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1 CILE PRACE

e Teoreticka cast:

Vypracovani prehledné reSerse k tématu prace, ktera bude obsahovat:

- Metabolismus purin a pyrimidin(

- Bakterialni a rostlinné nukleosid-N-ribohydrolasy, vyskyt, substratova
specificita

- Reakéni mechanismus nukleosid-N-ribohydrolas
e Experimentalni ¢ast
- Exprese genu v E. coli, extrakce a purifikace rekombinantniho proteinu
- Stanoveni teplotni stability enzym?
- Zjisténi molekulové hmotnosti — oligomeriza¢niho statusu

- Analyza substratové specificity a porovnani jednotlivych substrat(



2 UvoD

Metabolismus purind a pyrimidinG je zakladnim a kliCovym metabolismem ve
vyvoji rostliny, ponévadz pfitomné nukleotidy jsou zakladnimi stavebnimi latkami
nukleovych kyselin a tvofi soucasti dalSich vyznamnych latek. Mohou byt prekurzory
alkaloid a cytokininG, vyznamnymi nosiCi energie jako je ATP nebo intermediaty
koenzymu NAD a FAD.

Metabolismus nukleotidli Ize rozdélit do 3 zakladnich kroku, tj. de novo syntéza,
recyklace (interkonverze) a katabolismus. Enzymy, tzv. Nukleosid-N-ribohydrolasy
(NRH, nukleosidasy), katalyzuji hydrolytické Stépeni nukleosidd na pfisluSnou bazi a
cukr rib6zu. NRH jsou vysoce specifické vU€i ribéze a jsou lokalizovany v cytosolu.
V aktivnim misté téchto enzymi se nachazi vapenaty ion a timto Ize tyto enzymy
zaradit do skupiny metaloproteint. Kukufice obsahuje 5 genu, a to NRH1a, NRH1b,
NRH2a, NRH2b a NRH3

Cilem této prace je charakterizace kukuficné NRH, konkrétné NRH2a a NRH2b a
stanoveni substratové specificity s vybranymi purinovymi a pyrimidinovymi ribozidy

jako potencialnimi substraty.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Modelovy organismus kukurice (Zea mays L.)

V této praci jsou studovany enzymy zrostlinného modelového organismu
kukufice seté. Je to jednoletd jednodélozna rostlina, ktera se fadi do Celedi
lipnicovitych (Poaceae). Celkem je uznano 5 druhl, ovSem nejvice vyuzivana je
kukufice seta prava. Dalsi jednoleté divoké rostliny jsou oznacovany jako teosint. Jejim
hlavnim centrem vyskytu a vyvoje je oblast Stfedni Ameriky tj. Mexico (Hraska a kol.,
1989).

Kukufice je termofilni rostlina, tudiz je tfeba zajistit jeji odolnost vic&i chladu v
nasich podminkach. Pravé timto problémem se zabyvalo mnoho zemédélcu a také
védcl. Velmi vyrazné uspéchy v urodnosti byly dosahnuty pomoci Slechténi, kdy
vySlechténé osivo zvysilo Urodnost o tfetinu (Rod a kol., 1982).

Genom kukufice je stfedné velky (2,5 Gbp) ve srovnani s mnoha podobnymi
nebo pfibuznymi druhy trav jako je ryze (0,4 Gbp), Cirok (0,75 Gbp), je€men (6 Gbp) a
pSenice (17 Gbp). Kukufice setd se fadi k mnoha nejvyznamnéjSim svétovym
plodinam. Kromé jejiho agronomického vyznamu, je také nepostradatelnym
modelovym organismem pro zakladni vyzkum témér sto let. Ve vyzkumu je pfedmétem
pro dlouhodobé biologicko-botanické studie jakou je napfiklad domestikace rostlin,
evoluce genomu, vyvojova fyziologie, epigenetika, ochrana proti Skiidcum, kvantitativni
dédictvi a srovnavaci genomika (Strable et al, 2009).

Kukufice se sklada z kofenového systému, stébla, listu, liguly (bezchlorofylova
membrana), laty, kvétu a palice. Kofeny mohou byt primarni, bocni kli¢ni kofeny,
sekundarni kofeny podzemni i nadzemni (vzdu$né). Stéblo je kolmé, vysoké, silngjsi
déleno clanky, které obsahuji dfef. Listy jsou vstficné a Zilnatina paralelni. Lata je
samci kvétenstvi, palice samicCi. Kvét je obalen pluchou a pluskou, vZdy je jeden z nich
fertilni (Spaldon a kol., 1986) (obrazek 1).

Tato rostlina je opylovana vétrem. Saméi a samiCi kvéty se nachazeji na
samostatnych stopkach, coz zabezpecuje cizosprasnost. Samc&i organy se nachazi
v horni &asti hlavniho stonku a samici ve stfedu hlavniho stonku (Strable et al, 2009).

Kukuficné zrno je slozeno pfevazné ze Skrobu, tuku, bilkovin a mineralnich latek.
Zastoupeni kyselin linolové, olejové, palmitové a stearové zde neni zanedbatelné.
Celkovy obsah esencialnich AMK je pomérné nepfiznivy, ponévadz kukufiény zein
neobsahuje tryptofan, lysin, cystin a metionin. Pomoci Slechténi se tyto dllezité slozky
zvysuji, a tudiZz se rostlina stava vice vynosnéjsi a energeticky potfebnou pro lidstvo
(Spaldon a kol., 1968b).
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Sam¢i organ
produkuje az 25 mil
pylovych zrn R Par samg¢ich klaska se
tfemi prasniky visici
z horniho kvitku

Pylova zrna vedouci
z jednoho pestiku
samiciho klasku

Par mladych samigich |

Kidski ——p)
Mnohocetna )
vlékna na . D
stopce |
S\ Sami¢i orgén s 1000
potencionalnimi
\ pylovymizrny na

Spicce klasu

DALY

W

ke

Listy vedlejSich

Nékteré nody vyviji vétvi tvofi lusky —»

rudamentarni klasy: jedno z
nich vytvafi klas s mensimi
skupinami zrn, v jiznich
oblastech se z nich muze
vytvofit nékolik klasu. E
Pericarp (2N) .
Aleuron a endosperm (3N /i
Scutellum (2N)

Vrchol kofene (2N)

Primarni a kli¢ové kofeny podporuji rust ve
stadiu semenacku.

Ostatni adventivni kofeny vyrustajici z
bazaélnich uzla.

Obr. 1 Dospéla rostlina kukufice seté. A) Rostlina se sklada v dospélosti z nadzemni a
podzemni ¢asti. Internodia rozélenuji rostlinu, v jednotlivych poté rostou klasy. B) Samci
kvétenstvi predstavuje lata klaskl (stfapec) a 3 tyc¢inky. Samci klasky jsou v parech, jeden
pfisedly a druhy stopkaty. Kazdy klasek ma dva kvéty. C) Samici organy vyrastaji z Gzlabniho
listu. Pouze jeden kvitek na klasku se vyviji az do dospélosti. Pfi opyleni pyl putuje z rostouci
pylové lacky na vaji¢ko. Po fertilitizaci se vajeCnik zvétSi a produkuje jadro. D) Kukufi¢ny klas,
lusk neboli palice pfileha k internodiim. Velky pocet listend. E) Zralé jadro obsahujici zarodek je
uzavieno do oplodi, priihledna vrstva tkané je matefského plvodu. V dospélosti skryva embryo
pét nebo Sest liste¢kd primordii a primarni kofen. Endosperm hromadi rezervy $krobu, které
jsou mobilizovany pfi kli€eni a pfedavany pfes scutellum rostoucim sazenicim. (Obrazek

prevzat a upraven podle Strable et al., 2013)
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3.2 Nukleosid-N-ribohydrolasy (nukleosidasy)

Nukleosid-N-ribohydrolasy (nukleosidasy) byly objeveny a popsany v bakteriich,
kvasinkach a prvocich. Tyto enzymy katalyzuji hydrolytické Stépeni ribozidu na
prisludnou bazi a ribdzu (obrazek 6) (Verseés a Steyaert, 2003). Nukleosid-N-
ribohydrolasy maji ve svém aktivnim misté navazany Ca® iont, tudiz je muzeme
zaradit do skupiny metaloproteint. Aktivni misto je specifické pro rib6ézu, kdy substrat
se na néj vaze pres ribozylovy zbytek (Verseés et al., 2001).

Metabolismus nukleotidi je mozno rozdélit zhruba do tfi ¢asti, a to: de novo
syntéza, recyklace a katabolismus. Rostliny maji schopnost degradovat i recyklovat
zaroven. KliGovym enzymem, ktery kontroluje, zda jsou tyto dvé faze v rovnovaze, je
nukleosidasa. Tento enzym je dobfe popsan u prvoku a kvasinek (Magni et al., 1975,
Gopaul et al.,, 1996, Shi et al.,, 1999, Mitterbauer et al.,2002) a nedavno i pak ve
vysSich rostlinach (Jung et al., 2009). U savcU je aktivnim mistem nukleosidfosforylasa
(Parkin et al., 1991). Ve studii, uskuteénéné na Arabidopsis thaliana jako modelové
rostliné, byla popsana uridinova specificita pro AtNRH1 (AtURH1). Tento enzym byl
objeven jako cytoplazmaticky a kdédujici gen byl exprimovan kofenovém meristému,
ochrannych burikach a zralych pylovych zrnech. Rostliny se snizenou nebo naopak
zvySenou nukleosidasovou aktivitou vykazovaly zpozdénou germinaci (Jung et al,
2011b). Pozdéji bylo prokazano, Zze AtNRH1 je schopna hydrolyzovat také xantosin.
Knockout mutant, vykazoval pfiznaky pfed€asného starnuti, doprovazeného vyraznou
akumulaci uridinu a xantosinu v podminkach dlouhodobé tmy. U nejbliz§iho a dosud
nedostateCné charakterizovaného homologu AtNRH1, AtNRH2, bylo zjisténo, Ze
plusobi v pozdni fazi starnuti a mize hydrolyzovat inosin. AtNRH3, jakozto dalSi
izoforma, pfekvapivé funguje jako extracelularni, purin-specifickd hydrolasa, ktera se
podili na degradaci extracelularnich nukleozidi a muze se také podilet na patogenni
reakci (Jung et al., 2011).

