitgkhegasgjSich deficitnich variant

enzymi.

16



Obrazek 6: Krystalova struktura TPMT z Mus musculasHomo sapiens.

(A) Celkova struktura monomeru mySi TPMT ve stuhovéirazeni hlavnihdetzce s nahledem
do aktivniho mista ukazujici vazbu 6-MP a SAB) ,struktura monomeru lidské TPMT v komplexu
s molekulou SAH;(C) srovnani struktury lidské (Zlutd) a mySi (tyrkyapviPMT; (D) lokalizace
neiastji se vyskytujicich mutaci lidské TPMT. Vy&livky zkratek: 6-MP — 6-merkaptopurin; SAH —
S-adenosyl-L-homocystein; TPMT — thiopurin-S-mettayisferasa. Obrazek bwlipraven v programu
PyMOL verze 1.5.0.1. (DeLano Scientific LLC, Samcisco, CA, USA) za pouZziti soulidPDB ID
3BGD a 2BZG (Wwet al, 2007; Pengt al, 2008; RCSB PDB, 2016).
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5.2 Fosfatasa NUDT15/MutT homolog 2 (EC 3.6.1.55)

Fosfatasa ,motiv typu NUDIX 15 (NUDT15) neboli MOthomolog 2 (MTH2) pat
do superrodiny tzv. NUDIX hydrolas. Tyto enzymy &sizuji pyrofosfohydrolyzu nukleosid
5'-difosfati s ukitou funkeni skupinou_X. NUDT15 seadi do skupiny lidskych MutT
homolod, jejichZz nazev je odvozen na zaldgatedpokladané furithi a strukturni podobnosti
s proteinem kodovanym tzv. Treffersovym mumian genemmutT (MutT). Predpoklada se,
Ze se MutT afibuzné proteiny podileji na&teni oxidovanych nukleotid Jako prvni byl
objeven MutT protein z bakteriescherichia coli ktery selektivl preménuje 8-OH-dGTP
na 8-OH-dGMP a podili se tim na ochradmiiky pred mutagennimi dinky oxidovanych
nukleotidh (Maki a Sekiguchi, 1992). Mechanismus mutagentéimku sp@iva v z&lenovani
oxidovanych guaninovych nukleotidio fet€zce DNA proti adeninu, a tim indukci chybného
parovani basi. Nasledidochazi k nukleotidové zame A:T pari v DNA za C:G (Satoet al,
2007).

U c¢loveka byly doposud popsanyiit funkéni homology MutT proteitn zapojené
do metabolismu oxidovanych nukleatigmenovi€¢ MTH1 neboli NUDT1 (Moet al, 1992),
MTH2 neboli NUDT15 (Horiet al, 2010) a MTH3 neboli NUDT18 (Takagit al, 2012).
MTH1 je v sogasnosti povazovan za hlavni enzym snizujici mnoasidovanych nukleoti

v buice. Studie enzymoveé aktiviiy vitro totiz ukazala, Ze aktivita NUDT15w1 8-OH-dGTP

je az 40x nizsi nez aktivita MTH1 (Takagfial, 2012). Zapojeni v metabolismu oxidovanych
nukleotidhi bylo studovano pro &kolik dalSich proteii ze skupiny NUDIX hydrolaz,
konkrétre NUDT5 (Hori et al, 2010) a NUDT17 (Cartest al, 2015). Nizké hodnoty jejich
enzymovych aktivit ale naztaji jejich zanedbatelny fyziologicky vyznam (l& al, 2011;
Carteret al, 2015).

