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Adenindeaminasa katalyzuje hydrolyticképéhi adeninu na
hypoxanthin a amoniak. Geny pro adenindeaminasy byl
nalezeny u prokaryot a nizSich eukaryot, jako jsaytiklad
kvasinky nebo prvoci. Kvasinkové adenindeaminasyi jgice
podobné prokaryotickym i eukaryotickym adenosindeasam
nez prokaryotickym adenindeaminasam. Adenindearminas
Schizosaccharomyces pombgla exprimovana fscherichia
coli a u purifikovaného enzymu bylo sledovandsgbeni
raiznych kovovych iont na aktivitu enzymu. JelikoZz pouZzita
adenindeaminasa patmezi metalo-dependentni hydrolasy, lze
predpokladat, Zeiftomnostéi negitomnost ukitého kovového
iontu v ukité koncentraci bude sinovliviiovat enzymatickou
aktivitu. Bylo zjis€no, Ze pro stabilitu enzymu jsouildzité
jednomocné kovy v optimalni koncentraci, zatimcojchocné
kovy (C&*, Mg*, Cd*, Mn*, Zr?* a Cd") aktivitu vyrazr
sniZuji, fipadd  enzym denaturuji  (HJ). Na
zakladt homologie  kvasinkové adenindeaminasy s mysi
adenosindeaminasou byl predikovan zinek jako kowyngro
aktivitu metaloproteinu  a pomoci atomové abgoip
spektroskopie bylo potvrzeno, Ze studovany enzyrsabbje
jeden atom zinku na molekulu enzymu.
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Adenine deaminase catalyzes the hydrobtgavage of
adenine to produce hypoxanthine and ammonia. Adenin
deaminase genes have been found in prokaryotes and
lower eukaryotes such as yeast or protozoa. Prokary
and eukaryotic adenosine deaminases are more simila
yeast adenine deaminase than prokaryotic adenine
deaminases. Schizosaccharomyces pombeadenine
deaminase was expressed Hscherichia coliand for
purified enzyme was examined effect of various Ineta
ions on enzyme activity. Since used adenine deamina
belongs among metal-dependent hydrolases, could be
assumed, that enzymatic activity will be strongly
influenced by absence or presence of certain niartaht
the specific concentration. Has been found, thattle
stability of enzyme are important monovalent mesalhe
optimal concentration, while in the presence ofatimt
metals (C&, Mg®, Cd&*, Mn*, zZr?* a C4{"), enzyme
activity is significantly reduced or enzyme denation is
detected (Hg). Based on the homology of yeast adenine
deaminase with mice adenosine deaminase, zincdes b
predicted as a metal required for metalloproteitivitg.
By atomic absorption spectroscopy has been confirme
that the studied enzyme contains one zinc atom per
molecule of enzyme.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Uvod

Dle enzymové komise (Enzyme Commission)iijpdd enzynmi do skupiny aminohydrolas a
z toho 25 je klasifikovano jako deaminasy (Posp¥sil& Frébort, 2007). Aminohydrolasy jsou
hydrolytické enzymy od&pujici aminoskupinu a jsou klasifikovany Etslem 3.5.4. EC 3 je
zarazuje mezi hydrolasy, EC 3.5 je specifikuje jakayeny Stpici nepeptidickou vazbu mezi
uhlikem a dusikem. V padi teti ¢islo v klasifikaci dle enzymové komise ob&cenzymy
uréuje jesSk vice, z#azuje je do tzv. podpadty enzynii. Enzymy s ozrigenim EC 3.5.1 se
Gc¢astni reakci na linearnich amidech, enzymy s EQ 31& amidech cyklickych, enzymy s EC
3.5.3 na lineérnich amidinech, enzymy s EC 3.5.4amadinech cyklickych a ozigji se
aminohydrolasy, enzymy s EC 3.5.5 operuji na eittil a nakonec enzymy s EC 3.5.99 na
ostatnich sloteninach (NC-IUBMB). Obechplati, Ze prvnicislo zaazuje enzymy doridy,
druhé do podfdy a teti do podpodtdy a dohromady tatcrit ¢isla popisuji typ chemické
transformace vykonavané enzymem. Pro ¢enaenzymu existuje jeSttvrté ¢islo v pdadi,
které udava substratovou specifitu (Andreini et 2008). Zastupci této skupiny enz§jsou
napiklad deaminasy hydrolyzujici adenin, adenosin, AMBP, cytosin, cytidin a guanin,

které hraji dlezitou roli v metabolismu nukleovych kyselin (May; 1971).

2.2 Amidohydrolasy

2.2.1 Obecné vlastnosti amidohydrolas

Amidohydrolasy tvéi vyznamou skupinu enzyin kterd je pojmenovéana na zéakdad
charakteristickych strukturnich znakTyto enzymy katalyzuji hydrolyzu Siroké Skalybstrat

s amidovou nebo esterovou fénk skupinou na uhliku nebo fosforu. Hlavnim strukim
znakem této skupiny fpvazré hydrolytickych enzym je mononuklearni nebo binukleérni
kovové centrum vymezenéple)s-barelem”. U vSech reakci katalyzovanych amidohhscami

je nukleofilni molekula vody aktivovana komplexazimononuklearnim nebo binuklearnim
kovovym centrem. Pro celkovou katalytickou aktiviinizymu ma potom kovové centrum dvoji
funkci, a to aktivaci gpitelné vazby a deprotonaci molekuly vody na lepsleofil. P&atek
objevu této skupiny enzyimmiaZzeme datovat na rok 1997 a v dneSniédnteradime vice nez
tisic enzynf. V sowastnosti je u asi 1@enych enzym znama struktura ve vysokém rozliSeni

ziskana pomoci rentgenostrukturni analyzy (Se&taushel, 2005).

2.2.2 Chemické reakce a mechanismusigsobeni
Z 16 amidohydrolas dostupnych v proteinové dataff@dRB) nebyly pouze 3 charakterizovany



z hlediska chemickych reakci. Jsou to 2 enzynfhermotoga maritinaa PTE homologni
protein (PHP) Zscherichia coli (Buchbinder et al., 1998). Zbyvajici enzymy Kkatajyz
hydrolytické reakce, krotn uronatisomerasy (URI), ktera katalyzuje aldosoketo'sovou
isomeraci mezi D-glukuronatem a D-frukturonatemrn@Op(Schwarzenbacher et al., 2003).

OH OH o OH  OH

HO : : > HO_ -~ CH,OH
: : H URI M

O OH OH o) o) O

Obrazek 1 — Schéma aldosové izomerace D-glukuronata D-frukturonat za katalyzy
uronatisomerasou.

Obecre amidohydrolasy katalyzuji reakce aminokyselin, hsaicli, nukleovych kyselin a
organofosfatovych estier Rentgenostrukturni analyzou bylo struktuoharakterizovano sedm
variant specifickych aminokyselinovych kovovychdighi. U binuklearnich kovovych center
jsou karbonylova a fosforylova skupina polarizovonpstednictvim katalyzy Lewisovou
kyselinou pomoci komplexaceiskovovym iontem, zatimco molekula solventu je papadeni
nukleofilem aktivovana interakciosskovovym iontem. U mononukleérnich kovovych cenger
substrat aktivovanipnosem protaih z aktivniho mista a molekula vody je aktivovanabau
kovu a obecnou bazickou katalyzou. Kovova centranaghazeji v C-terminalnim koncp-,
barelového" jadra uvnit,(Ba)s domény*. Pestrost substiigie dana konformaimi omezenimi

vytvorenymi osmi smykami tdhnoucimi se od kotiosmip-vliaken (Seibert & Raushel, 2005).

U nekterych amidohydrolas byly prvky mechanismu kafaké reakce detaitn
prozkoumany. Nejlépe zdokumentovana je katalyzgdidorotasou (DHO) E. coli (Thoden
et al., 2001; Aubert et al., 2004). Krystalovd ktmwa byla vyeSena v fitomnosti
karbamoylaspartatufippH, kdy termodynamické rovnovazna konstanta rdégydroorotasou a
karbamoylaspartatem je témve shod (Thoden et al., 2001). DHO je dimer a na zaklad
znalosti krystalové struktury vime, Ze se substratodukt nevazi uvridimerniho proteinu ke
stejné, ale k odliSné monomerni jednotce (SeibdRiagishel, 2005).

