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1 CIELE PRACE

e Teoreticka Cast:
Vypracovanie literarnej reSerse k téme prace, ktora zahriuje:
- metabolizmus purinov a pyrimidinov v rastlinach,

- bakterialne, protozoalne a rastlinné nukleozid-N-ribohydrolazy, vyskyt, substratova

Specificita,
- reak&ny mechanizmus nukleozid-N-ribohydrolaz.
e Experimentalna ¢ast’
Expresia génu v E.coli, extrakcia, purifikacia rekombinantného proteinu.
Stanovenie molekulovej hmotnosti PpPNRH1 gélovou chromatografiou.

Meranie teplotnej stability a substratovej Specificity WT - PpPNRH1 a Y244A - PpNRHL1.



2 UVOD

Purinovy a pyrimidinovy metabolizmus ma zasadny vyznam pre rast a vyvoj
rastlin, pretoze zodpovedajuce nukleotidy predstavuju stavebné kamene nukleovych
kyselin, hlavné energetické nosice, komponenty podstatnych koenzymov ako napriklad
NAD a prekurzory alkaloidov a cytokinov. Kfu€ovy enzym spojeny s metabolizmom
purinov a pyrimidinov je nukleozid-N-ribohydrolaza (NRH) alebo tieZz nukleozidaza
(NH), ktora katalyzuje hydrolytickej Stepenie nukleosidov na zodpovedajucu bazu a
ribdzu. Nukleozid-N-ribohydrolazy boli dobre charakterizované v mikroorganizmoch,
napriklad v Trypanosoma, Crithidia a Leishmania, ale je pomerne malo poznatkov o ich
prispevku v rastlinnom metabolizme.

Jednym z najlepSie charakterizovanych druhov machu je Physcomitrella patens.
Vyuziva sa ako modelovy organizmus nizSich rastlin. Physcomitrella patens obsahuje
3 gény pre NRH (PpNRH1 - 3). Nukleozid-N-ribohydrolazy su lokalizované v cytoséle.
Poznavacim znakom nukleozidaz je aspartatovy cluster sekvencie DXDXXXDD, ktory
sa nachadza pobliz N-konca polypeptidového retazca a tvori aktivhe centrum tychto
enzymov.

Cielom tejto prace je charakterizacia PpNRH1 (wild type - WT) a mutantnej
formy Y244A a stanovenie enzymovej aktivity a substratovej Specifity s vybranymi

purinovymi i pyrimidinovymi ribozidmi ako potencialnymi substratmi.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Modelovy organizmus Physcomitrella patens

V tejto praci bol pouzity ako modelovy organizmus mach mechurovka
odstavajuca Physcomitrella patens. Je to jednodoma rastlina, ktora patri do rodiny
Funariaceae. Vyskytuje sa predovSetkym na Severnej pologuli, v miernom podnebnom
pasme, rastie v pdde bohatej na vyzivné latky (Frahm and Frey, 2007).

V porovnani so semennymi rastlinami ma P. patens niekolko vyhod, napriklad
ma zaujimavu fylogenetickd poziciu medzi riasami a semennymi rastlinami a vacsinu
svojho Zivota stravi v haploidnom stave, ktory umoZzhuje pouzitie experimentalnych
technik podobné tym, ktoré sa pouzivaju u mikroorganizmov a kvasiniek (Cove, 2000).

Physcomitrella patens je jednym z mala znamych mnohobunkovych organizmov
s vysokou ucinnostou homolégnej rekombinacie, takze mézu byt vytvorené knockout
mutanty. Vyuzivaju sa na studium funkcii génov a v kombinacii so Studiami u vysSich
rastlin, ako je Arabidopsis thaliana, mézu byt pouzité k Studiu molekularneho vyvoja
rastlin (Schaefer, 2002).

Gendém P. patens bol kompletne osekvenovany v roku 2006, ako prvy genom
z oddelenia machov. Obsahuje asi 480 Mbp, ktoré su rozlozené v 27 chromozémoch.
Sekvencia obsahuje 35 938 predpovedanych a dokumentovanych génovych modelov.
(Rensing et al., 2008).

Physcomitella patens obsahuje 3 zname nukleozidribohydrolazy - PpNRH 1-3.
Vsetky tri formy sa pravdepodobne nachadzaju v cytosdle. PpPNRH1 je najaktivnejSim
enzymom a retazec obsahuje 334 aminokyselin (36,08 kDa). PpNRH2 ma v retazci
329 aminokyselin (35,46 kDa) a PpNRH3 ma 349 aminokyselin (37,67 kDa). PbNRH 1
a 2 obsahuju sekvenény motiv DXDXXXDD typicky pre NRH, ale posledna PpNRH3 sa
od nich odliSuje motivom DXXXXXXDD a kedZe sa zatial nepodarilo exprimovat gén
PpNRH3 a Ziadne fenotypové zmeny neboli preukazané medzi WT a mutantom, tak
sa predpoklada, ze v Stadiu sporofytu nema PpNRH3 vyraznu fyziologicki ulohu
(Tur€inov, 2011).

3.1.1 Zivotny cyklus P. patens

Rovnako ako u vSetkych machorastov, aj zivotny cyklus Physcomitrella patens
sa vyznacuje striedanim dvoch generacii: pohlavna generacia - haploidny gametofyt,
ktory produkuje pohlavné bunky gamety a nepohlavna generacia - diploidny sporofyt,

ktorého ulohou je priniest haploidné vytrusy (obrazok 1). Gametofyt je charakteristicky
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dvoma odliSnymi vyvojovymi Stadiami. Protonéma, ktora vytvara cestu apikalneho
rastu, prechadza do vlaknitej siete dvoch typov buniek- chloronemalne a kaulonemalne
bunky. Gametoféra, druhé vyvojové dtadium, sa odliSuje od jednoduchého apikalneho
systému kaulinarnym rastom. Physcomitrella je jednodoma rastlina, samd&ie pohlavné
bunky, spermatozoidy, su vytvarané v plemeniCku (anteridiu) a samiCie pohlavné
bunky, oosféry, su produkované zarodocniku (archegodniu) na rovnakej gametofére. Za
pritomnosti vody déjde k oplodneniu, z diploidnej zygdty mitoticky vznikne zarodok,
z ktorého sa vytvori stopka s vytrusnicou. Ta predstavuje sporofyt a je trvalo spojena
s gametofytom (Cove and Knight, 1993).

protoplasty protonéma
5 chloronéma a kaulonéma
d : _
\ Vorh meristém
\\"‘ A e =
AT ca
L .

GAMETOFYT 1N

anteridium gametoféra

sporangium —

Obrazok 1. Zivotny cyklus Physcomitrella patens. Spéry (a) aregenerované protoplasty (b) vedu
k tvorbe protonémy (c) formovanej z chloronemalnych a kaulonemalnych buniek (d). Prechod na rast
samotnej rastliny iniciuje diferenciacia meristematickych buniek (e), ktoré sa dalej vyvijaju na listové
vyhonky (g, f). Anteridium (h) a archegonium (i) sa nachadzaju na vrcholku gametoféry. Oplodnenie za
pritomnosti vody prebieha v archegoniu a z oplodnenych buniek sa vyvinie diploidné sporangium.
(Obrazok prevzaty z Bonhomme et al., 2013).

3.2 Metabolizmus purinov a pyrimidinov v rastlinach

Z chemického hladiska su nukleotidy nizkomolekularne latky tvorené
nukleozidmi, na ktorych je naviazana jedna alebo viacero fosfatovych skupin.
Nukleozidy su tvorené pyrimidinovymi alebo purinovymi dusikatymi bazami, ktoré su
prepojené cez N-glykozidovu vazbu s atbmom C; cukrového zvySku pentdzy (ribdzy
alebo deoxyribozy). Zastupcami purinovych baz je adenin, hypoxantin, xantin

a guanin. Medzi pyrimidinové baze patria cytozin, uracil a tymin (obrazok 2).
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Obrazok 2. Struktirne vzorce (A) purinovych a (B) pyrimidinovych baz. Zobrazené bazy su: 1 -
adenin, 2 - guanin, 3 - xantin, 4 - hypoxantin, 5 - uracil, 6 - cytozin, 7 - tymin.

Nukleotidy su jednym z najdélezitejSich bunkovych komponentov v rastline.
Podporuju primarny a sekundarny metabolizmus, génovu expresiu a vacsinu
zakladnych bunkovych a biochemickych procesov délezitych pre rast a vyvoj rastliny.
Reguluju syntézu aminokyselin, fosfolipidov, glykolipidov, jednoduchych cukrov
Ci polysacharidov. Po€as zakladnych procesov fotosyntézy a dychania purinovy
nukleotid ATP je produkovany reakciou ATP a fosfatu ako hlavny trifosfat pre
vSeobecné energetické procesy.

Purinové a pyrimidinové nukleotidy maju vyznamnu ulohu pri skladovani
avyuzivani genetickej informacie ako stavebného bloku jadrovej DNA, zlozky
transkriptov a pri syntéze organel a proteinov. Taktiez sliZia ako prekurzory vitaminov
skupiny B - kyseliny listovej, riboflavinu a thiaminu a su suastou koenzymov -
nikotinamidadenindinukleotidu (NAD), flavinadenindinukleotidu (FAD) a S-adenosyl-
metioninu (SAM) (Hanson and Gregory, 2002, Herz et al.,2000).

