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1 CIELE PRACE

e Teoreticka Cast:
Vypracovanie literarnej reSerse k téme prace, ktora zahriuje:

purinovy a pyrimidinovy metabolizmus v rastlinach, bakteridlne, protozoalne a
rastlinné nukleozid-N-ribohydrolazy, ich vyskyt a substratova Specificitu, kinetické

vlastnosti, reakény mechanizmus nukleozid-N-ribohydrolaz.
o Experimentalna ¢ast:

Klonovanie, expresia génu ZmNRH2b v E.coli, extrakcia, purifikacia rekombinantného

proteinu.
Mutagenézia a purifikacia mutantnych foriem.

Stanovenie molekulovej hmotnosti a overenie spravneho zlozenia mutantnych

proteinov.

Meranie teplotnej stability a substratovej Specificity ZmNRH2b - WT a jeho mutantnych

foriem.
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2 UVOD

Metabolizmus purinov a pyrimidinov ma vyznamnu ulohu pri raste a vyvoji
rastlin. Nukleotidy su sucastou zakladnych koenzymov, su stavebnymi zlozkami
nukleovych Kkyselin, energeticky bohatych latok asu predchodcami alkaloidov
a cytokininov. Metabolizmus purinov a pyrimidinov zahffia de novo syntézu,
katabolizmus a recyklaciu tychto latok. Doélezitym enzymom vtomto procese je
nukleozid-N-ribohydrolaza (NRH), ktora Stepi nukleozidy na prislusnu bazu a rib6zu,
atym vyvazuje recyklaciu a katabolizmus purinov a pyrimidinov. NRH su pomerne
dobre prestudované v mikroorganizmoch, ktoré nemaju schopnost’ syntetizovat' puriny
de novo, atak su NRH kfuCovymi enzymami drahy purinovej recyklacie, napriklad

Crithidia, Leishmania alebo Trypanosoma.

NRH su lokalizované v cytozodle. Ich charakteristickym znakom je aspartatovy
cluster sekvencie DXDXXXDD. V aktivnom mieste sa nachadza vapenaty ion. VSetky
NRH su 3pecifické pre ribézu, ale vykazuju znaénu variabilitu v preferencii nukleovych
baz. Kukurica obsahuje pat génov pre nukleozid-N-ribohydrolazy - NRH1a, NRH1b,
NRH2a, NRH2b a NRH3. Tato praca je zamerana na charakterizaciu NRH2b, ktora
preferuje uridin oproti purinovym ribozidom a jej mutantnych foriem H91A, D241A,
D241Y, H249A a K289A. Boli stanovené ich molekulové vlastnosti pomocou SDS-
PAGE a gélovej permeacnej chromatografie. Taktiez bola uréena teplotna stabilita,
substratova Specifita a kinetické parametre K, aV,, S vybranymi purinovymi

a pyrimidinovymi nukleozidmi.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Purinovy a pyrimidinovy metabolizmus v rastlinach

Purinové a pyrimidinové nukleotidy mézu mat v rastlinach réznu funkciu a
ich biosyntéza a metabolizmus ako taky su pre rastlinny vyvoj a rast zZivotne délezité.
Purinové a pyrimidinové nukleotidy sa skladaju z heterocyklickej purinovej alebo
pyrimidinovej baze, ktora je spojena cez N-glykozidovu vazbu s C1 atomom ribozy.
V zavislosti na stave energie je esterifikovana hydroxylova skupina na atéme C5 ribozy
jednym az troma fosfatmi. Predstavitelmi purinovych baz su adenin, hypoxantin, xantin
a guanin. Zastupcami pyrimidinovych baz su cytozin, uracil a tymin (obrazok 1). Od
nich su odvodené ribozidy: adenozin, guanozin, xantozin, inozin, uridin, cytidin

a tymidin (obrazok 2).

A NH,

L2 L ﬁ Z\a

'NH & L

Obrazok 1. Struktirne vzorce purinovych (A) a pyrimidinovych (B) baz. 1 - adenin, 2 - guanin, 3 -
xantin, 4 - hypoxantin, 5 - uracil, 6 - cytozin, 7 - tymin.
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Obrazok 2. Struktarne vzorce purinovych (A) a pyrimidinovych (B) ribozidov. 1 - adenozin, 2 -
guanozin, 3 - xantozin, 4 - inozin, 5 - uridin, 6 - cytidin, 7 - tymidin.
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Nukleotidy patria medzi najddlezitejSie zlozky v rastlinnom metabolizme. Su
stavebnymi blokmi jadrovej DNA, ich transkriptov a mRNA, vo forme rRNA a tRNA su
zapojené do syntézy proteinov. Su regulatormi syntézy aminokyselin, fosfolipidov,
glykolipidov, cukrov a polysacharidov. PoCas procesu fotosyntézy a dychania je
purinovy nukleotid ATP produkovany z ADP a fosfatu ako hlavny trifosfat pre uschovu
chemickej energie. Kym ATP je zakladny donor energie vo vacsSine syntetickych
reakcii, v rastlinach su pyrimidiny UTP a UDP kosubstraty alebo energeticky bohaté
prekurzory pre sacharidovy metabolizmus a syntézu celulézy a komponentov bunkovej
steny. V bunkovej signalizacii su vyuzivané cyklické nukleotidy (cAMP) ako druhi

poslovia.

Purinové a pyrimidinové nukleotidy su priame prekurzory pre syntézu
esencialnych kofaktorov ako nikotinamidové a flavinové koenzymy ¢i acetylkoenzym A.
Taktiez funguju ako prekurzory vitaminov skupiny B - tiaminu, riboflavinu a kyseliny
listovej (Herz et al., 2000; Hanson a Gregory, 2002). Nukleotidy tiez slizia ako
prekurzory molekul sekundarnych metabolitov, ako su alkaloidy a fytohormény
cytokininy, ktoré maju vyznamny vplyv na rast a vyvoj (Schoor a Moffatt, 2004). Su
délezité pri deleni a elongacii pletiv ako komponenty DNA, pri syntéze organel pocCas
procesu bunkového delenia a ako komponenty RNA su zakladnymi zlozkami

metabolickych procesov (Smith, 1995, Senecoff et al., 1996).

Zakladné poznatky o rastlinnom metabolizme purinov a pyrimidinov boli
odvodené predovSetkym zo S$tudii o mikroorganizmoch a zvieratach (Rolfes, 2006,
Zalkin a Nygaard, 1996, Henderson a Paterson, 1973). V rastlinach je stale mnoho
biochemickych aspektov nejasnych, aj ked nukleotidy hraju vyznamnua ulohu
v celkovom metabolizme. Purinové a pyrimidinové nukleotidy mézu vznikat syntézou
de novo zo zakladnych molekul alebo recyklaciou s uz existujucich baz, nukleotidov
alebo nukleovych kyselin. Metabolizmus nukleotidov taktiez zahriuje ich degradaciu na
jednoduché molekuly, a tym moézu poskytovat stavebné komponenty ako dusik, uhlik Ci

fosfore¢ny anidén na syntézu dalSich zlucenin.

Nukleotidy adenin a uracil sa vyskytuju v organizme vo vacsej miere ako guanin
alebo cytozin (Wagner a Backer, 1992). Tento fakt ukazuje, ze adeninové a uracilové
nukleotidy maju hlavnd rolu ako kofaktory v metabolizme ¢&i syntéze nukleovych
kyselin. VSetky nukleotidy su presne rozdelené medzi cytozol, plastidy a mytochondrie

rastlinnych buniek.
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3.1.1 Biosyntéza purinov

3.1.1.1 De novo biosyntéza purinov

De novo biosynteticka draha purinovych nukleotidov, AMP a GMP, z 5-
fosforibozyl-1-pyrofosfatu (PRPP) je zobrazena na obrazku 3 a prislusné enzymy
v tabulke 1. Purinové nukleotidy su tvorené z mensich molekul, su to aminokyseliny
aspartat, glutamin a glycin, z aktivovaného ribézového prekurzoru PRPP, z oxidu
uhli¢itého a z 10-formyltetrahydrofolatu. Zakladna biochemicka a molekularna analyza
purinovej biosyntézy bola uskutonena v mikroorganizmoch (Zalkin a Nygaard, 1996)
a zvieratach (Buchanan J.M. a Hartmann S.C., 1959). Detailné Studie kompletného
gendmu Arabidopsis (Boldt a Zrenner, 2003) ukazuju, Ze rastliny syntetizuja IMP, AMP

a GMP podobnymi reakciami aké boli najdené v mikroorganizmoch a zvieratach.