Reakni mechanismus katalytické reakce byl detailpopsan i u enzymu
adenosindeaminasy (ADA) (Wang & Quiocho, 1998; Wfilet al., 1991). Adenosindeaminasa
ma mononuklearni kovové centrum tzv. subtypu llz (2.2.3) a reakce, kterou katalyzuje je
piiklad nukleofilni aromatické substituce vodou. Wéaych center subtypu Il je samostatny
kovovy iont v pozici M. V takovychto pipadech je histidin z viikna 5 koordinovan se
samotnym kovovym iontem zaasti dvou histidid z vlakna 1 a aspartatu z viakna 8. Histidin
zvldkna 6 rejm¢ oddluje proton z molekuly vody vazané v kovovém centuznikajici
hydroxid napada aromaticky kruh za vzniku tetraddiino meziproduktu. Tato reakce je

aktivovana dodanim protonu z glutamatu nachazejisk 3 residua za konzervovanym



histidinem z vldkna 5. Tento ,HxXE" motiv na kondékna 5 se nachazi ve vSech znamych
amidohydrolasach, které katalyzuji nukleofilni aatitké substituce, kro¥nadenindeaminasy.
Rozpad tetraedrického meziproduktu je usgaddodanim protonu z protonovaného histidinu
vldkna 6 a penosem protonu z karbinolu na aspartat z viaknal® rglutaméat z viakna 6.

Reakni mechanismus adenosindeaminasy@me vidt na Obr.2 (Seibert & Raushel, 2005).
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Obrazek 2 — Reakni mechanismus adenosindeaminag{eibert & Raushel, 2005).

2.2.3 Dvojmocné kovové centrum
U amidohydrolas se setkavdme se sedmi subtypy aamjého kovového centra, které jsou
ozna&ovanéiimskymi ¢isly v paadi | — VII. Nefastji se vyskytujicim centrem je subtyp I,
ktery je tvden d¥ma dvojmocnymi kovy (Zn a Ni). Tyto kovy jsou vagark Sesti
aminokyselinam proteinu skrze elektrostatické etee. Podobny je subtyp II, ktery vSak
obsahuje pouze zinek. Dvojmocné kovové centrumypublil se nachazi u adenosindeaminasy
(ADA) a cytosindeaminasy (CDA) a obsahuje v aktwninist pouze jediny kovovy iont
(Seibert & Raushel, 2005). Je zajimavé, Ze i kdgénasindeaminasa i cytosindeaminasa
katalyzuji velmi podobné chemické reakce, ADA jezyan, jehoZ aktivita je zavisla na
piitomnosti zinku (Wilson et al., 1991), zatimco CDAZaduje pro katalytickou aktivitu
piitomnost Zeleza (Porter & Austin, 1993). Subtyp jB&/ zastoupen amidohydrolasdu
acetylglukosamin-6-fosfatdeacetylasou (AGD), ktema v aktivnim mist stejre jako CDA
mononuklearni Zelezné centrum. Zelezo je zde vaz¥erai aminokyselinami postranniho
rettzce ,B-barelu”. Na kovovy iont jsou zde také vazany awolekuly vody. Deacetylasa D-
aminokyselin (DAA) zastupuje subtyp V. Tento subtyp je charakterizowg#t pritomnosti
zinku v aktivnim mist, stejré jako je tomu u subtypu VI, kamadime nap ledvinnou
dipeptidasu (RDP). Do posledniho subtypu (subtypl) whaZzeme z#adit uronatisomerasu
(URI). Tato skupina enzyinneni pl charakterizovana (Schwarzenbacher et al., 2003).
Prehled sybtyp viz Obr.3.

-10 -
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Obrazek 3 — Sest variant vazeb jednoho nebo dvou dynocnych kowi v aktivnim misté
raznych amidohydrolas/A — subtyp |, B — subtyp II, C — subtyp lll, Dsubtyp IV, E — subtyp
V, F — subtyp VI/. Modré kutky oznauji kovové ionty (Seibert & Raushel, 2005).

Ve skupirg amidohydrolas, u kterych je dostupna krystalovakstira, nizeme dale nalézt
velké mnozZstvi nejizrejSich residui, sekundarnich kovovych ligandkteré jsou véazany
vodikovymi vazbami nebo iontéws primarnim ligandem kovu. Takovéto vazby jsoeteiné

zejména u &kolika enzynii subtypu | s binuklearnim kovovym centrem. (Seil&Raushel,

2005).

2.2.3.1 Uloha kovovych ionti v enzymech
Okolo 1/3 vSech enzyimvyuziva interakce s kovem pro katalyzu. Funkéehto proteit,

nazvanych fiznané¢ metaloproteiny, je zaloZena na interakci mezigimt a vazanymi kovy
(Tainer et al., 1991; Degtyarenko, 2000). Nejkipjse vyskytujicim kovem u struktun
charakterizovanych protairje zinek atasto se také vyskytuje Zelezo itik a vapnik (Shi &
Chance, 2008). Metaloproteiny jsou jedny z nejrazitigich proteir, které obsahuji kovové
ionty vazané koordirdaé kovalentni vazbou zafigjici katalytickou, regukni a strukturni roli

dialezitou pro funkci proteit (Degtyarenko, 2000).

e

V rdmci vSech znamych enzyinje nejroz&ernsjSim kovem hecik (Obr.4), diky uloze
esencialniho partnera substrébsahujicich fosfat, jako je ATP, které se vikAch vyskytuje
pievazr jako komplex s Mg (Luthi et al., 1999).

-11 -
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Obrazek 4 — Vyskyt kovovych ionfi v enzymech znamé struktury(Andreini et al., 2008).

Vazba M@* s fosfatem je dleZitd u mkterych klgovych biologickych molekul jako jsou
nagiklad DNA nebo RNA. Uvnit burgk je hladina h&tiku udrZzovana v po#nné vysokych
(milimolarnich) koncentracich. H&k je dale znén¢ vyuzZivan k elektrostatické stabilizaci a
elektrofilni aktivaci substrétskrze polarizaci vazeb mezi fosforem a kyslikernonehlikem a
kyslikem.

Prevazujicim redoxnim kovem v biologickych systémgztzelezo, které jeipvazi
souasti kofaktoii. Frirozere se Zelezo vyskytuje ve dvou oxtaéch stavech, +2 a +3, ovSem u
enzymovych mechanisise nmiiZze nachazet i ve vysSich (+4) a nizSich (+1) axidzh stavech.
Zelezo, stejy jako jiné kovy, nafiklad med’, méa schopnost vazat koordéma kyslik.
V nékterych takovych enzymech, négdad methanmonooxygenase, se nachazi jako bizelezn
(FE* - F&") centrum (Andreini et al., 2008).

Zinek je po h&iku druhy nejhojsiji vyskytujici se kov v enzymech (&pv ramci vSech
znamych enzyf) (Obr.4). Divodem intenzivniho vyzkumu tgobeni zinku v enzymové
katalyze jsou jeho charakteristické vlastnostipjgk stabilita v oxidénim stavu +2 a netaost
k redoxnim reakcim (Andreini et al., 2008).

Zinek hraje vyznamnou roli tvorbou hydroxidovéhontio pro napadeni substratu
(Vallee & Auld, 1990). V gkterych enzymech se zinek podili jak na téortakujiciho
nukleofilu, tak i zvySovani elektrofility napadeného substratu ekpplarizace vazeb mezi
fosforem a kyslikem nebo uhlikem a kyslikem (Andre2t al., 2008). ®kladem enzymu
vykonavajiciho ob funkce je karboxypeptidasa A (Christianson & Lipsb, 1989),
thermolysin (Matthews, 1988) a praygbdobr i matrixové metaloproteiny (Bertini et al.,
2006). V ostatnich ifipadech je toto zaji&o binuklearnim mistem, ve kterém jeden {nap
alkalickd fosfatasa) nebo oba (haparyldialkylfosfatasa (Aubert et al., 2004) a laldini
leucyl aminopeptidasa (Chen et al., 1997)) ionhkaigrispivaji k aktivaci vody, ktera spojuje

tyto dva kovy a pouze jeden ion se uplge @i vazle a aktivaci substratu. Zinek je v enzymech

-12 -



vzdy zapojen ve vazisubstratu a f¥e mit koordinani ¢islo od 4 (tetraedr) do 6 (Andreini et
al., 2008).

2.2.4 , B-barely”, smy¢ky a aktivni mista
U amidohydrolas je f}-barel“ tvden interakci osmp-vlaken zmisobem obdobnym jako u
proteini zvanych ,Ba)g-barelové” proteiny (Holm & Sander, 1997). Na C-&bpB-barelu” se
kov-vazajici residua formujici jadro mononukleaméhbinuklearniho kovového centra od sebe

v ramci nadrodiny amidohydrolas pouze lehce odghg@eibert & Raushel, 2005).

Navzdory sili strukturé konzervovanym f-baretim a a-helixaim, je osm sm§ek,
které se nachazeji ihned za kov-vazajicimi resfduidken, vyrazg variabilnich ve sloZeni,
délce a prostorovem usf@aani, dikyemuz gipominaji hypervariabilni regiony v protilatkach.

Tyto Useky jsou lokalizovany aZ po N-konceieéa-helixy (Obr.5).

o
2% | ap%g

Obrazek 5 — Konformaéni rozmanitost mezi smykami, které nasleduji osmp-vlédken ,p-
bareli“ amidohydrolas /barvy smyek: 1 -¢ervena, 2 - purpurova, 3 - tmazelend, 4 - sitle
modra, 5 - oranZova, 6 - tmavmodra, 7 - i#Zova, 8 - sutle zelend; enzymy: A -

B
E

adenosindeaminasa, B - deacetylasa D-aminokyselin, - dihydroorotasa, D-iso-
aspartyldipeptidasa, E - fosfotriesterasa, F - étisaomerasa/ (Seibert & Raushel, 2005).