Adenozinovy derivat ATP sluzi ako univerzalny prenasac energie do dalSich
metabolickych dejov a vyuziva sa ako prekurzor pre syntézu mnohych makromolekul.
Dalsi derivat, AMP, aktivuje aminokyseliny pri syntéze proteinov, ADP - aktivované
monosacharidy su zas potrebné pri syntéze polysacharidov ako je Skrob alebo celul6za
(Song et al.,, 2006). Cyklicky AMP (cAMP) je druhy posol, ktory prenasa signal od
horménu do vnutra bunky, viacnasobne tento signal zosilduje, atym ovplyviuje
transkripciu génov. POsobi obvykle ako aktivator proteinkinaz (konkrétne proteinkinazy

A), ktora fosforyluje cielové proteiny ovplyviiujice mnozstvo metabolickych funkcii.
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V rastlinach pyrimidinové derivaty UTP, UDP a UMP sluZia ako kosubstraty
alebo energeticky bohaté prekurzory pri metabolizme sacharidov a syntéze celulézy
a zloziek matrixu v bunkovej stene.

Metabolizmus nukleotidov zahrfiuje de novo syntézu z jednoduchych molekul,
recyklaciu z uz existujucich nukleozidov, baz alebo nukleovych kyselin a degradaciu na
jednoduché molekuly, takze tym poskytuju stavebné zlozky, ako napriklad uhlik, dusik

Ci fosfore€ny anién, pre syntézu inych molekul.

A NH,

i i H
NZ" \ HN N HN N HN N
QoS I a s LS &
N N o OH H,N N o OH O >NH N o OH N N o OH
OH OH OH OH OH OH OH OH
1 2 3. 4
B o) NH,
HN ‘ NZ ‘
A A
o~ N on O° N OH
o o
OH OH OH OH
5 6

Obrazok 3. Strukturne vzorce (A) purinovych a (B) pyrimidinovych ribonukleozidov. Zobrazené bazy
su: 1 - adenozin, 2 - guanozin, 3 - xantozin, 4 - inozin, 5 - uridin, 6 - cytidin.

3.2.1 Metabolizmus pyrimidinov

3.2.1.1 De novo syntéza pyrimidinov

De novo biosyntéza pyrimidinu je definovana ako tvorba uridin-5-monofosfatu
(UMP) z karbamoylfosfatu, aspartatu a 5-fosforibosyl-1-pyrofosfatu (PRPP). Tato
syntéza je oznaCovana aj ako orotatova draha. Pozostava zo Siestich enzymatickych
krokov, ktoré su znazornené na obrazku 4.

Karbamoylfosfatsyntetaza (CPSaza) sa podiela na produkcii karbamoylfosfatu
z kombinacie uhli¢itanu, amoniaku alebo amidoskupiny z glutaminu a 2 ATP.
Karbamoylfosfat je vyuzivany nielen pri de novo syntéze pyrimidinu, ale aj ako
prekurzor syntézy argininu. V nasledujucom kroku katalyzovanom
aspartattranskarbamoyldzou (ATCaza) nastadva kondenzacia karbamoylfosfatu

s aspartatom a vznika karbamoylaspartatu, ktory je dalej cyklizovany na pyrimidinovy
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kruh dihydroorotatu. Tato reakcia je katalyzovana enzymom dihydroorotazou
(DHO4&za). Nasledne sa dihydroorotat oxiduje dihydroorotatdehydrogenazou na orotat.
Potom orotat reaguje s PRPP v pritomnosti orotatfosforibosyltransferazy na orotidin-5°'-
fosfat, ktory sa potom dekarboxyluje za vzniku UMP pomocou orotidylatdekarboxylazy
(Zrenner et al., 2006).

HCOy
2ATP Glutamin
(1)
2ADP + Pi Glutamat 3)
Karbamoylaspartét Dlhydroorotat
Karbamoyl-P 7 T *
Aspartat Pi H K
NADH + H"
O
ICI ]
o o__ A
0=C. _CH ~—7 omMP 0=C. _C-COO"
N co, PPi PRPP N
Orotat
®-ribdza
umMp
Obrazok 4. De novo biosyntéza pyrimidinovych nukleotidov. Uvedené enzymy su: (1)
karbamoylfosfatsyntetaza, (2) aspartattranskarbamoylaza, (3) dihydroorotaza, (4)

dihydroorotatdehydrogenaza, (5) - (6) UMP syntaza (orotatfosforibosyltransferaza a orotidin-5'-
fosfatdekarboxylaza). (Obrazok upraveny podla Stasolla et al., 2003).

3.2.1.2 Katabolizmus pyrimidinov

Pyrimidinové nukleotidy suU odburavané na pyrimidinové nukleozidy
odstranenim fosfatovej skupiny v reakcii katalyzovanej 5 -nukleotidazou, napriklad
uridinmonofosfathydroldzou (UMPH). Tieto nukleozidy su nasledne prevedené na
volné pyrimidinové bazy v reakcii katalyzovanej prislusnou nukleozidazou, napriklad
uridinnukleozidazou (URH). Dalej je cytidin pomocou cytidindeaminazy deaminovany
na uridin. Niektora z nukleozidaz hydrolyzuje deoxytymidin a uridin. Takto vzniknuty
tymin auracil sa v pritomnosti NADPH redukuju dihydrouracildehydrogenazou za
vzniku 5,6-dihydrotyminu resp. 5,6-dihydrouracilu. V dalSom kroku je redukovany
pyrimidinovy kruh rozloZzeny pomocou dihydropyrimidinamidohydrolazy za vzniku B-
ureidoisobutyrovej, respektive B-ureidopropionovej kyseliny. B-ureidopropionaza ich
deaminuje a dekarboxiluje na 3-aminoisobutyrat, resp. B-alanin (Zrenner et al., 2006).

Schéma katabolizmu pyrimidinu je na obrazku 7.
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3.2.1.3 Recyklacia pyrimidinov

Ako uz bolo uvedené, nukleotidy mézu byt katabolizované na pyrimidinové
nukleozidy avolné bazy postupnym pdsobenim 5 -nukleotidazy (napr. UMPH)
a nukleozidazy (napr. URH). Pretoze de novo syntéza nukleotidov je energeticky velmi
narocna, bunky si vyvinuli mechanizmus pre opakované vyuZitie predpripravenych
nukleozidov a nukleobaz prostrednictvom recyklacnych reakcii (znamych ako ,salvage
pathway®).

Nukleozidy v rastlinach mézu byt priamo fosforylované na nukleotidy
zodpovedajucimi  nukleozidkindzami  (uridinkindza  (UK)). Pomocou uracil-
fosforibosyltransferazy (UPRT) méze byt uracil ako jediny z pyrimidinovych baz
prevedeny priamo na UMP (Zrenner et al., 2006). Bolo preukazané, Ze monodoménovy
gén, nazyvany UPP, kéduje funkény UPRT enzym, zatial ¢o dvojdoménové enzymy,
obsahujuce UK a UPRT domény, nevykazuju UPRT aktivitu (Mainguet et al., 2009), ale
len UK aktivitu (Chen and Thelen, 2011). Schéma recyklaénych reakcii pyrimidinu je
na obrazku 5.

A) Recyklacia purinu
IMP/GMP
/‘ ADP NR
PPi 7 6
- @ | |16
ATP MP
Adenozm 2 Inozin/Guanozin
PRPP P ﬁ PRPP ./ . o
@) \@ ® .
. Riboza . Riboza
Riboza-1-P l Riboza-1-P
Adenin Hypoxantin/guanin
B) Recyklacia pyrimidinu
Toume dcmP dump dTMP
PPi /R DP NR ADP NR
‘3\’ 3 © @ @) @
(1) Ul‘ldln MP - ATP NMP NMP ATP. MP ATP | NMP
Cytidin Deoxycytldln “) Deoxyuridin Tymidin

Riboza
Uracil

Obrazok 5. Recyklacné reakcie (A) purinovych a (B) pyrimidinovych baz a nukleozidov
v rastlinach. Uvedené enzymy su: (A)-(1) adeninfosforibosyltransferaza, (2) hypoxantin-guanin
fosforibosyltransferaza, (3) adenozinfosforylaza, (4) adenozinnukleozidaza, (5) adenozinkinaza, (6)
neSpecifickd nukleozidfosfotransferaza, (7) inozin-guanozinkinaza, (8) inozin-guanozinfoforylaza, (9)
inozin-guanozinnukleozidaza. (B)-(1) uracilfosforibosyltransferaza, (2) uridin/cytidinkinaza, (3)
nespecificka nukleozidfosfotransferaza, (4) deoxycytidindeaminaza, (5) deoxycytidinkinaza, (6)
tymidinkinaza, (7) uridinfosforylaza, (8) uridinnukleozidaza. (Obrazok prevzaty z Stasolla et al., 2003).
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3.2.2 Metabolizmus purinov

3.2.2.1 De novo syntéza purinov

De novo biosyntéza purinu prebieha urastlin z malych molekul, ako su
aminokyseliny glycin, glutamin a aspartat, dalej z 5-fosforibosyl-1-difosfatu (PRPP),
10-formyl-tetrahydrofolatu (10F-THF) a oxidu uhli¢itého. Biosyntéza zacCina tvorbou 5-
fosforibosylaminu (PRA) tym, Ze amidova skupina z glutaminu je prenesena na PRPP.
Tato reakcia je katalyzovana PRPP-amidotransferazou (obrazok 6).