Biosyntéza purinov Startuje formovanim fosforibozylaminu (PRA) z PRPP
a glutaminu. Tato reakcia je katalyzovana PRPP-amidotransferazou. GAR-syntetaza
katalyzuje ATP dependentnu tvorbu glycinamidribonukleotidu (GAR). GAR je nasledne
transformylovany  enzymom  GAR-transformylazou (GART) svyuzitim  10-
formyltetrahydrofolatu (10F-THF) za vzniku formylglicinamidribonukleotidu (FGAR).
Nasledne za spotreby ATP a glutaminu formylglycinamidinribonukleotidsyntetaza
(FGAMS) katalyzuje tvorbu formylglycinamidinribonukleotidu (FGAM). Nasleduje
uzavretie kruhu za vzniku 5-aminoimidazolribonukleotidu (AIR) a spotrebuje sa dalSie
ATP. Tato reakcia je katalyzovana AIR-syntazou (AIRS). Na vytvorenie skeletu
druhého kruhu je potrebné viozit oxid uhlicity, aspartat a druhd molekulu 10F-THF. AIR
je karboxylovany AlR-karboxylazou na 4-karboxyaminoimidazolribonukleotid (CAIR).
Pridanim aspartatu a dalSej molekuly ATP vznikne N-sukcinyl-5-aminoimidazol-4-
karboxamidribonukleotid (SAICAR). Tento krok je katalyzovany SAICAR-syntazou.
Fumarat je uvolneny pomocou adenylosukcinatlyazy (ASL) za vzniku 5-aminoimidazol-
4-karboxamid-ribonukleotid (AICAR). Posledné dva kroky na vytvorenie prvej
kompletnej purinovej molekuly IMP su katalyzované bifunkénym enzymom 5-
aminoimidazol-4-karboxamidribonukleotidformyltransferazou/  inozinmonofosfatcyklo-
hydrolazou (ATIC). V prvej Casti reakcie je konecny uhlik purinového kruhu poskytnuty
od 10F-THF avznikne 5-formaminoimidazol-4-karboxamid-ribonukleotid (FAICAR).
FAICAR podlieha dehydratacii, kruh sa uzatvara a vznika IMP.

Po tvorbe IMP sa de novo biosyntéza purinov deli na dve Casti. Nahradenim
karboxylovej skupiny na atome C6 aminoskupinou vznikd adenozinmonofosfat. Tato
aminoskupina je poskytnuta aspartatom a guanozinmonofosfat je donorom energie na
vznik adenozylsukcinatu (SAMP). SAMP-syntaza (ASS) katalyzuje tento krok
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biosyntézy. ASL katalyzuje odstranenie fumaratu a vznika AMP. Druha cast vedie
k tvorbe GMP a je iniciovana oxidaciou IMP, nasledovana vnesenim aminoskupiny,
ktoru poskytuje glutamin. Xantozinmonofosfat (XMP) je formovany IMP-
dehydrogenazou vyuzivajuca NAD ako vodikovy akceptor. Posledny krok vzniku GMP

je katalyzovany GMP-syntazou (GMPS).

Recyklacia
PRPP De novo syntéza cytozol
; plastidy/mytochondrie
Gln
1
S Gurei Ade 'ﬂ
PRA Ri-1-P rib6za
5 ATPGly > C 17 PRPP
ADPPi 16 | pi H,0
20
GAR Ado &)
10F-THF NMP PPi
3
l THF & AP Dﬂ HC "
FGAR ADP NR <}J
" ATPGIn AR
@ ADPGlu Pi 2
14
13
FEaM ATP,GIn AMP,Glu, Pi
e
5 l QIT)ZP' W IMP — \MP —. GMP Q‘%
|

ADP R DL VR 2 | AP NR| 19
AlR PPi 2 19 Lo PPi
N ATP NMP ATP NMP ﬁ
23

5 lg HCO;

N
W

inozin xantozin&— 15 == guanozin
i PRPPJ pi | Pi> = n pi> P &: PRPP
7 l - Ri-1-P HIOD 25 Ri-1-P
hypoxantin bz guanin J
SAICAR ATP — X % 57
f ‘t xantin
3 @ umardt [y [E: ﬂ = C:JJ
AICAR 2ADP — kyselina mocova NH.+CO
3 2
10F-THF 28
9 l@ 11
" Ao mocovina
FAICAR AMP — z
33 29
) ) ’ 30 31
g 8 @ Tumagst urekdoghyeln & allantoét ureidoglykolat
H,0 ﬂﬂ 34
NP SAmMP NHaureidogI kolat # ﬂm moEavioE
20 ! Katabolizmus glyoxylat
3 cytozol/peroxizom
_ 2NH; + €O, .
GTP, Asp GDP, Pi glyoxylat

Obrazok 3. VSeobecna schéma rastlinného purinového metabolizmu. PrisluSné enzymy su zobrazené
v tabulke 1. Zobrazené metabolické komponenty su: PRPP - 5-fosforibozyl-1-pyrofosfat, GIn- glutamin,
Glu- glutamat, PPi- pyrofosfat, PRA - 5-fosforibozylamin, Gly- glycin, GAR - glycinamidribonukleotid, 10F-

THF- 10-formyltetrahydrofolat, FGAR - formylglycinamidribonukleotid, FGAM -
formylglycinamidinribonukleotid, AIR - 5-aminoimidazol-ribonukleotid, CAIR - 4-
karboxyaminoimidazolribonukleotid, = Asp- aspartat, SAICAR -  N-sukcinyl-5-aminoimidazol-4-
karboxamidribonukleotid, = AICAR -  5-aminoimidazol-4-karboxamidribonukleotid, = FAICAR  -5-

formaminoimidazol-4-karboxamidribonukleotid, SAMP - adenylosukcinat, XMP - xantozinmonofosfat, IMP -
inozinmonofosfat, AMP - adenozinmonofosfat, GMP- guanozinmonofosfat, Ade- adenin, Ado- adenozin.
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Organizacia purinovej biosyntézy u rastlin sa liSi od biosyntézy mikroorganizmov
a vyssich eukaryotov (Boldt a Zrenner, 2003). U prokaryotov jednotlivé gény koduju
jednofunkéné enzymy (s vynimkou bifunkéného enzymu ATIC), zatial ¢o ostatné vyssie
eukaryota obsahuju jednotlivé gény koédujuce mono-, bi- a trifunkéné proteiny (Smith a
Atkins, 2002). Organizacia biosyntézy purinov v rastlinach sa viac podoba tej

prokariotnej s monofunkEnymi enzymami.

3.1.1.2 Katabolizmus purinov

Metabolizmus purinov hra vyznamnu rolu v metabolizme rastlinného dusiku.
Zvieratda aostatné vySSie primaty postradaju enzym urikazu a finalny produkt
katabolizmu purinovych nukleotidov je kyselina mocova, ktora je vyluCovana ako
hlavny zdroj odpadového dusiku. Rastliny su zavislé na efektnom vyuziti dusika
a musia s nim hospodarit UspornejSie, preto sa snazia v o najvacsej miere dusik
recyklovat. Takze nukleové bazy aich derivaty su degradované az na oxid uhligity
a amoniak, ktory je znova fixovany. VSetky enzymy biochemicky detegované

v rastlinnom metabolizme purinov su zobrazené na obrazku 3 a v tabufke 1.

Po konverzii AMP na IMP pomocou AMP-deaminazy , existuju dva mozné
postupy pre nasledujuci katabolizmus adeninovych nukleotidov. IMP je bud
defosforilovany na inozin pomocou 5°- nukleotidazy alebo fosfatazy, nasledne je
hydrolyzovany na hypoxantin inozin-guaninnukleozidazou a dalej je transformovany na
xantin xantindehydrogenazou (XDH). Druhou moznostou je, ze IMP je transformovany
na XMP IMP-dehydrogenazou (IMPDH), potom pomocou 5'-nukleotidazy
metabolizovany na xantozin, ktory je potom prevedeny na xantin pomocou inozin-
guaninnukleoziddzou. Obe cesty degradacie adeninovych nukleotidov su zavislé na
AMP-deaminaze, kedZze neobsahuju adenin- aadenozindeaminazu. Naopak,
guanozindeaminaza je pritomna v rastlinach a guaninové nukleotidy su degradované
defosforylaciou. Vznika guanozin, ktory je potom deaminovany na xantozin alebo
transformovany na guanin pomocou enzymu inozin-guaninnukleozidazy a vedie
k tvorbe xantinu. Na xantin su degradované vSetky purinové metabolity pred ¢lenenim

purinového kruhu.

Nasledna degradacia purinovej baze xantinu je vykonana
xantindehydrogenazou a vedie k vytvoreniu kyseliny mocovej. Urikaza potom Stepi
kyselinu mocovl na allanotin, ktory je dalej konvertovany na allantoat enzymom
allantoinazou a allantoat je oxidovany na kyselinu allantoovu. Ta je prevedena na
ureidoglykolat alebo ureidoglycin a vznikaju kone¢né produkty: oxid uhli€ity, amoniak

a glykoxylat. Finalne produkty mézu byt opat pouzité v procese fotosyntézy (CO,)
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alebo reasimilované fotorespyraciou glykolatu a GOGAT (glutaminoxoglutarat-

aminotransferaza) cyklom.

Purinova katabolicka draha ma délezitud a esencialnu funkciu v syntéze
alkaloidov teobrominu a kofeinu (Ashihara a Crozier, 1999). Tieto metylované
xantinové derivaty maju ulohu v obrane mladych listovych pletiv pred larvami hmyzu

alebo su uvolfiované do pédy a inhibuju klicenie semien inych rastlinnych druhov.

Tabulka 1. Zhrnutie enzymov zapojenych do metabolizmu purinov.