V8echny tyto smiky vykazuji vyznamnou rozdilnost v délce. U struktucharakterizovanych
amidohydrolas je pouze 18 ze 64 seilyv kontaktu se substratem, produkigrmhibitorem ve

strukturach, které obsahuji malé molekuly vazaa&tivnim mist¢ (Seibert & Raushel, 2005).

Pristupy do aktivnich mist whterych enzym vyzaduji konforméni znmeny, nagiklad
ADA a CDA maji relativie velké substraty, ovSem Zlabky pro vstup do jea&lhivniho mista
jsou malé. U ADA i CDA ma fimy kontakt se substratovymi analogy sikgy 1. U ADA

pasobi jako regulator vstupu substratu do aktivnihistan Trp 117. Omezenyiigtup do
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aktivniho mista std¢i o tom, Ze katalytickaipmena mezi substratem a produktem musi byt
oddélena od solventu. U iso-aspartyldipeptidasy jsowyckypn 1 — 4 v gimém kontaktu se
substratem (aspartdtem)i Redostatku aspartatu jsou residua, ktera kryivakmisto velmi
pohyblivd a prav&podobré neblokuji vstup dipeptid U dihydroorotasy je produkt
(dihydroorotat) vazan na jednu podjednotku, zatiswostrat (karbamoyl-aspartéat) je vazan na
sousedni podjednotku uvhistejného dimerniho komplexu (Thoden et al., 200N8jwtSi
rozdil v konformaci mezi dsmi podjednotkami se nachazi ve sty 4. Tyto zminy v orientaci
smyky 4 zprostedkovavaji katalytickouieménu mezi substratem a produktem.

Mnoho proteifi vdZe substrat prastdnictvim smyek 6, 7 a 8. U vSech amidohydrolas
se setkavame se zakladni stavbou aktivniho mistaignou pro produkci a dodani hydroxidu
(nukleofilu) k akceptorovému substratu. Struktummtivy pro aktivaci hydrolytické molekuly
vody jsou vysoce konzervované, na druhou stranddspuaktivniho mista, kterérippiva
pomoci smyek k pgesnému vymezeni substratové specifity, vykazujecrmma variabilitu
(Seibert & Raushel, 2005).

2.2.5 Vyznamni zastupci nadrodiny amidohydrolas
2.2.5.1 Allantoinasa

Allantoinasa je vyznamny enzym skupiny amidohydspldery hraje ktiovou roli v biosyntéze
a degradaci ureid tim, Ze katalyzuje zému (§-allantionu na allantoat (Kim et al., 2009).
Allantoét je dale odbouravan na amoniak a glyoxgfiitokovou enzymovou katalyzou (Todd
et al.,, 2006; Smith & Atkins, 2002). Allantoin alatoat, souhrnh nazyvané ureidy, maji
nezbytnou funkci v asimilaci, usklaovani a transportu dusiku. Allantoinasd&.zcoli je
homotetramer, kde kazdy monomer obsahujé demény: ,pseudotriosafosfat-isomerasovy
barel* ap-list. Stejré jako u ostatnich amidohydrolas je i u allantoinaaghovano binuklearni
kovové centrum v aktivnim mistkteré je lokalizované uvitizdhybu ,barelu” (Kim et al.,
2009). Strukturni analyza ukazala, Ze kovové iangktivnim mist vazi jeden hydroxid a Sest
aminokyselin, které jsou zachovany i u allantoijiagch organisni. Funkni analyza ukézala
nezbytnost zinku v aktivnim méspro schopnost katalyzy a enantioselektivity suthstrPro
enzymovou aktivitu jsou rozhodujici kovovéa centmr@encz Asn 94 a Ser 317 v aktivnim néist
(Kim et al., 2009).

2.2.5.2 AMP-deaminasa
AMP-deaminasa (AMP-aminohydrolasa, AMPD, EC 3.5.4e6tetramerni enzym katalyzujici

deaminaci AMP v pozici 6 adeninového kruhu na IMBnaoniak (Obr.6), a hrajicittzitou

roli v katabolismu adenylatu.
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Obrazek 6 — Katalyticka reakce AMP-deaminasy.

AMP-deaminasy péit spolu s adenindeaminasami a adenosindeaminasaskupiny metalo-

dependentnich hydrolas obsahujicich konzervovarmmédu cd01319. AMPD se nachazi u
nizSich (askomycety, prvoci) i vyssich (rostlingyei) eukaryot. U vysSich eukaryot se AMPD
nachazi visoformach L, M, E1 a E2 (Ogasawara .et1l@B2). U prokaryot se misto AMPD
nachazi enzym AMP-nukleosidasa (EC 3.2.2.4) katigilgizhydrolyzu AMP na adenin a ribosa-
5’-fosfat. Bi porovnani aminokyselinové sekvence AMP-nukleasyda kvasinkovou AMP-

deaminasou byla nalezena oblast, ve které je Smsinzaminokyselin identickych, ale Zadna

jind homologie se zde nenachéazi (Leung et al., Y1989

AMP-deaminasa se nachazi také v rostlindch. AMPrileasova aktivita byla nalezena
v extraktech bugk Catharanthus roseugYabuki & Ashihara, 1991) @rabidopsis thaliana
kde byla také dale studovana (Xu et al., 2005).

RostlinnA AMP-deaminasa je na rozdil od vySe popdarenzyni funkéni dimer a

uplatiuje se zejménaghem embryogeneze.

2.2.5.3 Dihydroorotasa
Dihydroorotasa (DHO) hraje kKibvou roli v pyrimidinové biosyntéze katalyzou rezibilni

vnitini premeny karbamoyl-aspartatu na dihydroorotat. DHO jeatmetnzym obsahujici zinek a
konkrétre katalyzuje reverzibilni cyklizaci karbamoltaspartatu na L-dihydroorotat

v biosyntetické draze slouZzici ke shrodiaZani pyrimidinovych nukleotid(Obr.7).

o
NH; Q‘"c"c'e HE
J. J HN oe
H! o H20 ()\ c”

Obrazek 7 — Biosynteticka draha pro shromazdovani yrimidinovych nukleotid @ (Thoden
et al., 2001).

Kazda podjednotka homodimerniho enzymi. zoli, u které je znama trojrozfima struktura
DHO v rozlideni 1.7 A, je vazana do ,TIM barelov&hmotivu s osmi viakny paralelnihp-
listu obklopenéhoo-helixy. Kazda podjednotka obsahuje binuklearnikau@ centrum, ve

kterém jsou kovové ionty vzdaleny 3.6 A. Karboxyay Lys 102 slouZi jakofpmosujici
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ligand mezi obma kationty. V podjednotce | je-kovovy ion ohranien His 16, His 18, Lys
102, Asp 250 a molekulou solventu (nejpréwadobrgji hydroxidovym iontem) v uspg@dani
trigonalni bipyramidy. BliZe solventu fekovovy ion tetraedricky vdzan Lys 102, His 139s Hi
177 a hydroxidemL-dihydroorotat je vazan v podjednotce | karbonylovkyslikem, O4,
lezicim ve vzdalenosti 2.9 A og@-kovového iontu. Vyznamné interakce pro vstup
dihydroorotatu do aktivniho mista zahrnuji solnyistek s guanidiovou skupinou Arg 20 a
razné elektrostatické interakce s kostrou proteiatoay postrannihgetzce. V podjednotce I
je karbamoylk-aspartat vazan blizko binuklearniho kovového @eenkarboxylatovym
postranninie®zcem vazajicim dva kovy a takto nahrazuje hydroxidion. Ze trojrozrndrné
struktury enzym-substrat a produkt byl navrzen Hjpgg katalyticky mechanismus pro
dihydroorotasu. Ve sénu hydrolyzy dihydroorotatu napada hydroxie-face” dihydroorotatu
v pritomnosti bdze pomoci interakce-kovovym iontem. V pitbéhu cyklizace karbamoyl-
aspartatu, Asp 250 spusti reakci odejmutim protardusiku (N3) substratu. Karboxylat
postrannihdetézce karbamoyl-aspartatu je polarizovan skridenpu elektrostatickou interakci
s binuklearnim kovovym centrem. Nasledny tetradgirimeziprodukt obsahujici vazbu C-O

vylouci hydroxid, ktery nasledivaze binuklearni kovové centrum (Thoden et al0130

U vy3Sich organisinse tento enzym nachazi uvnitelkého polyfunkniho proteinu
(CAD), ktery je také katalyzatorem pro karbamoylfsynthetasu a aspartattranskarbamoylasu.
U bakterii (nap. E. coli) je DHO homodimerni a monofuéki enzym s molekulovou hmotnosti
kolem 76600 (Washabaugh & Collins, 1984).