NUDT15 byl poprvé identifikovan jako produkt mySDNA schopny &ipit 8-OH-dGTP
na 8-OH-dGMP, ktery zaroviesnizoval v biitkach E. coli s deleci genu pro MutT protein
(mutT kmen) mnozstvi vznikajicich spontannich mutaci (€aial, 2003). Uloha tohoto
proteinu v omezeni vzniku mutaci byla dale prokazatudii, ve které byl popsan vliv
inaktivace genu pro NUDT15 v lidskych 293T ikach. Ri expozici burk s chylgjici
NUDT15 byl pozorovan vyrazny nist koncentrace 8-OH-dGTP a nasledné vySSi mnoZzstvi
indukovanych mutaci (Homt al, 2010). V ramci hledani moznych subsir&lUDT15 byla
zjiStena aktivita wi¢i 8-OH-dGDP (Takagiet al, 2012). V naslednych experimentech vSak
Carteret al. (2015) ukazali, Ze aktivitatdi 8-OH-dGDP je niZSi neztei nekterym jinym
testovanym substnan, jako napiklad dGTP ¢i thiopurinovym metabolitm 6-thio-GTP
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(TGTP) a 6-thio-dGTP (TdGTP). To by mohlo znameaatprimarni role NUDT15 nesouvisi
s defosforylaci oxidovanych nukleoiidPresna fyziologicka role tohoto enzymu takstava
neznama. VysSe uvedena studie ale také ukazalanzgmese pravgbodobr piimo podili
na metabolismu thiopurinovych dg, jelikoz vykazoval detekovatelnou aktivitu
vaci thiopurinovym metabolitm. Tato data také nazhgi, Zze by NUDT15 svou fosfatasovou
aktivitou mohl ovliviovat rovnovahu thiopurinovych metabélitv buice a od&tpenim
fosfatové skupiny z TGTP a TdGTRimo snizovat koncentracédhto biologicky aktivnich
thiopurimi (Carteret al, 2015; Moriyamaet al, 2016). Tyto Uvahy ale bude nutnéctv

v dalSich studiich.

Sttredem zajmu se NUDT15 stal po objevu vrozenych wgrikteré vedou k intoleranci
thiopurinové terapie (Yangt al, 2014). V ramci celogenomové asaciastudie Yanget al.
(2014) zkoumali korejské pacienty s Crohnovou chotp u nichz seipterapii thiopurinovymi
medikamenty objevila leukocytopenie. Byla tak idiéhkdvana varianta NUDT15, ktera
obsahuje nukleotidovou substituci c.415C>Tasgbujici zamdnu aminokyselin p.R139C
(Yang et al, 2014). Tento SNP byl dale studovan &ti & ALL Iéenych 6-MP a vyskytu
NUDT15 v miznych etnickych skupinach (Tabulka 3). Genetickdadbyla korelovana
s toleranci terapie. Pacienti heterozygotni v gpru NUDT15 tolerovali fiblizné 63 %
puvodni planované davky, zatimco nositelé obou aétkinich pouze okolo 8 % (Yamg al,
2015).

Tabulka 3: Fiblizn4 frekvence vyskytu mutantni alely NUDT15 wzanych etnickych
skupinach podle Yang et al. (2015).

Frekvence vyskytu mutantni alely v dané populadi [%
Nazev alely Afric¢ané Evropané Hispanci JIhOV¥Ch9an
Asiaté
NUDT15
0.R139C 0 0,2 3,9 9,8

Podobné vysledky ziskali také Liarg al. (2015), ktéi sledovali souvislost intolerance
thiopurinové Iéby a SNP vyskytujicich se v genech pro NUDT15 a TRMEti z Taiwanu.
Genotyp pro NUDT15 byl dale studovan u japonskyelcignti s idiopatickymi stevnimi
zarety (Asadaet al, 2016) a thajskych paciens ALL (Chiengthonget al, 2016), u kterych
byl také proké&zan vliv mutaci v genu pro NUDT15wyaledek thiopurinové terapie. VSechny
vySe uvedené prace ukazuji zasadni klinicky vyzngemotypu NUDT15 pro volbu

terapeutickych strategii v asijské populaci, jetikiekvence vyskytu mutantnich alel NUDT15
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v této populaci vyrazhpirevysuje vyskyt defektnich variant TPMT. Moriyaetzaal.(2016) pak
identifikovali dalSi nefuné&ni alely NUDT15 (Tabulka 4) a studovali jejich viia aktivitu
NUDT15. Heterozygoti nesouci jednu alelu kanonidekvence ajednu mutantni alelu
(NUDT15*1/%2, NUDT15*1/*3, NUDT15*1/*4 a NUDT15*1/%5) vykazovali stedre
snizenou aktivitu, zatimco heterozygoti a homozygetd¥ma alelami mutantnich variant
(NUDT15*2/*3, NUDT15*3/*3 a NUDT15*3/*5) velmi nizku. Podobny efekt pro neznamé
kombinace alel byl pozorovan iu TPMT (WeinshilbowmSladek, 1980), coZz nazuge,
Ze i pro NUDT15 plati autozoma&kodominantni typ édi¢cnosti. To znamena, Zéipmnost

i jedné mutantni alely se projevi ve fenotypu.