GAR-syntetaza katalyzuje tvorbu glycinamidoribonukleotidu (GAR). Pri tejto
reakcii je potrebna pritomnost ATP. GAR je potom formylovany pomocou GAR-
transformylazy za ucasti 10F-THF a vznikne formylglycinamidribonukleotid (FGAR).
Dalsi krok je katalyzovany formylglycinamidinribonukleotidsyntetdzou (FGAM-
syntetaza), spotrebovava ATP a gluatmin a vedie k tvorbe
formylglycinamidinribonukleotid (FGAM). Nasleduje uzavretie cyklu, priom sa
spotrebuje dalSia molekula ATP. Tak vznikne 5-aminoimidazolribonukleotid (AIR)
katalyzovany AIR-syntetdzou. K vybudovaniu druhého cyklu purinového skeletu su
vlozené CO,, aspartat a druha molekula 10F-THF. AIR je karboxylovany molekulou
CO.. Tuto reakciu katalyzuje AlIR-karboxylaza a vznika 4-
karboxyaminoimidazolribonukleotid (CAIR). Pridanim aspartatu a dalSej molekuly ATP
za katalyzy SAICAR-syntetazou je vytvoreny N-sukcinyl-5-aminoimidazol-4-
karboxamid-ribonukleotid (SAICAR). Pomocou adenylosukcinatlyazy sa uvolni fumarat
a vytvori sa 5-aminoimidazol-4-karboxamid-ribonukleotid (AICAR). Posledné dva kroky
su katalyzované jednym bifunkénym enzymom AICAR-transformylazou / IMP-
cyklohydrolazou. Posledny uhlik z purinového cyklu je preneseny z 10F-THF . Vznika
5-formaminoimidazol-4-karboxamid-ribonukleotid ~ (FAICAR), ktory je  potom

dehydratovany a vznika inosinmonofosfat (IMP).
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Obrazok 6. De novo biosyntéza purinovych nukleotidov. Metabolity: PRPP - 5-fosforibosyl-1-difosfat,
PRA - 5-fosforibosylamin, GAR - glycinamidribonukleotid, FGAR - formyl- glycinamidribonukleotid, FGAM -
formylglycinamidinribonukleotid, AIR - 5-amino- imidazolribonukleotid, CAIR - 4-
karboxyaminoimidazolribonukleotid, SAICAR - N-sukcinyl-5-aminoimidazol-4-karboxamid-ribonukleotid,
AICAR - 5-aminoimidazol-4-karboxamidribo nukleotid, FAICAR -5-formaminoimidazol-4-karboxamid-
ribonukleotid, SAMP - adenylosukcinat, XMP - xantosinmonofosfat, IMP - inosinmonofosfat, AMP -
adenosin- monofosfat, GMP- guanosinmonofosfat. Enzymy: (1) PRPP-amidotransferasa, (2) GAR-
syntetasa, (3) GAR-transformylasa, (4) FGAM-syntetasa, (5) AlR-syntetasa, (6) AlR-karboxylasa, (7)
SAICAR-syntetasa (8) adenylosukcinatlyasa, (9) AICAR-transformylasa, (10) IMP-cyklohydrolasa, (11)
SAMP-syntetasa, (12) IMP-dehydrogenasa, (13) GMP-syntetasa. (Obrazok upraveny podfa Stasolla et al.
2003).

Po vzniku IMP sa biosyntéza rozdeluje na dve vetvy (obrazok 5). Z jednej
vznikd adenosinmonofosfat (AMP) a z druhej cez xantozinmonofosfat (XMP) vznika
guanozinmonofosfat (GMP). AMP je syntetizovany nahradenim karboxylovej skupiny
na uhliku C6 aminoskupinou, ktoru poskytne aspartat a vznikne adenylosukcinat. GTP
je donorom energeticky bohatej fosfatovej vazby. Tato reakcia je katalyzovana
adenylosukcinatsyntetazou. Potom je fumarat odstiepeny pomocou
adenylosukcinatlyazy a vznika AMP. Druha vetva je zahajena oxidaciou IMP, nasleduje
vloZzenie aminoskupiny, ktord poskytne glutamin. XMP je vytvoreny IMP-
dehydrogenazou, ktora ako akceptor H* pouziva NAD®. Z nej potom G¢inkom GMP-
syntetazy, ktord za spotreby ATP prenasSa amidovu skupinu glutaminu, vznika GMP
(Zrenner et al., 2006).
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3.2.2.2 Katabolizmus purinov

Katabolizmus purinu ma délezitd ulohu pri metabolizme dusiku. Rastliny su
zavislé na efektivnom vyuziti a zuzitkovani dusika predtym ako ho vylucia. Vo vacsine
rastlin su purinové nukleotidy oxidacne degradované prostrednictvom Kkyseliny
mocovej a alantoinu na oxid uhli€ity a amoniak, ktory je pomocou glutamin-oxoglutarat-
aminotransferazovou (GOGAT) drahou reasimilovany.

A) Purinovy katabolizmus
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Obrazok 7. Katabolizmus (A) purinovych nukleotidov a (B) pyrimidinovych nukleotidov v
rastlinach. Uvedené enzymy su: (A) - (1) AMP deaminaza, (2) IMP dehydrogenaza,
(3) 5'-nukleotidaza a / alebo fosfataza, (4) inozin-guanozinnukleozidaza, (5) guanozindeaminaza, (6)
guanindeaminaza, (7) xantindehydrogenaza, (8) urikaza, (9) alantoinaza, (10) alantoikaza, (11)
ureidoglykolatlyaza, (12) ureaza, (13) alantoindeaminaza, (14) ureidoglycineamidohydrolaza, (15)
ureidoglykolathydrolaza. (B) - (1) 5'-nukleotiddza a / alebo fosfataza, (2) cytidindeaminaza, (3)
uridinnukleozidaza, (4) dihydrouracildehydrogenaza, (5) dihydropyrimidinamidohydrolaza, (6) B-
ureidopropionaza, (7), tymidinfosforylaza a / alebo tymidinnukleozidaza. (Obrazok upraveny
podfa Stasolla et al. 2003).

Najprv je AMP GaCinkom AMP-deaminazy deaminovany avznikne IMP.
Nasledne je IMP oxidovany na XMP pomocou IMP-dehydrogenazy alebo je pomocou
nespecifickych fosfataz alebo 5°-nukleotidaz defosforylovany na inozin. Potom je inozin
hydrolyzovany inozin-guanozinnukleozidazou na hypoxantin a nasledne je pomocou
xantindehydrogenazy oxidovany na xantin. Pred samotnym ¢lenenim purinového
heterocyklu su vSetky degradované purinové metabolity prevedené na xantin. Ten je
potom xantin-dehydrogenazou oxidovany na kyselinu mocovu, ktora je dalej Stepena
urikdzou na alantoin. Uginkom alantoinazy je alantoin nasledne oxidovany na kyselinu
alantoovu, ata je potom prevedena cez ureidoglycin a ureidoglykolat na finalne

produkty (amoniak, oxid uhli€ity a glykoxylat). Tieto koneéné produkty mézu byt znovu

-18 -



vyuzité pri fotosyntéze reasimilované GOGAT drahou. (Zrenner et al., 2006). Schéma

katabolizmu purinu je na obrazku 7.

3.2.2.3 Recyklacia purinov

Vzhladom ktomu, ze de novo syntéza purinov ma vysoké energetické
poziadavky a vyuziva pat nukleotidov k tvorbe AMP a sedem k tvorbe GMP, recyklacia
je energeticky velmi vyhodna, pretoZze je vyzadovany len jeden ATP. Recyklacny
cyklus (,salvage®) sluzi taktiez k znizeniu hladiny purinovych baz a nukleozidov, ktoré
by inak mohli mat’ inhibicny efekt na iné metabolické reakcie (Moffatt and Ashihara,
2002).

Tri purinové bazy adenin, guanin a hypoxantin su recyklované na AMP, GMP
alMP. Na tychto recyklacnych drahach sa podielaju dva enzymy: adenin-
fosforibosyltransferaza a hypoxantin/guaninfosforibosyltransferaza. Purinové bazy
mbézu byt taktiez recyklované na nukleotidy prostrednictvom nukleozidov.
Adenosinfosforylaza a inosin/guanosinfosforylaza sa mézu podiefat na syntéze
prisluSnych nukleozidov z danej baze a ribosa-1-fosfatu. V rastlinach je vSak aktivita
tychto enzymov velmi mala, preto je tato reakcia velmi vynimo&na a ma len druhoradu
ulohu. (Moffatt and Ashihara, 2002).