2.2.5.4 Cytidindeaminasa
Cytidindeaminasa (CDA) je homodimerni protein, aadil od monomeru adenosindeaminasy.

Znané se také lisi od ADA aktivnim mistem. Vazba®Zge silnym inhibitorem u ADA je
uskuténéna gti ligandy (¥ His, jeden Asp a hydroxylova skupina inhibitoraboe molekula
vody) v geometrii trigonalni bipyramidy, zatimcoGDA jsou ligandy pouzeétyti (dva Cys,
jeden His a hydroxylova skupina analogu transitrétayu nebo molekula vody). Katalyticky
vyznamna residua His 238 a Asp 295 adenosindeayniteggsou u CDA fitomny. V aktivnim
misg& ADA se nachazi také podstatmice kyselych residui (Wang & Quiocho, 1998). CDA
miazeme najit nagklad uE. coli (Kim et al., 2009).

2.3 Adenindeaminasy

2.3.1 Obecné informace o adenindeaminasach
Adenindeaminasy (adeninaminohydrolaSyadenasy, ADE, EC 3.5.4.2) pamezi enzymy
katalyzujici hydrolytické Stepeni adeninu za vznikypoxanthinu a amoniaku (Obr.8)
(PospiSilova & Frébort, 2007).
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Obréazek 8 — Odbouravani adeninu adenindeaminasou.
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Geny ADE byly nalezeny u prokaryot a nizSich eukfryako jsou naiklad kvasinky nebo
prvoci. AZ od nedavna nebyly genydujici eukaryotické adenindeaminasy znamy, ovsem
genetické a fyziologické tdkazy naznéovaly, Ze se tyto enzymy nachézeji u askomycet a
houbové enzymy s predikovanou adenosindeaminasaktivitou, které byly klonovany a
exprimovany \E. coli, vykazovaly adenindeaminasovou aktivitu (Ribardakt 2003). Mezi
prokaryotické a eukaryotické mikroorganismy u ktdrbyla detekovana adenindeaminasova
aktivita pati nagiklad Pseudomonas synxanth@dun & Sakai, 1979)Bacillus subtilis
(Nygaard, 1996)_eishmania donovarfKidder & Nolan, 1979)Escherichia col(Matsui et al.,
2001) aAzotobacter vinelandi{Heppel et al., 1957). Bakteridlni adenindeamingey na
arovni aminokyselinové sekvence podghallantoinasam, ureasam a dihydrooratasam nez
eukaryotickym ADE (Ribard et al., 2003).

Jedinym pirozenym substratem adenindeaminas je adenin (AllE381), ovSem tyto
enzymy jsou také schopny hydrolyzovat 6-halogemyufdun & Sakai, 1979; Abbondandolo et
al., 1971) (napklad 6-chloropurin). JelikoZz se jednd o metaloatefentni hydrolasy, je pro
enzymatickou aktivitu &kterych enzym nezbytna fitomnost kovovych iorit v optimalni
koncentraci, nafiklad Mrf* pro adenindeaminasy Bacillus subtilis (Nygaard, 1996) a
Escherichia coli(Matsui et al., 2001). Na druhou strangkteré kovy jsoucast&nymi i
Gplnymi inhibitory ADE (C&", Cd*, C&*, Cu*, F€*, HZF*, Ni**, Zr** a Mrf") (Jun & Sakai,
1979; Matsui et al., 2001; Heppel et al., 1957).

2.3.2 Proteinova struktura adenindeaminas

Typickym zastupcem adenindeaminas niZSich eukgeyanzym AAHLze Saccharomyces
cerevisiae.Gen kédujici tento protein (GenlD: 855581) se nath#@a chromozomu XIV
(NC_001146), tvti jej 1043 pél bazi na pozici 359598 - 360641 a nema intronyz&ldad
aminokyselinové domény gattyto enzymy do nadrodiny metalo-dependentnichrdigd,
rodiny adenosindeaminas a podrodinyp;barelovych* enzym a 2. rodiny adenindeaminas.
Hlavnim strukturnim rysem tohoto proteinu je kowpsanad doména cd01320, ktera je
charakteristickd pro monomerni zinek-dependentrdtepr, ktery katalyzuje ireverzibilni
hydrolytickou deaminaci adenosinu na amoniak aiimas2’-deoxyadenosinu na amoniak a

deoxyinosin. Stejna doména jdtpmna ve ¥tSin¢ adenosindeaminas.
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Typickym zastupcem bakterialnich adenindeaminagcjé krypticka adenindeaminasa
zE. coli K12. Gen (GenID: 945851) je tken 1766 pary bazi lokalizovanymi na pozici
3841987 — 3843753 v genoriu coli. Enzym pati do 1. rodiny adenindeamindgédy 1 (Ribard
et al., 2003) a obsahuje konzervovanou doménu @) Kera je rozdilnd od domény cd01320
z AAH1. Podobnou doménuttbeme nalézt u enzymu z baktelfirterococcus faecalis nthoz
byla struktura vieSena nedavno a doposudstava jedinou wenou strukturou v ramci

prokaryotickych a eukaryotickych adenindeaminagi@8ev et al., 2006) (Obr.9).

Obrazek 9 — Struktura adenindeaminasy Znterococcus faecalis (Sugadev et al., 2006).

2.3.3 Srovnani adenindeaminas nizSich eukaryot a prokaryto
Jak je patrné z Tab.l, adenindeaminasy kvasimekyslmi malo podobné adenindeaminasam

bakterii a archaei.

Tabulka 1 — Porovnani aminokyselinovych sekvenci atindeaminas kvasinek a bakterii
s nékterymi prokaryotickymi a eukaryotickymi adenosindeaminasami (PospiSilova &
Frébort, 2007).

ADE, E. coli

ADE, M. acetivorans
ADE, S. pombe
ADE, C. albicans
ADE, S. cerevisiae
ADA, H.sapiens
ADA, S. pombe
ADA, L. major

ADA, A. fumigatus 0,208
ADA, M. loti 0,24] 0,221] 0,235| 0,218| 0,226| 0,236

| ADA. E. coli 0,227| 0,227 0,227] 0,298| 0,214| 0,235
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Znamé eukaryotické ADE enzymy jsou velmi podobri&asinkovym enzymem anotovanym

jako adenosindeaminasa a maji také konzervovandunolyselinovou sekvenci, kter4 se
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nachazi u bakterialnich a s&h adenosindeaminas (PospiSilova & Frébort, 2007).

Rozdily mezi adenindeaminasami z bakterii a arcigmi minimalni. Jak naztaje

fylogeneticka analyza, maji Gzce spjaty genetiakyop (Obr.10).

Escherichia coli K12 )

Bacillus subtilis subsp.

Dehalococcoides ethenogenes > e ——

Methanothermobacter thermautotrophicus

Methanosarcina acetivorans

Bacillus cereus E33L
r Candida albicans SC5314

| | Aspergillus nidulans FGSC A4

Schizosaccharomyces pombe 972h-

Obrazek 10 — Fylogeneticky strom adenindeaminas badrii, archaei a hub(PospiSilova &
Frébort, 2007).

Tyto proteiny, nachézejici se u prokaryot, vytvéamostatnou skupinu zim& odliSnou od
eukaryotickych adenindeaminas nebo adenosindeamihge rozdily jsou ufeny malou

podobnosti v aminokyselinové sekvenci.

2.4 Adenosindeaminasy

2.4.1 Obecné informace o adenosindeaminasach
Adenosindeaminasy (jinym nazvem adenosinaminohgdypl ADA, EC 3.5.4.4) katalyzuji

ireversibilni deaminaci adenosinu a 2"-deoxyadenosa inosin a deoxyinosin (Obr.11).

NN ~~oH HNT SN ~~0H
)'\(K P\ ADA %\%\ P\
HaN N"'S)\ O N + NH3
N=/ OH +H,0 N=/ OH
HO HO

Obrazek 11 - Katalyticka reakce ADA.

Konkrétrgji jde o giblizeni hydroxidu do polohy 6 (C6) adenosinu zerly tetraedrického
uspdadani za saiasného odstr&ni amoniaku a tvorby inosinu (Wolfenden et al., 9 9%vans
& Wolfenden, 1973; Kurz & Frieden, 1983).

Adenosindeaminasy jsou &tivé enzymy v metabolismu puéin Vzhledem Kk jejich
vyznamu V klinické medic#) byly tyto enzymy zkoumany podro¥jnnez adenindeaminasy.
ADA a ADA homologni proteiny se nachazeji v tigjjSich prokaryotech i eukaryotech
(hmyzu, nizSich obratlovcich, rybach, savcich & takostlinach).

