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1 CiLE PRACE

> Teoreticka ¢ast:

- Vypracovat literarni reSersSi k tématu prace

- Charakterizovat metabolismus purint a pyrimidinQ v rostlinach

- Popsat bakterialni, protozoalni a rostlinné nukleosid-N-ribohydrolasy,
vyskyt, substratova specificita

- Popis reakéniho mechanismus N-ribohydrolas

» Experimentalni ¢ast:

- Klonovani

- Exprese genu v E. coli, extrakce, purifikace rekombinantniho proteinu

- Optimalizace exprese pfi riznych teplotach a koncentracich IPTG

- Teplotni stabilita a stanoveni molekulové hmotnosti gelovou
chromatografii

- PCR, mistné Ffizena mutageneze, testovani exprese ziskanych
mutantnich forem v E. coli, SDS-PAGE

- Analyza substratovych a kinetickych vlastnosti vs WT
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2 UvoD

Nukleosid hydrolasy nebo nukleosid-N-ribohydrolasy (NRH) jsou enzymy
patfici do skupiny hydrolas, katalyzujici hydrolytické Stépeni nukleosidi na svou
pfislusnou nukleobazi a cukr. Vtomto pfipadé se jedna o ribdzu. NRH byly
poprvé objeveny u prvoku, v kvasinkach a bakteriich napf. u Leishmania major
nebo Trypanosoma vivax. Pozdéji byl jejich vyskyt prokazan i u hmyzu (Aedes
Aegypti) nebo rostlin jako je Arabidopsis thaliana, Zea mays nebo
Physcomitrella patens. Tyto enzymy jsou vysoce specifické vici ribdze a jsou
lokalizovany v cytosolu. MUzZzeme je také zaradit do skupiny metaloproteind,
protoze se v jejich aktivnim misté nachazi vapenaty ion. NRH jsou také velmi
variabilni, co se tyCe preference vuci nukleobazi. Rozdélit je muzeme do 4 tfid
dle substratové specifity: NRH specifické pro pyrimidiny (Cyt, Uri, CU-NRH), pro
puriny (Ino, Ado, Gua, IAG-NRH), specifické pro 6-oxopuriny (Gua, Ino, IG-
NRH) a nespecifické NRH (IU-NRH).

Metabolismus purind a pyrimidina hraje kliCovou ulohu v rustu a vyvoji
rostlin, uchovani informaci a katalytické aktivité. Nukleotidy jsou dulezité
intermediaty syntézy nukleovych kyselin, zatimco nukleotidové cukry jako je
v tomto pfipadé ribdza, je dulezita pro skladovani latek biosyntézy, pro vystavbu
slouc€enin nebo slouzi jako prekurzory cytokinint a alkaloidd. DalSi skute€nosti
je, ze purinové nukleotidy jsou zapojeny do pfenosu signalu a jsou soucasti
kofaktor(, které se u€astni enzymatickych reakci napf. NAD, FAD a acetyl CoA.
Metabolismus nukleotidl je mozno rozdélit do tfi Casti: de novo syntéza,
recyklace (interkonverze) a katabolismus.

Kukufice seta obsahuje 5 genld — NRH1a, NRH1b, NRH2, NRH2b a
NRH3. Tato prace je zaméfena na gen NRH3 a jeho mutantni varianty K279A,
W226A, W226Y, Y231A, Y231D, H81A a H239A. Byla studovana substratova
specificita, teplotni stabilita a stanoveny kinetické parametry s vybranymi

pyrimidinovymi a purinovymi ribosidy.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Metabolismus purinovych a pyrimidinovych nukleotidl v rostlinach

Nukleotidy jsou slouceniny slozené z heterocyklické pyrimidinové nebo
purinové baze, na niz je navazan monosacharid slozeny z péti jednotek uhliku
(ribbza u RNA nebo deoxyrib6za u DNA) a pfipojen jeden nebo vice zbytku
kyseliny fosforeCné. Nukleotidy purinG a pyrimidinG, respektive jejich
metabolismus, jsou dulezité pro vyvoj a rast rostlin. Sehravaji hlavni a zasadni
roli v uchovavani informaci jako stavebni slozky DNA v jadfe burnky, DNA-
syntetizujici organely nebo také komponenty transkripta (Senecoff et al., 1993).
Ribonukleova kyselina, r-RNA a t-RNA, jsou zakladnimi komponenty pro
syntézu bilkovin. Zastupci purinovych bazi jsou adenin, guanin, xantin a
hypoxantin (obrazek 1) a pyrimidinovych cytosin, uracil, thymin (obrazek 2). Od
téchto bazi jsou odvozené ribosidy (obrazek 3 a 4).

Nukleotidy se mohou uplatnit jako prekurzory pro pfimou syntézu
vitaminG napf. riboflavinu, thiaminu, folatd & kyseliny listové (Crozier et al.,
2000, Hanson a Gregory, 2002, Herz et al.,, 2000). Mohou byt ale také
prekurzory esencialnich kofaktord oxidoreduktas napf. nikotinamidovych

(NADY), flavinovych (FAD) nebo kofaktor( transferas jako je napf. acetyl CoA.