Zatimco nukleotidy jsou dalezitymi meziprodukty v syntéze nukleovych kyselin,
nukleotidové cukry jsou dulezité pro vystavbu komponentd, jako je napf. celulosa.
Kromé toho purinové nukleotidy jsou zapojeny do pfenosu signalu a jsou soucasti
kofaktortl Ucastnicich se na enzymatickych reakcich (Riegler et al., 2011). Purinové
nukleotidy jsou odvozené od IMP (inosin-monofosfatu) (van Graaff et al.,, 2004) a
pyrimidinové od UMP (uridin-monofosfatu) (Giermann et al., 2002, Schroder et al.,
2005). Velké mnozstvi nukleotidi je tvofeno transaminaci, deaminaci a oxidaci
heterocyklickych systému (Riegler et al., 2011)
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Nukleové baze a nukleozidy jsou recyklaci pfevedeny na nukleozid monofosfat
pusobenim fosforibosyltransferasy-pyrofosfatasy a nukleosidkinasy. nukleosidkinasy.
Oba tyto enzymy byly identifikovany v rostlinach na biochemické i molekularni drovni
(Moffatt et al, 2002;. Zrenner et al, 2006;. Islam et al., 2007). NejvétSim pfinosem
recyklace jsou niz$i pozadavky na energii ve srovnani s de novo syntézou. Napfiklad
de novo syntéza purinli vyzaduje pét molekul ATP, zatimco pfi recyklaci je tfeba pouze
jedna molekula. DalSim velkym rozdilem je vysoky stupen kontroly de novo syntézy
v porovnani s recyklaci. De novo syntéza je velmi podobna jak v prokaryotickych, tak i
v eukaryotickych organismech (Katahira & Ashihara, 2002,. Kafer et al, 2004).

U nékterych organismu jako je Trypanosoma vivax, Leishmania major nebo
Crithidia fasciculata je znama krystalicka struktura NRH. T. vivax ma dimerni strukturu,
dvé aktivni mista v podob& Ca?* iontu, které nejsou zavislé (obrazek 3). L. major a C.
fasciculata maji strukturu kvartérni, taktéZ obsahuijici aktivni mista v podob& Ca®* iontt
(obrazek 2).

Obr. 2 Kvartérni struktura Crithidia fasciculata IU-NH. Cerven& znazornény beta listy,
zelené Sroubovice. Pofadi Sroubovic je indikovano od N-konce k C-konci. (Obrazek prevzat od
Verseés et al., 2003).
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Obr. 3 Dimerni struktura Trypanosoma vivax IAG-NH. Obé aktivni mista nezavisla na sobé
znazornéna dvéma Ca®* ionty v podobé dvou modrych kuli¢ek. (Obrazek pfevzat od Verseés et
al., 2001).

His239

Obr. 4 Srovnani vazeb substratii IU-NH z C. fasciculata. Znazornéni dvou modell 1U-NH
vazby aktivniho mista na (A) inosin (B) uridin. Model na obrazku (A) byl ziskan superpozici

vazbou na inosin uzavienim struktury IU-NH pfechodem substratu v inhibitor. Model na obrazku
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(B) byl ziskan na zakladé konformace inhibitoru v IU-NH komplex. PferuSované modré vazby
znazornuji mozné vodikové vazby mezi enzymem a bazi. PferuSované r{izové ¢ary znazorfiuji
interakci mezi dvéma rezidui Tyr-Tyr-His triadou. Tyr 227 je spravné orientovan pro vytvoreni
vodikové vazby na atomu N7 hypoxantinu. His239 je vzdaleny, ale jeho pozice je mirné pod
optimalni polohou s ohledem na akceptorovy atom. Aktivnhi misto doplfiuje hypoxantin a

neumoznuje alternativni konformace jako syn nebo anti (Obrazek pfevzat z lovane et al., 2008)

NRH jsou klasifikovany do C&tyi skupin na zakladé substratové specificity na
substratové nespecifické z Leishmania major (Shi et al., 1999), preferujici inosin a
uridin (IU-NRH) (Parkin et al., 1991) a inosin a uridin (IU-NRH) (Estupifian a Schramm,
1994) z Crithidia fasciculata a posledni NRH preferujici inosin, adenosin a guanosin
(IAG-NRH) vykazujici substratovou specificitu k purinovym  nukleozidim z
Trypanosoma brucei (Parkin, 1996).

Kinetické  vlastnosti  nukleosid-N-ribohydrolas nejsou  doposud zcela
charakterizovany a v literatufe popsany. Tato studie je aplikovana pouze na uzkém
vybéru organisml. Napf. Trypanosoma brucei jako zastupce protozomalnich
organismu u niz byly kinetické vlastnosti stanoveny, preferuje jako substraty adenosin,
guanosin a inosin. Nese oznaceni IAG nukleosidhydrolasa. Tento enzym ma dimerni
strukturu. Tato studie prokazala, Zze nejlepSim substratem je inosin, ktery ma K., 18 uM
a Vim 0,8 ymol s mg™. Hodnoty K, jsou v podstaté srovnatelné u purind i u pyrimiding.
Hodnota Kc./Kn pro inosin, adenosin a guanosin je 1,9x10° 1,2x10° a 0,83x10° M™* s™.
Rychlost hydrolyzy purinového substratu cytidinu je Vjm je 0,07 pmol s* mg-' a
rychlost hydrolyzy pyrimidinového substratu uridinu je Vi je 0,00032 pmol s* mg™.
Z tohoto vyplyva, ze pyrimidinové nukleozidy jsou hor§imi substraty nez purinové.
(Parkin et al., 1996).

Jako dalsi organismus, u kterého byly popsany kinetické vlastnosti, je mozno
uveést bakterii s ndzvem Escherichia coli. Zde byly prokazany a charakterizovany dva
proteiny. Protein YeiK (Giabbai & Degano, 2004) a protein YbeK (Muzzolini et al.,
2006). Oba tyto proteiny jsou v literatufe popsany jako pyrimidin specifické NRH. Bylo
zjisténo, ze katalyticka ucinnost Yeik vici substratu inosinu, adenosinu a guanosinu
byla vic jak tisickrat nizsi nez vuci uridinu, z ehoz vyplyva, Ze pfedchozi si tfi substraty
jsou brany za neaktivni (Estupinan & Schramm, 1994; Parkin et al., 1991; Pelle et al.,
1998). YbeK hydrolyzuje pfirozené se vyskytujici pyrimidinové nukleozidy 100-10000
krat acinnéji. Z pyrimidinovych derivatl je hydrolyzovan uridin nejefektivnéji s cca s
10krat vysSi hodnotou k./K,, nez cytidin, a to zejména z ddvodu nizSi hodnoty K.
Crithidia fasciculata uc¢inné hydrolyzuje purinové nukleozidy. Studium kinetiky u C.

fasciculata prokazaly, Ze katalyza inosinu probiha v disledku naruSeni substratu

-15 -



k oxoniovym kationtlim az k jeho destabilizaci. Parcialni zaporny naboj je vyvijen na
dusikaté baze a protoanion se podili na odstupu skupiny, coz je nutné pro efektivni
katalyzu. Dosud neni znamo, zda se stejna strategie pouziva pro stabilizaci
negativniho naboje u hydrolyzy jako purinovych tak pyrimidinovych nukleozidli. Dosud
jsou technicky specifické dvé aktivni mista, ktera vyvolavaji az padesatinasobné vétsi
katalytickou ug¢innost enzymu vici inosinu, z ¢ehoz vyplyva, zZe IU-NH se vyznacuji
katalytickou triadou slozenou z histidinu a dvou zbytkG tyrosinu. Ten umoziuje

efektivni protonaci purinové baze (lovane et al., 2008).
3.3 Metabolismus purint a pyrimidint

Purinové a pyrimidinové nukleotidy hraji zasadni roli v ukladani informaci jako
stavebni kameny DNA v jadife nebo DNA-syntetizujici organely a jako komponenty
transkriptd (Senecoff et al., 1993). Ribozomalni a transferova RNA je také zakladni
soucasti pro syntézu bilkovin. Nukleotidy také slouZzi jako prekurzory pro pfimé syntézy
vitamind skupiny B napf. kyselina listova, riboflavin, thiamin a folaty (Crozier et al.,
2000, Hanson & Gregory, 2002, Herz et al., 2000).

Purinové a pyrimidinové nukleotidy jsou prekurzory esencialnich kofaktor( napf.
NAD*, FAD a acetyl CoA. Déle jsou esencialnimi &lanky pro syntézu cytokinind, coz
jsou rostlinné hormony kontrolujici rdst a vyvoj rostlin (D°Agostino & Kieber, 1999).
Mezi purinové baze Fadime adenin, guanin, xantin a hypoxantin. Naopak mezi
pyrimidinové zastupce patfi cytosin, uracil a tymin (obrazek 5a, b).