Adenozin, guanozin ainosin mézu byt recyklované pomocou kinaz alebo
nukleozid- fosfotransferaz. Adenozinkinaza je vSadepritomna a jej aktivita je pomerne
vysoka, zatial Co inozin-guanozin-kinaza sa nevyskytuje vo vSetkych rastlinnych
druhoch. (Zrenner et al., 2006). Schéma recyklaénych reakcii purinu je na obrazku 5.

Pri recyklacii purinov boli dbkladnejSie Studované reakcie, na ktorych sa
podiefaji  adeninfosforibosyltransferaza a adenosinkinaza (Moffatt and Ashihara,
2002), pretoze tieto enzymy zasahuju aj do metabolizmu cytokininov. Ich mutanty
vykazovali zniZzenie alebo stratu plodnosti, zmeny v transmetylaénych reakciach

zapojenych do biosyntézy bunkovej steny (Schoor and Moffatt, 2004).

3.3 Nukleozid-N-ribohydrolazy

Ako uz bolo napisané v predchadzajucich Castiach, rastliny su schopné ribozidy
a zasady bud recyklovat alebo degradovat. Klu¢ovu ulohu v tychto procesoch hraju
nukleozid-N-ribohydrolazy (NRH). Tieto enzymy katalyzuju hydrolytické Stiepenie
ribozidov na prislusné bazy aribdézu cez oxokarbeniovy intermediat (obrazok 9)
(Verseés a Steyaert, 2003). NRH zahfhaju rodinu Strukturalne spojenych
metaloproteinov s topolégiou B- skladaného listu. Nukleozid-N-ribohydrolazy su

lokalizované v cytoséle. Poznavacim znakom nukleozidadz je aspartatovy cluster
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sekvencie DXDXXXDD, ktory sa nachadza pobliz N-konca polypeptidového retazca a
tvori aktivne centrum tychto enzymov (Versées a Steyaert, 2003). Nukleozid-N-
ribohydroldzy maju v aktivnom mieste Ca** i6n (obrazok 8). Aktivne miesto je
Specifické pre ribdézu a substrat sa nan viaZe cez ribozylovy koniec (Verseés et al.,
2001).

U niekolkych organizmov je znama krystalicka Struktura NRH. T. vivax obsahuje
IAG-NRH, ktora ma dimérnu Strukturu (obrazok 8). Obsahuje dve aktivhe miesta, ktoré
sU na sebe nezavislé. Aktivne miesto sa nachadza na C-konci retazca, v strede
6smych B-listov oboch podjednotiek. Na vapenaty idon su naviazané karboxylové
skupiny troch aspartatov (jeden aspartat poskytuje oba atémy kysliku, zvysné dva
aspartaty len jeden kyslik), karbonylova skupina treoninu, 2 OH - skupiny, ktoré
poskytuje rib6za a molekula vody (Verseés et al.,2001). IU-NRH z C. fasciculata ma
tetramérnu Strukturu (obrazok 8), ale v aktivnom mieste taktieZ obsahuje osemvéazobny
Ca®" i6n (Degano et al., 1996). Tetramérnu Struktiru maju tiez YbeK (Muzzolini et

al.,2006) a YeiK (Giabbai B. and Degano M., 2004) proteiny z E. coli .
y

Obrazok 8. Porovnanie kvartérnych struktur (A) IAG-NH z T. vivax a (B) IU-NH z C. fasciculata. (C)
Aktivne miesto PpNRH1. A: IAG-NH tvori dimérnu Struktdru. B: IU-NH tvori tetramér. C: Obrazok
znazornuje interakciu enzymu PpNRH1 so substratom (inozinom). 6-oxo alebo 6-amino skupina je
schopna interakcie s dvoma tyrozinovymi zvySkami Y244 a Y249.

NRH su v prirode Siroko rozSirené, nachadzaju sa v baktéridach (Petersen
a Maller, 2001) kvasinkach (Kurtz et al., 2002), prvokoch (Parkin, 1996) a v mesozoach

(Versées et al.,, 2003). Gény, ktoré obsahuju charakteristicky NRH motiv su tiez
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pritomné v rastlinach (Jung et al., 2009) av hmyze (Ribeiro a Valenzuela, 2003).
Naopak, u cicavcov nebola zistena Ziadna aktivita NRH (Parkin et al., 1991).

Enzymy zodpovedné za metabolizmus nukleozidov sa liSia v zavislosti od
organizmu. 'V baktérii Escherichia coli su exogénne ribonukleozidy prevazne
metabolizované nukleozidfosforylazami, katalyzuju fosforolyzu N-glykozidickej vazby
nukleozidov za vzniku volnej bazy a rib6za-1-fosfatu. Uridinfosforylaza kédovana
génom udp (Zalkin and Nygaard, 1996) je Specifickd pre uridin, zatial ¢&o
purinnukleozidfosforylaza, kédovana deoD génom (Zalkin and Nygaard, 1996), je
schopna katalyzovat' rozstiepenie vSetkych purinovych nukleozidov za vzniku volnej
purinovej bazy a ribdza-1-fosfatu, s vynimkou xantozinu, ktory je metabolizovany
xantozinfosforylazou kédovanou xapA génom. Naopak, v E.coli vyskytujuce sa NRH
kodované rihA, rihB a rihC génmi maju druhoradu ulohu (Petersen and Moller, 2001).

Metabolicka uloha NRH je najviac preskumana v parazitickych prvokoch,
napriklad Trypanosoma brucei, Crithidia fasciculata a Leishmania major. Tieto
organizmy sa spoliehaju na recyklaciu purinov, pretoze, na rozdiel od vacsiny
organizmov, nemaju schopnost de novo syntetizovat purinové nukleotidy. Namiesto
toho vyuZivaju recyklatné enzymy na ziskanie purinovych baz a nukleozidov z ich
hostitelského organizmu a prevadzaju ich na prisludné nukleotidy. Vzhladom k tymto
rozdielom medzi parazitom a hostitefom, v poslednych rokoch boli parazitné NRH
intenzivne Studované ako potencialny ciel pre chemoterapeutické vyuzitie. NRH boli
klasifikované do Styroch skupin na zaklade ich substratovej Specifity: substratovo
nedpecifické NRH z Leishmania major (Shi et al., 1999), NRH, ktoré preferuju inozin
a uridin (IU-NRH) (Parkin et al., 1991) a inozin a guanozin (IG-NRH) (Estupifian a
Schramm, 1994) z Crithidia fasciculata a nakoniec NRH z Trypanosoma brucei brucei
(Parkin, 1996) preferujuce inozin, adenozin a guanozin (IAG-NRH), ktoré vykazuju
Specifitu k purinovym nukleozidom.

Aktivita NRH bola preukdazana na mnohych rastlinnych druhoch, napriklad
v pSenici (Chen and Kristopeit, 1981), v jaémeni (Guranowski and Schneider, 1977), v
paradajke (Burch and Stuchbury, 1986), ale aj v ¢aji (Imagawa et al., 1979) ¢i kave
(Campos et al., 2005). Len nedavno bola charakterizovana NRH rodina (AtNRH1 a 2)
z Arabidopsis thaliana (Jung et al. 2009, 2011), pri€om obe izoformy maju v rastline inu
funkciu. AtNRH1 hra hlavnu ulohu v katabolizme purinov a pyrimidinov, AtNRH2 sa

prejavuje najma v neskorSej faze starnutia a podporuje hydrolyzu inozinu.
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Obrazok 9. Reakény mechanizmus nukleozid-N-ribohydrolaz na priklade adenozinu. Hydrolyzou N-
igi’)l?:lljc.)zidickej vazby vznika baza adenin a rib6za. Reakcia prebieha cez prechodny stav oxokarbeniového

Pre niektoré NRH bol stanoveny pH profil. Ako priklad sa méze uviest NRH z T.
brucei brucei (Parkin, 1996). Z pH profilu pre hydrolyzu inozinu vyplyva, ze ftri
protonované skupiny prispievaju k Uplnej katalytickej uUCinnosti IAG-NRH. Strata
proténu z najkyslejSej skupiny zniZuje V., desatkrat, av8ak strata dvoch proténov
spbsobi uplnu inaktivaciu IAG-NRH. Zo zavislosti V,n/Ky, na pH vyplyva, Ze katalyticka
u€innost’ sa nemeni v rozmedzi pH 5 az 8. AvSak nad pH 8 sa ucinnost vyrazne

zmensuje kvéli dvom ionizovatefnym skupinam vofného enzymu.

3.3.1 Kinetické vlastnosti NRH

Doposial bolo celkovo charakterizované len malé mnozstvo NRH pomocou
kinetickych  parametrov. Z protozodlnych organizmov bola charakterizovana
z Trypanosoma brucei (Parkin, 1996) NRH preferujuca hlavne inozin, adenozin
a guanozin (IAG-NRH). Inozin je najlepsi prirodzene sa vyskytujuci substrat IAG-NRH
s hodnotou K, 18 uM a V;im 0,8 pmol s™ mg'l. Hodnoty K., pre puriny a pyrimidiny su
podobné, od 15 yM pre adenozin po 106 yM pre cytidin, ale rychlost hydrolyzy
pyrimidinovych substratov uridinu (Vji, je 0,00032 pymol s mg™) a cytidinu (Viim je 0,07
umol s* mg’) je vyrazne nizSia v porovnani s purinovymi substratmi. Taktiez bola
popisana NRH z prvoka Leishmania major (Shi et al.,1999). V porovnani s NRH z T.
brucei, tak tento enzym vyrazne stracal afinitu k enzymom, pretoZze hodnoty K., boli
niekolkonasobne vyssie (napriklad K, pre inozin bola 445 uM).