NizS8i aktivita enzymu u jedirics jednou mutantni alelaii aktivita téngf chykgjici u nositeh
dvou mutantnich alel pra¥dodobré zpisobuje sniZzeni proceslegradace 6-TGN, coZz ma
za nasledek zvySeni koncentrace biologicky aktlvnicetabolii a dochazi k zesilenému
cytotoxickému gsobeni. Toto tvrzeni podporuji i vysledky studie rMama et al. (2016),
ve které byl sledovan obsah 6-TGN v DNA leukadcytdétskych pacient s ALL. Pacienti

s oklkma mutantnimi alelami & vice zalenénych 6-TGN do DNA neZ heterozygoti s jednou
alelou pro normalni protei&i homozygoti pouze s nemutovanym enzymem. Studi& b§la
provedena na 64 pacientech¢ehoz 16 jeding neslo kombinaci alel odpovidajicitestini
aktivit¢ NUDT15 a pouze 3 subjektydhy ob¢ alely mutantni. Vysledky studie by tedyim
byt jeSE potvrzeny na peetrejSi kohore pacient, jelikoz vysledky této prace se liSily od jinych
klinickych studii.

V praci Asadaet al. (2016) nebyla prokdzana souvislost mezi genotygmeon NUDT15

a koncentraci 6-TGN v lyzatu erytrodyaponskych paciefif u kterych byly léeny
idiopatické stevni zawgty a vyskytla se u nich leukocytopenie indukovah@gurinovou
lé¢bou. Tato rozchazejici se zfigf mohou byt zfisobena tim, Ze intolerance thiopurinové
terapie by mohla mit odliSny mechanismus vznikuiznych onemoani, jelikoz v €chto
studiich byli zkoumani pacienti s ALL a idiopaticky stevnimi zasty. DalSi mozné
vyswtleni rozdilnych z&ra danych studii ize spdéivat vtom, Ze Moriyamat al. (2016)
sledovali 6-TGN zakomponované v DNA leukagyizatimco Asadeet al. (2016) ngfili
celkovy obsah 6-TGN v lyzatu erytrodyPresna role NUDT15 v metabolismu thiopurinovych

derivat tedy vyZzaduje dalSi studium.
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Tabulka 4: Fehled popsanych variant NUDT15 podle Moriyama et @016).

Nazev alely Nukleotidova zéna Amlnok)isellnova Identifikacni ¢islo
zména
NUDT15%2 c.36_37insGGAGTC p.V18 V19insGV rs554405994
c.415C>T p.R139C rs116855232
NUDT15*3 c.415C>T p.R139C rs116855232
NUDT15*4 c.416G>A p.R139H rs147390019
NUDT15*5 c.52G>A p.vV18lI rs186364861

Molekularni mechanismy mutaci NUDT15 je nyni mobadadovat diky nedavno ¥géené
krystalové struktie (Carteret al, 2015; Obrazek 7). Tento protein fvdmomodimer,cimz
se liSi od blizce ifbuzného enzymu, monomerniho MTH1. Terciarni stm&ktNUDT15
vykazuje charakteristické strukturni rysy sdilendJINX hydrolasami. Mezi & pati
tzv. NUDIX box, coZz je 22 aminokyselin dlouhd stiwia s obecnou sekvenci
G-X(5)-E-x(4)-[TAGCV]-[LIVMACF]-x-R-[EL]-[LIVMFGSTA ]-x-[EA]-E-x-[GNDTHR],

kde x je libovolna aminokyselina a u aminokyselinranatych zavorkach je na daném mist
sekvence vzdy pr&jedna z aminokyselin z vi¢lu (PROSITE, 2016). NUDIX box t¥djeden
ze dvoua-helixa, které monomer proteinu obsahuje. V jedné proteinpodjednotce lezi
NUDIX box na jedné stransmiSenéh@-skladaného listu a druhyg-helix na jeho stran
opané. Dohromady tak tyto struktury tfotzv. NUDIX ,fold“ neboli a-p-a sendvéovou
strukturu. Aminokyselinové zbytky NUDIX boxu formiugktivni misto enzymu, podileji

na koordinaci hiecnatych kationi a na hydrolyze substratu (Caregral, 2015).