Béhem zakladnich energetickych procesu fotosyntézy a respirace, jsou purinové
nukleotidy ATP vyrabény z ADP a fosfatu, ktery je dllezity obecné zachovani chemické
energie. ATP je nejvétSim energetickym zdrojem ve vétSiné metabolickych reakci a
také slouzi k tvorbé dulezitych makromolekul jako je napf. AMP, ktery aktivuje
aminokyseliny pro syntézu bilkovin a ADP, ktery je potfebny pro syntézu celulézy nebo
Skrobu. V rostlinach maji pyrimidinové nukleotidy dulezité funkce pfi vytvareni
substratd. Pyrimidinové derivaty UTP a UDP se pfimo podileji jako substraty na
syntéze a degradaci sachardzy a energeticky sacharidovy nukleotid UDP je
prekurzorem pro syntézu celulézy a dalSich polysacharidu, glykoproteinu, a fosfolipidu.
UDP pusobi také jako glukosylovy donor sekundarnich metabolitli a hormont v mnoha
reakcich katalyzovanych glykosyltransferasou (Lim & Bowles, 2004).

Existuji dva hlavni zplUsoby syntézy nukleotidd, a to: de novo syntéza a
recyklace. De novo syntéza purinovych a pyrimidinovych nukleotidi za¢ina tzv. od nuly
za pomoci 5 -fosforibosyltransferasy-1-pyrofosfatu slu¢ovanim jednoduchych molekul,

jako jsou oxid uhli¢ity, aminokyseliny a tetrahydrofolat. Tato draha Kk vytvofeni
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nukleotiddi je vysoce energeticky naroéna v porovnani s recyklaci. Biosyntetické
enzymy obou téchto drah jsou klasifikovany jako zakladni a bunéc¢né aktivni, tudiz se
predpoklada, Ze jsou pfitomny ve v8ech burikach (Moffatt & Ashihara, 2002).
Metabolismus purind a pyrimidind zahrnuje de novo syntézu, recyklaci a
degradaci. Pfi degradaci na pfisluSnou bazi je uvolnéno velké mnozstvi energie a
takto vzniklé zakladnich stavebnich slozky Ize pouzit pro syntézu dalSich molekul a
slou€enin. Zakladni a dllezita reakce, ktera charakterizuje nukleosid-N-ribohydrolasy je

vyobrazena niZe (obrazek 6).

A)

NH, Q N HN(|J| N |C|) N
O L0 UL
@Nﬁ sy A A
B)

NH, (|)| ﬁ
H;C
| XN | NH | NH
N 0] N 0] N @]
H H H
Obr. 5 Strukturni vzorce purinovych a pyrimidinovych bazi. A) Purinové — zprava: adenin,

guanin, xantin, hypoxantin B) Pyrimidinové — zprava: cytidin, uracil, tymin

(0]

I
| NH NHz
PS NRH
o + HO —=

XN
HO o N | /L + riboza
N
Nige)
k_f y

HO OH

Obr. 6 Reakéni mechanismus nukleosid-N-ribohydrolas. Odbourani ribozidu tj. uracilu na

pfislusnou bazi uridin a pentdzu tj. ribéza.
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3.4 Metabolismus purinti

e De novo syntéza

De novo syntéza, vedouci ktvorbé AMP (adenosinmonofosfat) a GMP
(guanosinmonofosfat) zacCind pfevodem aminoskupiny z glutaminu na PRPP
(fosforibosylpyrofosfat). Vzhledem k tomu, Ze PRPP je vyuzivan jak pro de novo
syntézu, tak pfi recyklaci purinovych i pyrimidinovych nukleotidd, je také potfebny pro
syntézu NAD, histidinu a tryptofanu. Purinové a pyrimidinové syntézy nukleotidd a
metabolismus ovliviiuji rdzné metabolické drahy (Krath & Hove-Jensen, 1999).
Purinové nukleotidy jsou vytvafeny de novo syntézou z malych molekul, jako jsou
aminokyseliny glycin, glutamin, a aspartat, aktivovana rib6za jako predchiidce PRPP,
10-formyltetrahydrofolat, a oxid uhli€ity. Zakladni biochemicka a molekularni analyza
purinové biosyntézy byla provedena na mikroorganismech (Rebora et al., 2001, Zalkin
& Dixon, 1992, Zalkin & Nygaard, 1996) a na zvifatech (Buchanan & Hartmann, 1959).
Dfivéjsi biochemické a molekularni studie ukazaly, Ze rostliny vyuzivaji témér stejné
reakce syntetizujici AMP, GMP a IMP jak bylo prokazano u mikroorganism( nebo u
zvirat.

Biosyntéza purint zacina tvorbou PRA (fosforibosylaminu) z PRPP a glutaminu,
kdy za pomoci enzymu fosforibosylpyrofosfatamidotransferasy je aminoskupina
pfenesena. GAR (glycinaminoribonukleotid) tvofeny GAR-syntasou, katalyzuje tvorbu
ribonukleotidu tim, Ze pfipoji glycin prostfednictvim amidové vazby z PRA. K tomu je
potfeba 1 ATP molekula. GAR je nasledné transformylovan enzymem GART
(transformylasou) s pouzitim 10-formyltetrahydrofolatu za vzniku FGAR
(formylglycinamidribonukleotidu). Nasledné FGAR-reduktasa-syntetasa katalyzuje
reakci, kdy dochazi ke spotfebé ATP, glutaminu a nasledné ktvorbé FGAM
(formylglycinamidinribonukleotid). FGAM pak prochazi krokem, kdy AIR — syntetasa
uzavira kruh na AIR (5-aminoimidazolribonukleotid) a je upotfebena dalSi molekula
ATP. Vlozenim CO,, aspartatu a druhé molekuly 10F-THF je timto sestaven druhy kruh
purinoveé drahy a spotfebuje se dalSi ATP. VSe probiha za katalyzy AIR-karboxylasy a
vznikd CAIR (4-karboxyaminoimidazolribonukleotid). Kruh je dotvofen pfidanim
aspartatu, dalsi molekuly ATP, SAICAR (N-sukcinyl-5-aminoimidazol-4-
karboxamidribonukleotidu) za pomoci SAICAR-syntetasy. Fumarat vystupuje ven
z kruhu pro vystavbu AICAR (5-aminoimidazol-4-karboxamidribonukleotidu).

Poslednimi dvéma kroky k dotvofeni kompletni purinové molekuly je zapotfebi
enzym ATIC (5-aminoimidazol-4-karboxamidribonukleotidformyltransferasa  /
inosinmonofosfatcyklohydrolasa), kdy je posledni uhlik pfenesen z 10F-THF. FAICAR

(5-formaminoimidazol-4-karboxamidribonukleotid) je dehydratovan, tim se uzavie kruh
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a vytvofi se IMP (inosinmonofosfat). Po vzniku IMP se syntéza déli na 2 ¢asti. Z jedné
Casti vznikd AMP a zdruhé vznika prfes XMP (xantosinmonofosfat) GMP

(guanosinmonofosfat). Schéma znazorfiuje obrazek 7 (Zrenner et al., 2006).

¢ Recyklace purina

Recyklace purinovych nukleozidl a nukleotidl probiha jejich vylou¢enim jako
vedlejSich produktd bunééného metabolismu nebo z katabolismu nukleovych kyselin.
Tato strategicka draha pro syntézu purinovych nukleotidu je energeticky velmi vyhodna
pro bunku, protoze vyzaduje pouze jednu molekulu ATP (fosforylace nukleozidd na
nukleotidy) a ne pét pro tvorbu AMP a sedm pro tvorbu GMP. Jako pfiklad slouzi
obdobi germinace rostliny. Baze a nukleozidy uvolnéné ze zasobnich organu rostlin
recykluji touto cestou tyto latky, a tak urychluji rdst rostliny. Recyklaci se snizuje
hladina bazi a nukleozidu, protoze by se tak mohly stat inhibitory pro jiné metabolické
reakce. (Ashihara & Crozier, 1999). Na rozdil od reakci de novo syntézy, maji vysoky
stupefi kontroly u rGznych eukaryotnich organismu, reakce recyklace purind jsou

Enzymy podilejici se na recyklaci nazyvame ribohydrolasy. Tyto enzymy jsou
velmi dllezité, protoze je timto reakce katalyzovana na pfechodu mezi recyklaci a
katabolismem. Purinové nukleosidfosforylasy, prevadéjici rib6zafosfat v ribozid, hraji
zasadni roli v této draze na rozdil od nukleosidfosfotransferasy, které prevadéji ribozid
v nukleotidy (Wagner & Backer 1992). Adenin, guanin a hypoxantin jsou recyklovany
na AMP, GMP a IMP pomoci dvou enzymuU adenin-fosforibosyltransferasy a
hypoxantin/guaninfosforibosyltransferasy. Purinové baze mohou byt recyklovany az na
nukleotidy pomoci nukleozidi (Moffatt & Ashihara, 2002). Diky studiu cytokinind byly
objeveny enzymy podilejici se recyklaci purini adeninfosforibosyltransferasa a
adenosinkinasa, protoze tyto enzymy Uzce souvisi s jiz zmifovanym metabolismem
cytokinind (Moffatt & Ashihara, 2004).

e Katabolismus purint

Stépenim nukleovych kyselin vznikaji volné nukleotidy, které se plsobenim
nukleotidasy méni na nukleozidy. Vysledné produkty katabolismu purind se od sebe
vyrazné lisi. Pfikladem muze byt kyselina mocova, ktera je koneénym produktem savcu
véetné cClovéka, nicméné u jinych savcu se tvofi alantoin (Henderson & Paterson,
1973). U vétSiny rostlin jsou purinové nukleotidy odbouravany skrz moc€ovinu, alantoin
a alantoat na NH; a CO,. V organech rostlin napf. kofeny, kde se hromadi tyto latky,

jsou koncovymi produkty této drahy a jsou presunuty do jinych &asti rostlin, kde jsou
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odbourany uplné. Na rozdil od de novo syntézy purinovych nukleotidd, je jejich
katabolismus roz¢lenén podle organl. Znacna fada enzym0 ucastnicich se v kazdém
kroku katabolismu v pfirodé existuji, ovSem nékteré enzymy, které se bé&zné u zvifat
vyskytuji, rostlinam chybi. Typickym pfikladem je ADA (alanindeaminasa), ktera je
vyvinuta u zvitrat, ale u vétSiny rostlin tento enzym pfitomen neni (Moffatt & Ashihara,
2002).