U savd je ADA piitomna prakticky ve vSech tkanich a nedostatek gkfivity se

projevuje vaznymi onemoé&nimi imunity a genetickymi &licnymi onemocnimi, které jsou
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v piipact, Ze nejsou dde diagnostikovany a ¢ény smrtelné pro novorozence (Kredich &
Hershfield, 1989). Velké mnoZstvi ADA v zaZivacirakitu a decidualnich lilkdch i rozvoiji
propojeni matky a plodu je #mruje mezi enzymy hrajici unikatni roliiprastu burk,
implantaci embrya a dalSich funkcich (Lee, 1973n€Hy et al., 1990; Hong et al., 1991).

V rostlindch nebyla prokazanaitomnost proteifi s ADA aktivitou, a to i pes znalost
genomu Arabidopsis thalianaa jinych rostlin, u kterych byly na zakkdhomologie
predikovany geny ddujici prae tyto enzymy. V gkterych publikacich se uvadi, Ze nejsou
adenosindeaminasyrippmny v rostlinach tbec (Yabuki & Ashihara, 1991; Katahira &
Ashihara, 2006; Guranowski, 1982) nebo Ze je enxgnaktivita velmi mald a hlavni vyznam
pro hospodi&ni s adenosinem ma v rostlinach adenosinkina€a2(E1.77) (Moffat et al.,
2002 ; Moffat & Ashihara, 2002).

Mezi substraty iznych adenosindeaminas iiaadenosin (Ataie et al., 2004), adenin
(Nygaard, 1978) a jejich derivaty 2", 3"- deoxyam@n (Iwaki-Egawa & Watanabe, 2002), 2’-
deoxyadenosin (Tsukada & Yoshino, 1980), 3'-deompadin (Nygaard, 1978),
isopropylidenadenosin (Pickard, 1975), adeninaraih (Ling et al., 1991), 2"-dAMP
(Rosinova et al., 1978), 5°- AMP (Jun et al., 19%t}enosin-3"-monofosfat (Jun et al., 1991),
ADP a ATP (Jun et al., 1994), cAMP (Jun et al., M99vouettzcovd RNA (Hough & Bass,
1994), tRNA (Keegan et al., 2000) a dalSi geminy purinu jako 2-amino-6-chloropurinribosid
(Pickard, 1975), 6-chloropurinribosid a 6-methoxypubosid (Lupidi, 1998), 6-
methylaminopurinribonukleosid (Nygaard, 1978) anfgcin A (Tsukada & Yoshino, 1980).
Kovové ionty jsou fi urcitych koncentracich vdkterych gipadech nezbytné pro enzymovou
aktivitu. MgCL a CoSQ maji obrovsky aktivéni efekt na ADA pochazejici Aspergillus
terricola (Abu-Shady et al., 1994). Praskieré ADA jsou také dleZité ionty F& a SA™.
Aktivitu enzymu Bacillus servusstabilizuji ionty NH* nebo K, na druhou stranu oviem
nedostatek échto nebo jinych monovalentnich katiorvede k nevratné ztrat aktivity
(Gabellieri et al., 1986). Pro enzymAggopecten irradians concentricuyisou aktiv&nimi
sloweninami NHCI a (NH,),SO, (Harbison & Fischer, 1973), pro enzynCandida albicans-
aza-adenin, adenin, AMP, ATP, IMP, inosirNeacetyl-D-glukosamin (Challa et al., 1999) a
pro enzym Mus musculupak dibutyryl-cAMP (Singh & Sharma, 2000).

Na konci 60. let 20. stoleti byl koformycin izolaowave filtratech kulturNorcardia
interforma a Streptomyces kaniharaengisokazan jako &inny inhibitor adenosindeaminas
(Sawa et al., 1967). O 10 let pejdoyl pentostatin neboli ®)-hydroxyl-2"-deoxykoformycin
(DCF), izolovany z bujnu Streptomyces antibioticu®Voo et al., 1974) prokazan jako &j&i
inhibitor nez koformycin (Agarwal et al., 1977; Agal et al., 1978). Silny inhibni (&inek
obou &chto girodnich latek ukazuje, Ze jde o analoggghodového stavu. Koformycin i DCF
maji tetraedricky uhlik v poloze 8, ktera odpoviutdzici 6 (C6) adenosinu. dihek DCF je

hodre zavisly na stereochemii hydroxylové skupiny v geldB (C8): & isomer je schopen
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vazat 10krat silrgji neZ isomer 8 (Schramm & Baker, 1985). DCF §asto vyuzivan klinicky
ke zvySeni dinnosti iznych protinddorovych a antivirdlnich analagdenosinu.

2.4.2 Proteinova struktura adenosindeaminas
Proteinova struktura byla ¥®Sena pro prokaryotické i eukaryotické adenosindesy,
rozmanité domény ADA #ettzce ADAR (adenosindeaminaséspbici na RNA) a praétyyii
rettzce bakterialni ADAT (tRNA-specifickd adenosindeaasia). Co se této skupiny enZym
ty¢e, neni zndma struktura u Zadného z rostlinnyclimeinzPorovnani proteinoveé strukturkf t

typickych reprezentafittéto skupiny enzythmazeme vidt na Obr.12.
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Obrazek 12 — Struktura adenosindeaminasi.) struktura ADAT Z. coli, 2.) Zf3 doména
ADAR1 zHomo sapiens3.) struktura adenosindeaminasgas taurus (Pospisilova & Frébort,
2007).

Struktura mySi adenosindeaminasy ziskana pomodgeaeostrukturni analyzy je prvni pro
purinové/pyrimidinové deaminasové enzymy. Je to onmgrni protein (40 kDa) vyZzadujici
Zn** kofaktor pro katalyzu (Wilson et al., 1991). Ademmeaminasy se nachazi u
prokaryotickych i eukaryotickych organignv riznych formach a p#tdo skupiny enzyiin
s ,a/p barelem* podobnych adenindeaminasam (Ribard,e2@03). ADA ma ,/a)s-barelovy”
strukturni motiv. Tento motiv se nachazi u vice r&¥ dalSich enzyth Aktivni misto
adenosindeaminasy se nachazi na C-terminalnim Kkghbiarelu“ v hluboké obdélnikové

Jkapse®, v jejimz nejhlubsim misje zasazen pentakoordinovany’Zkofaktor.

2.4.3 Srovnani adenosindeaminas
Lidsky gen pro ADAL1 je lokalizovan na chromozomu(20q12-q13.11). Gen je dlouhy 32213
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pam bazi a obsahuje 11 intbnKodujici sekvence twod pouze 4.53 % celého genu. Tento
kodovany protein p#&t do skupiny metalo-dependentnich hydrolas, adedesiminas a

obsahuje adenosindeaminasovou konzervovanou dooaéi320.

Typickym zastupcem prokaryotickych gefe gen pro ADA ZEscherichia coliK12,
lokalizovany v pozici od 1700257 do 1701258 parziba tvdi jej tedy 1001 pdr bazi.
Kodovany enzym obsahuje stejnou konzervovanou dorjako lidskd ADA.

Sekvence gen kodujicich adenosindeaminasy u prokaryotickych uagyotickych
organisni jsou si navzijem vice podobné neZ je tomu u adeaiminas. Sekvence den
vysSich eukaryot, zvli&Ssavdi, jsou téndi identické. Stupieidentity mezi sa¥imi enzymy je
velmi vysoky a etelr tuto skupiny odduje od ostatnich (Tab.2).

Tabulka 2 - Porovnani aminokyselinovych sekvenci mzé prokaryotickymi a
eukaryotickymi adenosindeaminasam{PospiSilova & Frébort, 2007).

.| ADA, H.sapiens

.| ADA, P. troglodytes
ADA, B. taurus
ADA, C. familiaris

.| ADA, M. musculus
.| ADA, R. norvegicus
.| ADA, G. gallus

.| ADA, X. tropicalis

.| ADA, D. rerio

.| ADA, S. pombe

.| ADA, L. major

.| ADA, P. berghei

.| ADA, A. fumigatus
.| ADA, E. coli

.| ADA, V. cholerae
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Houbové (kvasinkové) enzymy vyt skupinu, ktera je nejmé&npodobna s ostatnimi.
PrestoZe tyto enzymiadime mezi adenosindeaminasy, nejsou Zadné expeéimiedikazy, Ze
maji adenosindeaminasovou aktivitu. NégkInost se z@zenim &chto enzymi do skupiny
adenosindeaminas teme vidt na pikladu enzymu zeSchizosaccharomyces pombe
(SPBC1198.0R ktery neodbourava adenosin, ale adenin (Ribaadl ,e2003; PospiSilova et al.,
2006), proto tento enzym néiemeiadit do ADA, ale do ADE. Je praspodobné, Ze gkteré
jiné Uzce spjaté enzymy askomycet maji ADE, a neAAdktivitu a je mozné, Ze nejsou

v s

adenosindeaminasy u nizSich eukaryot obsaZ#éipgos

Geny niZSich eukaryot neobsahuji introny, ovSenawoisintrony tvai zhruba 95 %

ADA geni. Typicky ADA gen obsahuje 11 intron
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzity material a pristroje