Strukturré-funkéni dasledky jednotlivych SNP v NUDT15 nebyly dosud zceiswtleny.
Na zaklad struktury proteinu kanonické sekvence lze usuzd@amutace p.R139C, ktera je
umisena va-helixu ve spodnéasti vazebné kapsy, by mohla vést k te¢atisulfidické vazby
mezi C139 a C140, a tim ke 2n¢ struktury aktivniho mista a naruseni funkce enzy@arter

et al, 2015). Mutace p.R139H by naopak mohlaisgbovat pokles parcialniho kladného
naboje, a tim poz#mit preferenci substratu nebo jeho orientaci veelsagm mist (Moriyama

et al, 2016). DalSi d¥ charakterizované varianty ouiuji valin na pozici 18 (V18), ktery je
umiseén v p-sklddaném listu. Z publikovanych strukturnich datim neni mozné odhadnout
mozny mechanismus, ktery vede k naruSeni aktivitychto mutantnich variant. Je vSak jiz
jasné, ze varianty NUDT15 gatmezi dilezité faktory ovliviujici pribéh thiopurinové terapie

a do budoucna se mohou stat vyznamnymi paramedrggnsonalizaci by thiopuriny.
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B NUDIX box
Bl horecnaté kationty

Obrazek 7: Krystalova struktura NUDT15.

(A) Celkova struktura dimeru NUDT15 ve stuhovém zobnazhlavnihoretzce, podjednotky jsou
barevig odliSeny a NUDIX box a hHecnaté ionty jsou zvyrazmy barvami uvedenymi v lege&d
(B) struktura dimeru NUDT15 zobrazena jako &qiiistupny povrch, Sipka oztaje predpokladanou
vazebnou kapsu pro substréf) lokalizace nejasgji se vyskytujicich mutaci v dimeru NUDT15;
(D) lokalizace nejastji se vyskytujicich mutaci v jedné podjednotce NUBTObrazek byl iypraven

v programu PyMOL verze 1.5.0.1. (DeLano ScientlficC, San Francisco, CA, USA) za pouziti
souboru PDB ID 5BON (Cartest al, 2015; RCSB PDB, 2016) a na zaklatht z databaze UniProt
(UniProt, 2016).

22



5.3 Cytosolicka 3-nukleotidasa Il (EC 3.1.3.5)

Dulezitou roli v metabolismu nukleotida jejich antimetabolit hraji 3-nukleotidasy (5NT),
hydrolyzujici fosfodiesterovou vazbu na &hliku ribosy ¢i 2’-deoxyribosy. Na zaklad
strukturni podobnosti s@di do rodiny halogenkyselinovych dehalogenas (HADJloveka

bylo popsano sedmiznych typi 5-NT, které se od sebe navzajem liSi svym substratem
a lokalizaci v biice (shrnuto v: Bianchi a Spychala, 2003). Sdilefiité konzervované
sekverini motivy v katalytickém migt(Obrazek 8A, 8C) i mechanismus hydrolytické reakce
pies fosfo-enzymovy intermediat (Baiocdtial, 1996; shrnuto v: Bianchi a Spychala, 2003).
5-Nukleotidasy cN-II a cN-Ill navic vykazuji i fosfi@nsferasovou aktivitu, kterd u ostatnich
enzymi z této skupiny nebyla pozorovana (Worku a NewI®82t Amiciet al, 1997; shrnuto

v: Bianchi a Spychala, 2003; Obrazek 8B).