Nazov enzymu EC ¢islo
1 PRPP-amidotransferaza EC 2.4.2.14
2 GAR-syntaza EC 6.3.4.13
3 GAR-transformylaza EC 2.1.2.2
4 FGAM-syntaza EC 6.3.5.3
5 AlIR-syntaza EC6.3.3.1
6 AIR-karboxylaza EC4.1.1.21
7 SAICAR-syntaza EC 6.3.2.6
8 adenylosukcinatlyaza EC4.3.2.2
9 AICAR-transformylaza EC 2.1.2.3
10 adenylosukcinatsyntaza EC6.3.4.4
11 adenylatkinaza EC 2.74.3
12 AMP-deaminaza EC 3.5.4.6
13 IMP-dehydrogenaza EC 1.1.1.205
14 GMP-syntaza EC 6.3.5.2
15 guanozindeaminaza EC 3.5.4.15
16 adenozinfosforylaza EC24.2.1
17 adenozinnukleozidaza EC 3.2.2.1
18 adenozinkinaza EC 2.7.1.20
19 nukleozidfosfotransferaza EC 2.7.1.77
20 adeninfosforibozyltransferaza EC 2.4.2.7
21 inozin-guanozinfosforylaza EC24.21
22 inozin-guanozinkinaza EC 2.7.1.73
23 hypoxantin-guaninfosforibozyltransferaza EC 2428
24 5'-nukleotidaza EC 3.1.3.5
25 inozin-guanozinnukleozidaza EC 3.2.2.2
26 xantindehydrogenaza EC 1.1.1.204
27 guanindeaminaza EC 3.5.4.15
28 urikaza EC1.7.3.3
29 allantoinaza EC 3.5.2.5
30 allantoikaza EC 3.5.34
31 ureaza EC 3.5.1.5
32 ureidoglykolatlyaza EC 4.3.2.3
33 allantoindeaminaza EC 3.5.3.9
34 ureidoglycinamidohydrolaza
35 ureidoglykolathydrolaza EC 3.5.3.19
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3.1.1.3 Recyklacia purinov

Recyklacia purinov je energeticky vyhodna, pretoze vyzaduje len jednu
molekulu ATP na rozdiel od de novo syntézy, ktora je energeticky velmi narocna
a vyzaduje pat nukleotidov na tvorbu AMP a sedem nukleotidov na syntézu GMP.
Recyklacia purinov slizi na regeneraciu rastlinnych nukleotidov konvertovanim
purinovych baz, nukleozidov a nukleotidov, ktoré wvznikli pocas rastlinného
metabolizmu. VSetky enzymy recyklaéného cyklu sa nachadzaju v cytozole. Tato draha

je zobrazena na obrazku 3 a enzymy su zaznamenané v tabulke 1.

Purinové bazy adenin a guanin mézu byt prevedené na prislusné monofosfaty
enzymami adeninfosforibozyltransferazou alebo hypoxantin-guaninfosforibozyl-
transferazou vyuzivajuc PRPP ako zdroj fosfatu. DalSia reakcia je katalyzovana
adenozinfosforylazou alebo inozin-guanozinfosforylazou. Premena adenozinu, inozinu
a guanozinu na IMP, XMP a GMP moze byt katalyzovana adenozinkinazou a inozin-
guanozinkinazou alebo nukleozidfosfotransferazou. Okrem toho, adenozindeaminaza,
guanozin deaminaza a adenozinnukleozidaza prispievaju k recyklaénej drahe purinov.
Pritomnost adenozindeaminazy v rastlinach je stale otazna, pretoZe aktivita tohto
enzymu nie je jednoznaéne preukazana. AvSak v gendmu Arabidopsis bol objaveny
jeden gén (At4g04880) pre adenozindeaminazu a mohla by byt overena jeho expresia
(Schoor a Moffatt, 2004).

Enzymy z recyklaéného cyklu, adeninfosforibozyltransferaza a adenozinkinaza,
maju tiez dolezitu ulohu premene cytokininov (Moffatt a Ashihara, 2002). Prirodzene
vyskytujice sa cytokininy su N°-substituované derivaty adeninu. Su syntetizované
pridanim izopentenylu kAMP za vzniku izopentenyladenozinmonofosfatu.
Izoprenoidny postranny retazec je nasledne upraveny tak, aby viedol k tvorbe

rozli€nych cytokininovych derivatov.

3.1.2 Biosyntéza pyrimidinov

3.1.2.1 De novo biosyntéza pyrimidinov

Biosyntéza de novo pyrimidinov je evoluCne zakonzervovany proces Vo
vSetkych organizmoch a je definovana ako tvorba UMP z karbamoylfosfatu, aspartatu
a 5-fosforibozyl-1-pyrogfosfatu (PRPP). Je tiez znama ako orotatova draha. Sklada sa
zo Siestich krokov, ktoré su naznacené na obrazku 4 a enzymy su vypisané v tabulke
2.
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Karbamoylfosfatsyntaza produkuje karbamoylfosfat zlu€enim uhli€itanu, ATP
a aminoskupiny. Karbamoylfosfat nie je vyuZzity len pri de novo syntéze pyrimidinov, ale
aj ako prekurzor biosyntézy argininu. Daldi krok, ktory je katalyzovany
aspartattranskarbamoylazou, zahrfiuje kondenzaciu karbamoylfosfatu s aspartatom za
tvorby karbamoylaspartatu. Tento krok je Specificky pre pyrimidinovd syntézu.
Cyklizacia karbamoylaspartatu za vzniku pyrimidinového kruhu je katalyzovana
enzymom dihydroorotazou. Nasledne je dihydroorotat oxidovany dihydroorotat-
dehydrogenazou a produktom je orotat. Ten je kondenzovany s PRPP na orotidin-5"-
monofosfat pomocou orotatfosforibozyltransferazy, ktory je potom dekarboxylovany

orotidylatdekarboxylazou na uridin-5"-monofosfat.

Hoci je pyrimidinova de novo syntéza konzervovana, existuju urc€ité odliSnosti
medzi baktériami, kvasinkami a vy38imi eukaryotami (Nara et al., 2000). V baktériach
kazdy enzymaticky krok je katalyzovany inym proteinom kdédovany rozlicnym génom
(Neuhard a Nygaard, 1987). Vrastlinach su prvé tri kroky katalyzované troma
jednotlivymi proteinmi (Doremus, 1986), zatial ¢o u cicavcov su vSetky tri kroky
zabezpecené jednym multifunkénym proteinom nazyvanym CAD:
karbamoylfosfatsyntaza-aspartattranskarbamoylaza-dihydroorotaza (Hiroyuki et al.,
1996). U rastlin a cicavcov su posledné dva kroky katalyzované odliSnymi doménami

bifunkéného enzymu zvaného UMP-syntaza (Walther et al., 1984).

3.1.2.2 Katabolizmus pyrimidinov

Pyrimidinové nukleotidy su katabolizované na pyrimidinové nukleozidy
odstranenim fosfatovej skupiny v reakcii katalyzovanej pyrimidin Specifickou 5°-
nukleotidazou, napriklad uridinmonofosfathydrolazou. Nasledne v reakcii katalyzovanej
cytidindeaminazou je odstranena aminoskupina a cytidin je deaminovany na uridin
a neskdr metabolizovany na uracil. Pyrimidinové bazy uracil atymin su potom
degradované redukénou cestou vtroch po sebe iducich reakciach, ktoré su
katalyzované dihydrouracildehydrogenazou, dihydropyrimidinazou apB-
ureidopropionazou. Katabolizmus je naznaCeny na obrazku 4 aenzymy popisané
v tabufke 2.

Chemicky je degradacna draha opacna k de novo syntéze a vedie k tvorbe (3-
alaninu alebo B-aminobutyratu skrz uvolnenie amoniaku a oxidu uhli¢itého. Pyrimidiny,
podobne ako puriny, mozu byt tieZ metabolizované na sekundarne rastlinné produkty

so Specifickymi obrannymi schopnostami (Kafer et al., 2004).
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Obrazok 4. VSeobecna schéma rastlinného pyrimidinového metabolizmu. PrisluSné enzymy su
zobrazené vtabulke 2. Zobrazené metabolické komponenty su: CP - karbamoylfosfat, CA -
karbamoylaspartat, DHO - dihydrorotat, OA - kyselina orotova, OMP - orotidin-5"-monofosfat, UMP -
uridinmonofosfat, CMP - cytozinmonofosfat, DHU - dihydrouracil, 8-UP - B-ureidopropionat, R5-P - ribéza-
5-fosfat, GIn - glutamin, Glu - glutamat, Asp - aspartat, PRPP - 5-fosforibozyl-1-pyrofosfat, PPi - pyrofosfat,
Pi - anorganicky fosfat.

3.1.2.3 Recyklacia pyrimidinov

Bunky si vyvinuli mechanizmus na opakované vyuZitie nukleozidov a nukloebaz
cez recyklaCné reakcie, pretoze de novo syntéza je vefmi energeticky narocna.
Nukleozidy uridin, cytidin atymidin su recyklované na ich nukleotidy pomocou

Specifickych nukleozidkindz (uridinkindza, cytidinkindza). Uracil, ako jediny

z pyrimidinovych baz, je priamo prevedeny na UMP v reakcii katalyzovanej
uracilfosforibozyltransferazou, ktora ma v rastlinach podstatne nizSiu aktivitu ako
(Ashihara et 2000).

ribozyltransferaz pozostava z niekolkych ¢&lenov. Su lokalizovani v plastidoch alebo

nukleozidkinazy uracilfosfo-

al., V Arabidopsis, rodina
cytozole (Schmid et al., 2005), a preto je pravdepodobné, ze recyklacia pyrimidinov

prebieha prave v tychto organelach.
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Tabulka 2. Zhrnutie enzymov zapojenych do metabolizmu pyrimidinov.