* Chemikalie

adenin

ampicilin
dihydrogenfosforénan draselny
dihydrogenfosforénan sodny monohydrat
DMSO

kyselina fosforéna 85 %
glukosa

glycerol

hydrogenfosforénan draselny
hydroxid sodny

chlorid draselny

chlorid haecnaty hexahydrat
chlorid kobaltnaty

chlorid rtu’naty

chlorid sodny

chlorid vapenaty bezvody
chlorid zingnaty

kyselina chlorovodikova
imidazol

IPTG

agar

Ni-NTA agarosa

Protein assay

Tris

Triton X-100

trypton

kvasniny extrakt

Sigma-Aldrich (Prah@geska republika)
Sigma-Aldrich

Lach-Ner (Neratovi€ggska republika)

Merck (Prafi@ska republika)
Duchefa (Haarlem, Nizozemi)
Lachema (BrnGgské republika)
Penta (Chruditieska republika)
Penta

Lach-Ner

Penta

Lachema

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Fluka Biochemika (Buchs, Svycarsko)
Lach-Ner

aen

Fluka Biochemika

Lachema
Sigma-Aldrich
Duchefa

Duchefa

QIAGEN (Hilden, &necko)

Bio-Rad laboratories (Richm&itsli)
Duchefa
Sigma-Aldrich

Duchefa

Sigma-Aldrich

e Mikroorganismy, vektory a pouzity software

vektor pET100/D-TOPO SPBC1198.02

Escherichia colBL21Star(DE3)
UV-visible Chemstation Software
BioEdit 7.0.5.3
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» Pristrojové vybaveni

autoklav MLS 3020 Sanyo (Mnichov¢iecko)

french press FAO80 Thermo TechLab (Prateska republika)

centrifuga mikro200R Hettich (TuttlingengiMecko)

centrifuga Rotanta 460R Hettich

digestd Forlab-Block (Valasské meifii, Ceska
republika)

laminarni box Forlab-Block

spektrofotometr Agilent

atomovy absorfni spektroskop Agilent

3.2 Metody

3.2.1 SlozZeni kultivatniho LB média
Na jeden litr LB média je zap@thi 5 g kvaswiného extraktu, 10 g NaCl a 10 g tryptonu.
Uprava pH na 7.2 pomoci NaOH. Sterilizace médiabimala autoklavovanim po dobu 20
minut @i teplot 121 °C. Po autoklavovani bylofidano antibiotikum ampicilin o vysledné

koncentraci 100 mg/l a sterilni 1 % glukosa.

3.2.2 Kultiva ¢ni podminky a exprese rekombinantni adenindeaminasy
Modifikované E. coli BL21Star(DE3) nesouci plazmid pET100/D-TOPO s gene
SPBC1198.02pro adenindeaminasu byly kultivovany v 50 ml LB dig s ampicilinem a
glukosou pi 37 °C a 160 rpm (ot&kach za minutu) cca 16 hodin. Poté nasledovalauiack
2.5 litru LB média nagstovanou kulturou zipdchoziho dne a inkubac#é B7 °C/ 160 rpm asi
2 - 3 hodiny, tj. do OB = 0.4 - 0.6. Po dosaZeni této hodnoty byidgnim IPTG o vysledné
koncentraci 0.2 mM indukovana exprese proteinustedaou kultivaci 18 °C do druhého

dne.

3.2.3 Purifikace rekombinantni adenindeaminasy
Purifikace rekombinantni deaminasy probihala nasgieisn zpisobem. Nejprve byla kultura
s nadexprimovanou adenindeaminasou centrifugovéind0p0 g/ 45minut/ £C. Supernatant
byl odlit a sediment rozsuspendovan v ydan pufru (0.25 % Triton X-100, 50 mM
NaH,PO,.H,O, 300 mM NacCl, 10 mM imidazol, pH 8). Nasledovatizbiti burgk pomoci
Jirench pressu“: Ocelové séasti french pressu“ byly pomoci ethanolu a deséitté vody
zbaveny konzervaiho oleje, vychlazeny naledu a po sestaventastiinasledovalo promyti
3x ethanolem a 3x destilovanou vodou. Pro promg8la k samotnému rozbiti béi tlakem
20 000 psi. Po rozbiti seriptroj znovu promyl 3x ethanolem, poté 3x destiloma vodou,
souasti se odmontovaly a zakonzervovaly olejem. Hraktyakt byl po celou dobu udrZzovan
na ledu. Nasledovala centrifugace hrubého extrakitt000 g/ 30 minut/ 4C; supernatant

(cytosol; tzv. rozpustna faze), ktery obsahovalgolm¥any protein byliglit do 50 ml falkonek,
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vzdy po cca 10 ml a do kazdé falkonky byl&idano 0.5 ml 50 % s#si Ni-NTA. Poté
nasledovala inkubacefipmirném tepani po dobu 60 minutfipteplo& 4 °C. Po inkubaci
nasledovala centrifugace ve vychlazené centrifuiielP00 g/ 10 sekund/ 4C. Vznikly
supernatant se opatrrodpipetoval cca 0.5 cm nad sediment. Sedimentpoyé promyt
promyvacim pufrem (50 mM NaRO,.H,O, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, uprava pH
H3PO, na pH 8) a mirnymi pohyby doSlo k promichani. Breami se provatlo 5x a celkovy
objem pouzitého promyvaciho pufru byl 50 ml (tedyl® ml). Po kazdém promyti se vzorek
centrifugoval pi 1000 g/ 10 sekund/ 4C a supernatant se odlil. Po patém centrifugovani a
odstrarni supernatantu byly falkonky centrifugovany po&dstz pidavku promyvaciho pufru
a nasled# byly odstragny posledni zbytky supernatantu. Poté nasledovwatoyti proteinu pro
jeho ziskani z komplexu s Ni-NTA, ve kterém se @irotvaze histidinovou kotvou, pomoci
eluéniho pufru s imidazolem (50 mM NaPIiO;.H,O, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol, Gprava
pH H:PO, na pH 8). Ksedimentu bylyfiddny 2 ml elgniho pufru, doSlo k promichani,
inkubaci na ledu po dobu 5 minut a centrifugacil®00 g/ 10 sekund/ &C. Supernatant pak
obsahoval uvolknou adenindeaminasu. Eluce se opakovala, dokudusgiovano dostatmé
mnoZstvi rekombinantniho proteinu. Obsah proteiylustanoven modifikovanou metodou dle

Bradfordové.

Pripraveny protein byl poté upraven pro skladovangjdive byl dialyzovan ve 4
litrech primarniho pufru (10 mM KPOJKH,PO, pH 7) dva dny a poté byl protein
centrifugovan §i 5000 g/ 5.5 minuty/ 4C, supernatant sefgpipetoval do 15 ml falkonky a
byla stanovena koncentrace proteinu. Nakonec iigép sterilni glycerol o finalni koncentraci
10 %. Takto se vzorek skladoval po 1 ml alikvotgtit# °C.

3.2.4 Slozeni sekundarnich dialyzénich pufra
Pro ugeni vlivu miznych ionti kovu na aktivitu adenindeaminasy bytigpaven 10 mM
Tris/HCI pufr pH 7 s gidavkem @iznych ionfi (Tab.3).

Tabulka 3 — Sekundarni dialyz&ni pufry.

¢islo pufru typ pufru kontexte pufru pH pufru
1 pufr Tris/HCI 10 mM 7

2 pufr Tris/HCI + 10 mM NacCl 10 mM 7

3 pufr Tris/HCI + 10 mM CaGl 10 mM 7

4 pufr Tris/HCI + 10 mM MgGl 10 mM 7

5 pufr Tris/HCI + 10 mM CoGl 10 mM 7

6 pufr Tris/HCI + 10 mM MnGl 10 mM 7

7 pufr Tris/HCI + 10 mM HgGl 10 mM 7
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8 pufr Tris/HCI + 10 mM ZnGl 10 mM 7
9 pufr Tris/HCI + 10 mM CuGl 10 mM 7
10 pufr KHPOJ/KH,PO, (K-fosfatovy) 10 mM 7

Pufr Tris/HCI bez fidavku soli slouZzil jako srovnavaci pufr, zatimcefdsfatovy pufr slouZil

jako kontrolni, jelikozZ je optimalnim pufrem praudbvany enzym (PospiSilova et al., 2008).

3.2.5 Stanoveni koncentrace rekombinantni adenindeaminasy
Principem stanoveni koncentrace proteinu je pofsor&niho maxima ze 465 nm na 595 nm
pri vazke Coomassie Brilliant Blue G 250 na protein. Vzooddsahoval: 78Qul vody + 20l
proteinu + 20Qul reakniho ¢inidla. Blank obsahoval: 800 vody + 200ul reakéniho ¢inidla.
Koncentrace proteinu byladena z kalibrani krivky.