5-Nukleotidasa cN-1l neboli purinové nukleotidasatotyzuje gedevsim IMP a GMP (odtud
také jiny nazev IMP/GMP selektivni nukleotidasgDbrazek 9; Itoh, 1981). Bylo prokazano,
Ze diky své fosfotransferasove aktiiObrazek 9) dovede také fosforylovat purinova egal
in vitro, a tim je aktivovatti deaktivovat (Kelleret al, 1985; Johnson a Fridland, 1989;
Banditelli et al, 1996). Je vSak mozné, ze fyziologicky neni tdttvda prilis vyznamna
(Turriani et al, 1994). Jiz Pieterst al. (1992) prokazal éitou korelaci mezi vySsi aktivitou
cN-1l a rezistenci &¢i thiopurinové I€bé u pacieni trpicich ALL. O par let poziji prace
Kerstenset al.(1995) poukazala ha moznou souvislost mezi niakbivitou cN-Il a selhanim
kostni dens u pacienta s revmatoidni artritidodddého AZA. Zasadnim omezenim studie ale
je, Zze Kerstengt al detekovali celkovou aktivitu’8NT pomoci metody enzymatické eseje
sel®C zna&enym AMP anmteni vzniklého “C adenosinu, iestoze AMP neptit
mezi specifické substraty cN-Il. Z toho plyne, ké\ata cN-Il pravdpodobr ¢ini pouze maly
podil z celkové nagtené aktivity 5NT. V n¢kterych studiich vSak bylo popsano, Ze cN-II
muze &inné hydrolyzovat i AMP, nafiklad v lyzatu krysich granulodytin vitro (Worku

a Newby, 1983). Navzdory tomuto nedostatku vSakn&n& studie upozornily na potencialni

klinickou dalezitost cN-II v I&bé¢ thiopuriny.
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Obrazek 8: Charakteristické rysymukleotidas.

(A) Aminokyselinové sekvence konzervovanych struktlrnimotivi intracelularnich SNT

— threoninové zbytkyervere zakrouzkované) pra¥godobr souviseji s fosfotransferasovou aktivitou
cN-Il a cN-Ill; (B) obecné schéma hydrolytické a fosfotransferasakcee3NT pres fosfo-enzymovy
intermediét; (C) trojrozmérné uspsadani motiv v rdmci struktury podjednotky cN-I1I (p.D52N) —
orientace postrannictettzci konzervovanych aminokyselin v aktivnim ndigtroteinu, motivy jsou
zvyrazrény barvami uvedenymi v legetid Vyswitlivky zkratek: B-NT - 5-nukleotidasy; cdN —
cytosolicka §3')-deoxyribonukleotidasa; cN-I(A/B) — cytosolick&riukleotidasa | (AMP specificka);
cN-Il — cytosolicka 5nukleotidasa Il (IMP/GMP specificka); cN-lll — @golickd 5-nukleotidasa |l
(pyrimidinovd); IMP — inosin Smonofosfat; mdN — mitochondriélni'(8")-deoxyribonukleotidasa;
NMP — nukleosid Smonofosfat. Obrazek 8A byl upraven podle Walléeal.(2007). Obrazek 8B byl
pripravenv programu ChemBioDraw Ultra 14.0 (Cambridge So&mbridge, MA, USA) podle
Pesiet al. (2010). Obrazek 8C bhylijpraven v programu PyMOL verze 1.5.0.1. (DeLance8iific
LLC, San Francisco, CA, USA) za pouZziti souboru ADRXCW (Wallden a Nordlund, 2011; RCSB
PDB, 2016).
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cN-1I cN-11
Pi NMP
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cN-II-P cN-II-P
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inosin inosin IMP inosin inosin IMP

Obrazek 9: Schéma enzymatickeé aktivity cN-II vime.

(A) Hydrolyticka aktivita cN-Il — enzym katalyzujegnos 5fosfatové skupiny z IMP na molekulu
vody; (B) fosfotransferasova aktivita cN-lIl — enzym katajgzprenos 5fosfatové skupiny z IMP

na volny nukleosid. Vysitlivky zkratek: cN-1I — cytosolicka =nukleotidasa Il (IMP/GMP specificka);
IMP — inosin 5monofosfat; NMP — nukleosid’-fnonofosfat. Schéma bylo vytkeno v programu

ChemBioDraw Ultra 14.0 (Cambridge Soft, Cambridgé,, USA) podle Galmarinet al.(2003).