Dalsie dva proteiny boli charakterizované z E.coli: YbeK (Muzzolini et al., 2006)
and YelK (Giabbai a Degano, 2004). Yeik protein je charakterizovany ako purin
Specifickd NRH. Katalyticka ucinnost Yeik voc€i inozinu, adenozinu a guanozinu bola
viac ako tisickrat mendia ako vodci uridinu a preto sa tieto substraty pokladaju za
neaktivhe. Naopak, YbeK protein sa radi medzi pyrimidin Specifické NRH. Tento
enzym hydrolyzuje pyrimidinové nukleozidy 100 - 10000-krat efektivnejSie nez
purinové nukleozidy. Z pyrimidinov je uridin prevedeny najuc€innejSie, hlavne kvoli

nizkej hodnote K, (83 pM). Zrastlin je to napriklad NRH z Arabidopsis thaliana
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(AtNRH1) (Jung et al., 2009). Preferuje najma uridin (hodnota K, je 0,8 mM a hodnota
Vim j€ 0,004 mmol s™ mg™). Rychlost hydrolyzy inozinu a adenozinu bola ovela niz$ia
v porovnani s uridinom (Vj, pre inozin bola 0,0002 mmol st mg'1 a pre adenozin len

7,7 x 10° mmol s™ mg™).
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4 PRAKTICKA CAST

4.1 Biologicky material
o Expresné bunky E.coli T7 express (New Englad Biolabs) nesuce gény PpNRH1

pre WT protein a jeho mutantnu formu Y244A, ktoré boli poskytnuté Skolitefom
(obrazok 10).

bx His-tag BamHI

/acl
/ NRH1 ‘

pCDFDuet+NRH1 | |

Obrazok 10. Mapa expresného vektoru PpNRH1 (999 bp; GenBank accession no. JQ649322).
Sklada sa z 346 aminokyselin vratane His-kotvy (kotva 14 aminokyselin), kotva sa nachadza na N-konci.

4.2 Pouzité chemikalie
o (2S,3S) -1,4-bis(sulfanyl)butan-2,3-diol (Sigma-Aldrich, USA)
e adenozin (Sigma-Aldrich, USA)
e akrylamid (Bio-Rad, USA)
e apoferritin z konskej sleziny (Sigma-Aldrich, USA)
e B-PER (Thermo, USA)
e cytidin (Sigma-Aldrich, USA)
e dihydrogénfosforec¢nan draselny (Merck, Nemecko)
e DNAZza (Top-Bio, CR)
e dodecylsiran sodny (Bio-Rad, USA)
e ethanol (Lach-Ner, CR)
o farbiaci roztok Coomassie blue (Bio-Rad, USA)
e glukdéza (Chemapol, CR)
e glycerol (Lach-Ner, CR)
e guanidin-HCI (AppliChem, SRN)
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guanozin (Sigma-Aldrich, USA)

hovadzi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, USA)

hovadzi tyroglobulin (Sigma-Aldrich, USA)

chlorid draselny (Sigma-Aldrich, USA)

chlorid hore€naty (AppliChem, SRN)

chlorid sodny (Lach-Ner, CR)

chromatograficky sorbent Superdex 200 HR 10/30 (Amersham Biosciences,
Svédsko)

chromatograficky sorbent: HIS-Select Cobalt (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
imidazol (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

inhibitor proteaz (Sigma, CR)

inozin (Sigma-Aldrich, USA)

isopropyl-B -D-tiogalaktopyranozid (Fermentas, Litva)
karboanhydraza z hovadzich erytrocytov (Sigma-Aldrich, USA)
kvasinkova alkoholdehydrogenaza (Sigma-Aldrich, USA)
LB médium (Roth, SRN)

lyzozym (Sigma-Aldrich, USA)

mocovina (Sigma-Aldrich, USA)
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (Bio-Rad, USA)
N,N'-metylén-bisakrylamid (Bio-Rad, USA)

n-butanol (Lach-Ner, CR)

nikotinamidadenindinukleotid (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
persiran amoénny (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

Protein Ladder (10-250 kDa) (BioLabs, USA)

RNAza (TopBio, CR)

streptomycin (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

Tris-HCI pufr, pH 6,8

Tris-HCI pufr, pH 8

Tris-HCI pufr, pH 8,8

uridin (Sigma-Aldrich, USA)

xantozin (Sigma-Aldrich, USA)

a-amylaza (Sigma-Aldrich, USA)
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4.3 Pristrojové vybavenie

analytické vahy (Sartorius, SRN)
centrifuga 5430R (Eppendorf, SRN)
centrifuga 5430 (Eppendorf, SRN)
centrifuga Benchtop 4-16 K (Sigma, SRN)
digitalny pH meter (Multical WTW, SRN)
elektroforetickd komdrka (Bio-Rad, USA)
elektromagneticka mieSacka (IKA, SRN)
kvapalinovy chromatograf pre strednotlakovu chromatografiu BioLogic Duo
Flow (Bio-Rad, USA)

laminarny box (Schoeller, CR)
magneticka miesacka (IKA, SRN)
minicentrifiga BLUE (Labnet,SRN)

PCR termocykler (Eppendorf, SRN)
rotator (Biosan,

spektrofotometer LightWave Il UV-Vis Il diode array UV/Visible (Biochrom Ltd,
UK)

spektrofotometer UV-VIS s (Agilent, SRN)
termostat (Labnet, USA)

transiluminator (Eastport, USA)

trepacka RCT basic (IKA, SRN)

vortex (Stuart, UK)

Zakladné vybavenie laboratéria: kadinky, Erlenmayerove banky, odmerné
valce, kyvety do spektrofotometra, magnetické mieSadla, nadoba na fad,
parafilm, stricka na destilovanu vodu, stojan na skumavky, sada pipiet (2,5; 10;
20; 100; 200; 1000; 5000 pl), centrifugacné kyvety
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4.4 Metody

4.4.1 Produkcia rekombinantného proteinu v E.coli

Zo zasobnej ependorfky bola kultira E.coli (2-5 ul) inokulovana do
Erlenmayerovej banky, ktora obsahovala 10 ml LB média, antibiotikum streptomycin
(50 pg/ml) a1 ml 20% glukosy (kone&na koncentracia 1 %). Inkubacia prekultury
prebiehala za mierneho trepania na trepacke cez noc pri 37 °C. Na druhy den bola
prekultira zcentrifugovana (4000 g, 5 minat, 20 °C). Supernatant bol vyliaty a pelet
E.coli bol resuspendovany v 10 ml pripraveného LB média so streptomycinom. Do
Erlenmayerovej banky, ktora obsahovala 90 ml LB média so streptomycinom, boli
preliate rozsuspendované baktérie, a potom bola kultira inkubovana na trepacke
priblizne 1 hodinu pri 30 °C, kym hodnota optickej density sa nepohybovala v rozmedzi
ODgyy = 0,5-0,6. Nasledne bol odobraty 1 ml kultiry pred indukciou do C istej
ependorfky, ktora bola zcentrifugovana (4000 g), supernatant bol odpipetovany a pelet
zamrazeny. Pridavkom 200 ul 0,5 M isopropyl-f -D-thiogalaktopyranosidu (IPTG) k 200
ml kultary v Erlenmayerovej banke bola indukovana expresia rekombinantného

proteinu pri 20 °C cez noc na trepacke.

4.4.2 Extrakcia PpPNRH1 a mutantnej formy Y244A
Najprv bola kultura centrifugovana (4000 g, 20 min, 20 °C), supernatant bol

vyliaty a pelet bol dalej pouZity pre extrakciu. Bakterialny pelet bol resuspendovany v 6
ml pufru, ktory obsahoval 2,5 ml 50 mM Tris-HCI, pH 8, 0,5 ml 10 mM MgCl,, 100 ul
inhibitora proteas a 2,9 ml vody. Boli pridané 3 ml detergenéného cinidla B-PER
a zmes bola inkubovana 10 minut pri laboratérnej teplote. Nasledne bolo pridané 100
Ml lysozymu a opéat inkubované pri laboratérnej teplote az kym vzorka zgélovatela.
Pridala sa voda na kone¢ny objem 10 ml. Potom bolo pridané 8 ul RNAsy (10 pg/ml)
a 8 yl DNAsy (10 U/ul). Zmes bola inkubovana na vodnom kupeli 30 minut pri 37 °C.
Nasledne bolo pridané 1,3 ml 1M NaCl a 1,3 ml 50 % glycerolu. Do Cistej ependorfky
bolo odobraté 0,1 ml lyzatu, ktory sa centrifugoval (10000 g, 10 minut), supernatant bol
preneseny do Cistej ependorfky a pelet rozsuspendovany v 50 uyl 4M mocoviny. Zvydny
lyzat sa tiez centrifugoval (10000 g, 30 minut, 4 °C) a supernatant bol preneseny do

novej falkonky.