3.2.6 Méreni aktivity rekombinantni adenindeaminasy
Pred vlastnim réfenim aktivity byl 1 ml alikvotu proteinu dialyzovan500 ml gislusného
sekundarniho dialyzaiho pufru pi 4 °C po dobu 24 hodin. Po dialyze nasledovala ceuaife

(5000 g/ 5 minut/ 4C) a stanoveni koncentrace proteinu dle Bradfordové

Aktivita proteinu byla stanovena spektrofotometyickto vzdy v kontrolnim 10 a 100
mM K-fosfatovém pufru a dale v pufru o stejném shuiz v jakém probihala sekundéarni dialyza.
Stanoveni aktivity bylo prov&do po dobu 200 sekund s 0.1 mM adeninem (zasobktdkd 0
mM adeninu byl rozpu&h v DMSO) @i 33 °C v celkovém reaknim objemu 3 ml, kdy byla
sledovana zina absorbancetip240 nm, coZ odpovida n@tu produktu (hypoxanthinu), viz
Obr.13.

Jg 260 nm

0.8

0.8

Abhzorbance

0.4

VInova délka (nm)

Obrazek 13 — Spektralni znény hydrolyzy adeninu za vzniku hypoxanthinu.
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Reakni roztok byl pre-inkubovan 1 minutu a vlastni emayickd reakce byla zahajena
piidavkem substratu adeninu za stalého michani.

V kazdém pufru bylo gfeni opakovano minimantiikrat (pokud se vysledky liSily,
provadlo se ngieni vicekrat).

Vypoget specifické aktivity byl provath pomoci vzorce kat/mg =A(Azao za S/E 240 -

€%,40) X Fedéni proteinu x celkovy objem v litrech)/ konc. prioie v mg/ml.

3.2.7 Atomova absorpeni spektroskopie
Pfitomnost zinku a jeho mnoZstvi bylo stanoveno pdnadomové absotmi spektroskopie
(AAS) ve spolupréci sIng. Davidem Mildem, Ph.D. Katede analytické chemie (UP

Olomouc).

Vzorek proteinu séedil pro néfeni na vyslednou koncentraci 0.05 mg/ml. Niejel
byla prométenarada standafdo zndmé koncentraci zinku. Naslédwyla vytvaena kalibrani
kiivka zavislosti absorbance jednotlivych standar& jejich koncentraci. Poté se priih
vzorek a z kalibréni kiivky byla od€tena koncentrace zinku ve vzorku, ze které byl ¥itho

pocet atond zinku na jednu molekulu enzymu.

3.3 Vysledky a diskuze

Protein, se kterym bylachem této bakaldké prace prova&ta neteni, byl ziskan heterologni
expresi z purifikované adenindeaminasy pochazgjwddem z kvasinkyschizosaccharomyces
pombe FisluSny gen v expresnim vektoru pET100/D-TOPO kshan jak je popsanodianku
PospiSilova et al., 2008.

3.3.1 Vliv dialyzaéniho pufru na aktivitu deaminasy
Jak bylo uvedeno v teoretick@sti, studovany kvasinkovy enzym — adenindeamirasaradi
mezi metalo-dependentni proteiny. Z tohofivatlu se da &ekavat, Ze enzymatickd aktivita
proteinu bude sikh ovlivnéna gitomnosti nebo néfiomnosti iont kovii v rizné koncentraci.
Experiment byl navrZzen tak, Ze do 10 mM Tris/HCirpw pH 7 byly gidany 10 mM soli jak

je uvedeno v Tab.4 a na Obr.14.

Tabulka 4 — Vliv dialyzaéniho pufru na aktivitu enzymu.

Dialyzani pufr Specificka aktivita adteteaminasy
pufr 10 mM KP 100 %

pufr 10 mM Tris/HCI 46.25 %

pufr 10 mM Tris/HCI + NaCl 46.32 %

pufr 10 mM Tris/HCI + CaGl 0 %
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pufr 10 mM Tris/HCI + MgC} 0%

pufr 10 mM Tris/HCI + CoGl 0%
pufr 10 mM Tris/HCI + MnC} 0%
pufr 10 mM Tris/HCI + HgG 0%
pufr 10 mM Tris/HCI + ZnGl 0%
pufr 10 mM Tris/HCI + CuCGl 0 %
_.,,f-"’"“ Hi0 bl KB
_ L B 10 i Tris/HCL
/,-r""’ : 010 mh Tris/HC1 + NaCl
il - 010 mf Tris/HTL + CaCls
i W10 mM Tris/HCL + MaCls
1087 [
90%—*’”’/: @10 mM Tris/HTL + CoClg
SD%_//' B10 mM Tris/HC1 + MaClg
010 mM Tris/HCL + HyCl
208+ | z:
-1 Bi0 mM Tris/HCl + ZncCl
. o 2
X : Hi0 mM Trisf/HC1 + CuCl
< 50%-// 2
o
2 ot |
é b
3084 |
20%_,/” Pouzité pufry
10%-/
0%

Obrazek 14 — Vliv dialyzainiho pufru na aktivitu enzymu.

Po provedeni sekundéarni dialyzy v takovychto pufré@ak je popsano v metodach) byl
pozorovan vliv pislusného iontu kovu na aktivitu adenindeaminasptimalnim reaénim 100
mM K-fosfatovém pufru (PospiSilova et al., 2008kd kontrolni sekundarni dialy&a pufr
slouzil standardni 10 mM K-fosfatovy pufr obsahijic” ionty — vliv draselnych soli byl
testovan jiz dive (PospiSilova et al., 2008)ii porovnani vysledk je patrné, Ze samotny pufr
Tris/HCI sniZuje aktivitu enzymu o vice neZz 50 % aipoptimalnimu K-fosfatovému pufru a
ani pidavek NaCl do dialyzaiho pufru nezmensi tento pokles aktivity. Dialyzateinu
v piitomnosti C&", Mg?*, C&*, Mn?" a Zrf* ionti zpisobila ztratu enzymové aktivity a

v piitomnosti HG" ionti dokonce doslo k vysrazeni proteinu.
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3.3.2 Vliv reak¢niho pufru na aktivitu deaminasy

Dale byla sledovanaripadna zrdna aktivity enzymu po sekundarni dialyzé wziti riznych
reaknich puffi. Jako reaéni pufr slouzil ogt 100 mM K-fosfatovy pufr (ekdvana optimalni
aktivita enzymu), 10 mM K-fosfatovy pufr (moZneéekavat stejnou nebo nizsi aktivitu enzymu
v diisledku 10-ti nAsobného poklesu koncentrateakpufr o stejném sloZeni jako pufr pouzity
k sekundarni dialyze. VSechny dialynéi reakni pufry nely pH 7.

Hodnoty v dané sérii #éiieni byly vztazeny k aktivitziskané rst‘enim ve 100 mM K-
fosfatovém pufru. Jak je ukdzano v Tab.5 a na Gbaltivita studovaného enzymu po dialyze
v optimélnich podminkach (10 mM K-fosfatovém pufiyja snizena o té 70 %, pokud byla

snizena koncentrace draselnych kafidr@x.

Tabulka 5 — Vliv reakéniho pufru na aktivitu enzymu.

Dialyzagni pufr RP* 100 mM KP RP* 10 MM KP*  RP =DP
pufr 10 mM KP 100 % 33.99 %

pufr 10 mM Tris/HCI 100 % 99.48 % %0
pufr 10 mM Tris/HCI + NaCl 100 % <100% 0%
pufr 10 mM Tris/HCI + CaGl 0 % 0% 0 %
pufr 10 mM Tris/HCI + MgCJ 0% 0% 0%
pufr 10 mM Tris/HCI + CoGl 0% 0% 0%
pufr 20 mM Tris/HCI + MnCJ 0% 0 % 0%
pufr 10 mM Tris/HCI + HgGl 0% 0% 0%
pufr 10 mM Tris/HCI + ZnCd 0 % 0% 0 %
pufr 10 mM Tris/HCI + CuGl 0% 0% 0%

* RP = reakni pufr

° DP = dialyza&ni pufr

4 KP = K-fosfatovy pufr

* <100 %- v disledku poskozeni deuteriové lampy byla zaznamenédprasna data. Vzhledem kide
ziskanym Uddjm predpokladame, Ze by tato hodnotdlamdosahovat maxim&iniio0 % aktivity

detekované pro 100 mM K-fosfatovy pufr.
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010 mM KFP
100%

a0g B10 mM Tris/HCLl

20% 010 mM Tris/HC1 + NaCl

T0%

60%

0%

40%

Aktivita (%)

0%

0% _.
10 mM Tris/HC1 + Nacl

10%

* 10 mM Tris/HCL
0%

Y 10 mM KP

Obrazek 15 — Porovnani reaknich pufri.