Zasadni klinicky vyznam pak v budoucniize mit objev somatickych mutaci v genu pro cN-II
asociovanych s relapsy leukemie (Meyaral, 2013; Tzoneveet al, 2013). S vyuzitim
techniky celoexomového sekvenovani byly popsanyanaui genu pro cN-Il, jejichz vyskyt
koreloval s recidivami u pacights ALL, kterym v ramci standardni terapie byla paitda
analoga nukleosid jako 6-MP a 6-TG. Ze srovnavani exbrpacientt v doke diagnozy

a relapsu pak vyplyva, Ze tyto mutace byly ziskampyibéhu nemoci a jsou tedy somatické
(Meyer et al, 2013). Mezi identifikované mutace cN-Il pabhagiklad p.R367Q, p.R238W,
p.L375F nebo p.K359Q. Tyto varianty enzymu vykazyj$Si enzymovou aktivitin vitro
nez nemutovana verze proteindedpoklada se, Ze cN-Il katalyzuje defosforylacidmicky
aktivnich thiopurinovych metabalitve formg NMP, a tim je deaktivuje (Obrazek 10). Vyssi
aktivita enzymu pak nejspiSe vede krychlejSi degea €chto latek. Leukemické liky
koédujici zmigné hyperaktivni mutantni varianty cN-Il tak vykazujrezistenci

vaci thiopurinovym chemoterapeutikn (Tzoneveet al, 2013).
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Obrazek 10: Schémaipdpokladané reakce, kterou cN-Il oviwje hladinu metabolifi

thiopurinu v buice.

cN-1l  pravEpodobrg defosforyluje 6-thio-2deoxyguanosin ‘Emonofosfat a 6-thioguanosin
5-monofosfat naifislusné nukleosidyimz nepimo sniZuje i koncentraci trifosfatovych foreéchto
latek, které zprogedkovavaji cytotoxicky &inek I&iva svou inkorporaci do DNA a RNA. Vy&tivky
zkratek: cN-Il — cytosolicka'snukleotidasa Il (IMP/GMP specificka). Reak schéma bylo vyti@no
v programu ChemBioDraw Ultra 14.0 (Cambridge SG&mbridge, MA, USA).

Podrobgji se na mechanismus vzniku Iékové rezistence duev&loni lymfomu zangiili
Kunz et al. (2015) a Meet al. (2015). Ti zkoumali vznik mutaci v genech ptamé proteiny
(cN-II, proteiny rekterych signalnich kaskadi proteiny zodpowdné za methylaci
promotorovych oblasti) u paciéns ALL. U pacieni byly analyzovany hitky pochazejici
z prekursait B-lymfocyti (Maet al, 2015) i T-lymfocyti (Kunzet al, 2015), a to od diagnézy
az po recidivu onemoe¢ni. Fivodcem relapsu bytasto jen jediny klon buk, ktery diky
konkrétni mutaci (nap praw v cN-Il) dokazal vzdorovat t¢. Mutace ve vySe zménych
proteinech pak iy tendenci vyskytovat se vditych ,klastrech”. Mutantni varianty cN-I
vSak byly detekovany t&hvyhradré az lthem relapsu, coZ znamena, Ze s&astini primarni
leukemické transformace, ale jejich vznik byl prgwadobré indukovan I€bou pouzivanymi
chemoterapeutiky.

Pro blizSi vysétleni mechanismu Iékové rezistence byla modulowimeese a aktivita cN-II

v raiznych rakovinnych bufgnych liniich (Cividini et al, 2015a; Cividiniet al, 2015b;
Jordheimet al, 2015). Linie leukemickych bk HL-60 byla transfekovana vektorem, ktery
zajistil snizenou expresi cN-Il. Poté bylyiiy vystaveny psobeniady chemoterapeutickych
latek etrg 6-MP a 6-TG. Snizena aktivita cN-lléha za nasledekdkolikanasobné snizeni
hodnoty IGo (oproti kontrolnim bitkam transfekovanym prazdnym vektorem), coZ znansenal
zvySeni citlivosti bugk k ttmto latkam (Jordheiret al, 2015). Cytotoxicita chemoterapeutik
byla také testovana i na fiach ADF glioblastomu, které stahilnprodukovaly
suprafyziologické mnozstvi cN-Il. Z&na IGso pro 6-MP v &chto buikach nebyla signifikatni,

byla vSak pozorovana prakteré jiné testované latky vyuzivané v chemotechpinhapikliad
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pro fludarabirti cisplatinu (Cividiniet al, 2015a). Vysledkyéchto studii poukazuji na vyznam

aktivity cN-Il a jejich znén v chemoterapiich.