Cislo Nazov enzymu EC &islo

1 karbamoylfosfatsyntaza EC 6.3.5.5
2 aspartattranskarbamoylaza EC 2.1.3.2
3 dihydroorotaza EC 3.5.2.3
4 dihydroorotatdehydrogenaza EC 1.3.99.11
5 orotatfosforibozyltransferaza EC 2.4.2.10
6 orotidin-5"-fosfatdekarboxylaza EC4.1.1.23
7 uridin-cytidinkinaza EC 2.7.1.48
8 pyrimidin Specificka 5 -nukleotidaza EC 3.1.35
9 uracilfosforibozyltransferaza EC 2.4.2.9
10 cytidindeaminaza EC 3.545
11 uridinnukleozidaza EC 3.2.2.3
12 dihydrouracildehydrogenaza EC1.3.1.2
13 dihydropyrimidinaza EC 3.5.2.2
14 B-ureidopropionaza EC 3.5.1.6
15 PRPP-syntaza EC 2.7.6.1

3.2 Nukleozid-N-ribohydrolazy
Nukleozid-N-ribohydrolazy (EC 3.2.2.x) su glykozidazy, ktoré katalyzuju

Stiepenie N-glykozidovej vazby nukleozidov za vzniku nukleobazy a ribdzy (obrazok 5).
Enzymy s nukleozidhydroldzovou aktivitou su délezité pre recyklaénu drahu
patogénnych organizmov, ktoré nie su schopné syntetizovat puriny de novo.
V literature sa mézeme stretnut s rdznymi nazvami pre tuto triedu enzymov, ako
napriklad nukleozid-N-ribohydrolazy, nukleozidhydrolazy ¢i ribohydrolazy, alebo len
skratene NRH. Kukurica obsahuje pat génov pre NRH - NRH1a, NRH1b, NRH2a,
NRH2b a NRH3.

1
</N | NH o o
HO 5 N N I 0
+ HO —= /I\> +
OH OH
OH OH
inozin hypoxantin ribdza

Obrazok 5. Reakény mechanizmus nukleozid-N-ribohydrolaz na priklade inozinu. Baza hypoxantin
a ribdza vznikaju hydrolyzou N-glykozidovej vazby.
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Ako bolo uvedené v kapitole 3.1.1.3, tak enzymy recyklacnej drahy purinov sa
nachadzaju iv metabolizme cytokininov. Su to rastlinné hormoény, ktoré reguluju
mnoho vyvojovych procesov ako bunkové delenie, starnutie listov a apikalnu
dominanciu. Chemicky su derivatmi adeninu, ktoré su delené podla substituentu na
pozicii N° adeninového cyklu na izoprenoidné a aromatické. MoZu sa vyskytovat' vo
forme volnéj bazy, ribozidu, O- alebo N-glykozidov. Vofné bazy su aktivhou formou
cytokininov, ostatné formy maju zasobnu alebo transportnu funkciu (Mok a Mok, 2001).
Na obrazku 6 je zobrazena hydrolyza pomocou NRH izopentenyladeninribozidu (iPR)

na volnu ribézu a cytokinin izopentenyladenin (iP).

CH,
= ~CHs CH,
HN ~~ ~CHs
A HN HO— o 7
< | P NRH
HO N N + HO ~ N XN +
0 </ |
) OH OH
N N
H
OH OH
iPR iP ribdza

Obrazok 6. Reakény mechanizmus nukleozid-N-ribohydrolaz na priklade iPR. Cytokinin iP a rib6za
vznikaju hydrolyzou N-glykozidovej vazby.

Ribohydrolazy su Siroko rozSirené metaloproteiny s unikatnou topolégiou -
listov. V aktivnom mieste sa nachadza vapenaty i6on (obrazok 8). V3etky NRH su
Specifické pre ribézu, ale vykazuju znaénu variabilitu v preferencii nukleovych baz
(Verseés et al., 2001). Su charakteristické svojim poznavacim aspartatovym clustrom
sekvencie DXDXXXDD na N-terminalnom konci polypeptidového retazca (obrazok 7).
Nukleozid-N-ribohydrolazy su lokalizované v cytézole. V prirode su pomerne rozSirené,
nachadzaju sa v kvasinkach (Kurtz et al., 2002), v baktériach (Petersen a Mgaller,
2001), v mesozoach (Versées et al., 2003) &i v rastlinach (Jung et al., 2009), ale
vyskytuju sa aj v hmyze (Ribeiro a Valenzuela, 2003), avSak nie je dokaz o ich aktivite
u cicavcov (Parkin et al., 1991). Obsahuju nukleozidfosforylazy, ktoré vedu k tvorbe
nukleobazy a rib6zy. NRH su rozdelené na zaklade ich Specifity voci substratom na 4
skupiny: neSpecifické NRH, ktoré hydrolyzuju inozin a uridin - IU-NRH (Parkin et al.,
1991; Shi et al, 1999), druhG  skupinu  tvoria  purin-Specifické

adenozin/guanozin/inozin-NRH (Parkin, 1996), dalej su to 6-oxopurin-Specifické
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inozin/guanozin-NRH (Estupifidan a Schramm, 1994) a nakoniec pyrimidin-Specifické
cytidin/uridin-NRH (Giabbai a Degano, 2004).
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Obrazok 7. Porovnanie aminokyselinovych sekvencii NRH z ré6znych organizmov. Rastlinné NRH
z Physcomitrelly patens (PpNRH1) a z kukurice (ZmNRH2b), protozodlne NRH z T. brucei aC.
fasciculata, kvasinkovd NRH zo S.cerevisiae a bakterlalna NRH z E.coli (YeiK). V &ervenou je vyznaceny
motiv unikatny pre NRH a ktory sa podiela na vazbe Ca” ionu a 2-OH skupiny ribézy.

KrysStalicka Struktura je znama len u niekofkych organizmov, napriklad
u Leishmania major (Shi et al., 1999), Trypanosoma vivax (Verseés et al., 2001),
Escherichia coli (lovane et al., 2008; Muzzolini et al., 2006), ale odnedavna je znama
i krysStalicka Struktura NRH z machu Physcomitrella patens ¢i kukurice (Kopecna et al.,
2013). VSetky Studované parazitické NRH maju tetramérnu Strukturu, okrem NRH
z T.vivax (TvNRH), ktora je homodimér (Verseés, 2001). Taktiez ribohydrolazy
z machu (PpNRH1) a kukurice (ZmNRH3) maju dimérnu Strukturu, ale je ina ako dimér
TvNRH (Kopec¢na et al.,2013) (obrazok 8). TvNRH ma dve na sebe nezavislé aktivne
miesta, v strede 6smych B-skladanych listov. Vapenaty ion situovany v aktivhom

mieste je viazany s karboxylovymi skupinami troch aspartatov (dva aspartaty poskytuju
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po jednom Kysliku, treti poskytuje dva kysliky), s karbonylovou skupinou treoninu,
s dvoma hydroxylovymi skupinami ribozy a s vodou (Verseés et al.,2001). Rastlinné
nukleozidribohydrolazy PpNRH1 a ZmNRH3 maju v aktivhom mieste jediny rozdiel
vtom, Ze je namiesto karbonylovej skupiny treoninu viazana karbonylova skupina
leucinu. Struktirne porovnanie miest viazlcich substrat ukazalo, Ze rozdiel medzi
PpNRH1 a ZmNRHS3 je v jednom reziduu, ktoré obklopuje nukleobazu a tym je Y244
u PpNRH1, ktoré je nahradené W u ZmNRH3 (Kopec¢na et al., 2013) (obrazok 9D).

- (-'; 9) ~
)

D Ay
&39@5
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Obrazok 8. Porovnanie kvartérnych struktur (A) IAG-NRH z T. vivax, (B) IU-NRH z C. fasciculata, (C)
PpNRH1. (A): Dimérna Struktura IAG-NRH. (B): Tetramérna Struktura IU-NRH. (C): Dimérna Struktura
PpNRH1. Jedna podjednotka je oznacena &iernou farbou, druha podjednotka ruzovou. Modrou farbou je
vyznaceny Ca®" ion, interakcie medzi podjednotkami su oznacené Cervenou farbou.

Pre podaktoré nukleozid-N-ribohydrolazy bol uréeny pH profil. Jednou z nich je
napriklad IAG-NRH z Trypanosoma brucei brucei (Parkin, 1996). pH profil hydrolyzy
inozinu ukazuje, ze k uplnej katalytickej kapacite tejto ribohydolazy prispievaju tri
protonované skupiny. Platd v oblasti okolo pH 7,5 ukazuje, ze dve formy enzymu su
katalyticky aktivne. Jedna skupina s pK, v blizkosti 6,5 a dve skupiny s pK, v blizkosti
8,8 su zodpovedné za efektivnejSiu katalyzu. Strata protdnu z kyslejSej skupiny znizuje
Viim priblizne desatkrat. AvSak strata dvoch proténov vyustuje do kompletnej inaktivacie
NRH. pH profil v zavislosti na V,/K, neukazuje vrozmedzi pH 5 - 8 Ziadne zmeny
v katalytickej aktivite, ale ucinnost katalyzy vyraznejSie klesa pri pH vacSom ako 8. Je
to spbésobené dvoma ionizovatelnymi skupinami na vofnom enzyme. TaktieZz bolo
stanovené pH optimum pre NRH z Bacillus thuringiensis (Liang et al., 2008). Najvyssia

aktivita enzymu vtomto pripade bola pozorovana vokoli pH 6. Pre NRH
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z Physcomitrella patens (Kopecna et al., 2013) bolo tiez uréené pH optimum medzi pH
7,5az8.