Jiz vy8e zminénou recyklaci jsou nékteré molekuly purinovych bazi schopné
reakce s PRPP a tim se mohou znovu vytvofit pfislusné nukleosidmonofosfaty jako je
AMP nebo GMP. Po konverzi na AMP a IMP enzymem AMPD (AMP-deaminasa), jsou
mozné dva zplsoby nasledného katabolismu nukleotidd adeninu. IMP je bud
defosforylovan na inosin za katalyzy 5-nukleotidasy / fosfatasy a nasledné
hydrolyzovan na hypoxantin za pomoci inosin / guanin nukleosidasy. Jinou variantou
je IMP transformovan na XMP enzymem IMPDH a dale metabolizovan na xantosin a
ten posléze je transformovan na xantin. Nasledna degradace purinovych bazi xantinu
se provadi dehydrogenasami a vede ke vzniku kyseliny mocové. Enzym urikasa
prfevede kyselinu moCovou na alantoin, ktery se nasledné pfevede na alantoat
enzymem alantoinasou (Stasolla, Katahira, Thorpe & Ashihara, 2003). Derivaty
kyseliny moc€ové, alantoin a alantoat jsou dulezité pfi ukladani dusiku u lusténin (Smith
& Atkins, 2002). Kyselina alantoova se transformuje na ureidoglykolat nebo na
ureidoglycin, kdy jsou jesté tyto latky dale metabolizovany na konecné produkty
katabolismu purint jako je amoniak, oxid uhli¢ity a glyoxylat. Tyto kone¢né produkty
mohou byt znovu vyuzity pfi fotosyntéze nebo reasimilovany fotorespiratory GOGAT
cyklem. Uhliku a dusik u téchto purinovych katabolickych drah hraje dalezitou roli pfi
syntéze alkaloidu teobrominu a kofeinu (Ashihara & Suzuki, 2004). Tyto denaturované
derivaty xantinu jsou nepostradatelné pro obranu mladych listovych tkani proti hmyzu
nebo se uvolfiuji do pldy a inhibuji kli¢eni semen u jinych druhu rostlin. Kromé toho
jsou tyto derivaty zajimavé pro biotechnologicky vyzkum plodin k vyrobé napoji bez
kofeinu (Zrenner et al., 2006).
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Obr. 7 Schéma zahrnujici de novo syntézu, recyklaci a katabolismus purinovych
nukleotidd. Enzymy podilejici se na jednotlivych reakcich jsou uvedeny pod &isly: (24) PRPP
amidotransferasa, (25) GAR syntetasa, (26) GAR transformylasa, (27) FGAM syntetasa, (28)
AIR syntetasa, (29) AIR karboxylasa, (30) SAICAR syntasa, (31) Adenylosukcinatlyasa, (32)
AICAR transformylasa/IMPcyklohydrolasa, (33) Adenylosukcinatsyntasa, (34) Adenylatkinasa,
(35) StBT1 adeninnukleotiduniporter, (36) AMP deaminasa, (37) IMP dehydrogenasa, (38) GMP
syntasa, (39) Guanosindeaminasa, (40) Adenosinfosforylasa (41) Adenosinnukleosidasa, (42)
Adenosinkinasa, (43) Nukleosidfosfotransferasa, (44) Adeninfosforibosyltransferasa, (45)
Inosin-guanosinfosforylasa, (46) Inosin-guanosinkinasa, 47 Hypoxantin-
guaninfosforibosyltransferasa, (48) PUP purinpermeasa transporter, (49) ENT nukleosid
transporter, (50) Xantin-uracilpermeasa, (51) Alantoin transportery, (52) Nukleotidasa, (53)
Inosin-guanosinnukleozidasa, (54) Xantindehydrogenasa, (55) Guanindeaminasa, (56) Urikasa,
(57)  Alantoinamidohydrolasa, (58) Alantoatamidohydrolasa, (59) Ureasa, (60)
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Ureidoglykolatlyasa, (61) Alantoindeaminasa, (62) Ureidoglycindeaminohydrolasa, (63)

Ureidoglykolathydrolasa. (obrazek pfevzat a upraven podle Zrenner et al., 2006).

3.5 Metabolismus pyrimidint

e De novo syntéza

De novo syntéza pyrimidinovych nukleotidl, je spjata stvorbou CP
(karbamoylfosfat) cytosolovym enzymem CPS (karbamoylfosfatsyntetasa). CP vznika
reakci s glutaminem a oxidem uhliCitym za spotfeby ATP. Pfestoze sled reakci pro
syntézu pyrimidinovych nukleotidd v rostlinach je v podstaté stejny jako u zvifat a
mikroorganismt (Wagner & Baker, 1992), organizace, kontrolni mechanismus a
lokalizace enzyml je v rostlinach odliSna od ostatnich organismu.

Syntéza se sklada ze Sesti reakci. PoCate¢ni reakci, ktera je katalyzovana CPS,
je tvorba CP v kombinaci s uhli¢itanem, ATP a aminoskupinou pfenesenou z
glutaminu. Tfi daldi reakce jsou nutné k vytvofeni pyrimidinového kruhu.
Fosforibozylova skupina PRPP se pfipoji k pyrimidinu, orotatu a vytvofi se tak OMP (5'-
monofosfatorotidin), ktery je nasledné dekarboxylovan na UMP jako prvni pyrimidinovy
nukleotid. Ten je poté fosforylovan na UDP a UTP. Pfenos aminoskupiny z glutaminu
na UTP vede k syntéze CTP (Zrenner et al., 2006). Schéma znazorfiujici de novo

syntézu uvedeno nize (obrazek 8)
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Obr. 8 Schéma de novo syntézy pyrimidinovych nukleotidG v rostlinach. Enzymy
katalyzujici reakce jsou uvedeny vzestupné podle uvedenych Cisel: (1)
Karbamoylfosfatsyntetasa, (2) Aspartatiranskarbamyolasa, (3) Dihydroorotasa, (4)
Dihydroorotatdehydrogenasa, (5-6) UMP-syntetasa (orotatfosforibozyltransferasa + orotidin-5-
fosfatdekarboxylasa, (7) UMP-kinasa, (8) Nukleoziddifosfatkinasa, (9) CTP-syntetasa (obrazek
prevzat a upraven podle Moffatt & Ashihara, 2002).

e Recyklace pyrimidint

Vzhledem k tomu, Ze de novo biosyntetické drahy jsou energeticky naro¢né,
rostlinné bufky znovu vyuZivaji pyrimidinové baze a nukleozidy odvozené zjiz
pfedesle vytvofenych nukleotidi. Nukleotidy jsou katabolizovany na nukleozidy a jejich
volné baze a tudiz jsou do reakce zapojeny postupné enzymy nukleosidasy a
nukleotidasy. Konkrétné se muze jednat o URH a UMPH. Nukleozidy v rostlinach
mohou byt pfimo fosforylovany pomoci UK (nukleosidkinasami). Pfikladem muaze byt

UK (uridinkinasa). Z toho vyplyva, Ze pouze uracil mize byt pfimo pfeveden pomoci
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UPRT (uracilfosforibosyltransferasy) na UMP jako jediny z pyrimidinovych bazi
(Kanamori & Fukuda et al., 1981).

e Katabolismus pyrimidint

Pyrimidinové nukleotidy jsou katabolizovany na své pfislusné baze za pomoci
nukleozidl. Ackoli oxidativni i reduktivni odbouravani pyrimidinovych bazi bylo
prokazano u vSech organism(, pyrimidinové baze uracil a thymin jsou katabolizovany
predevSim v rostlinach (Wasternack, 1978). Uracil a thymin jsou odbouravany tfemi
reakcemi katalyzovanymi dihydrouracildehydrogenasou, dihydropyrimidinasou a
B-ureidopropionasou. Kone&nymi produkty téchto reakci jsou bud B-alanin nebo B-
aminoizobutyrat. To zavisi pfedevSim na tom, zda je odbouravan thymin nebo uracil.
V obou pfipadech se ale stavaji vedlejSimi produkty amoniak a oxid uhliCity.
Katabolismus uracilu maze byt velmi dobrym a dulezitym zdrojem B-alaninu, ktery je
prekurzorem pantotenatu koenzymu A (Wasternack, 1978 & Walsh et al.,, 2001).
Cytosin neni substratem pro katabolismus a rostliny navic postradaji enzym
cytosindeaminasu, mize degradace pokraCovat cestou uridinu. Cytidin vytvofeny z
CMP je tudiz pfeveden na uridin CDA (cytidindeaminasou).