4.4.3 Purifikacia PPNRH1 a mutantnej formy Y244A

Purifikacia bola vykonana pomocou afinitnych chromatografickych koloniek His

selected cobalt gel (Thermo). Je vysoko selektivna pre rekombinantné proteiny
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s histidinovou znackou a vykazuje nizku neSpecifickli vazbu dalSich proteinov. Kolonky
boli najprv premyté ekvilibratnym pufrom, ktory obsahoval 20 mM Tris-HCI (pH 8,0)
100 mM NaCl, 5 % glycerol, 10 mM imidazol, vodu a boli centrifugované (300 g, 1
minuta). Potom bol na kolonky naneseny supernatant z extrakcie, umiestnené na
rotatore boli inkubované pri 4 °C cca 30 mindt az 1 hodinu. Potom boli opat
centrifugované (300 g, 1 minuta) a bola zachytena prva frakcia. Nasledne sa kolonky
zas premyli ekvilibratnym pufrom. Pridal sa eluény pufer, ktory bol obsahovo totozny
s ekvilibraCnym pufrom, az na koncentraciu imidazolu (250 mM), kolonky sa inkubovali
na rotatore 15 az 30 minut pri 4 ‘C. Potom sa centrifugovali a do Cistej falkonky bola
ziskana dalSia frakcia. Inkubacia s eluénym pufrom a centrifugacia sa zopakovala este
dvakrat. Ziskané eluéné frakcie boli spojené. Nasledne sa kolonky eSte dvakrat premyli
eluénym pufrom, vodou, bol pridany 6 M guanidin-HCI (pre eluciu zostavajucich

necistot) a nakoniec sa pridal 20 % etanol a kolonky boli uschované.

4.4.4 Gélova permeacna chromatografia

Zakladom gélovej permeacnej chromatografie je, Ze napli kolony je porézna
s definovanou velkostou porov. Molekuly s velkou molekulovou hmotnostou su
vyluCované ako prvé, pretoze nembzu vstupit do vnutra gélovych Castic. Molekuly
s nizSou molekulovou hmotnostou sa naopak dostavaju do inertnych priestorov a su na
kolone zachytavané.

Bol pouzity kvapalinovy chromatograf pre strednotlakovu chromatografiu
BioLogic DuoFlow (Bio-Rad) s kolénou Superdex 200 HR 10/30, ktora obsahuje
zosietovanu agarosu pripojenu k dextranu. Mobilna fazu tvorii 50 mM K-fosfatovy
pufer, pH 7, ktory obsahoval 150 mM NaCl. Ako Standardy boli pouzité thyroglobulin
(669 kDa), apoferittin (443 kDa), a-amylasa (200 kDa), alkoholdehydrogenasa (150
kDa), BSA (66 kDa), karboanhydrasa (29 kDa). Prietokova rychlost bola 0,7 ml/min.

4.45 SDS-PAGE
SDS-PAGE je elektroforéza v pritomnosti dodecylsiranu sodného (SDS). SDS

sa viaze na bielkoviny v pomere 1,4 g SDS na 1 gram bielkoviny a udava im uniformny
zaporny naboj, ateda sa pohybuju k andéde. Zaporny naboj je priamo Umerny
molekulovej hmotnosti proteinu, a tak dochadza k separacii nabitych ¢astic na zaklade
rozdielnej pohyblivosti v elektrickom poli.

Vzorky pre elektroforézu boli pripravené tak, ze k 50 pl jednotlivych frakcii bolo
pridané 50 pl vzorkovacieho pufru (0,5 M Tris-HCI, pH 6,8, 5% (v/v) zasobny roztok
bromfenolovej modrej, 5% (v/v) B-merkaptoethanol vo vode, 10% (w/v) SDS).
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Inkubovali sa 10 minut pri 100 °C, vychladli a zcentrifugovali na mikrocentrifuge. Deliaci
a zaostrovaci geél bol pripraveny podfa tabulky 1.

Deliaci gél bol naneseny medzi skla upevnené v nalievacom stojane, potom bol
prevrstveny n-buthanolom a nechal sa polymerizovat pri laboratérnej teplote priblizne
30 minut. Po zatuhnuti deliaceho gélu bol pomocou filtraéného papiera odstraneny n-
buthanol a povrch gélu bol preplachnuty pomocou deionizovanej vody. Potom bola
medzi skla naliata vrstva zaostrovacieho gélu, do ktorého bol zasunuty hrebienok pre
vytvorenie pozadovaného mnozstva jamiek. Gél sa opat nechal polymerizovat
priblizne 30 minut pri laboratornej teplote. Po ukonceni polymerizacie bol hrebienok
vybrany askla s pripravenym gélom vilozené do elektroforetickej komorky
s elektrodovym pufrom (0.025 M Tris, 0.192 M glycin, 0.1 % SDS, pH 8.3). Do jamiek
bolo aplikované vhodné mnozZstvo vzorku a Standardu. Komdrka bola nasledne
uzavreta a pripojena k zdroju napéatia na 120 V. Samotna elektroforéza prebiehala asi
jednu hodinu. Po jej ukon&eni sa gél premyl deionizovanou vodou a bol vioZzeny do
farbiaceho roztoku Coomassie Brilliant Blue. Potom bol farbiaci roztok vyliaty do

odpadu a gél bol odfarbeny roztokom na odfarbovanie.

Tabulka 1. Zlozenie deliaceho a zaostrovacieho gélu.

Deliaci gél (12%) Zaostrovaci gél (4%)

AA/BIS 4 0.65
Tris/HCI, 1.5 M, pH 8.8 2.5 -

Tris/HCI, 0.5 M, pH 6.8 - 1.25

H.O 3.2 2.95

SDS (10 %) 0.1 0.1

APS (10 %) 0.05 0.06
TEMED 0.015 0.015

4.4.6 Stanovenie obsahu proteinov

Koncentracia proteinu bola stanovena spektrofotometricky pri vinovej dizke 280
nm po zahusteni a eliminacii imidazolu, priCom ako slepa vzorka bola pouzita
destilovana voda. Pre vypocet koncentracie proteinu bol pouzity vzorec:

szorka

Cozorkylmg/ml] = x riedenie

A ProtParam

kde Appaam j€ taka absorbancia daného proteinu, ktorého koncentracia je 1 mg/ml.
Tato absorbancia bola ziskana zo sekvencie aminokyselin (GenBank kod: JQ649322)
na stranke Expasy.org pomocou nastroja ProtParam

(http://web.expasy.org/protparam/). Program pocCita extinéné koeficienty proteinov

-29 -



pomocou Edelhochovej metody (Edelhoch, 1967), ale extinéné koeficienty pre tryptofan

a tyrozin su stanovené metodou podfa Pace et al. (Pace et al., 1995).

4.4.7 Stanovenie teplotnej stability

Enzym bol inkubovany pri ur€itych teplotach v rozmedzi od 4 °C do 60 °C po
dobu 30 minut a nasledne bola stanovena jeho rezidualna aktivita. Reakéna zmes
v kyvete obsahovala 1,79 ml zasobného pufru 200 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 yl enzymu

a 200 pl substratu, ktory bol v tomto pripade inozin.

4.4.8 Stanovenie nukleozidazovej aktivity

Enzymova aktivita je definovana ako rychlost’ katalyzovanej reakcie. Rychlost
premeny substratu bola skorej vyjadrovana v pymolech substratu premeneného za 1
minutu (1U). Jednotkou na vyjadrovanie enzymovej aktivity je v su€asnosti katal (kat).
1 katal je taka aktivita enzymu, ktora premeni 1 mol substratu za 1 sekundu. Pre
vypocet sa pouziva vztah:
AV
Ate. 1
kde AA je zmena absorbancie, At je doba reakcie udavana v sekundach, V je objem

a [katal] =

zmesi v kyvete udavany v litroch, € je molarny absorpény koeficient v jednotkach M
cm™al je Sirka kyvety v centimetroch.

Aktivita bola merana spektrofotometricky pri 30 °C podla metddy popisanej
Parkinom (1996). Pri spektrofotometrickom stanoveni bola zvolena vinova dizka a
molarny absorpény koeficient v zavislosti na substrate (tabulka 2). Reakéna zmes
obsahovala 200 mM Tris-HCI pufer (pH 8,0) s 400 mM KCI, 1 mM DTT a ribozidovy
substrat. Celkovy objem v kyvete bol 2 ml. Reakcia bola Startovana pridanim

prisluSného mnoZzstva enzymu.

Tabulka 2. Spektorfotometrické viastnosti substratov. Vybrané substraty pre spektrofotometrické
stanovenie a ich vinova dizka a molarny absorpény koeficient.