NH, ﬁ N " Il N
Ty LD D LT
C\IIN\Z HN > k\N | H> O)\H H>

Obrazek 1. Strukturni vzorce purinovych bazi - zleva: adenin, guanin, hypoxantin, xantin

9 Q T

Obrazek 2. Strukturni vzorce pyrimidinovych bazi — zleva: cytosin, uracil, thymin
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Obrazek 3. Strukturni vzorce purinovych ribosidli — zleva: adenosin, guanosin, inosin,

xXantosin

OH OH OH

Obrazek 4. Strukturni vzorce pyrimidinovych ribosidi — zleva: cytidin, uridin, thymidin

Purinové nukleotidy ATP jsou béhem energetickych zakladnich procesu
fotosyntézy a respirace produkovany z ADP a pfislusného fosfatu. Tento proces
je obecné velmi dalezity pro zachovani chemické energie, protoze tato molekula
(ATP) je nejvétSim zdrojem energie ve velké vétSiné vSech metabolickych
reakci. Pfi rozkladu ATP na ADP a AMP dochazi nejen k uvolnéni energie, ale
také ktvorbé dulezitych makromolekul. AMP hraje zasadni roli v syntéze
proteind, kdy je aktivatorem aminokyselin a ADP je potiebny pro syntézu Skrobu
a celulézy. Také pyrimidinové nukleotidy jsou dulezitymi latkami. Napf. derivaty
UDP a UTP jsou substraty syntézy a také degradace cukru sacharézy, UDP je
také prekurzorem syntézy celulézy, glykoproteinl, fosfolipidi ¢&i dalSich
polysacharidu (Lim a Bowles, 2004). Za zminku stoji také cyklické formy téchto
nukleotidd (cAMP, cGMP atd.). Tyto latky piIni ddlezitou roli v bunécné
signalizaci, kdy slouZi jako druzi poslové.

Existuji studie, ze tyto nukleotidy hraji roli i v syntéze cytokininu, coz jsou
latky, Fadici se do skupiny fytohormon(i a ve své struktufe obsahuji N°-
substituovany derivat adeninu. Pfiznivé ovliviuji bunéCnou diferenciaci a
podporuji aktivni rust (D’Agostino a Kieber, 1999).

Zpusob syntézy nukleotidu Ize rozdélit do dvou tfid: de novo syntéza a
recyklace. Prvni zpUsob, tedy de novo syntéza, je syntéza tzv. od zacatku. Tato
cesta je ovSem v porovnani s druhym zpUsobem, recyklaci, velmi energeticky
narocna, a tudiz nevyhodna. Recyklace vyuziva jiz vzniklé meziprodukty a
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dotvafi tak jen vysledné produkty za vyrazné nizSi podily energie. Enzymy
téchto obou téchto drah jsou povazovany za zakladni a v buiice aktivni, proto
Ize Fici, Ze se vyskytuji ve vSech bunkach (Moffatt a Ashihara, 2002).

Purinovy a pyrimidinovy metabolismus je nutné brat jako celek, a tudiz
zahrnuje jak jiz zminénou de novo syntézu, recyklaci, tak i degradaci. Tato
draha je dullezitda z hlediska velkého zisku energie a jednotlivé odbourané
komponenty Ize pouzit pro syntézy jinych vétSich sloZzek ¢i sloucenin.
Extracelularni hydrolyzou nukleovych kyselin dochazi k vzajemné interakci
endonukleas, fosfodiesteras a nukleosidovych fosforylas. Pfislusné
endonukleazy degraduji DNA a RNA, které vedou k tvorbé oligonukleotidd a ty
jsou dale stépeny fosfodiesterasami na volné nukleosidy. V pfipadé, ze
nukleosidy nebo baze nejsou dale spotfebovavany, purinové baze jsou
degradovany na kyselinu mo€ovou a pyrimidinové baze na [-aminoiosobutyrat,
NH3; a COs,.

3.2 Biosyntéza purinu

3.2.1 De novo biosyntéza purinu

Purinové nukleotidy jsou syntetizovany z malych molekul, jako
jsou aminokyseliny, glycin, glutamin, aspartat, aktivovany rib6ézovy prekurzor
PRPP, 10-formyl tetrahydrofolat a CO,. Zakladni biochemické a molekularni
studie biosyntézy purint byly provedeny v mikroorganismech (Rebora et al.,
2001, Zalkin & Dixon, 1992, Zalkin & Nygaard, 1996) a na zvifatech (Buchanan
& Hartmann, 1959). Rostliny vyuzivaji ttmér stejné reakce k syntéze AMP, IMP
a GMP (Boldt a Zrenner, 2003). Jednotlivé enzymatické kroky reakci purinové

biosyntézy jsou shrnuty na obrazku 5.
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Obrazek 5. Zjednodusené schéma zahrnujici de novo syntézu, recyklaci a katabolismu

purinovych nukleotidil. (Pfevzato a upraveno podle Smith a Atkins, 2002)
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Tvorbou 5-fosforibosyl-1-amiu (PRA) z PRPP a glutaminu za pomoci
fosforibosylpyrofosfatamidotransferasy (PRAT) zacdind samotna biosyntéza
purinovych nukleotidl. GAR syntasa katalyzuje za pomoci 1 molekuly ATP
tvorbu glycinamidribonukleotidu (GAR) tim, Ze pfipoji glycin pomoci amidové
vazby k PRA. Nasledné je za pomoci enzymu GAR transformylasy
transformylovan a vznika formylglycinamidribonukleotid (FGAR) za ucasti 10 -
formyltetrahydrofolatu. Pfeménu na formylglycinamidinribonukleotid (FGAM) za
spotfeby energie ve formé ATP a glutaminu ma na svédomi enzym FGAR-
reduktasa-syntetasa. DalSi ATP je tfeba v momentu, kdy dochazi k uzavirani
kruhu do cyklického 5 -aminoimidazolribonukleotidu (AIR) pomoci AIR-syntasy.
Déle dochazi za pomoci enzymu AlR-karboxylasy ke vzniku 4-
karboxyaminoimidazolribonukleotidu (CAIR). Cely kruh je poté utvofen
navazanim aspartatu za vzniku, N-sukcinyl-5-aminoimidazol-4-
karboxamidribonukleotidu (SAICAR) za spotfeby 1 ATP pomoci SAICAR-
syntasy. Z kruhu poté vystupuje fumarat za vzniku 5 — aminoimidazol — 4 —
karboxamidribonukleotidu (AICAR). Dokonéeni molekuly purinu se ucastni
enzym (ATIC) (5—aminoimidazol-4-
karboxamidribonukleotidformyltransferasa/inosinmonofosfatcyklohydrolasa,
ktery je enzymem bifunkénim a pilni dvé funkce - transferasovou a
hydrolasovou. Kruh je uzavien poté tak, Ze je S5—formaminoimidazol—4-
karboxamidoribonukleotid (FAICAR) dehydratovan, utvofi se molekula
inosinmonofosfatu (IMP). Dale Ize drahy rozdélit na dva bloky — tvorba AMP a
tvorba guanosinmonofosfatu (GMP) prostfednictvim xanthosinmonofosfatu
(XMP) (Zrenner et al., 2006).