Genetické studie ukazaly, Ze selektivni inhibicaantni cN-1l by mohla fedstavovat novou
lé¢ebnou strategii. K navrhuciinnych inhibitofi ale chybi znalost struktufunkénich
mechanism, které vedou ke zvySené akt¥imutanti. K modelovani struktury mutantnich
variant vSak mize byt vyuzita struktura cN-Il odpovidajici proteia normalni fyziologickou
aktivitou, ktera jiz byla vieSena. Walldeet al. (2007) nejprve ziskali strukturu bez substratu
s ligandy Bek a adenosinem. Wallden a Nordlund (2011) gpzbpsali strukturu komplexu
enzymu se substraty a s alosterickymi aktivatoryo aa neaktivni variastcN-11 p.D52N,

se kterou bylo mozZno studovat vazbu se substraga@zanym v aktivnim migt

Funkéni cN-ll je tvaena tetramerem sloZzenym ze dvou identickych dinf@brazek 11).
Jednim z BZnych strukturnich rysHAD rodiny, kam cN-II pat, je tzv.o/p stedova doména
Rossmanova typu a doménaiwmoma svazkendtyt a-helixi. V cN-Il se tato doména sklada
z osmi antiparalelnicrettzci B-skladaného listu obklopenych osmhelixy. Jeji sotasti jsou
také strukturni motivy typické pro intracelularriiNeT (Obrazek 8A), sedova doména cN-Il
vS8ak obsahuje navigpdalSicha-helixa a smykoveé struktury. Tyto Useky se nejspidastni
interakci na pomezi jednotlivych podjednoté&kna vazlg efektorovych molekul. Kazda
podjednotka proteinu pak obsahuje také menséepickovou doménu sloZzenou ze svazkyr
a-helixa, dvou antiparalelnic-skladanych list (jednoho zeif rettzci a druhého zétyr),
dalSihoa-helixu a dvou smyek (Walldenet al, 2007).

Aktivita cN-Il je regulovana alosterickymi mechamig, ¢imZ se odliSuje od ostatnich
bunéénych 3-NT. Mezi aktivatory cN-Il pai ATP, 2,3-bisfosfoglycerat, dATP (Spychala
et al, 1988) a dinukleosidfpolyfosfatové sloteniny seityimi az Sesti fosfatovymi skupinami
(nap. adenosin-5tetrafosfo-5-adenosin) — (Marquest al, 1998). Porovnanim struktury
apoenzymu a komplexu s efektorem a substratem (poyéallden a Nordlund (2011)
pravdEpodobny mechanismus alosterické regulace enzymie Zprostedkovana stabilizaci
a-helixu A elektrostatickymi silami mezi fosfatovymsikupinami efektoru (zde konkrétATP)

a K362 a patrovymi interakcemi mezi nukleobasi &fieka F354, ktery se vysune z aktivniho
mista. Do aktivniho mista se naopak dostane R3B6txu IV a dalsi aminokyselinové zbytky
z motivu lll, které jsou imo zapojené do enzymové katalyzy a jejichZz retaiem zvySuje
aktivitu cN-1l (Wallden a Nordlund, 2011).

27



Na zéklad strukturniho mapovani jednotlivych mutaci cN-llgauziti znameé struktury byla
vyslovena hypotéza, Ze mutace cN-Iligpbujici hyperaktivitu stabilizuji protein ve stavu
podobném jako po navazani efektoru a protein pakvkeplné katalytické aktivitefektor jiz
nepotebuje (Meyeret al, 2013; Tzonevat al, 2013). Mechanismus vlivu mutace p.K359Q
na strukturu a funkci proteinu je jako jediny oditebhy ze znamé struktury cN-I1l. Dle analyzy
Tzonevaet al. (2013) by tato mutace #a prispét ke stabilit a-helixu A, zabranit fstupu
molekul solventu do aktivniho mista a posunout &ozhytek R356. Mechanismus aktivace
a zvysSeni aktivity, jez bylo ngixlad pro variantu p.R367Q az osmnactinasobrigtaxa
pro ostatni varianty enzymu nejasny. HlubSi vhledahoto problému by mohla vnést znalost

3D struktury danych variant cN-Il s rozliSenim riamaové urovni.
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Obrazek 11: Krystalova struktura cN-Il p.D52N.