O prvnich dvou enzymech (dihydrouracildehydrogenasa, dihydropyrimidinasa)
existuje malo informaci, ovSsem tfeti enzym ucastnici se katabolizmu pyrimidind 3-UP
(B-ureidopropionasa), patfici do tfidy EC 3.5.1.6, byla nedavno popsana v literatufe
(Walsh et al.,, 2001). Nativni B-UP, Caste¢né precisténa z Cerstvé etiolizovanych
vyhonki kukufice seté, mély Kp,s 11 a 6 mM pro B-UP a B-ureidoisobutyrat. PH
optimum pro tento enzym je dosti Siroké (6,0 - 7,2) a jeho molekulova hmotnost je
odhadovana na 440 kD. Jen pro zajimavost, gen Arabidopsis thaliana kédujici protein
ma 405 aminokyselin, 55% homologii s 3-UP a byl popsan a izolovan z krysich jater

(Kvalnes-Krick & Traut, 1993). Schéma katabolizmu uvedeno na obrazku 9.
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Obr. 9 Schéma katabolismu pyrimidinovych nukleotidi. Nazvy enzymU katalyzujici reakce
jsou uvedeny nalevo €ervené. N-3 pyrimidinovy dusik (lehké zvyraznéni) je vyloucen ve formé
amoniaku. Ctvrtym krokem B-alaninaminotransferasa (BAT) prenasi pyrimidin N-1 (tmavsi
zvyraznéni) na pyruvat nebo 2-oxoglutarat za vzniku L -alaninu nebo L -glutamatu. Toto
schéma shrnuje oba atomy dusikG putujici do centralniho metabolismu dusik. (Pfevzato a

upraveno podle Zrenner et al., 2009)

3.6 Kontrolni mechanismy

VétSina studii metabolismu nukleotidii v rostlinach je zalozena bud na
molekularni drovni nukleotidi, nebo na expresi genll podilejicich se na metabolismu
nukleotidd. Pro ziskani hlubSiho pohledu na koordinaci nukleotidové syntézy a jejiho

pouziti, je nutné integrovat studie exprese proteint a zapojit je do metabolismu. Tyto
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studie prokazou, zda jsou nukleozidy pfitomny v malych mnoZstvich a jestli se
okamzité recykluji, popfipadé se hromadi na vyznamné a méfitelné urovni. U mikrobu
je pravdépodobné vyvinuta recyklace pro usnadnéni vyuziti nukleozidd a jejich volnych
bazi v médiu. Zejména u mnohobunéfnych organismu jsou nukleozidy vyhodnéji
prepravovany nez fosforylované, tudiz vysoce polarni nukleotidy.

NejdllezitéjSi a zakladnim faktorem pro kontrolu Fidiciho mechanismu
purinového metabolismu je dostupnost a aktivita enzymu PRPP. Pro rychlost této
syntézy je dllezity pozitivni i negativni mechanismus u nékterych krokd syntézy, které
vyvolavaji AMP, ADP, GMP a GDP. Vysledek vzajemné spoluprace jednotlivych kroku
je ten, ze pfi dostatku GTP se urychli pfeména IMP na AMP a tudiz je-li dostatek ATP,
urychli se pfeména XMP na GMP. Tato syntéza zaruCuje tvorbu témér stejného
mnozstvi GMP jako AMP.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Biologicky material

o Konstrukty ZmNRH2a a ZmNRH2b naklonované do expresniho vektoru
pCDFDuet a vloZzené v expresnich bunkach E. coli T7 express (New England
Biolabs) byly poskytnuty Skolitelem (obrazek 9)
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c BsFIWE{ |5é|65|9| T7 terminator
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Obr. 10 Schéma expresniho vektoru pCDFDuet-1 (Novagen, La Jolla, USA).

CDFDuet-1

(a781 bp)

BEbe | {2431y
Sto | (2420)

BsaX | (2818)

¥ba | (2a&6)

4.2 Pouzité chemikalie

e x-amylasa (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

e adenosin (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

e akrylamid (Bio-Rad, USA)

e ampicilin (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

e apoferritin (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

e B-Per (Thermo, USA)

e BioSafe Coomassie (Bio-Rad, USA)

e Blue Dextran (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
e dodecylsiran sodny (Bio-Rad, USA)

e DNAsa (Top-Bio, CR)

e ethanol (Lach-Ner, CR)

e glukosa (Chemapol, CR)

e glycerol (Lach-Ner, CR)

e hovézi sérovy albumin (Sigma-Aldrich, USA)
e hovézi trypsin (MP Biomedicals, USA)

e hovézi thyroglobulin (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
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hydroxid sodny (Lach-Ner, CR)

chlorid hofe¢naty (AppliChem, SRN)

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

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

imidazol (Fluka; dodala Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

inhibitor proteas (Sigma, CR)

inosin (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid (Fermentas, Litva)
guanidin hydrochlorid (AppliChem, SRN)

guanosin (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

kanamycin (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

kyselina chlorovodikovéa (Lach-Ner, CR)

kvasinkova alkoholdehydrogenasa

LB-medium (Roth, SRN)

lysozym ( Fluka; Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

methanol (Lach-Ner, CR)

mocovina (Sigma-Aldrich, USA)

n-butanol (Lach-Ner, CR)

nikotinamidadenindinukleotid (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (Bio-Rad, USA)

persiran amonny (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

proteinové standardy pro gelovou permeacni chromatografii (Bio-Rad, USA)
Protein Ladder (10-250 kDa) (BioLabs, USA)

RNAsa (Fermentas, Litva)

sacharosa (Lachema, CR)

streptomycin (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
tris(hydroxymethyl)aminomethan tj. Tris (MP Biomedicals, USA)
uridin (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)

xantosin (Sigma-Aldrich Chemie, SRN)
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Slozeni pouzitych pufru:

e Zasobni
400 mM Tris-HCI pH 8

e Pufr pro méreni kinetiky
200 mM Tris-HCI pH 8,

400 mM KClI,
I1mMDTT

e Ekvilibraéni
20 mM Tris-HCl pH 8
100 mM NacCl
5% glycerol
10 mM imidazol
H,O

o Elucéni
20 mM Tris-HCI pH 8
100 mM NacCl
5% glycerol
250 mM imidazol
H,O

e Promyvaci
20 mM Tris-HCI pH 8
100 mM NacCl
5% glycerol
H,O

4.3 Pristrojové vybaveni

na 100 ml
5 ml 400 mM Tris-HCI pH 8
10 ml 1M NacCl
10 mI 50% glycerolu
0,5 ml 2M imidazolu pH 8
74,5 ml vody

na 100 ml
5 ml 400 mM Tris-HCI pH 8
10 ml 1M NaCl
10 mI 50% glycerolu
12,5 ml 2M imidazolu pH 8
62,5 ml vody

na 100 ml
5 ml 400 mM Tris-HCI pH 8
10 ml 1M NaCl
10 ml 50% glycerolu
75 ml vody

e analytické vahy (Sartorius, SRN)

e Centrifuga 5430 (Eppendorf, SRN)

e Centrifuga 5430r (Eppendorf, SRN)

e Centrifuga Benchtop 14-16Ks (Sigma, SRN)
o digitalni pH metr (Multical WTW, SRN)

-29-



e digitalni pfedvazky (KERN, SRN)

o elektroforeticka komurka (Bio-Rad, USA)

e elektromagneticka michacka (IKA, SRN)

e laminarni box (Schoeller, CR)

e kapalinovy chromatograf pro stfednétlakou chromatografii BioLogic Duo Flow
e (Bio-Rad, USA)

¢ magneticka michacka (IKA, SRN)

e minicentrifuga BLUE.EUV (Labnet, USA)

e pH metr pH525 (WTW Mulical, SRN)

e sada pipet (5000, 1000, 200, 100, 20, 10, 2.5 yl) (Eppendorf, SRN)
o spektrofotometr LightWave Il UV-Vis WPA (Biochrom, UK)

e spektrofotometr UV-VIS s (Agilent, SRN)

o termostat lazhovy cc1-106A (Huber, SRN)

o thermocykler (Eppendorf, SRN)

e transiluminator VL TFP-M/WL (East port)

o tfepaCka Max-Q (Barnstedt/Labline)

Vybaveni laboratore:
Erlenmayerovy bariky, odmérné valce, kadinky, IZiCky, Spachtle, parafilm,
mikrozkumavky, tuby, rukavice, magneticka michadla, kiemenné kyvety, pipety, Spicky,

led, stfiCky s etanolem a vodou, stojany na pipety, PC sestava

4.4 Metody

4.4.1 Exprese rekombinantniho proteinu kukufice z E. coli

e Priprava prekultury

Do sterilni tuby bylo nalito 10 ml LB (Luria — Bertani) média, 1 ml 20% glukosy a
antibiotikum streptomycin na finalni koncentraci 50 yg ml™. Inokulace 2-5 pl kultury E.
coli byla provedena ze zasobni mikrozkumavky z mraziciho boxu. Inkubace takto

vytvofené prekultury probihala pfes noc pfi 37°C pfi mirném tfepani na tfepacce.

e Priprava kultury

Prekultura byla centrifugovana (4000 g, 5 minut, 4 °C), supernatant vylit a zbyla
usazenina obsahujici bakterie byla rozsuspendovana v 10 ml pfipraveného LB (Luria —

Bertani) média se streptomycinem. Bakterie byly pFelity do Erlenmayerovy barky se
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zbylymi 90 ml LB média s antibiotikem. Inkubace této kultury trvala cca 90 minut pfi
30°C na tfepaéce. Po 90 minutach byla zméfena opticka densita (ODgy = 0,5) pomoci
spektrofotometru, kdy se odebral 1 ml kultury a jako blank slouzilo Cisté LB médium.
Produkce rekombinantniho proteinu ZmNRH2a a ZmNRH2b byla indukovana po
pridavku 200 pl 0,5M IPTG (isopropyl-B-thiogalaktopyranosid) pfi 20 °C na tfepacce
pfes noc. VSe probihalo ve steriinim prostfedi v laminarnim boxu. Erlenmayerovy
barky byly pfikryty alobalem, ktery byl propichnut, aby bakterie mohly pfijimat kyslik a

rast.