Ako uz bolo vySSie uvedené, metabolicka uloha nukleozid-N-ribohydrolaz bola
najviac preStudovana u parazitickych protozoach. Nemaju schopnost syntetizovat
puriny de novo a tak su NRH kfu€ovymi enzymami drahy purinovej recyklacie u purin-
auxotrofnych organizmoch, ako napriklad Trypanosoma brucei. Tieto parazity
nahradzaju aktivitu nukleozidfosforylazy, ktora sa vyskytuje u prokaryot a vysSich
eukaryot, prave aktivitou ribohydrolazy. Tym, Ze absentuje ich aktivita v fudskom
metabolizme a naopak, su nepostradatelné pre protozoa, tak prave kvoli tejto
metabolickej odliSnosti su nukleozidribohydrolazy povazované za atraktivny ciel pri

vyvoji Specifickych antiparazitickych lie€iv a ich moZznom chemoterapeutickom vyuZiti.

Niekolko nukleozid-N-ribohydrolaz bolo identifikovanych v rastlinach, napriklad
v jaémeni (Guranowski a Schneider, 1977), v pSenici (Chen a Kristopeit, 1981), vo
fazuli (Achar a Vaidyanathan, 1967), v paradajke (Burch a Stuchbury, 1986), v kave
(Campos et al., 2005) alebo v €aji (Imagawa et al., 1979). Nedavno bola publikovana
detailna Studia o génovej rodine NRH z Arabidopsis thaliana (Jung et al., 2009, 2011).
Enzym AtNRH1 vykazuje najvy$Siu hydrolazovu aktivitu voci uridinu a xantozinu, ale
tiez méze hydrolyzovat cytokininovy ribozid N°-(2-izopentenyl)adenozin (iPR), AtNRH2
podporuje hydrolyzu inozinu a prejavuje sa v neskor$ej faze starnutia. Taktiez boli
charakterizované IU-NRH z dvoch dalSich organizmov, zastupca nizSich rastlin mach

Physcomitrella patens a kukurica Zea mays (Kopecna et al., 2013).

3.2.1 Kinetické vlastnosti nukleozid-N-ribohydrolaz

IU-NRH, ako je napriklad CfNRH (Parkin et al., 1991), maju charakteristicku
trojicu rezidui, ktora pozostava z jedného H a dvoch Y. Tato trojica viaze substrat
a umoznuje efektivnu protonizaciu atému N7 purinovej bazy (odstupujuca skupina).
Zaujimavé je, ze takato trojica rezidui sa nevyskytuje v CU-NRH z E.coli (Giabbai
a Degano, 2004, Muzzolini 2006), o naznacuje, ze rezidua potrebné pre aktivaciu
odstupujucej skupiny, ked je protonizovana pyrimidinova baza, su odliSné od tych, co
su potrebné pre puriny. Konkrétna trojica rezidui v Cf-NRH su Y229, Y225 a H241
(obrazok 9A), pricom reziduum H241 protonizuje atdm N7 (Gopaul, et al., 1996).
PpNRH1, ktora je taktiez IU-NRH, ma ekvivalentnu trojicu rezidui pozostavajucu
z H245, Y241 a H257 (Kopecna et al., 2013) (obrazok 9B). Na zaklade tohto zistenia

bola navrhnuta mutagenézia ekvivalentného histidinu v modele ZmNRH2b a mutantna
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forma H249A bola Studovana vtejto praci. Miesto viazuce substrat u PpNRH1
obsahuje dve dalSie rezidua Y244 a Y249, ktoré su viazané k nukleobaze a su
ekvivalentné k reziduam 1228 a Y234 v CfNRH, ktora obsahuje v mieste viazucom
substrat edte reziduum R233, ktoré je lokalizované na smycke nasledujucej po
mobilnom a9-helixe. Zaujimavé je, Ze postranny retazec K297, z druhej podjednotky
PpNRH1, sa nachadza na podobnom mieste ako R233, ¢o naznacuje dblezZité dimérne
usporiadanie pri enzymatickej funkcii rastlinnych NRH (Kopecna et al., 2013) (obrazok
9B). Na zaklade tohto zistenia bola navrhnuta mutagenézia ekvivalentného lyzinu
v modele ZmMNRH2b a mutantna forma K289A bola Studovana v tejto praci. Na obrazku
9C je zobrazené aktivne miesto ZmNRH3, v ktorom sa nachadza reziduum H81,
ktorému odpoveda H91 v ZmNRH2b a bola navrhnuta mutagenézia ekvivalentného

histidinu v modele ZmNRH2b a mutantna forma H91A bola Studovana v tejto praci.

al1
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d Y2444 yv229 ¥ v241
R233 & __ : & v2zs
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_.--% D29 (D12)
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Obrazok 9. (A): Porovnanie miest viazucich substrat u PDNRH1 (zelena farba) a CfNRH (zlta farba).
Ciernou farbou je znazorneny a-helix 9 (ekvivalent a-helixu 11 u rastlinnych NRH). (B): Naviazanie bazy
xantozinu v aktivnom mieste PpNRH1. Prestavba postrannych retazcov Y244 a Y249 je zobrazena ako
plna Ciara, vodikové vazby su zobrazené ako preruSované Ciary. Model PpNRH2 je zobrazeny oranzovou
na porovnanie. Rozdiely medzi dvoma NRH su zndzornené &ervenou farbou. (C): Porovnanie
usporiadania aktivnych miest ZmNRH2b (zIta farba) a ZmNRH3 (ruzova farba). Rozdiely v sekvencii
medzi ZmMNRH2b a ZmNRH3 su znazornené Cervenou. (D): Aktivhe miesto PpNRH1 a ZmNRHS3.
Interakcia medzi PPNRH1 (zelena farba) a ZmNRH3 (ruzova farba) so substratom inozinom (Cierna farba).
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Kinetické vlastnosti NRH nie su doteraz celkom zname a prestudované. Tieto
Studie su aplikované len na niekolkych organizmoch. Jednym z nich je T. brucei brucei
(Parkin, 1996). Pre tuto IAG-NRH je najlep§im substratom inozin (K, 18 uM a V;, 0,8
umol s mg™). Hodnoty Michaelisovej konstanty su priblizne rovnaké pre pyrimidinové
i purinové nukleozidy (15 uM pre adenozin, 106 uM pre cytidin). Naopak, rychlost
hydrolyzy Vi, pre pyrimidinové substraty cytidin a uridin je ovela niZSia ako
u purinovych ribozidov. Z E.coli boli stanovené kinetické parametre u dvoch enzymov -
YeiK (Giabbai a Degano, 2004) a YbeK (Muzzolini et al., 2006). YeiK je Specificky pre
puriny. Katalyticka u€innost vodi uridinu bola asi 1000-krat vaésia ako u adenozinu,
guanozinu a inozinu (neaktivne substraty). Na druhud stranu, YbeK je charakterizovany
ako pyrimidin $pecifickda NRH. Purinové ribozidy su hydrolyzované so 100 - 1000-krat

mensSou ucinnostou v porovnani s pyrimidinovymi nukleozidmi.

Z rastlinnych NRH bola presStudovana ribohydrolaza z Arabidopsis thaliana
(AtNRH1) (Jung et al., 2009). Enzym vykazoval najvy$Siu hydrolazovu aktivitu pre
uridin (K, - 0,8 mM), nasledovali inozin (K, - 1,4 mM) a adenozin (K, - 0,7 mM).
Taktiez bol schopny hydrolyzovat cytokininovy derivat izopentenyladenin-ribozid.
Rozdiel medzi substratmi bol najma v rychlosti hydrolyzy. Hodnota Vj, pre uridin je
0,004 mmol s* mg™”, zatial &o limitna rychlost hydrolyzy adenozinu a inozinu bola
o niekolko radov niz$ia (Vi pre inozin len 7,7 x 10° mmol s* mg™, Vi pre adenozin
0,0002 mmol s* mg™). Ako bolo uvedené vyssie, nedavno boli charakterizované NRH
z P. patens (PpNRH) azo Z. mays (ZmNRH) (Kopecna et al., 2013). PpNRH1 je
najaktivnejSia voCi dvom purinovym ribozidom - xantozinu a inozinu. NiZSiu aktivitu
vykazuje s adenozinom, uridinom a guanozinom. Naopak, PpNRH2 preferuje
pyrimidinovy ribozid uridin a ma menSiu aktivitu vo€i xantozinu a inozinu. Podobne je
na tom i ZmNRH2a a ZmNRH2b. Aktivita ZmNRH2b je 10 - 200-krat vy3Sia ako
u ZmNRH2a a PpNRH2. ZmNRH3 uprednostiuje inozin a xantozin, ostatné nukleozidy
su slabSie substraty. PpPNRH1 a ZmNRH3 vykazuju najvy$Siu katalyticku u€innost’ pre
inozin a xantozin, kym ZmNRH2a ZmNRH2b pre uridin a xantozin, aj ked v tomto
pripade bola hodnota K, pre uridin pomerne vysoka (ZmNRH2a - 468 uM, ZmNRH2b
- 514 uM).