3.2.2 Recyklace purinovych nukleotidt

Vzhledem k tomu, Ze de novo syntéza nukleotidd potfebuje
mnohonasobné vétsi podil energie ve formé ATP, kdy je zapotiebi pét molekul
ATP pro produkci AMP nebo sedm pro syntézu GMP. Recyklace vyzaduje
pouze jednu molekulu ATP, cozZ je pro buriku energeticky vyhodné. Recyklacni
drahy vyuzivaji nukleosidi nebo nukleotidd vylou¢enych jako vedlejsi produkty
bunéného metabolismu nukleovych kyselin. Recyklaci se koriguji i hladiny bazi

a nukleosidu, aby nedochazelo k inhibicim metabolickych reakci (Ashihara a
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Crozier, 1999). Enzymy recyklacnich drah se nachazi v cytosolu (obrazek 5).
Rozdilem mezi recyklaci a de novo syntézou je také vysoky stupen kontroly
recyklagnich drah u rznych eukaryotnich organismu.

Dulezitou skupinou enzymda, které se podileji na recyklaci, jsou enzymy
zvané ribohydrolasy. Nukleosidfosforylasy purint, které katalyzuji prechod
ribdzafosfatu na ribosid, hraji zakladni roli oproti enzymim zvanych
nukleosidfosfotransferasy, které katalyzuji reakci premény ribosidu na nukleotid
(Wagner a Backer, 1992).

Purinové baze jako adenin, guanin a hypoxantin, jsou metabolizovany
dvéma  enzymy: adenin-fosforibosyltransferasou a  hypoxantin /
guaninfosforibosyltransferasou na AMP, GMP a IMP. Jako zdroj fosfatu slouzi
PRPP (Schoor a Moffatt, 2004).

Jak bylo zjisténo, adeninfosforibosyltransferasa a adenosinkinasa, jsou
duleZité pfi preméné cytokinini (Moffatt a Ashihara, 2002). Cytokininy jsou N°-
substituované derivaty, které vznikaji pfipojenim isopentenylu k AMP za vzniku
isopentenyladenosinmonofosfatu. Poté je postranni isoprenoidni fetézec

upraven tak, aby vedl k tvorbé rliznych derivat (Allen et al., 2002)

3.2.3 Katabolismus purinovych nukleotidu

Degradace purint pfedstavuje vyznamnou roli v metabolismu dusiku u
rostlin. Rozkladem nukleotidl vznikaji nukleosidy za pomoci enzymud zvanych
nukleotidasy. Kone¢né produkty se od sebe ale vyrazné lii, pfedevsim proto,
Ze napf. u savcl je kone¢nym produktem kyselina mocova, u jinych zase
alantoin (Henderson a Paterson, 1973). To je zpusobeno absenci enzymu
urikasy u primatd a koneénym produktem katabolismu purind je kyselina
mocova jako hlavni odpadni zdroj dusiku. Rostliny jsou zavislé na efektivnosti
vyuziti dusiku, coZz znamena prednost ukladani pred vylouc¢enim (Smith a
Atkins, 2002). V absolutni vétSiné rostliny purinové nukleotidy oxidacné
degraduji skrz kyselinu moCovou na alantoin, oxid uhliCity a NHs, ktery je pak
prostfednictvim  GOGAT  (glutamin-oxoglutarat-aminotransferasa)  drahy
reasimilovan (Schubert a Boland, 1990), (Todd a Polacco, 2004). Rozdilem
oproti de novo syntéze purinovych nukleotidl je kompartmentace katabolismu

podle organu. Napf. v kofenech rostlin, kde se vySe uvedené latky hromadi,
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jsou pfesouvany do jinych Casti rostliny a poté degradovany uplné. Zajimave je,
Ze vétSina enzymd, které se v celkovém katabolismu pfirozené vyskytuji, nejsou
u v8ech organismu. Pfikladem je alanindeaminasa, ktera se vyskytuje u zvirat,
ovSem tento enzym u rostlin neni pfitomen (Moffatt a Ashihara, 2002).

VySe zminénou recyklaéni drahou nékteré purinové baze reaguji s PRPP
a vytvofi se AMP nebo GMP. Po konverzi AMP na IMP pomoci AMP deaminasy
(AMPD), jsou dvé cesty pro nasledné odbourani adeninovych nukleotidd. IMP je
defosforylovan na inosin pomoci 5’-nukleotidasy nebo fosfatasy, poté
hydrolyzovan na hypoxantin reakci s inosin/guanin nukleosidasou a dale
transformovan pres xantindedydrogenasu (XDH) na xantin. Alternativni cestou
je pak zplsob transformace IMP na XMP pomoci IMPDH (IMP-dehydrogenasa)
a dale prevedeni na xanthosin pomoci 5’-nukleotidasy. Ten je pak
transformovan na xantin pomoci inosin/guanin nukleosidasy. Tato draha je
vyhodna napf. pro lusténiny, jako je séja (Smith a Atkins, 2002). Obé tyto cesty
odbouravani zavisi na AMPD, ovSem rostliny neobsahuji adenindeaminasu a
adenosindeaminasu (Yabuki a Ashihara, 1991). Jako protiklad Ize vzit v uvahu
guanosindeaminasu, ktera je v rostlinach detekovana. Ztoho vyplyva, ze
guaninové nukleotidy jsou katabolizovany defosforylaci za zisku guanosinu,
ktery je pak deaminovan na xanthosin nebo pfeménén na guanin drahou
vedouci k tvorbé xantinu. Tyto drahy maji spoleCny produkt xantin, coz je
centralni metabolit purini (Ashihara a Suzuki, 1997), (Stasolla et al., 2003).