Molarny absorpcény

Substrat Vinova dizka (nm) o 1 4
koeficient (M~ cm™)
Inozin 280 -920
Xantozin 245 -3700
Uridin 280 -1800
Adenozin 276 -1400
Guanozin 253 -4100
Cytidin 280 -3420
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4.4.9 Testovanie substratovej Specifity, stanovenie K., a V,a

Kinetické konStanty boli stanovené analytickym programom GraphPad prism
5.0. Michaelisova konstanta (K., je definovana ako taka koncentracia substratu, pri
ktorej rychlost enzymovej reakcie dosahuje prave polovicu maximalnej rychlosti a je
v podstate mierou afinity medzi enzymom a substratom. Limitna (maximalna) rychlost
(Vim alebo tiez V) je mierou celkovej koncentracie enzymu. Zakladnym vztahom
enzymovej kinetiky je rovnica Michaelis-Mentenove;j:

K+ [9]

kde Vje pociatoéna rychlost reakcie, Vmax udava limitnu rychlost reakcie, K, je
Michaelisova konstanta a [S] je koncentracia substratu. Grafickym vyjadrenim tejto
rovnice je hyperbola (obrazok 11).

N

lim

Potiatoéna rychlost reakcie[V]

-

Koncentracia substratu [S] —

Obrazok 11. Satura¢na krivka. Zavislost rychlosti katalyzovanej reakcie na koncentracii substratu.

Stanovenie K, aV,, bolo uskutoénené pomocou nelinearnej regresie
v programe GraphPad Prism 5.0.
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5 VYSLEDKY

5.1 Molekulové vlastnosti PPNRH1

Pomocou SDS-PAGE elektroforézy bola zhodnotena urovernl expresie a
stanovena priblizna molekulova hmotnost monoméru skumanych proteinov za
denaturacnych podmienok (obrazok 11). Vysledné proteiny PpNRH1 (WT) i mutantna
forma Y244A su podobne exprimované. Priblizna molekulova hmotnost monoméru je
35 kDa a kore$ponduje s teoretickou hmotnostou monoméru (37,5 kDa) vypocitanej na
zaklade sekvencie aminokyselin v programe ProtParam vratane His-tagu (obrazok 17).
Na obrazku 12 je zobrazeny enzym pred a po indukcii pomocou IPTG a taktiez je
znazorneny jeho vyskyt v rozpustnej a nerozpustnej faze. Aj ked je vacsia ¢ast’ oboch

proteinov v inkluznych telieskach, mnozstvo v rozpustnej faze je dostato€né pre dalSiu
purifikaciu a pracu.

Standard Standard
kDa kDa

v —

d indukci indukeii —— t.faza 2 o el
pre_ T ukciou po indukgcii 1 M n@lsmza o elucia
— —

o &

S —

&

< R "
- -

Sy 3

~ PpNRH1
& B -

el 4 - i ; — o 1 2

Obrazok 12. SDS-PAGE elektroforéza rekombinantnych PpNRH1. Ako Standard bol pouzity Protein
Ladder (10-250 kDa). V stlpci 1 bola nanesena PpPNRH1 WT, v stlpci 2 PPNRH1 z mutanta Y244A.

Pomocou gélovej permeacnej chromatografie na kolone Superdex 200
HR10/30, s prietokom 0,7 ml/min bola stanovena molekulova hmotnost za nativnych
podmienok. KalibraCna priamka bola zostavena vynesenim logaritmu molekulovych
hmotnosti proteinovych Standardov proti ich eluénému objemu (tabulka 4, obrazok 13).
Bolo zistené, ze protein PpNRH1 sa vyskytuje prednostne ako dimér, aj ked mala ¢ast

je schopna tvorit' tetramér. Molekulova hmotnost’ ziskana z experimentu je 83 kDa pre
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dimér a 152 kDa pre tetramér. Vypocitana hodnota molekulovej hmotnosti na zaklade

sekvencie vratane His-tagu sa li8i, 75 kDa pre dimér a 150 kDa pre tetramér.

Tabulka 3. Vysledky gélovej permeacnej chromatografie.

Standard MW (kDa) log MW Eluény objem (ml)
tyreoglobulin 669 2,83 12,39
apoferitin 443 2,65 13,87
a-amylaza 200 2,30 15,35
alkoholdehydrogenaza 150 2,17 16,03
BSA 66 1,82 17,14
karboanhydraza 29 1,46 18,97
PpNRH1 WT (a) 152 2,18 15,74
PpNRH1 WT (b) 83 1,91 16,96

0,055 1 40 y=-02159x + 55788 e
z 30 4 R?= 0,9856 g o
0,045 {2 , | \\ N o
o o [m]
© 0035 | 107 5 S >
% 08— ; = £
= 0,025 1 L eluénylls)jem(ml) 08
[}
£ 0015 -
0,005 -
-0,005 — " T+ T3
5 10 15 20 25
Eluény objem (ml)
0,095 -
MW dimér = 83 kDa
0,075 ~
§ 0,055 -
= MW tetramér = 152 kDa
5 0,035 -
8
< 0015 -
-0,005 e
5 10 15 20 25

Eluény objem (ml)

Obrazok 13. Gelova chromatografie PPNRH1 na kolone Superdex 200 HR10/30, s prietokom 0,7
ml/min. A: Proteinové Standardy: tyreoglobulin (669 kDa), apoferitin (443 kDa), a-amylaza (200 kDa),
alkoholdehydrogenaza (150 kDa), BSA (66 kDa), karboanhydraza (29 kDa). Vynesenim zavislosti
logaritmu molekulovych hmotnosti Standardov proti ich elu€nym objemom bola zostavena kalibracna
priamka. B: Eluény profil PpNRH1-WT s vypocitanymi molekulovymi hmotnostami.
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5.2 Stanovenie vyslednej koncentracie proteinov

Vypocet v programe ProtParam stanovil, Ze stanovovany protein ma pri
koncentracii 1 mg ml' absorbanciu 0,953. Pri vinovej dizke 280 bola
spektrofotometricky ziskana hodnota absorbancie daného proteinu, ktora bola potom

dosadena do vzorca:

Avzorka

Cyzorky[mg/ml] = x riedenie.

A protParam

Nasledne bola spocitana koncentracia proteinu v zasobnom roztoku (tabulka
3). Vysledna koncentracia WT proteinu bola 33,3 mg ml* a koncentracia mutantnej
formy Y244A bola 24,7 mg ml™ .

Tabulka 4. Stanovenie obsahu proteinov.

AProtParam szorka riedenie Cyvzorka (mg ml_l )
WT 0,953 0,317 100 33,26
Y244A 0,953 0,235 100 24,66

5.3 Stanovenie teplotnej stability PpPNRH1

Teplotnd aktivita bola stanovena pre enzym PpNRH1 WT. Enzym bol
inkubovany 30 minut v rozmedzi teplét 4 - 60 °C. Po pridani 100 uyM inozinu bola
stanovena jeho rezidualna aktivita. PPNRH1 vykazovala teplotnu stabilitu priblizne do
40 °C a potom stracala aktivitu. Hodnota Tg, (€0 je teplota, pri ktorej je zachované 50 %

aktivity po 30 minutovej inkubacii pri danej teplote) je 47,7 °C (obrazok 14).
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Obrazok 14. Teplotna stabilita PpPNRH1 WT. Enzym bol inkubovany v rozmedzi teplét 4 - 60 °C.
Reak&na zmes v kyvete obsahovala 1,79 ml zasobného pufru 200 mM Tris-HCI (pH 8,0), 10 pyl enzymu
a 200 pl substratu (100 uM), ktory bol v tomto pripade inozin.

5.4 Stanovenie substratovej Specifity PboNRH1 a mutantnej formy
Y244A

V tejto praci bola testovana Specifita oboch enzymov voli 6 substratom -
inozinu, xantozinu, uridinu, adenozinu, guanozinu a cytidinu pri 200 yM koncentracii.
Aktivita oboch enzymov bola najvysSia s inozinom a pre relativne porovnanie je
zobrazena ako 100 % (obrazok 15).

Aktivita s xantozinom bola u oboch enzymov priblizne rovnaka (86 % pre WT
a 88 % pre Y244A), Co vSak neplatilo pre ostatné substraty. S uridinom vykazoval WT
len 3 % aktivitu vodi inozinu, zatial ¢o mutant Y244A dvojnasobnd, tz. 6 % voci inozinu.
Najvacsi rozdiel enzymy vykazovali v aktivite s adenozinom. Zatial ¢o WT hydrolyzuje
adenozin len asi 3 % rychlosti voc&i inozinu, mutantna varianta Y244A vykazuje takmer
Stvrtinovu rychlost’ (22 %) vodi inozinu. Aktivita s guanozinom bola velmi nizka, okolo 1
% pre WT a 3 % pre Y244A voci inozinu. Cytidin nebol hydrolyzovany ani jednym zo
skumanych enzymov. VSeobecne su purinové nukleozidy preferované Studovanym
enzymom PpNRH1 (a jeho mutantnou formou Y244A) pred pyrimidinovymi
nukleozidmi.
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Obrazok 15. Porovnanie relativnej aktivity skiimanych enzymov. Aktivita PpNRH1 k inozinu bola
vybrana pre relativne porovnanie ako 100 %. Reakéna zmes v kyvete obsahovala zdsobny pufer 200 mM
Tris-HCI (pH 8,0), 200 uM substrat a prislusné mnozstvo enzymu.

5.5 Stanovenie kinetickych parametrov PPNRH1 a mutantnej formy
Y244A

Pre stanovenie kinetickych parametrov boli namerané saturaéné krivky
(obrazok 16) oboch enzymov stroma substratmi - inozinom, xantozinom
a adenozinom. Pre dané substraty bola ur€ena Michaelisova konstanta K, limitna
rychlost V., relativny pomer V,./K, Hodnoty prislusnych K., Vin aVin/Kn su
uvedené v tabulke 5 a 6.