V praci Kope¢na et al., 2013 su Studované kinetické parametre mutantnych
foriem PpNRH1 so substratmi xantozinom ainozinom. Tri mutanty Y241A, Y249A
a H245A maju niekolkonasobne vysSiu hodnotu K, s inozinom ako s xantozinom, ¢o
naznacuje stratu interakcie s 6-oxoskupinou inozinu. Xantozin ma o jeden kyslikovy
atém viac, vplyv na hodnotu K, je menej vyrazny, pretoze dalSia oxoskupina tvori

dalSiu vodikovu vazbu s kyslikom na hlavnom retazci N176 (obrazok 9B). Xantozin
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moéze byt taktiez stabilizovany interakciou s K297. Reziduum H245 je plne
konzervované u vSetkych rastlinnych NRH a dokovacia S$tudia naznacCuje, zZe
neinteraguje so ziadnou nukleobazou. Hodnoty K, pre mutantnu formu Y241A su
vyS$Sie, ale nie tak ako uz u zmienenych mutantov. Znizena hodnota katalytickej aktivity
je pravdepodobne désledkom neefektivnej stabilizacie negativheho naboja
odstupujucej skupiny, ktora vedie k zvy3eniu energetickej bariéry na dosiahnutie
tranzitného stavu. VSetky kinetické parametre su v sulade s dokovacou Studiou
a ukazuju na esencialnu ulohu dvoch rezidui, Y244 a Y249, pri vazbe purinovych
ribozidov u PpNRH1. ZmNRH3 obsahuje tryptofan (W226) v polohe zodpovedajlcej
Y244 v PpNRH1 a kineticky su si velmi podobné. Tyrozin na pozicii 249 mdze byt
velmi délezity pri uréeni substratovej Specifity. PDPNRH2, ZmNRH2a a ZmNRH2b, ktoré
su aktivne voci uridinu a xantozinu, maju reziduum D na pozicii 249 a ostatné rezidua
v aktivnom mieste su identické. Nahradenie D za Y je sprevadzané 3-5 - krat vySSimi
hodnotami K., pre inozin a o polovicu mensimi hodnotami K, vo¢i uridinu. Na zaklade
tohto zistenia bola navrhnutd mutagenézia ekvivalentného aspartatu v modele

ZmNRH2b a mutantné formy D241A a D241Y boli Studované v tejto diplomovej praci.
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4 PRAKTICKA CAST

4.1 Biologicky material
o expresny vektor pCDFDuet (Merck-Millipore, obrazok 10)

6x His-tag BamHiI

| -

lacl NRH2B

pCDFDuet + NRH2b

Xhol
5DF ori  Sm ’

Obrazok 10. Schéma expresného vektoru pCDFDuet.

e RNA na reverznu transkripciu bola izolovana z patdriovych kukuri¢nych semien
pouzitim roztoku Plant RNA Isolation Aid a bola upravena TURBO DNase-free
kitom, cDNA bola potom syntetizovana pomocou SuperScript Il reverznej
transkriptazy, a takto pripravena bola poskytnuta Skolitefom na zaciatok prace

e kompetentné T7express NEB bunky E.coli

4.2 Pouzité chemikalie
e (2S,3S) -1,4-bis(sulfanyl)butan-2,3-diol (Sigma-Aldrich, USA)

e AccuPrime Pfx SuperMix (Invitrogen, USA)
e adenozin (Sigma-Aldrich, USA)

e agardza (Sigma-Aldrich, USA)

¢ akrylamid (Bio-Rad, USA)

o cytidin (Sigma-Aldrich, USA)

e dihydrogénfosforec¢nan draselny (Merck, Nemecko)
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DNAza (TopBio, CR)

dodecylsiran sodny (Bio-Rad, USA)
ethanol (Lach-Ner, CR)
etidiumbromid (TopBio, CR)

farbiaci roztok Coomassie blue (Bio-Rad, USA)
gama-globulin (Bio-Rad, USA)
glukéza (Chemapol, CR)

glycerol (Lach-Ner, CR)

guanidin-HCI (AppliChem, SRN)
guanozin (Sigma-Aldrich, USA)
hydroxid sédny (Lach-Ner, CR)
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)

kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega, USA)
kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, USA)

kyselina chlorovodikova (Lach-Ner, CR)
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LB médium (Roth, SRN)

ligafast pufer (Promega, USA)

mocovina (Sigma-Aldrich, USA)

myoglobin (Bio-Rad, USA)
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (Bio-Rad, USA)
N,N'-metylén-bisakrylamid (Bio-Rad, USA)
N®-(2-izopentenyl)adenozin (Olchemim, CR)
n-butanol (Lach-Ner, CR)
nikotinamidadenindinukleotid (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
OrangelLoading Dye (Thermo Scientific, USA)
ovalbumin (Bio-Rad, USA)

persiran amoénny (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
Protein Ladder (10-250 kDa) (BioLabs, USA)
restrikéné enzymy: Dpnl, Sac, Xhol

RNAza (TopBio, CR)

SOC (Super Optimal broth with Catabolite) médium
streptomycin (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

T4 DNA ligaza (Promega, USA)

TAE (Tris-acetat-EDTA) pufer

thyroglobulin (Bio-Rad, USA)

trans-zeatinribozid (Olchemim, CR)
tris(hydroxymetyl)aminometan, t.j. Tris (MP Biomedicals, USA)
Tris-HCI pufer, pH 6,8

Tris-HCI pufer, pH 7,5
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e Tris-HCI pufer, pH 8,8

e uridin (Sigma-Aldrich, USA)

e vitamin B12 (Bio-Rad, USA)

e xantozin (Sigma-Aldrich, USA)

4.3 Pristrojové vybavenie

e analytické vahy (Sartorius, SRN)

e CD spektrofotometer Jasco-J815 (Jasco, Japonsko)
o centrifuga 5430 (Eppendorf, SRN)

o centrifuga 5430R (Eppendorf, SRN)

e centrifuga Benchtop 4-16 K (Sigma, SRN)

o digitalny pH meter (Multical WTW, SRN)

o elektroforeticka komérka (Bio-Rad, USA)

e elektromagneticka mieSacka (IKA, SRN)

e kvapalinovy chromatograf pre strednotlakovu chromatografiu BioLogic Duo
Flow (Bio-Rad, USA)

e laminarny box (Schoeller, CR)

¢ magneticka mieSacka (IKA, SRN)

e minicentrifuga BLUE (Labnet,SRN)
e PCR termocykler (Eppendorf, SRN)
e rotator (Biosan, USA)

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

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

e trepacka RCT basic (IKA, SRN)
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e UV transluminator (East Port, Francuzsko)
e vortex (Stuart, UK)

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

4.4 Metédy
4.4.1 Klonovanie

4.4.1.1 PCR amplifikacia

Do mikroskumaviek bolo napipetované 0,5 ul cDNA dodanej Skolitefom, po 1 pl
forvardového a reverzného primeru (tabulka 3) a 22,5 pl AccuPrime Pfx SuperMix.
Mikroskumavky boli scentrifugované a vloZené do cycleru. V8etky mutantné formy boli
naklonované pomocou fosforylovanych primerov s mutaciou na 5°-konci jedného
Z nich. PCR reakcia bola prevedena v 35 cykloch PCR produkty mutantnych variant
boli oSetrené pomocou enzymu Dpnl, vypurifikované z gélu a ligované pomocou T4
DNA ligazy (vid nizsie).

Tabulka 3. Pary primerov pouzité pri klonovani ZmNRH 2B. FP- forwardovy primer, RP- reverzny
primer, T, - teplota pre dosadnutie primerov.

Gén Par primerov Ta(°C)

ZmNRH2B - WT FP: 5" - ATCGAGCTCGATGGGGCAGGACGGCCAGCAGAT - 3" 65,0
RP: 5" - AGACTCGAGTCATGGTGCCATGAGCAGCTTC - 3’

ZmNRH2B -H91A FP: 5 - GCTGGGTCAGATGGCATTGGGA - 3’ 53,0
RP: 5" - AACGAAATCAGCAACACGG - 3’

ZmNRH2B - D241A FP: 5 - CTGGTTTTCATGGAATTTTCCTT - 3’ 52,0
RP: 5" - CAGACTTGGCATGCCAATCTCTG - 3’

ZmNRH2B - D241Y FP: 5" - TATGGTTTTCATGGAATTTTCCT - 3’ 50,5
RP: 5" - AGACTTGGCATGCCAATCTC - 3’

ZMmNRH2B - H249A FP: 5 - GCTGATCCTGTGAGCTTCACTCG - 3’ 52,0
RP: 5" - AAGGAAAATTCCATGAAAACCA - 37

ZmNRH2B - K289A FP: 5 - GCAAAGTGGAATTCAGAGAACCCAT - 3’ 56,0

RP: 5" - CAATCCCTGATCCATCAAAGTG - 3’

4.4.1.2 Agarozova elektroforéza a purifikacia z gélu
Na agardzovu elektroforézu bol pripraveny 1% agarézovy gél (1 g agardzy

v 100 ml 1x riedeného TAE pufru). Do kombrky pre elektroforézu napipetujeme 50 pl
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0,07% etidiumbromidu, nan bola pridana rozpustena agaréza a dobre premiedané
hrebienkom. Nechalo sa tuhnut minimalne 30 minat. Potom do jamiek boli
napipetované PCR produkty zmieSané s farbickou 6x OrangelLoading Dye. Cela
aparatura bola pripojena k zdroju napatia na 100 V anechala sa migrovat. Po
skoncCeni elektroforézy bol gél preneseny na UV transluminator a pomocou skalpelu
vyrezany amplifikovany band zodpovedajucej velkosti. Nasledne bol band preneseny
do ependorfky a zvaZeny. Na purifikaciu bol pouZity kit Wizard® Plus SV Minipreps
DNA Purification System. K vyrezanému bandu bol pridany Membrane Binding
Solution (10 ul na 10 mg agarézového bandu). Nechalo sa inkubovat pri 58 °C kym sa
gél kompletne nerozpustil. Kolénka na purifikaciu bola umiestnena do zbernej tuby a na
filter preneseny vSetok rozpusteny gél, centrifugovany 1 minutu pri 16 000 x g. Kolonka
bola premyta 700 ul Wash Solution a opat sa centrifuguje 1 minutu pri 16 000 x ¢
a znova premyje 500 yl Wash Solution. Centrifuguje sa 5 minut pri 16 000 x g. Filter bol
preneseny do Cistej ependorfky a ellciu bola prevedena 50 pl vody. K eluovanej DNA
bol pridany 1 pl restrikéného enzymu Dpn1 a nechalo sa inkubovat cez noc na 37 °C.
Na druhy def bol pripraveny 1% agarézovy gél. Nastiepena DNA bola zmieSana
s farbi¢kou 6x OrangelLoading Dye, atakto pripravené vzorky napipetujeme do

pripravenych jamiek a nechame migrovat.