Nasledna degradace purinu je uskute¢néna pomoci
xantindehydrogenasy a vede k tvorbé kyseliny mocCové. Urikasy poté pak
pfevedou kyselinu moc€ovou na alantoin, alantoinasa na alantoat. Az je vSe
prevedeno na finalni produkty NHz, CO, a glyoxylat, mohou byt tyto latky opét
pouzity pro dalSi drahy jako je fotosyntéza nebo GOGAT cyklus. Recyklace
uhliku a dusiku drahami katabolismu purint, maji velmi dllezitou roli pfi syntéze
alkaloidu teobrominu a kofeinu (Ashihara a Suzuki, 2004), (obrazek 5). Tyto
metylované derivaty xantinu jsou také dulezité jako obrana mladych listovych
tkani proti hmyzu nebo jsou uvolfiovany do puady k inhibici kli€eni semen.
Zajimava je také skuteCnost, Zze derivaty xantinu maji vyznam i
v biotechnologickém vyzkumu plodin, a to ve vyrobé bezkofeinovych napoju
(Zrenner et al., 2006).
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3.3 Biosyntéza pyrimidint

3.3.1 De novo biosyntéza pyrimidina

Syntéza pyrimidind de novo vychazi z tvorby UMP (uridinmonofosfat)
z karbamoylfosfatu (CP), aspartatu a 5-fosforibosyl-1-pyrofosfatu (PRPP) za
ucasti cytosolového enzymu karbamoylfosfatsyntetasy (CPS). Tato draha je
také nazyvana jako draha orotatu. Karbamoylfosfatsyntetasa produkuje
karbamoylfosfat s pomoci uhli€itanu, ATP a aminoskupiny, ktera pochazi
z glutaminu. Samotny CP neni zapotfebi jen pro de novo syntézu pyrimidinu,
ale také slouzi jako prekurzor biosyntézy argininu. DalSi krok reakce tvofi
karbamoylaspartat pomoci aspartattranskarbamyolasy (ATCasa). Cyklizace
karbamoylaspartatu pro uzavieni kruhu je katalyzovana enzymem
dihydroorotasou (DHOasa). Poté se dihydroorotat (DHO) oxiduje
dihydroorotatdehydrogenasou (DHODH) na orotat (OA). Ten kondenzuje s
PRPP na orotidin-5-monofosfat (OMP) pomoci orotatfosforibosyltransferasy
(OPRTasa). Nasledné probéhne dekarboxylace a vznikne uridin-5"-monofosfat
(obrazek 6).

| kdyz je de novo syntéza konzervovana, existuji rizné rozdily mezi
bakteriemi, kvasinkami &i vy$Simi eukaryoty (Nara et al., 2000). Napfiklad u
Escherichia coli a jinych bakterii je kazdy enzymaticky krok katalyzovan jinym
enzymem a ten kdédovan jinym genem (Neuhard a Nygaard, 1987). V rostlinach
jsou prvni tfi kroky katalyzovany tfemi samostatnymi enzymy, zatimco u savcu
jsou prvni tfi kroky katalyzovany multifunk&nim enzymem
karbamoylfosfatsyntasou — aspartataminotransferasou — transkarbamoylasou -
dihydroorotasou (Hiroyuki et al., 1996). V rostlinach a u savcu jsou posledni dva
kroky katalyzovany enzymem UMP-syntasou (UMPasa) s odliSnymi bifunkénimi
doménami. Z fylogenetického hlediska je organizace drah vyrazné chiméricka
(CTPasa u cyanobakterii, DHOasa v protistech, ATCasa u eukaryot, DHODH a
UMP u vysSich eukaryot), (Nara et al., 2000). Z prvnich studii celkového
genomu rostlin a také E. coli bylo zjiSténo, ze za vznik pyrimidinu a argininu je
zodpovédna jen jedna forma CPSasy. Dnes je ovSem znamo, ze vétSina
ostatnich vysSich eukaryot ma dva typy CPSasy. CPSasa | je specificka na
amoniak, nachazi se v mitochondriich a je zodpovédna za biosyntézu argininu.
CPSasa Il pfednostné vyuziva glutamin, nachazi se v cytosolu, a pfispiva
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biosyntéze pirimidinu (Thoden et al., 2002).

Biosyntéza pyrimidind neni néjak vyrazné regulovana transkripcnimi
faktory, vyjimkou jsou jen nékteré zmény, které byly zpusobeny dlouhym
vyvojovym piechodem (Giermann et al., 2002). Regulace drah je na urovni
pozitivni a negativni zpétné vazby pusobici na CPAasu a ATPasu. Odpovédi
téchto enzymu byly poprvé objasnény u mikrobl a predstavuiji klasické pfiklady
alosterické regulace. Alostericka inhibice CPSasy pomoci UMP muze byt
pfekonana ornithinem, pravdépodobné pro umoznéni vstupu CP, ktery ma byt
vyrabén pro biosyntézu argininu, ovSem i nezavisle pro dalSi syntézu
pyrimidinovych nukleotidd (O’'Neal a Naylor, 1976). U savcu tato regulace
probiha prostfednictvim fosforylace proteinkinasy A (Carrey a Hardie, 1988) a
MAP kinasy (Graves et al., 2000)
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Obrazek 6. Schéma biosyntézy pyrimidint. Jednotlivé enzymy, které katalyzuji reakce, jsou

uvedeny pod obrazkem. (Pfevzato a upraveno z diplomové prace Ondfeje Kotlanda, 2012)