Tabulka 5. Kinetické parametre PpPNRH1 WT pre vybrané substraty. Meranie prebiehalo v prostredi
zasobného 200 mM Tris-HCI pufru (pH 8,0).

WT
Substrat Km (HM) Vim(nmol s mg™) Viim/Km (relativne)
Inozin 119410 299+11 1
Xantozin 144414 293+15 0,81
Adenozin 182+25 12+0,8 0,026
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Tabulka 6. Kinetické parametre PpNRH1 Y244A pre vybrané substraty. Meranie prebiehalo
v prostredi zasobného pufru 200 mM Tris-HCI (pH 8,0).

Y244A
- -1 -1 s
Substrat Km (M) Vim(nmol s™ mg™) Viim/Kn, (relativne)
Inozin 1268+405 59,1+16 1
Xantozin 201425 12+1 1,28
Adenozin 360165 4,540,5 0,27
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Obrazok 16. Saturacné krivky PpNRH1 so skumanymi substratmi. A: PpNRH1 WT - inozin, B:
PpPNRH1 WT - xantozin, C: PpPNRH1 WT - adenozin, D: PpNRH1 Y244A - inozin, E: PpNRH1 Y244A -
xantozin, F: PPNRH1 Y244A - adenozin. Meranie prebiehalo v prostredi zasobného pufru 200 mM Tris-
HCI (pH 8,0).
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6 DISKUSIA

Tato bakalarska prava sa venuje charakterizacii NRH z machu mechurovky
odstavajucej (Physcomitrella patens). V ramci praci bola vykonana purifikacia a boli
charakterizované kinetické a molekulové vlastnosti dvoch enzymov: PpNRH1 (WT)
a jeho mutantnej formy Y244A. Z bakterialnej kultury E.coli boli enzymy extrahované
pomocou lyzozymu a nasledne precistené pomocou afinitnych chromatografickych
koloniek s imobilizovanymi kobaltnatymi iénmi. Pouzitim SDS-PAGE bola overena
miera produkcie oboch proteinov v rozpustnej forme aich Cdistota po purifikacii.
Vysledna koncentracia oboch proteinov bola 33,3 mg ml™ pre WT protein a 24,7 mg
ml™* pre Y244A protein. Celkovy vytazok proteinov po purifikacii z 200 ml kultary bol
66,6 mg mI™* pre WT protein a 49,4 mg ml™ pre Y244A protein.

Pouzitim SDS-PAGE bola tiez stanovena priblizna molekulova hmotnost
monoméru skumanych proteinov za denaturatnych podmienok. Tato hmotnost bola
pre obe monomérne formy priblizne 35 kDa. Na stanovenie molekulovej hmotnosti
PpNRH1 v nativhom stave bola vyuzitd gélova permeacna chromatografia. Bolo
zistené, Ze protein PPNRH1 sa vyskytuje prednostne ako dimér, aj ked mala Cast je
schopna tvorit' tetramér. Molekulova hmotnost ziskana z experimentu je 83 kDa pre
dimér a 152 kDa pre tetramér. Vypocitana hodnota molekulovej hmotnosti na zaklade
sekvencie vratane His-tagu sa lii, 75 kDa pre dimér a 150 kDa pre tetramér. Pre
nativnu PpNRH1 bola taktieZz stanovena teplotna stabilita. Enzym vykazoval teplotnu
stabilitu do 40 °C, pri vysSich teplotach stracal aktivitu. Hodnota T5,47,7 °C.

Na obrazku 17 je zobrazena rastlinnd sekvencia PpNRH1 (WT) a sekvencia
mutantnej formy Y244A s His-tagom na N-konci. VSetky NRH obsahuju aspartatovy
cluster sekvencie DXDXXXDD, nachadzajuci sa pri N-konci retazca. Rastlinné
sekvencie sa liSia od protozoalnych, kvasinkovych, &i bakteridlnych tym, Ze maju
DTDPGIDD motiv. Druhy a Stvrty aspartat sa podiela na koordinacii vapenatého iénu v
aktivnom mieste, treti aspartat sa podiefa na vazbe 2-OH skupiny ribdzy. Y244 je
CiastoCne konzervované reziduum. V niektorych rastlinnych sekvenciach sa na jeho
mieste moze vyskytovat napriklad fenylalanin alebo tryptofan. Naopak, YbeK protein z
baktérie E.coli alebo NRH nachadzajuca sa v kvasinke S. pombe obsahuju rovnaky

tyrozin.
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Obrazok 17. Porovnanie sekvencie nativhej PpNRH1,
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rekombinantnej PpNRH1 s 6His-tagom na

N-konci a dalSich vybranych organizmov(sekvencia NRH1 a2 zo Selaginelly, sekvencia NRH

zZ0 Saccharomvyces cerevisiae,
fasciculata). Cervenou je znazornené reziduum Y244, miesto mutacie
Modrou je znazorneny motiv unikatny pre NRH a ktory sa podiela na vazbe ca”

ribdzy.

Schizosaccharomyces Crithidia
u Studovanej formy Y244A.
i6nu a 2-OH skupiny

pombe, Leishmania major,
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Bola uréena aj substratova Specifita PDPNRH1 a mutantnej formy Y244A. Aktivita
oboch enzymov bola testovana s niekofkymi substratmi (purinovymi a pyrimidinovymi
ribozidmi) pri 200 uM koncentracii. Oba enzymy preferuju inozin a xantozin (obrazok
15). Najvacsi rozdiel medzi aktivitami enzymov nastal v reakcii s adenozinom. WT
hydrolyzuje adenozin len 3 % rychlostou voc€i inozinu, kym mutantnd forma Y244A
vykazuje rychlost az 22 % voc€i inozinu. Mutant tiez pri reakcii s uridinom a
guanozinom vykazoval priblizne dvojnasobne vacsiu aktivitu (6 % pre uridin a 3 % pre
guanozin vodi inozinu) oproti WT (3 % pre uridin a 1% pre xantozin). Substrat cytidin
nebol premiefiany ani jednym enzymom. VSeobecne su purinové nukleozidy
uprednostniiované studovanym enzymom PpNRH1 (a jeho mutantnou formou Y244A)
pred pyrimidinovymi nukleozidmi. Na porovnanie, AtNRH1 uprednostriuje purinové
nukleozidy, najma uridin (Jung et al., 2009).

Z kinetickych udajov (pomerov K/Vim) v tabulke 5 a 6 vyplyva, ze WT-PpNRH1
preferuje hlavne inozin a xantozin. Enzym vykazuje vefmi malu aktivitu k adenozinu.
Absencia rezidua v mutantnej forme Y244A vplyva na rychlost hydrolyzy inozinu, ktora
je asi patkrat mensia ako pri WT. Taktiez tento mutant straca afinitu k substratom,
pretoZe sa zvySuje hodnota K. Plati to najma pre substraty inozin a adenozin, ktoré
maju substituent len na pozicii C6, zatial o xantozin mdze niest’ dva substituenty na
poziciach C2 a C6, takze strata Y244 nevedie k tak vyraznému znizeniu schopnosti
viazat substrat. Preto mutantna forma preferuje xantozin (na zaklade Vi /K.). AvSak
mutacia vyrazne zmen3uje rozdiel medzi V,, pre adenozin (obsahujuci purinové jadro
nesuce aminoskupinu) a inozin s xantozinom (obsahujuce purinové jadro nesuce
oxoskupinu). Hodnota V), UNRH je podmienena stabilitou oxokarbeniového
intermediatu (Verseés a Steyaert., 2003). Zatial ¢o pokles V;,, u Y244A proteinu oproti
WT pre adenozin je len trojnasobny a pokles V,, pre inozin patnasobny, pokles Vin
pre xantozin je dvadsatpatnasobny. V porovnani PpNRH1 s AtNRH1, AtNRH1
vykazuje niekolkonasobne vyS$Siu rychlost hydrolyzy inozinu iadenozinu (kapitola
3.3.1).
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7 ZAVER

o V tejto bakalarskej praci boli v teoretickej €asti zhrnuté poznatky o metabolizme
purinovych a pyrimidinovych baz. Tato Cast bola taktieZ zamerana na popis
nukleozid-N-ribohydrolaz v rastlinach, ale aj v inych organizmoch, napriklad
v baktériach, &i protozoach.

e Experimentalna Cast sa zaoberala purifikaciou rekombinantnych proteinov
PpNRH1 (WT) a mutantnej formy Y244A pomocou afinitnej chromatografie
a oba enzymy boli dalej charakterizované z hlfadiska molekulovych vlastnosti
a kinetickych parametrov. Z vysledkov merania vyplynulo, ze vSeobecne su
purinové nukleozidy preferované Studovanym enzymom PpNRH1 (a jeho
mutantnou formou Y244A) pred pyrimidinovymi nukleozidmi. Dalej bol

Studovany vplyv rezidua Y244 na substratovu Specifitu. Pre oba enzymy a

urcité substraty boli stanovené kinetické konstanty K, Viim a pomer Vi /K.
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