4.4.2 Extrakce a purifikace ZmNRH

e Extrakce

Celd kultura byla centrifugovana pfi 4000 g, 20 minut pfi 20°C. Bakterialni
usazenina byla rozpusténa v 1,25 ml 400 mM Tris-HCI pufru (pH 8), 0,25 ml 400 mM
MgCl,, 50 pl inhibitoru proteas a doplnéna vodou do 3 ml a promichana na vortexu.
Poté bylo pfidano 3 ml B-PERu, promichano na vortexu a inkubovano 10 minut pfi
pokojové teploté. Nasledné bylo pfidano 100 ul lysozymu, promichano na vortexu a
inkubovano dalSich 30 minut pfi pokojové teploté, dokud roztok nezgelovatél. Dale byla
pfidana voda (4 ml), 8 yl RNAsy, 8 ul DNAsy 1. Vzorek byl inkubovan 30 minut pfi
37°C na vodni lazni. Poté byl pfidan 1 ml 1M NaCl, 1 ml 50% glycerolu, odebral se
lyzat. Zbytek se centrifugoval pfi 10 000 g 30 minut pfi 4°C. Supernatant byl prelit do
nové tuby a lyzat byl centrifugovan 10 minut pfi 10 000 g. Usazenina byla

rozsuspendovana v 50 yl 4M mocoviny.

e Purifikace

Afinitni chromatografie je metoda, ktera je zalozena na déleni proteint ze smési
proteinU vyuzivajici afinitni ligand, ktery je kovalentné vazany na pevny nosi¢. Prolitim
kolony roztokem, ktery obsahuje biologicky aktivni latku, je tato latka zachycena. Tento
proces je zastitén pfes kolonu His selected kobalt gel (Sigma Aldrich, SRN). Ty jsou
vysoce selektivni pro rekombinantni proteiny s histidinovou kotvou a prakticky nevaze
dalSi proteiny.

Tyto 3 ml kobaltnaté kolonky byly promyty 3x 5 ml ekvilibraéniho pufru a
centrifugovany 1 minutu pfi 400 g. Na kolonky byl nanesen supernatant a poté byly
umistény do rotatoru a inkubovany 30 min pfi 4°C. Kolonky byly centrifugovany 1 min

pfi 300 g a protekla frakce byla uschovana (frakce Flow-trough). Dale byly tfikrat
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promyty 5 ml ekvilibraéniho pufru. Po tomto promyti byl pouzit eluéni pufr (4 ml), a
kolonky byly 30 minut inkubovany na rotatoru pfi 4 °C. Centrifugace probihala do Cisté
plastové tuby (frakce eluce). Ziskany protein byl nasledné zahustén ultrafiltraci na

objem 5 ml a uchovan pro dalsi pouziti.

4.4.3 SDS - PAGE

SDS-PAGE oznaluje elektroforézu v polyakrylamidovém gelu s pfitomnosti
dodecylsiranu sodného. Tato metoda vyuziva rozdilnou migraci v elektrickém poli,
ktera je dana velikosti molekuly. Dodecylsiran sodny dava proteiniim zaporny naboj a

tudiz migruji k anodé.

e Priprava vzorkl pro elektroforézu

K bakterialni usazeniné pfed indukci a po indukci bylo pfidano 50 pl 8M
mocoviny, dukladné bylo vS§e rozpusténo a poté bylo pfidano 50 pl vzorkovaciho pufru.
Vzorky byly inkubovany 10 minut pfi 100°C, dale ochlazeny, a centrifugovany na
mikrocentrifuze. DalSim krokem bylo odebrani vzorku 50 ul rozpustné frakce a 50 pl
nerozpustné frakce. K nim bylo pfidano 50 pl vzorkovaciho pufru a smés byla
inkubovana 10 minut pfi 100°C, nechalo zchladnout a centrifugovalo na

mikrocentrifuze. Totéz se provedlo s frakcemi flow-through a eluci.

e Sestaveni aparatury pro nalévani gelu, priprava gelu

Aparatura pro nalévani gelu byla pfipravena podle navodu vyrobce sestavy. Gel
zaostfovaci a délici byl pfipraven podle tabulky 1, ktera je uvedena nize. Po 5
sekundach byl nalit mezi skla gel délici. Roztok gelu byl pfevrstven nékolika kapkami
n- butanolu a ponechan polymerovat 20 minut pfi laboratorni teploté. Po zatuhnuti
déliciho gelu byl odstranén filtraénim papirem n-butanol, poté pfevrstveni vodou a ta
byla opétovné odsata filtranim papirem. Mezi skla byl nalit zaostfovaci gel a vsunut
hfebinek pro vytvofeni jamek k naneseni vzorku. Roztok byl ponechan polymerovat 35
minut pfi laboratorni teploté. Poté byla aparatura pfenesena do elektroforetické
komurky, kde byl nalit elektrodovy pufr (0,025 M Tris, 0,192 M glycin, 0,1 % SDS, pH
8,3). Do jamek, které byly vytvofeny hfebinkem, bylo naneseno 5 pl vzorku a standardu
Protein Ladder (10-250 kDa). Komdrka byla uzaviena a pfipojena ke zdroji napéti na
120 V. Po 20 minutach, kdy doSlo k rozostfeni zaostfovaciho gelu, bylo napéti

zvednuto na 180 V. Po ukonceni elektroforézy (1 hod) bylo sejmuto viko, vytahnuty
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skla a gel ofiznut. Pfes noc byl ponechan v barvicim roztoku Coomassie Brilliant Blue.

Druhy den byl odbarven a nékolikrat promyt destilovanou vodou a poté vyfocen.

Tabulka 1 Priprava déliciho a zaostfovaciho gelu

Délici gel 12% Zaostfovaci gel 4%

AA/BIS 4 0.65
Tris/HCI, 0.5 M, pH 6.8 - 1.25
Tris/HCI, 0.5 M, pH 8.8 2.5 -

SDS (10 %) 0.1 0.1

APS (10 %) 0.05 0.06

H.O 3.2 2.95
TEMED 0.015 0.015

4.4.4 Stanoveni koncentrace proteint

Koncentrace vzorku protein ZmNRH2a a ZmNRH2b byla méfena
spektrofotometricky pfi 280 nm po zahusténi a eliminaci imidazolu proti destilované
vodé. Vypocltem koncentrace pomoci programu ProtParam (Expasy.org) a sekvence
studované ZmNRH2 (NCBI kod HQ825161) bylo zjisténo, Ze 1 mg/ml proteinu pfi 280
nm ma absorbanci 0,755. Program pocita extinkéni koeficienty proteinl pomoci
Edelhochovy metody (Edelhoch, 1967).

( D Avzorku odéni
c(mgyml) = ——— x Fedéni
9) A ProtParam

4.4.5 Stanoveni teplotni stability proteint

Vzorek byl inkubovan pfi dané teploté v rozmezi 4°C az 73°C po dobu 30 minut,
poté byl dan na 30 minut na led a nasledné mohla byt spektrofotometricky méfena jeho
zbytkova aktivita. Reakéni smés obsahovala 10 yl enzymu, 400 ul daného substratu a

1590 pl reakeniho pufru. Celkovy objem v kyveté tedy €inil 2 ml.

4.4.6 Stanoveni molekulové hmotnosti ZmNRH2b gelovou permeacni

chromatografii

Gelova permeacni chromatografie je metoda vyuzZivajici  porézni
chromatografickou kolonu s pfesné definovanymi velikostmi pord. Z toho vyplyva, ze

vétSi molekuly, nez je velikost poérd, jsou eluovany dfive nez molekuly, které jsou mensi
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a vstupuji do nitra gelovych &astic. V tomto pfipadé byla pouzita kolona Superdex 200
HR 10/30 (Amersham Biosciences, Svédsko) tvofena agarosou, ktera je pfipojena
k dextranu a ma vysokou mechanickou odolnost. Tato kolona je urCena pro
stfedotlakou chromatografii, tudiZ byla napojena na stfedné tlaky systém Biologic Duo
flow (Bio-Rad, USA). Mobilni faze se skladala z 50 mM K-fosfatového pufru, pH 7,
ktery obsahoval 100 mM NaCl. Pratokova rychlost byla 0,7 ml.min™. Jako standard
(Sigma - Aldrich Chemie) byl pouzit protein Blue Dextran (2 000 kDa), hovézi
thyroglobulin (669 kDa), B-amylasa ze sladkych brambor (200 kDa), hovézi sérovy
albumin (66 kDa), apoferritn  z kornské sleziny (443 kDa), kvasinkova

alkoholdehydrogenasa (150 kDa) a karboanhydrasa z hovézich erytrocytll (29 kDa).