3.3.2 Recyklace pyrimidinovych nukleotidu

Rostlinné buriky vyuzivaji znovu pyrimidinové baze a nukleosidy
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odvozené jiz z predeSle vytvorenych nukleotidl proto, Ze biosyntetické drahy
jsou velmi energeticky naro¢né. Do reakci tudiz vstupuji postupné nukleosidasy
a nukleotidasy. Napf. uridin a cytidin jsou pfevadény na prislusné nukleotidy
uracil a cytosin pomoci uridinkinasy a cytidinkinasy (Ashihara et al., 2000). Jako
jediny uracil m0ze byt ale pfeveden pfimo na UMP enzymem
uracilfosforibosyltransferasou (UPRT), (Kanamori et al., 1981). Tyto enzymy
jsou lokalizovany v cytosolu nebo plastidech, proto je pravdépodobné, ze
jednotlivé kroky recyklace budou probihat pravé v téchto organelach (Schmid et
al., 2005).

3.3.3 Katabolismus pyrimidinovych nukleotidt

Pyrimidinové nukleotidy jsou katabolizovany na pyrimidinové nukleosidy
odstranénim fosfatové skupiny reakci, ktera je katalyzovana 5°-nukletidasou
napf. UMPH (uridinmonofosfathydrolasa). Nukleosidy jsou pak prevedeny na
volné pyrimidinové baze odstranénim ribozy pomoci nukleosidasy napr. URH.
ProtoZze zvifata ani rostliny nemaji cytosindeaminasu, musi byt cytidin
deaminovan cytidindeaminasou (CDA) na uridin a ten je poté preveden na
uracil. Uracil a tymin jsou pak degradovany reduktivni drahou (Wasternack et
al., 1978) ve trech po sobé  jdoucich krocich pomoci
dihydrouracildehydrogenasy (PYD1), dihydropyrimidinasy (PYD2) a B-
ureidopropionasy (PYD3), (obrazek 7). Alternativni drahou mohou byt
nukleosidy prevedeny zpét na nukleotidy recyklaéni drahou. Degradace je
reverzi de novo syntézy, kdy vznika B-alanin prekurzor pantotenatu z koenzymu
A nebo B-aminobutyrat a uvolni se NHz a CO,. Pyrimidiny mohou byt také
metabolizovany na sekundarni rostlinné produkty (lathyrin, vicin, convicin) s

obrannymi specifickymi funkcemi (Kafer et al., 2004)
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Obrazek 7. Schéma katabolismu pyrimidint. Jednotlivé enzymy Gc¢astnici se katabolismu

jsou vypsany na pravé strané obrazku. (pfevzato z diplomové prace Ondreje Kotlanda, 2012)

3.4 Nukleosid-N-ribohydrolasy (nukleosidasy, NRH)

Nukleosid-N-ribohydrolasy byly nalezeny v bakteriich (Petersen et al.,
2001), kvasinkach (Kurtz et al., 2002), prvocich (Pellé et al., 1998) a hmyzu
(Riberio et al., 2003) i rostlinach (Jung et al., 2009). Pfekvapivé, ale tyto geny
nebyly nalezeny u savcu. Funkce téchto nukleosidas byla dobfe popsana u
cizopasnych prvokl jako je napf. Trypanosoma vivax, Leishmania major nebo
Crithidia fasciculata. V téchto organismech jsou vyuZzZity pfedevSim purinové
ribosidy (Hammond a Gutteridge, 1984). ParazitiCti prvoci spoléhaji na recyklaci
purind kvuli pfeziti proto, Zze na rozdil od vétSiny ostatnich Zivych organismd,
postradaji de novo biosyntetickou purinovou drahu. Vzhledem k této skutecnosti
byly studovany interakce metabolismu mezi parazitem a hostitelem za ucelem
vyuziti potencialnich pozitivnich cili jako chemoterapeutické intervence
(Verseés et al., 2001). V prubéhu uplynulych let byly NRH klasifikovany do &tyf

podskupin dle preference vuci nukleobazi:
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- specifické pro pyrimidiny (Cyt, Uri), (Giabbai a Degano, 2004).

- specifické pro puriny (Ino, Ado, Xan), (Parkin et al., 1996)

- specifické pro 6 - oxopuriny (Gua, Ino), (Estupifidan a Schramm, 1994)
- nespecifické NRH (IU-NRH), (Parkin et al., 1991; Shi et al., 1999)

NRH katalyzuji hydrolytické Stépeni ribosidu na pfisluSnou bazi a rib6zu
(obrazek 8). Jsou klicovym enzymem kontrolujici, zda jsou syntéza, recyklace a
katabolismus nukleotidd v rovnovaze. NRH jsou zfunkéniho hlediska
glykosidasy — hydrolyzuji N-glykosidickou vazbu B-ribonukleosidu. Patfi do
skupiny metalloproteint. Ve své struktufe obsahuji vapenaty iont. Aktivni misto
je specifické vic&i riboze, ale ne vici nukleobazi. V sekvencich se objevuje
charakteristicky N-terminalni DXDXXXDD motiv (Verseés et al., 2001). V této
praci je zkoumanou rostlinou kukufice seta (Zea mays). Ta obsahuje celkem 5
genu NRH, a to NRH1a, NRH1b, NRH2a, NRH2b a NRH3.
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Obrazek 8. Reakéni mechanismus NRH. Pfikladem je pfeména inosinu na hypoxantin, uridinu
na uracil a iPR na iP. Doreakce vstupuje voda a vystupuje ribéza. (Pfevzato a upraveno
z Kopecna et al., 2013)
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U nékterych organismu jako je Trypanosoma vivax (Verseés et al., 2001),
Leishmania major (Shi et al., 1999) nebo Escherichia coli (lovane et al., 2008;
Muzzolini et al.,, 2006) je znama i krystalova struktura NRH. Nedavno byla
zjiSténa i krystalova struktura NRH mechu Physcomitrella patens a kukufice
Zea mays (Kopetna et al.,, 2013). Struktury parazitickych organisml jsou
tetramerni, vyjimkou je organismus Trypanosoma vivax, ktery je NRH
homodimerni (Verseés, 2001). Dimerni jsou také NRH z kukufice a mechu,
ovSem od T. vivax se liSi (Kopec€na et al., 2013), (obrazek 9).