Plazmid bol vypurifikovany rovnakym spésobom ako predoSly defi a elucia bola
prevedena pomocou 25 ul vody. Vypurifikovany fragment bol nasledne zaligovany do

vektoru pridanim pufru 2x ligafast a T4 DNA ligazy.

4.4.1.3 Transformacia E. coli

Na transformaciu boli pripravené Petriho misky s LB agarom a antibiotikom
streptomycin o koncentracii 50 ug mi™*. Na transformaciu boli pouZité kompetentné
T7express NEB bunky E.coli. Ktymto bunkam bolo napipetovanych 5
vypurifikovanych plazmidov a celd zmes bola inkubovana na lade 20 minut. Samotna
transformacia buniek bola prevedena teplotnym Sokom pri 42 °C vo vodnom kupeli
pocas 30 sekund. Nasledne bolo pridané k bunkam 125 yl SOC média a suspenzia
bola inkubovana 30 minut pri 37 ‘C. Potom boli takto pripravené bunky napipetované
na Petriho misky a agarom, rozotrené sklenenymi guliCkami a inkubované cez noc pri
37°C.

4.4.2 Produkcia kukuri€énych rekombinantnych proteinov v E.coli

Kultivacia bakterialnej prekultury  prebehla v Erlenmayerovych bankach,
v ktorych bolo 20 ml Lauria- Bertani (LB) média, 1 ml 20% glukdzy, 500 pl antibiotika

streptomycin (vysledna koncentracia 50 ug/ml) a 5 pl kultury E.coli nesucej gén pre
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tvorbu rekombinantnych proteinov. Takto pripravené prekultury boli inkubované na
trepatke za mierneho trepania pri 30 ‘C cez noc. Na druhy den boli pripravené LB
média so streptomycinom do 500 ml Erlenmayerovych baniek. Prekultary boli
scentrifugované (5 min, 4000 x g, 20 °C) apelety resuspendované v 10 mil
pripraveného LB média so streptomycinom. Potom boli prenesené do zvy3ného LB
média a boli inkubované priblizne hodinu na trepacke pri 30 °C. Nasledne bola
zmerana opticka denzita pri vinovej dizke 600 nm, ktorej hodnota bola priblizne 0,6. Do
kultdr bolo potom pridanych 200 ul 0,5 M IPTG a indukcia prebiehala pri 20 °C cez noc

na trepacke.

4.4.3 Extrakcia ZmNRH2b a jeho mutantnych foriem

Najprv bola lyza¢na cela dana do mraziaceho boxu na - 80 ‘C na dobu 15
minut. Nasledne bol bakterialny pelet po indukcii rozsuspendovany v 6 ml 50 mM Tris-
HCI, pH 8.0 av 50 ul inhibitora proteaz. Do pristroja cell lyzer bol napipetovany
rozsuspendovany pelet, nasadena lyza¢na cela a spustena lyzacia. Zlyzované bunky
boli odpipetované do Cistej falkony. Nakoniec bol cely lyzaény systém dvakrat
preplachnuty vodou a 20% etanolom. Potom bol k lyzatu pridanych 10 pyl RNAsy a 10
Ml DNAsy a inkubované 30 minat vo vodnom kupeli pri 37 °C. Nasledné bolo pridanych
0,75 ml 1M chloridu sodného a 0,75 ml 50% glycerolu a zmes bola centrifugovana 30

minut pri 4 °C a 12000 x g. Supernatant bol preneseny do novej falkony pre purifikaciu.

4.4.4 Purifikdcia ZmNRH2b a jeho mutantnych foriem

Supernatant, s obsahom pozadovaného proteinu, bol purifikovany afinitnou
chromatografiou s imobilizovanymi kobaltnatymi iontami (His-selected cobalt gel,
Thermo). Protein sa zachytil na koléne histidinovou kotvou. Najprv boli kolénky
niekolkokrat premyté ekvilibratnym pufrom (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM imidazol,
5% glycerol, 100 mM NaCl), na ne bol naneseny supernatant z extrakcie a boli
inkubované 1 hodinu pri 4 °C na rotatore. Kolonky boli potom znova centrifugované
(300 x g, 1 min) a opat premyté ekvilibranym pufrom. Néasledne bol pridany elu¢ny
pufer (20 mM Tris-HCI pH 8,0, 250 mM imidazol, 5% glycerol, 100 mM NaCl) a kolonky
boli znovu inkubované na rotatore po dobu 30 minut pri 4 “C. Protein je pri pouziti
vysokej koncentracie imidazolu vytesneny zvazby a uvolneny do eluatu, pretoze
imidazol m& kiontom kovu vysoku afinitu. Pomocou centrifugacie bola ellcia
prevedena v dvoch krokoch. Frakcie boli nakoniec spojené a zakoncentrované
centrifugaciou na objem priblizne 1,5 ml pomaocou filtrov Centricon Plus 10 kDa (Merck-

Millipore, USA). Kolénky boli dvakrat premyté elu¢nym pufrom, trikrat vodou a na eluciu
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zostavajucich nedcistdt bol pouzity 6 M guanidin-HCI. Nakoniec boli eSte precistené

vodou a uschované s 20% etanolom.

4.4.5 Gélova permeacna chromatografia

Na stanovenie molekulovej hmotnosti enzymu v nativnom stave bola vyuzita
gélova permeana chromatografia. Analyza prebiehala na kvapalinovom
chromatografe pre strednetlakovu chromatografiu BioLogic DuoFlow (Bio-Rad). Pre
meranie bola pouzita koléna Superdex 200 HR10/30 (Amersham Biosciences,
Svédsko), tvorena zosietovanou agarézou pripojenou k dextranu. Mobilnou fazou bol
50 mM K-fosfatovy pufer, pH 7, s obsahom 150 mM NaCl. Prietokova rychlost bola 0,7
ml min™. Ako proteinové $tandardy boli pouzité vitamin B12 (1,35 kDa), konsky
myoglobin (17 kDa), kuraci ovalbumin (44 kDa), hovadzi gama-globulin (158 kDa)
a tyroglobulin (670 kDa)

4.4.6 Kontrola urovne expresie pomocou SDS-PAGE

K screeningu expresie jednotlivych proteinov bola pouzitd elektroforéza
na polyakrylamidovom géle s pridavkom dodecylsiranu sodného (SDS), ktory dava
bielkovindm uniformny zaporny naboj a teda jednotne putuju k anéde a su delené na
zéklade rozdielnej velkosti molekul a odliSnej elektroforetickej pohyblivosti
v elektrickom poli. Bola pripravena prekultira pozostavajuca z glukézy, antibiotika
streptomycin, LB média a z buniek mojich vzoriek. Cez noc som to bolo inkubované na
trepacke pri 37 ‘C. Na druhy den bola prekultira centrifugovana a pelet rozpusteny v 1
ml LB média apreneseny do pripravenej kultiury pozostavajucej z LB média
a streptomycinu. Ta bola inkubovana pri 30 °C asi 1 hodinu, a potom bolo zmerané
ODegoo. Ked bola tato hodnota priblizne 0,6, tak bol odobraty 1 ml Kkultdry,
scentrifugovana a pelet rozpusteny v 20 yl 8M mocoviny. Do zvySnej kultury bolo
pridané IPTG a nechalo sa inkubovat 2 hodiny pri 20 °C. Potom bola zmerana hodnota
ODegoo, vzorky boli nariedené na taku hodnotu, aka bola pred indukciou a takto
nariedena vzorka bola centrifugovana a pelet rozpusteny v 20 yl 8M mocoviny. Zvy$na
kultura bola inkubovana cez noc pri 20 °C. Na druhy den bola znovu upravena hodnota
ODgoo na pévodnu pred indukciou, centrifugovana a pelet rozpusteny v 20 uyl 8M
mocoviny. ZvySok kultury bol taktiez scentrifugovany a pelet rozsuspendovany v zmesi
Tris-HCI, pH 8, MgCl; a inhibitore proteaz. Pridany bol B-PER, lyzozym, 1 yl RNAsy
a DNAsy, NaCl aglycerol aceld tato zmes bola centrifugovana. Supernatant bol
preneseny do novej ependorfky, €o je rozpustna frakcia a pelet bol rozpusteny v 1,5 ml

8M mocoviny, ¢o bola nerozpustna frakcia.
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Priprava vzoriek (pred indukciou, po indukcii po 2 hodinach, po indukcii cez
noc, rozpustna a nerozpustna frakcia) pre elektroforézu prebiehala zmiedanim 20 pl
danej vzorky s farbou Loading Dye s merkaptoetanolom. Vzorky boli zahriate na 100
°C na 5 minut a nasledne nanasané do jamiek. Zaostrovaci a deliaci gél bol pripraveny
podfa tabulky 4. Medzi dve skla, upevnené v nalievacom stojane, bol naneseny deliaci
gel, ktory bol prevrstveny n-butanolom a nechal sa polymerizovat’ priblizne 30 minut pri
laboratornej teplote. Po jeho stuhnuti bol vyliaty n-butanol a povrch gélu bol premyty
deionizovanou vodou. Potom bol na povrch naliaty zaostrovaci gél a vsadeny
hrebienok na vytvorenie jamiek a gél sa opat nechal stuhnat. Po polymeracii boli skla
vlozené do elektroforetickej komérky a medzi ne bol naliaty elektrédovy pufer (0,025 M
Tris, 0,192 M glycin, 0,1 % SDS, pH 8.3).Potom boli do jamiek napipetované vzorky
a vhodny Standard a komdrka bola pripojena k zdroju napatia na 120 V. Asi po hodine
bola elektroforéza ukon&ena, gél bol vybraty a oplachnuty deionizovanou vodou a cez
noc farbeny farbiacim roztokom Coomassie Brilliant Blue. Na druhy den bol gél

odfarbeny odfarbovacim roztokom (35% metanol a 10% kyselina octova).