4.4.7 Stanoveni aktivity ZmNRH2a ZmNRH2b

Samotna aktivita je definovana jako rychlost katalyzované reakce, proto se jako
jeji jednotka uvadi 1 katal (kat), ktera vyjadfuje pfeménu jednoho molu substratu za
jednu sekundu. Tato jednotka je ovSem znacné velika, tudiZz se pouziva mensi jednotka
a to pkat nebo nkat. Dfive se pouzivala tzv. mezinarodni jednotka enzymové kinetiky
s definici katalyzujici pfemé&nu jednoho mikromolu substratu za jednu minutu (Sipal et
al, 1992)

Vztah vyjadfujici aktivitu enzymu:

AA |74
a(kat) = Ex—g o

pficemz a (kat) je vypocCitana hodnota aktivity v jednotkach katal, AA je zména
absorbance, At je zména v Case (doba reakce) v jednotce (s), V je objem reakéni smési
v kyveté v jednotkach (ml), € je molarni absorpéni koeficient v jednotkach (M* cm™) a |
je Sifka kyvety v jednotkach (cm).

Aktivita je méfena spektrofotometricky, kdy se do kyvety napipetuje dany objem
pufru, vypocitany objem substratu na pozadovanou koncentraci, poté se reakéni smés
startuje pridanim substratu a méri se absorbance po urcitou dobu a pfi vinové délce,

ktera koresponduje se substratem (tabulka 2).
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Tabulka 2 VInové délky pouzitych substrati

Nazev substratu Vinova délka (nm)
Adenosin 260
Inosin 248
Uridin 262
Xantosin 248

4.4.8 Substratova specifita, stanoveni Km a Vmax

Michaelisova konstanta (K.) je vyjadfena koncentraci substratu, kdy reakce
probiha v poloviné jeji maximalni rychlosti, tudiz je mirou afinity enzymu k substratu.
Vmax NEbo Vi, vyjadfuje maximalni rychlost, ktera je mirou celkové koncentrace daného
enzymu (Sipal et al, 1992). Obé tyto veliginy zahrnuje rovnice Michaelise-Mentenové,

jejiz vztah je:

Viim x [S]

V= Km x [S]

Pro méreni substratové specifity byly jednotlivé substraty pfipraveny rozpusténim
substratu v 10ml Tris-HCI pufru, pH8 na koncentraci 1 mM. Po celou dobu byly

uchovavany v lednici a po dobu méfeni na ledu.
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5 Vysledky
5.1 Stanoveni koncentrace proteinu

Obsah proteinG ZmNRH2a a ZmNRH2b byl vypocitan pomoci programu
ProtParam, ktery stanovil, ze 1 mg/ml proteinu pfi 280 nm ma absorbanci 0,755.

Absorbance vzorkl byly vypocitany spektrofotometricky pfi 280 nm.

( D Avzorku odéni
= — x redeni
¢ (mg)m A ProtParam X reaen

Z vySe uvedeného vzorce byl vypoéitan celkovy obsah proteinu v zasobnim
roztoku (tabulka 4). Koncentrace proteinu ZmNRH2a byla 0,96 mg ml* a proteinu
ZmNRH2b byla 21,56 mg ml™.

Tabulka 4 Stanoveni koncentrace proteint

A ProtParam A vzorku Redém Cvzorku (mg ml_l)
ZmNRH2a 0,755 0,0699 10 0,93
ZmNRH2b 0,755 1,6279 10 21,56

5.2 Stanoveni molekulové hmotnosti pomoci SDS-PAGE

Pomoci této metody bylo mozno vyhodnotit droveri exprese jednotlivych
proteinl a stanovit pomoci standardd molekulovou hmotnost monomerni jednotky
tohoto proteinu (obrazek 11). Na obrazku 11 je vidét produkce proteinu pfed a po
pfidani IPTG, v rozpustné a nerozpustné fazi. Jak je z obrazku vidét, oba proteiny jsou
exprimovany silné do inkluznich télisek. Méné byl produkovan protein ZmNHR2a do
rozpustné faze oproti ZmNRH2b, a tudiZ byl pouzit pro dalSi experimentalni pouZiti.
Teoreticka hmotnost této monomerni jednotky odpovida pfiblizné 35 kDa vypocitané
na zakladé aminokyselinové sekvence v programu ProtParam (obrazek 16) a liSi se

minimalné od experimentalné zjisténé hodnoty 38 kDa.
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Pred indukci Poindukci Neroz.fize Rozp.faze Eluce Standard
2a 2b 2a 2b 2A 2B 2b: 24 2a 2b kDa

pra— - e——

»

ZmNRH2a

w3

ZmNRH2b

-
—30

Obr. 11 SDS-PAGE rekombinacich proteintl. Jako standard byl pouzit Protein Ladder (10-250
kDa).

5.3 Stanoveni molekulové hmotnosti permeaéni chromatografii

Diky gelové permeacni chromatografii bylo mozZno stanovit za nativnich
podminek molekulovou hmotnost. Na kolonu Superdex 200 HR 10/30 byly naneseny
jednotlivé standardy a poté nas neznamy vzorek. Pritokova rychlost byla nastavena na
0,7 ml/min. Kalibragni pfimku jsem sestavila pomoci logaritmd molekulovych hmotnosti
jednotlivych standardd vynesenych proti jejich elu€nim objemum (tabulka 3, obrazek
11). Touto metodou bylo zji§téno, Ze molekulova hmotnost proteinu ZmNHR2b se
neshoduje s hmotnosti monomeru. Rekombinantni ZmNRH2b se vyskytuje jako dimer

s molekulovou hmotnosti 77,6 kDa.

Tabulka 3: Vysledky gelové permeacni chromatografie

MW
Standard (kDa) log MW Eluéni objem (ml)
karboanhydraza 29 1,46 18,97
hovézi sérovy albumin (BSA) 66 1,82 17,14
alkoholdehydrogenaza 150 2,17 16,03
a-amylaza 200 2,30 15,35
apoferitin 443 2,65 13,87
tyreoglobulin 669 2,83 12,39
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Obr. 12 Gelova permeacni chromatografie. Kolona Superdex 200 HR 10/30, pratok
0,7ml/min. A: Jako standard byla pouzita karboanhydrasa (29 kDa), BSA (66 kDa),
alkoholdehydrogenasa (150 kDa), a-amylasa (200 kDa), apoferitin (443 kDa), tyreoglobulin (669

kDa). B: Graf linearni zavislosti logaritm( jednotlivych standardd proti elu¢nim ¢astim. C: Graf

piku eluéniho €asu proteinu ZmNRH2a.
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5.4 Stanoveni teplotni stability ZmNRH2b

Teplotni stabilita byla stanovena pro ZmNRH2b, kdy tento protein byl inkubovan
30 minut v rozmezi teplot od 4 - 73°C. Protein ZmMNRH2b vykazoval teplotni stabilitu
priblizné do 45 °C a potom ztracel svou aktivitu. Hodnota Tso, coZ je teplota, pfi které je
zachovano 50 % aktivity po 30 minutové inkubaci pfi dané teploté, Cinila 65 °C
(obrazek 13).
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Obr. 13 Teplotni stabilita ZmNRH2b. Enzym byl inkubovan v teplotnim rozmezi od 4°C do
73°C. Reakéni smés obsahovala 10 yl enzymu, 400 yl daného substratu (uridin) a 1590 ul

reakéniho pufru. Celkovy objem v kyveté €inil 2 ml.

5.5 Stanoveni substratové specificity ZmNRH2b a ZmNRH2a

V této praci byly pouzity 4 substraty — uridin, xantosin, inosin a adenosin pfi 150
uM koncentraci pro analyzu obou isoenzymu. Aktivita enzymli ZmNRH2a a ZmNRH2b
byla nejvyssi s uridinem. Druhym nejlep8im substratem pro oba enzymy byl xantosin,
ZmNRH2a s nim vykazoval 26% aktivitu a ZmNRH2b 63% aktivitu oproti uridinu. Jako
treti nejlepSi substrat byl inosin, se kterym ZmNRH2a vykazoval 17% aktivitu a
ZMNRH2b 50% aktivitu. Témé&r zadnou aktivitu vykazoval ZmNRH2a s adenosinem,

zatimco ZmNRH2b s nim vykazoval 22% aktivitu ve srovnani s uridinem (obrazek 14).
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Obr. 14 Substratova specifita. Reakéni smés v kyveté obsahovala 150uM roztok substratu,
200 mM Tris-HCI pufr a pfislusné mnozstvi enzymu. K porovnani relativni aktivity byl vybran
uridin jako 100%.