Asymetricka jednotka krystalu PpNRH1 obsahuje 4 velmi podobné
dimery s praimérem stfedni kvadratické odchylky 0,75 A pro vdechny Ca atomy.
Asymetrickd jednotka krystalu ZmNRH3 obsahuje pouze jeden dimer.
Monomery a dimery PpNRH1 a ZmNRH3 si jsou velmi podobné. Kazdy
monomer ma typické slozeni obsahujici 12 B-vlaken a 13 a-Sroubovic. VSechny
NRH, co byly doposud studovany a objasnény, jsou homotetramery. Vyjimkou je
TvNRH, ktery je homodimerem (Versées et al., 2001), i kdyz PpNRH1 a
ZmNRH3 jsou také dimerni, jejich dimer je odliSny od toho z TVNRH (Kopec¢na
et al., 2013).

Rozdil mezi PpNRH1 a ZmNRH3 je v aktivnim misté. Vapenaty iont,
ktery je situovany v aktivnim misté, je vazany s karboxylovymi skupinami tfech
aspartatd (dva aspartaty poskytuji po jednom Kkysliku, tfeti poskytuje dva
kysliky), s karbonylovou skupinou treoninu, s dvéma hydroxylovymi skupinami
ribdzy a vodou (Verseés et al.,2001). Pfi porovnani struktur bylo prokazano, ze
rozdil je v pouze v jednom reziduu, které obklopuje nukleobazi a tim je tyrosin
v pozici 244 u PpNRH1 a nahrazeny tryptofanem u ZmNRH3 (obrazek 8D),
(Kopec€na et al., 2013).
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Obrazek 9. Krystalové struktury NRH z vybranych organismi. A) Kvartérni struktura 1U-
NRH z Crithidia fasciculata. Cervené jsou znazornény B-skladané listy, zelen& a-$roubovice,
smyCky jsou znazornény Zluté a v aktivnim se nachazeji dva vapenaté ionty. (Pfevzato od
Verseés et al., 2003). B) Dimerni struktura IAG — NRH z Trypanosoma vivax. Obé aktivni
mista jsou nezavisla na sobé v podobé dvou modrych kuli¢ek jako vapenaté ionty. Uprostred je
8 B-skladanych listl. C) Dimerni struktura PpNRH1. Jedna z podjednotek je znazornéna
¢erné, druha fialové. Vapenaty iont v aktivnim misté je vyobrazen jako modra kuli¢ka. Vzajemny
dotyk obou jednotek je vyznalen Cervené. D) Aktivini mista se substratem. Zelené je

PpNRH1, rizové ZmNRH3. Jako substrat je pouzit inosin a znazornén je Cerné.

Béhem evoluce dochazelo k vyrazné diverzifikaci, coz vedlo k tvorbé
izoforem napf. u Oryza sativa nebo Selaginella moellendorffii (patfi do clade | i
clade 1), (Rensing et al., 2007). Tridu rostlinnych IU-NRH lze rodélit do dvou
podtiid (Kopecna et al., 2013). Podtfida | obsahuje NRH, které nesou reziduum
Tyr v poloze 249 (dle Cislovani pro NRH1 mechu Physcomitrella patens), jehoz

pFitomnost souvisi s preferenci k substratim inosinu a xanthosinu. Podtfida |l
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ma ve stejném misté Asp a preferencni aktivitu va&i uridinu a xanthosinu.
PpNRH1 je ve stejné podtfidé | jako ZmNRH1a a ZmNRH1b a ZmNRH3,
zatimco ZmNRH2a, ZmNRH2b, PpNRH2 a PpNRH3 jsou v podtfidé 1. NRH
jsou samoziejmé& schopny pusobit na Sirokou Skalu ribosidd vcetné téch
cytokininovych a nemohou byt proto strikiné zafazeny jako specifické pro puriny
nebo pro pyrimidiny (Jung et al., 2009).

PpNRH1 a ZmNRH3 si jsou v preferenci substratd velmi podobné
(Kopec€na et al., 2013). PpNRH1 je nejaktivnéjSi va¢i dvéma purinim a to
xanthosinu a inosinu. Slabs$i aktivitu vykazuje vuci adenosinu, guanosinu a
uridinu. ZmMNRH3 pfednostné hydrolyzuje inosin a xanthosin, zatimco zbyvajici
nukleosidy jsou vyrazné slabSimi substraty. Oproti tomu PpNRH2 preferuje
uridin a je méné aktivni vuci xanthosinu a inosinu. Co se ty¢e ZmNRH2a a
ZmNRHZ2b, jsou také nejaktivnéjSi k uridinem. Aktivita ZmNRH2b je 10 a 200x
vySSi nez u ZmNRH2a a PpNRH2. Specificka aktivita u NRH zavisi na hodnoté
pH. Jak bylo zjisténo u PpNRH1, vysoka aktivita se pohybovala mezi pH 7 a 9
(Kopec€na et al.,, 2013). U Trypanosoma brucei pH profil hydrolyzy inosinu
ukazuje, Ze k uplné katalytické kapacité pfispivaji tfi protonované skupiny.
Jedna skupina s pKa v blizkosti 6,5 a dvé skupiny s pKa v blizkosti 8,8. Ztratou
protonu z kyselejSi skupiny zpUsobi snizeni V. pfiblizné desetkrat. Pokud
dojde ke ztraté obou protond, dojde k uplné inaktivaci NRH (Parkin, 1996).
Taktéz bylo studovano pH optimum NRH z Bacillus thuringiensis, kdy nejvyssi
aktivita byla pozorovana v oblasti pH 6 (Liang et al., 2008).