Tabulka 4. Zlozenie zaostrovacieho a deliaceho gélu.

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

(ml) (ml)
Tris/HCI, 1.5 M, pH 8.8 2,5 -
Tris/HCI, 0.5 M, pH 6.8 - 1,25
AA/BIS 4 0,65
H,O 3.2 2.95
SDS (10 %) 0.1 0.1
APS (10 %) 0.05 0.06
TEMED 0.015 0.015

4.4.7 Stanovenie koncentracie proteinov

Koncentracia jednotlivych proteinov bola stanovena metddou Bradfordovej
a spektrofotometricky pri vinovej dizke 280 nm. Principom Bradfordovej metddy je
tvorba komplexu medzi triarylmetanovym farbivom Briliant Blue G-250 v kyslom
prostredi a proteinom. Zo zasobného roztoku BSA (2000 pg ml') bola pripravena
koncentraéna rada 25 do 2000 ug mi*. Na meranie absorbancie pri vinovej dizke 595
nm sa pouzilo 50 ul vzorku alebo Standardu a 1,5 ml Bradfordovej €inidla. Zmes bola

inkubovana 10 minut pri laboratérnej teplote a nasledne bola premerana absorbancia.
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Koncentracia proteinov po zahusteni a eliminacii imidazolu bola stanovena aj
spektrofotometricky pri vinovej dizke 280 nm, voda bola pouzita ako blank. Na vypodet

koncentracie bol pouZity vzorec:

A . .
Cvzorky [mg/ml] = —vzorka riedenie,

A protParam

kde Apopaam Odpoveda absorbancii daného proteinu pri koncentracii 1 mg mit. Zo
znamej sekvencie aminokyselin proteinu (GenBank koéd: JQ594984) bola urlena
absorbancia pomocou programu  ProtParam na stranke Expasy.org
(http://web.expasy.org/protparam/). Tento program vyhodnoti molarne extinéné
koeficienty proteinov na zaklade Edelhochovej metddy (Edelhoch, 1967), ale extinéné
koeficienty pre tyrozin a tryptofan su uréené metdédou podla Pace et al. (Pace et al.,
1995).

4.4.8 Stanovenie teplotnej stability

Pre urlenie teplotnej stability boli enzymy inkubované 30 minut pri urcitych
teplotach v rozsahu 4 “‘C az 70 “C a potom bola uréena ich zvySkova aktivita. Reakénu
zmes v 2 ml kyvete tvoril pufer 200 mM Tris -HCI, pH 7,5 s 1 mM DTT a 400 mM KCl,
200 uM substrat, v tomto pripade bol pouzity xantozin, a jednotlivé enzymy (wild type

a mutantna forma K289A).

4.4.9 Stanovenie nukleozidazovej aktivity

Aktivita enzymu je definovana ako rychlost’ katalyzovanej reakcie. Ako zakladna
jednotka sa udava 1 katal (kat), o je taka aktivita enzymu, o premeni 1 mol substratu
za 1 sekundu. Tato aktivita je vyjadrena vztahom:

a [katal] = i—fﬁ,

kde AA je zmena absorbancie, At je Cas reakcie v sekundach, € je molarny absorpcny
koeficient udavany v M*cm™ , V je objem kyvety v litroch al je $irka kyvety dana
v centimetroch. Molarny absorpény koeficient pre jednotlivé substraty je uvedeny
v tabufke 5.

Enzymova aktivita bola urena spektrofotometricky metédou podfa Parkina
(Parkin, 1996). Vinovéa diZka a molarny absorpény koeficient bol zvoleny v zavislosti na
pouzitom substrate (tabulka 2). Kone¢ny objem reak&nej zmesi v kyvete bol 2 ml. Tuto
zmes tvoril 200 mM Tris- HCI pufer (pH 7,5) s 1mM DTT, 400 mM KCI, dany substrat

a vybrany enzym Startoval reakciu.
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Tabulka 5. Spektroskopické vlastnosti substratov. Substraty pouzité pri merani aich molarne

absorpéné koeficienty a vinové dizky.

Substrat “lf:é?:;)ér?tb(sh;‘ggﬁqn}; Vinova dizka (nm)
Adenozin -1400 276
Cytidin -3420 280
Guanozin -4100 253
Inozin -920 280
Uridin -1800 280
Xantozin -3700 245
iPR -1370 289
tZR -1480 289

4.4.10 Testovanie substratovej Specifity, stanovenie K, a V),

Na stanovenie kinetickych konstant K, a

Viim bol pouzity program GrafPad Prism 5.0 za

vyuzitia nelinearnej regresie. Kinetika Michaelis-Mentenovej vyuziva zakladny vzorec:

V=

Vlim[S]
Km + [S]

kde V udava pociatonu reakénu rychlost, Vi, je limitna rychlost reakcie, [S] je

koncentracia substratu a K., udava Michaelisovu konstantu. Grafickym zobrazenim

rovnice je hyperbola (obrazok 11).

lim

—>

Pociatoéna rychlost reakcie[V]

-~

K

m

Koncentracia substratu [S] —>

Obrazok 11. Zavislost' rychlosti katalyzovanej reakcie na koncentracii substratu.

4.4.11 CD spektroskopia

Cirkularny dichroizmus (CD) je jav, ktory nastava vtedy, ked absorpcia

lavotoCivej a pravotolivej zlozky je rbézna pri prechode prostredim. Grafickym
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vyjadrenim je krivka zavislosti rozdielu molarnych absorpénych koeficientov pre
lavoto&ivi a pravotogivi formu v zavislosti na vinovej dizke. Cirkularny dichroizmus je
vhodny na Studium konformacénych zmien makromolekul, interakcie medzi proteinmi.
Vyuziva sa pri porovnani Struktar proteinov ziskanych z rozdielnych zdrojov alebo

réznych mutantov toho istého proteinu.

Sekundarna Struktura méze byt urena pomocou CD spektroskopie v dalekej
UV-oblasti. V tychto vinovych dizkach je chromoférom peptidova vézba. a-helix, B-
skladany list a nahodne skladana Struktura maju charakteristicky tvar a velkost
spektra. a-helix ma negativny vrchol pri vinovej dizke 208 nm a 222 nm, a pozitivny pri
hodnote 190 nm. B-skladany list ma negativny vrchol pri 218 nm a pozitivny pri 196
nm. Po zmerani jednotlivych spektier musia byt hodnoty elipticity ( v jednotkach mdeg)

prevedené na jednotky rezidualnej elipticity (deg cm? dmol™) pomocou rovnice:

100 (signal)
Cnl

[6] =

kde 6 je rezidualna elipticita, signal je vystup v jednotkach mdeg, C je
proteinova koncentracia v mM, n je poget aminokyselinovych rezidui a | je dizka kyvety
v cm. Kazdé spektrum je priemerom troch skenov na dosiahnutie optimalneho signalu
a odstranenie Sumu. Jednotlivé enzymy boli nariedené na koncentraciu priblizne 0,25
mg ml™ v 20 mM Tris- HCI pufri, pH 8,0. Meranie prebiehalo od 195 nm do 400 nm.
Nakoniec bol pomocou programu K2D2 stanoveny obsah a-helixov a B-skladanych

listov.
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7 ZAVER

o V teoretickej Casti tejto diplomovej prace bola vypracovana literarna resers
zahffajuca poznatky o pyrimidinovom a purinovom metabolizme. Taktiez boli
spomenuté nukleozid-N-ribohydrolazy, ich charakteristické znaky, krystalicka
Struktara, vyskyt v protozoach ¢&i rastlinach a doposial preStudované kinetické
parametre NRH u niekolkych organizmov.

e V experimentalnej Casti bol popisany postup klonovania, izolacie a purifikacie
jednotlivych proteinov pomocou afinitnej chromatografie. Potom bola zistena
uroven expresie a molekulové vlastnosti ZmMNRH2b. Tiez bola zostavena krivka
teplotnej stability vybranych enzymov a graf substratovej Specifity s ur€itymi
substratmi. Nakoniec boli stanovené kinetické parametre K., a V.. Z merani
vyplynulo, Ze najvhodnejSim substratom pre ZmNRH2b - WT bol pyrimidinovy

nukleozid uridin, ale pre mutantné formy to bola purinova baza xantozin.
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