5.6 Stanoveni kinetickych parametrii pro ZmNRH2b

Kinetické parametry byly stanoveny jen pro ZmNRH2b. Druhy isoenzym nebyl
zduvodu nizké produkce analyzovan. Pro stanoveni kinetickych parametri byly
naméreny saturacni kfivky pro jednotlivé substraty (obrazek 15), ze kterych bylo mozno
poté urcit Michaelisovu konstantu K, limitni rychlost V;, a relativni pomér V;n/K
(tabulka 5). Pyrimidinové nukleozidy jsou vSeobecné preferovanymi substraty pfed
purinovymi. Z tohoto tvrzeni vyplyva, ze protein ZmNRH2b ma nejvySsi afinitu
k substratu uridinu, ktery je nejlepSim substratem a pomér V;, /K, je 1. Knému jsou
poté vztazeny ostatni tfi substraty. Nejvy$Si hodnota limitni rychlosti byla naméfrena
s uridinem (709,1 + 57 nmol s* mg"). U substratu inosinu byla naméfena vyssi
hodnotoa K., oproti uridinu, avSak limitni rychlost je zde podstatné nizSi. Nejmensi
hodnota V;i, je naopak u adenosinu (259,8 + 26 nmol s™ mg™). Hodnoty limitni rychlosti
u xantosinu a inosinu jsou pomérné srovnatelné. Z tabulky je vidét, Ze adenosin ma

nizsi K, a Vim oproti xantosinu, ovéem pomeér Vi /K, je vyssi.
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Tabulka 5 Kinetické parametry ZmNRH2b pro jednotlivé substraty

ZmNRH2b
Substrat Ko (UM) Vim (nmol s mg™?) Viim/Kem (%)
Uridin 377,1 61 709,1 £ 57 1
Xantosin 368,2 + 90 430,8 + 100 0,62
Inosin 505,4 + 16 408,2 + 32 0,43
Adenosin 181,6 + 26 259,8 + 26 0,76
Uridin Xantosin
= 500 = 150-
m L)
E 400 g
@ a0 . 100-
o -]
£ 20 £
S
g 100 §
é ﬂ 1 é E 1 1 ¥ 1
800 0 50 100 150 200
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; 250 - 150-
m L]
E 200- g
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Obr. 15 Saturaéni kiivky ZmNRH2b s jednotlivymi substraty. Méfeni probihalo v prostfedi
zasobniho pufru 200mM Tris-HCI (pH 8.0).
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6 Diskuse

Tato bakalafska prace je zaméfena na charakterizaci nukleosid-N-ribohydrolas
z kukufice (Zea mays), pfi€emz zahrnuje expresi, purifikaci rekombinantnich proteinu
ZmNRH2a a ZmNRh2b. Dale byla stanovena molekulovd hmotnost a kinetické
parametry ZmNRH2b.

Z bakterialni kultury E. coli byly oba enzymy extrahovany a poté pfecistény
pomoci afinitni chromatografie s pouzitim kolonek obsahujici kobaltnaté ionty. Metodou
SDS-PAGE byla stanovena a ovéfena uroven exprese obou proteini a Cistota po
purifikaci pro dal$i pouziti. Vysledna koncentrace obou proteint pro ZmNRH2a byla 1
mg/ml a pro protein ZmNRH2b 22 mg/ml.

Pomoci metody SDS-PAGE bylo mozZno stanovit pfibliznou molekulovou
hmotnost monomeru proteinu ZmNRH2b za denaturacnich podminek. Za téchto
podminek bylo experimentalné zjiSténo, Ze tento protein ma pfibliznou molekulovou
hmotnost 38,5 kDa. Teoreticka molekulova hmotnost monomerni jednotky, vypocCitana
pomoci programu ProtParam, Cinila 35 kDa. Za nativnich podminek, metodou gelové
permeacni chromatografie bylo zji§téno, zZe tento protein se vyskytuje pfednostné jako
dimer s molekulovou hmotnosti 77,6 kDa. Tudiz experimentalné zjisténa hodnota a
hodnota vypocitana se nepatrné lisi.

Pro tento protein byla zjiSténa i teplotni stabilita. Enzym ZmNRH2b vykazoval
teplotni stabilitu cca do 45°C, poté aktivita markantné klesala. Hodnota Ts, je 65°C.

Na obrazku 16, ktery je uveden nizZe, je vyobrazena sekvence ZmNRH2a a
ZmNRH2b. VS8echny nukleosid-N-ribohydrolasy obsahuji aspartatovy cluster sekvence
DXDXXXDD, ktery se nachazi na N-konci. Bakterialni, protozoalni a kvasinkové
sekvence se li§i od téch rostlinnych tim, Ze jejich sekvence obsahuje motiv
DTDPGIDD. Druhy a ¢tvrty aspartdt se podili na koordinaci vapenatého iontu
s aktivnim mistem a tfeti aspartat je dulezity pro vazbu 2-OH skupiny ribézy (Jung et
al., 2009).

Dale byla stanovena substratova specificita pro ZmNRH2b i ZmNRH2a, kdy
aktivita téchto enzymua byla testovana se Ctyfmi substraty (uridin, inosin, adenosin,
xantosin) pfi koncentraci 150 uM. Aktivita enzymd ZmNRH2a a ZmNRH2b byla
nejvyssi s uridinem jako 100%, k nému byly vztazeny zbylé tfi substraty. Druhym
substratem pro oba enzymy byl xantosin, ZmNRH2a vykazoval 26% aktivitu a
ZmNRH2Db pfiblizné trojnasobné vétsi aktivitu (63%). Jako tretim substratem byl inosin,
ktery pro ZmNRH2a vykazoval aktivitu z 17% a pro ZmNRH2b z 50%. Nulova aktivita,
tudiz kdy nedoSlo k pfeméné, byla stanovena u enzymu ZmNRH2a se substratem

adenosinem, pro enzym ZmNRH2b byl stanoven na 22% (obrazek 14). VSeobecné je
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nejlepsim studovanym substratem uridin, tudiz ZmNRH2b upfednostiuje pyrimidinové
nukleozidy pfed purinovymi. Naopak je tomu u AtNRH1 nebo u PpNRH1 (Schaefer,
2002, Hajkova, 2013). Tyto dva enzymy upfednostriuji purinové nukleozidy pfed
pyrimidinovymi (Jung et al., 2009).

Kinetické parametry (Km, Vim, pomér K./Vim) zahrnuje tabulka 5 a obrazek 14.
Z téchto udaju vyplyva, ze ZmNRH2b preferuje uridin (K/Vim 1, Ky 377,1 £ 61 uyM a
Vim 709,1 + 57 nmol s™ mg™) a adenosin, ponévadz pomér V;/K. je 1 a 0,76. Pomér
Kn/Vim 0,76 u adenosinu je vy38i nez u xantosinu 0.62, ovdem v porovnani
s hodnotami K, a Vi, dalSich substratd je hydrolyzovan nejméné. Inosin s pomérem K,
NVim 0,43 a hodnotami K., 505,4 £ 16 a V, 408,2 + 32 je lepSim substratem nez
adenosin. Naopak je tomu pfi porovnani s ostatnimi organismy napf. s Arabidopsis
thaliana, Physcomitrella patens nebo Escherichia coli. AINRH1, enzym pochazejici z
Arabidopsis thaliana, ma nejvy$si afinitu zejména k uridinu (hodnota K., je 0,8 mM a
hodnota Vi, je 0,004 mmol s* mg™) (Jung et al., 2009). WT-PpNRH1 (Physcomitrella
patens) vykazuje nejvysSi afinitu k substratim inosinu a xantosinu, naopak nejmensi
afinita byla prokazana u adenosinu. U bakterie Escherichia coli byly popsany dva
enzymy YbeK a Yeik. U téchto dvou nukleozid-N-ribohydrolas bylo zjisténo, Ze
katalyticka ucinnost Yeik vuci substratu inosinu, adenosinu a guanosinu byla vic jak
tisickrat niz§i nez vici uridinu a YbeK hydrolyzuje pfirozené se vyskytujici pyrimidinové
nukleozidy 100-10000 krat ucinnéji (jako studovany ZmNRH2b). Z pyrimidinovych
derivatu je hydrolyzovan uridin nejefektivnéji s cca s 10krat vysSi hodnotou k../Kn, nez
cytidin, a to zejména z dlvodu nizsi hodnoty K., (83 uM) (Muzolini et al., 2006). Mutace
YeiK ma silny vliv na hydrolyzu inosinu a katalytickou ucinnost, ponévadz se faktor
ucinnosti (Kea/Km) zvySuje. Mutant snizuje aktivaéni energii pro oba substraty uridin i
inosin a az Ctyficetinasobné zvysSuje katalytickou u€innost. DalSi pozoruhodny objev je
ten, Ze mutaci je az pétapadesatkrat snizena afinita k substratu uridinu za podminek
nasyceni substratu, z ehoz vyplyva znacné zvySeny obrat k efektivnéji zvySené afinité
inosinu. Katalyticka G&innost C. fasciculata k inosinu je 1,9 x 10° M* s™. V porovnani
s YeiK nebo YbeK &ini key 3,6 s™ a hodnota K, je zde podstatné vy3si. Tento rozdil Ize
pfipsat zménam v aktivnim misté, které vyplyvaji z evoluéniho vyvoje u pfirodnich [U-
NH (lovane et al.,2008).
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Obr. 16 Porovnani sekvence ZmNRH2a, ZmNRH2b a dalSich vybranych organisma jako
jsou Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Vitis vinifera, E. coli. Cervené je zndzornén motiv,
ktery je specificky pro rostlinné nukleosid-N-ribohydrolasy a podili se na vazbé Ca* iontu a 2-

OH skupiny ribozy.
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7 Zavér

V teoretické Casti této bakalafské prace je popsan metabolismus
pyrimidinovych a purinovych bazi, popis rostliny, ze které jsou enzymy pouZity,
pfibuznost s jinymi rostlinami a organismy jako bakterie, kvasinky a vy$Si
rostliny.

Experimentalni Cast zahrnuje expresi, extrakci a purifikaci rekombinantnich
protein ZmNRH2a a ZmNRH2b. Nasledné byla zjiSténa jejich molekulova
hmotnost a uUroverl exprese za pomoci gelové permeacni chromatografie,
celkova koncentrace téchto proteint. Témito metodami byla zjiSt€éna nizka
uroven exprese proteinu ZmNRH2a, a tudiz jeho dalSi nepouzitelnost k dalSimu
mérfeni. U druhého proteinu tomu bylo naopak. U né&j byla navic sestavena
kfivka teplotni stability, substratova specificita, kdy bylo zjist€no, ze nejlepsSim
substratem je pyrimidinova baze uridin a kinetické parametry jednotlivych

substratud, vypocet K, a Vax.
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