Specificka aktivita u NRH zavisi na hodnoté pH. Jak bylo zjisténo u
PpNRH1, vysoka aktivita se pohybovala mezi pH 7 a 9. Proto vSechny dalSi
kinetické analyzy byly méfeny pfi pH 7,5 (Kope¢na et al., 2013). U
Trypanosoma brucei pH profil hydrolyzy inosinu ukazuje, Ze k uplné katalytické
kapacité pfispivaji tfi protonované skupiny. Jedna skupina s pKa v blizkosti 6,5
a dvé skupiny s pKa v blizkosti 8,8. Ztratou protonu z kyselejSi skupiny zpusobi
snizeni V), pfiblizné desetkrat. Pokud dojde ke ztraté obou protonu, dojde
k uplné inaktivaci NRH (Parkin, 1996). Taktéz bylo studovano pH optimum NRH
z Bacillus thuringiensis, kdy nejvyssi aktivita byla pozorovana v oblasti pH 6
(Liang et al., 2008).

Crithidia fasciculata ma ve své struktufe trojici rezidui, které vazou
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substrat, a timto umozniuje protonizaci atomu N7 purinové baze. Jedno je
predstavovano histidinem a dvé tyrosinem (Parkin et al., 1991). E. coli tuto
trojici rezidui nema. To znamena potfebu rezidui pro aktivaci odstupujici
skupiny, ovSem kdyZ je protonizovana pyrimidinova baze jsou odliSné od téch
purinovych. PpNRH1 ma takeé trojici rezidui skladajici se z H245, Y241 a H257.
Diky tomu zjisténi bylo mozZno navrhnuti mutageneze histidinu v ZmNRH3
(Kopecna et al., 2013). V této praci byla studovana forma H81A a H239A.
Vybrané mutantni formy Y241A, Y244A, H245A, a Y249A vykazuji nizsi
miru aktivity (pfiblizné 100-, 16-, 10- a 22 - nasobné nizSi k¢, hodnoty pro
inosin) a maji vyssi hodnoty K. Rezidua H245 a H81 jsou pIné konzervovana.
Pro tuto praci byly navrzeny mutantni formy ZmNRH3 (obrazek 11) H81A a
H239A. ZmNRH3 obsahuje tryptofan W226 ekvivalentni s Y244 v PpNRH1.
Navrzeny byly mutantni formy W226A a W226Y. V poloze 249 je umistén
tyrosin, ktery muize byt zodpovédny za substratovou specificitu. PpNRH2,
ZmNRH2a a ZmNRH2b, které preferuji substrat uridin a xanthosin maji
reziduum D249. Mutantnimi formami pro tuto praci jsou Y231A a Y231D.
Dvé rezidua u PpNRH1 Y244 a Y249 vazi nukleobazi a jsou ekvivalentni
reziduim 1228 a Y234 v CfNRH. Zajimavosti je, ze postranni fetézec K297,
ktery se nachazi v druhé podjednotce PpNRH1, se podoba R33 v CfNRH
lokalizovaném na smy€ce mobilniho a9-helixu (Kopecna et al.,, 2013). Na
zakladé tohoto zjiSténi byla navrhnuta mutageneze ekvivalentniho lysinu v
ZmNRH3 a mutantni forma K279A je studovana v této praci. Na obrazku 10 je
vyobrazeno aktivni misto kukuficné ZmNRH3, kde se nachazi reziduum H81 a
H239 ekvivalentni k H82 a H239 v YeiK, His99 a His257 v PbNRH1 nebo H91 a
H249 v ZmNRH2b (Kopecna et al., 2013), (Obrazek 9). Vybrané mutantni formy

byly studovany v této praci.
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Obrazek 10. Porovnani mist, které vazou substrat. A) Substrat v misté vazby u PpNRH1
(znazornén zelené&) a CfNRH (znazornén Zlutou barvou). a-helix 9, ktery je vyobrazen €erné, je
ekvivalenti a-helixu 11 u rostlinnych NRH. Obrazek B a C - Vazba nukleobazi xanthosinu a
uridinu v aktivnim misté PpNRH1 (zelena barva). Pfestavba postrannich fetézct Y244 a
Y249 je vyobrazena plnou ¢arou. Pro srovnani je model PpNRH2 uveden v oranzové barvé.
Vodikové vazby jsou znazornény jako pferuSované Cary, a ty, které jsou zavislé na orientaci
imidazolového kruhu H99, jsou uvedeny svétle modfe. D) Porovnani usporadani aktivnich
mist ZmNRH3 (rtizova barva) a ZmNRH2b (zluta barva). Rozdily v sekvenci mezi obéma

NRH jsou znazornény Cervenou barvou.

NRH u protozomalnich organisml jako Trypanosoma brucei (Parkin,
1991) preferuje substraty adenosin, guanosin a inosin, a je fazen do skupiny
IAG nukleosidas. NejlepSim substratem IAG-NRH je inosin s hodnotami K, 18
MM a Vin 0,8 pmol s-1 mg-1. Tyto hodnoty jsou srovnatelné u purinQ i
pyrimidind. Hodnoty K../Km pro inosin, adenosin a guanosin jsou 1,9 x 10°, 1,2
x 10° a 0,83 x 10° M* s™*. Rychlost hydrolyzy purinového substratu cytidinu je
Vim je 0,07 umol s mg™, pyrimidinového substratu uridinu je Vim je 0,00032

umol s* mg™t a z toho plyne, Ze purinové nukleosidy jsou lep&imi substraty
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(Parkin et al., 1996).