(A) Stuhové zobrazeni tetrameru cN-1l s navazanymekuémi ATP v efektorovém misha rozhrani
protometi, substratem IMP v aktivnim mésta hdechatymi kationty a barewn odlisenymi
podjednotkami;(B) struktura tetrameru cN-Il zobrazend jako &qaistupny povrch — je patrna
orientace hie¢natych kationi vici fosfatovym skupinam ATP a IMRC) lokalizace nejastji se
vyskytujicich mutaci v tetrameru cN-(D) lokalizace nejasgjSich mutaci v jedné podjednotce cN-II
a bliz8i pohled na relativni pozici mutaci vzhledkraktivnimu a efektorovému mistu. Vyshvky
zkratek: cN-Il — cytosolicka 'shukleotidasa Il (IMP/GMP specificka); IMP — inostirmonofosfat.
Obrazek byl fipraven v programu PyMOL verze 1.5.0.1. (DeLanaS8iific LLC, San Francisco, CA,
USA) za pouZiti souboru PDB ID 2XCW (Wallden a Nardl, 2011; RCSB PDB, 2016).
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6 Zaver

Vzhledem k Sirokému uplani thiopurinovych medikameitv I&cbé leukemii, onemoami
imunitniho charakteru, jako jsou Crohnova chorohdcardzni kolitida, a ib transplantacich
orgamn, je vyvijena co nejtsi snaha minimalizovat mozna rizika spojena shegjiodavanim.
Genetické varianty enzyimthiopurinového metabolismu u pacigntyznamrié ovliviuji
vysledek thiopurinové terapie. Hleda&ihto variant progednictvim analyz genomu a exomu
je tak wnovana velk& pozornost. Nasledné mapovani vysksgmetickych variant v populaci
muze napomoci vyvinout protokol pro odpovidajici (yurdécebného postupu podle genotypu
relevantnich gein Metody strukturni biologie pak pomahaji interpkedtt data ziskana v ramci
genetickych studii a mohou poskytnout wtssni viivu jednotlivych SNP na strukturu a funkci

proteinu.

Ze znamych enzytn thiopurinového metabolismu, jejichZz mutace oy snaSenlivost
terapie, je nejlépe prostudovana TPMTedpokladanym mechanismem vlivu mutantnich
variant TPMT je Spatné sbaleni proteinu a jehoetisl degradace. Mutantni varianty TPMT
jsou rozSfené v etnickych skupinach evropského a africkéhivogu a davkovani
thiopurinovych Iéiv je dnes Bzn¢ stanovovano na zakladyenotypizace pacienta. Tento
terapeuticky postup tak nejlépe demonstruje vyzfamakogenetickych studii pro klinickou
praxi. Zdsadnim objevem pro predi@i personalizovanou ¢6u thiopuriny se rnive stat
nedavna identifikace mutantnich variant NUDT15,r&tbyly zejména u asijské populace
ozna&eny jako kléovy faktor pro snasenlivost thiopurinové terapieldkularni mechanismy
stojici za vyskytem zavaznych nezadoucighkf u pacieni s mutantni NUDT15 vSak nejsou
dosud znamy. Na z&kladublikovanych vysledk Ize fici, Ze mutantni varianty NUDT15
stejrg jako TPMT jsou spojeny s vySSi hladinou cytotoxidk latek, ktera je zdf@&inéna
pomalejSi pemenou thiopuriri na neaktivni metabolity. Jinym vyznamnym genetioky
faktorem pro efektivni kbu thiopuriny jsou somatické mutace v genu pro GN«tere
zpasobuji rezistenci &i |é¢bé a vedou k recidivAm onemagri. Vyswtleni chemorezistence

leukemickych buék s hyperaktivni cN-II je ale na molekularni Grogtéle nejasné.

V této praci byly shrnuty dosavadni poznatky o rneliamu thiopurinovych kv a jeho
zmeénach vlivem genetickych variant @strenych enzyni. Hlavnim zansienim prace bylo
vyuZziti strukturni biologie k interpretaci efektwtantnich variant, které maji dopad nalgh

lécby thiopurinovymi derivaty. Kinetické studie znditych proteii spol€&n¢ s vygeSenim

trojrozmernych struktur jednotlivych alelickych variant mahaapomoci lepSimu pochopeni
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molekularnich mechanisinvedoucich k odliSné odegwna I&bu. Tyto znalosti pak mohou

vyznami pispst k iEinnéjSi a bezpéngjSi terapii thiopurinovymi analogy.
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