Dals$im pfikladem organismu je Escherichia coli, kde byly
charakterizovany dvé NRH jako specifické: YeiK (Giabbai a Degano, 2004) a
YbeK (Muzzolini et al., 2006, obrazek 11). U proteinu YeiK bylo zjisténo, Ze jeho
katalyticka acinnost viC¢i  uridinu byla vice jak tisickrat vy$Si nez vUCi
adenosinu, guanosinu a inosinu (Estupiian a Schramm, 1994; Parkin et al.,
1991; Pelle et al., 1998). YbeK hydrolyzuje 100-10000x ucinné&ji pyrimidinové
nukleosidy, pfedevsim uridin. Purinové nukleosidy podle studii u¢inné hydroluje
NRH z Crithidia fasciculata, pfedevsim inosin (lovane et al., 2008).

Obrazek 11 Rozdil mezi strukturami NRH (YeiK a ZmNRH3) . A) Superpozice monomeru
ZmNRH3 (rizové) a monomeru YeiK (Sedé). Podobnost sekvence je z 34%. V aktivnim misté
se nachazi substrat inosin. Rozdil mezi témito dvémi strukturami koresponduje s $10-p11
smyckami. B) Misto vazby substratu YeiK (Sedé) a ZmNRHS3 (rizové). Rezidua AMK jsou
oznacena, vodikové mulstky jsou znazornény u ZmNRH3 fialové a koordinace vapenatého iontu
je prerudované Cerné linie. Reziduum W226 je flexibilni. OranZové pferuSované je znazornéna

interakce YeiK s inosinem.

Z rostlinné fiSe byla prostudovana NRH z Arabidopsis thaliana (AtNRH1),

(Jung et al., 2009). Enzym vykazoval vysokou aktivitu s uridinem (K, - 0,8 mM),

poté s inosinem (K, - 1,4 mM) a adenosinem (K, - 0,7 mM). Je schopen také
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hydrolyzovat cytokininovy derivat isopentenyladenosin. Rozdily jsou znatelné
mezi substraty hlavné v rychlosti hydrolyzy. Hodnota Vi, uridinu je 0,004 mmol
s mg™, zatimco limitni rychlost adenosinu a inosinu byla o nékolik Fadu niz&i
(Viim pro inosin 7,7 x 10° mmol s* mg™ a Vi pro adenosin 0,0002 mmol s* mg
1).

3.5 Cytokininové ribosidy

Cytokininy jsou vyznamné derivaty purinu, které slouzi jako fytohormony,
které kontroluji mnoho procesu v (Chen, 1997). Z chemického hlediska se jedna
o pfirodni N°®— substituované adeniny a jejich ribosidy, ribotidy a
glykosidy. Rozmanitost N° substituentd je dana plivodem rdznych typd
cytokininu. Cytokininy byly objeveny jako latky, které podporuji bunééné déleni
v tkanovych kulturach tabaku (Miller et al., 1955), a bylo prokazano, ze reguluji i
nékolik dalSich vyvojovych drah. Pfiznivé ovliviiuji apikalni dominanci, expanzi
list(, oddaluji senescenci a urychluji kliceni semen (Mok, 1994). Pfirodni formy
cytokinini jsou pfedevSim derivaty adeninu napf. isopentenyladenin a trans-
zeatin. Syntetické cytokininy zahrnuji analoga adeninu napf. kinetin a 6 -
benzyladenin. Presto, Ze cytokininy maji vyrazny vliv na vyvoj rostlin, neni
presné znam jejich mechanismus ucinku. Model syntézy cytokinind je
vyobrazen na obrazku 12. V Zivoc€iSnych burikach byl objeven pouze jeden
cytokinin a to isopentenyladenosin (IPR). Prokazan byl v cytosolu u
eukaryotickych i prokaryotickych bunék ve volné i vazané formé na t-RNA
(Faust et al., 1991).
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Obrazek 12. Model syntézy cytokininG.

rostlin pfipojeni DMAPP na adenosindifosfat

a t-ZR, které se pfimo vazou k cytokininovym receptorim a tim ovliviiuji vyvoj rostlin (Pfevzato

a upraveno z Kakimoto, 2003).

F o

+ATP, ADP, AMP ?

U mikroorganismd hraje hlavni roli

(ATP). V Sedém sloupci jsou uvedeny cytokininy iP
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Zaver

V teoretické Casti této diplomové prace byl shrnut a popsan
metabolismus pyrimidinovych a purinovych bazi, dale byly popsany
charakteristické znaky nukleosid—N-ribohydrolas, jejich krystalicka
struktura a popis pfibuznosti s jinymi rostlinami a organismy. Zminén byl i
metabolismus cytokininu.

V praktické Casti této prace byl popsan postup klonovani, extrakce a
purifikace jednotlivych rekombinantnich proteind pomoci afinitni
chromatografie. Dale byla zjisténa uroven exprese a molekulova
hmotnost proteinl pomoci gelové permeacni chromatografie, sestavena
kfivka teplotni stability proteinu ZmNRH3-WT a K279A, grafy substratové
specificity s jednotlivymi substraty a shrnuty kinetické parametry. Bylo
zjisténo, ze nejlepSim substratem pro WT, K279A, W226A a W226Y je
inosin a pro Y231A, Y231D, H81A a H239A xanthosin. Z toho vyplyva, ze

v8echny tyto enzymy preferuji purinové baze.
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