Pri uziti sekundarniho dialyzaiho pufru bez $itomnych ionti byla aktivita i porovnani
s optimalnim pufrem zga¢ snizena (viz vySe) a aniéteni ve 100 mM K-fosfatovéem pufru
nema, vzhledem ke stejné aktévénzymu detekované v 10 mM K-fosfatovém pufru, pazi
efekt na stabilitu enzymu. V reakm prostedi bez pitomnosti ionét kovu nebyla v tomto
piipadt detekovana zadna aktivita. Obdobného vysledku tgkazeno dialyzou enzymu v 10
mM Tris/HCl s 10 mM NaCl (Tab.5). Vifiomnosti iont C&*, Mg, Cd™*, Mn**, Hg", Zr** a
CU”* nebyla detekovana 7adnéa aktivita a to aniugiiti 100 mM K-fosfatového pufrughem
enzymové reakce.

3.3.3 Predikce a stanoveni kovu pitomného v kvasinkovych
deaminasach

Vzhledem k neznamé strukeu kvasinkovych adenindeaminas byl vtéto pracienr a
kvantifikovan kov nutny pro funkci tohoto metalopgimu.

Pomoci  programu  BioEdit byly vyhledany aminokyseli@ sekvence
adenin/adenosindeamind@sinych organistin, véetrg adenosindeaminasyus musculusu které
byla ugena struktura a bylo zji&to, Ze obsahuje vazany zinek. Residua, ktdviusi musculus
vazZi zinek jsou H15, H17, H214 a D295 (Obr.16). Mdem k podobné proteinové struidu
byla tato residua nalezena i u adenindeamin&shizosaccharomyces pomba proto
piedpokladame obsah zinku i u tohoto enzymu.
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Ostatni vysoce konzervovana residua (E217, H232%6Psice nevazi zinek, ale jsotle¥ita
pro aktivitu enzymu (Obr.16).

H15 H17

v

ADA Mus muscult

ADA Plasmodium falciparum

ADA Homo sapiens

ADA Danio rerio

ADA Drosophila melanogaster
ADA Bulgholderia pseudomallei
ADA Escherichia coli

ADE Saccharomyces cerevisiae
ADE Schizosaccharomyces pombe |
ADE Dehalococcoides ethenogeneshl
ADE Enterococcus faecalis
ADE Escherichia coli

ADTY EELR-NIIGCM DEPLSLPGCFL NEKFDYYMPVI ACCREATKRT AYE
KCCESLCEFY EEKATIKVADIF HD-YEVIEDL AKH
DEPLTLPDFL NEFDYYMPAT ACCREATKRT AYE
MNEPATLTEFL CEKFSHEMHVI ACDREATKRT AYE
SRFEKDMDAC FEKFAFVHEL TSTRECLREA TEL
A-FTDLOSFL DIYYAGASVYL LT-EQDEYDM ThAA
ANEPDLYSFL TEKLDWCVEVL AS-LDACRRY AFE
KKFRDLODEL DYYYIGCTHNVL IS-EQDEFEDL #AWA
TTPSTLLASY EHFGCCLDDEFL EYYYIAVSVL IE-ASDFEAL AYE
SNVWCCKEGCID YYLSASADLEY LNIFLOVPSC VPATH-LETA GARAE
ANYECLEGCLEK AFMARETELD -IFHAIPSSY PSTTPELETT GCCX
VYNVMCEACER WEARCAEOAR ONOYLOVSSC VPALEGCDVN

ADA Mus muscult

ADA Plasmodium falciparum
ADA Homo sapiens

ADA Danio rerio

KUYDPHPVNOT ECDYTPDDVYY DLYNOQGCLOEG EOI\]?GIK\PES ILC

——-- —---LDIELIH QATVYKCIKEY VELLDHKIHY ALM
KVEPIPWNQA ECDLTPDEVY ALVCQCLOEC ERDEC s TLC
CYEPLPUDOK PCDITPDDVY DLVYNQGCEFKEC EQAFKT. 45 TLC

ADA Drosophila IVIDAIKAARS ETYPEIT LPS
ADA Bulgholderia pseudomallei VYHTELEEDPQ ACIDRALADA E-PRCLSS ILC
ADA Escherichia coli HYVELRE 5P ¥ EAVIDCVYREGC CRTEGYD IGT

ADE Saccharomyces VYHAEVYEYDPQ
ADE Schizosaccharomyces pombe ——— HHAEVEFDIQ SCESARCERA NRDEGMSTNL IMC
ADE Dehalococcoides ethenogenesELLELENWTE LEEMMNER, LEGIPSYLDK SACIHSDHEC IQLDERKENL ARG
ADE Enterococcus faecalis ELLEEPKVIC LGERMNE. SYEPDSLIRQ IIDLCOKQRP THPLEGHCPE IEDQELADFL YSGITSDHTH QFPEKTLEENT EAG
ADE Escherichia coli AWEDHFQVYTGE LAEMMDYP, ISGONALLDK LDAFR———--— HLTLDGHCPG LGGKELNAYI TAGIENCHES YQLEEG] QLG

KCEQRACDEA FSEFGITS] IMC

ADA Mus muscult —-—-WSLEVL ELCEKKYNOQKT ——— - —--DVYTIEGSS LEP
ADA Plasmodium falciparum ADFCLEHKAD - ¥ DLE
ADA Homo sapiens ELCKKY Q00T - —--DETIPLSS LLP
ADA Danio rerio ELCEEFHEDG YYATDLAG-— - --DESMN-CE SYP
ADA Drosophila melanogaster DVYREETVYSLA WELARAHPNL ILCIDLSG--— - KL RES
ADA Bulgholderia pseudomallei DDALATFESA RPLFEEYRRR LICYCLDS--— - —--SELGCHPPR KFA
ADA Escherichia coli ———-AACQQE LEAFLAHRDOD ITALDLAG-— - —-DELGFPES LFL
ADE Saccharomyces cerevisiae EECLKTIEERA TP--FIKDGCT ISALGLDS-- - —--REKPFPPH LEV

ADE Schizosaccharomyces pombe  EARAHETFAER LERNDFENGI TAGYELDS-—— — -
ADE Dehalococcoides ethenogenes 5 SEKNLTEL LPLYTDKTYK RCIFVUDDRS CADLOEDCDI DRAVVRKATKL

- --SEVDFPPE LFQ
LASINTREYF RLNCHCAIAP GYL

ADE Enterococcus faecalis KS--ITPENI QVIVDNDEYN YASIITDDVM ADDLLEGHLN ENVEKAVHAC --LPIEKATY MATYTPAKEM GCLHDECEIAT CKR

ADE Escherichia coli GSAARNLNAI H214 IFNSP DCMLCTDDRN PWETAHEGHT DALTRRLIED TASWSTARHF GCLNHLGLLAP GEO
Vv 4 E217

ADA Mus muscult DILETERVG

ADA Plasmodium falciparum {IVLKVERTC

ADA Homo sapiens (DI LKTERLG

ADA Danio rerio [EVLEAERTC

ADA Drosophila melanogaster
ADA Bulgholderia pseudomallei
ADA Escherichia coli

ADE Saccharomyces cerevisiae
ADE Schizosaccharomyces pombe
ADE Dehalococcoides ethenogenes
ADE Enterococcus faecalis

ADE Escherichia coli

HF G—MSRCG
ECPPAYIHER ADVLEVDERID
AACPESTWA WRELCAERTC
EGPRAOFYSDA DLLOVYTRID
ECDPSYIRSC ADNLSLORID
GOYLFEPQ-- SHUPKSLLSS UHIKPFDIKD LATKGSS-TO
GCEPEFHYPEKI EEFPATYOOT ISOCKKFLTEED LLLEVATTEE
TLOREESARL AQSAPPYCNT WARQPVYSASD FALOFTPCKR

-1
EICTETE
——-AIT-HSH

oblast HxxE D295 D296
L 2%

ADA Mus muscult TCAWDPK-TT HAj mstﬁin IPL IFKSTLDTDY —---GETEEEF KEL
ADA Plasmodium falciparum LLENAKSMDT HP! KUSTyspilps MELTHINDDY

ADA Homo sapiens TCAWEPD-TE HAy NYSLUTDUPL IFKSTLDTDY

ADA Danio rerio TEACEPDETE HEP! HYSLETDUPT IFNSTLNSDY

ADA Drosophila melanogaster ESGTYPSLEE HH] SG WEDTTLTKEF

ADA Bulgholderia pseudomallei KLCYEDDMAK HTi PR YECEEVNDNY

ADA Escherichia coli T—STYAELAR HP PC VOCUYDIIHEY -—--GLSREQI

ADE Saccharomyces cerevisiae ELOQUVYQSYSE LP| 'R YFGGYILDWY ———HWDHETY GRI
ADE Schizosaccharomyces pombe  py pCwNSTIAE LT h YECCYTLENY ——--NLTVKEW YEI
ADE Dehalococcoides ethenogenes pppTEQDLLE TWJLERHCOS GNIGRGLIKG FGLEKGATAS AVGTNDADLY GGIALYYDGK ISH
ADE Enterococcus faecalis Q-VOEKANCAL LIGMERYGEN GNISESLMDO PLSEKGAIAT TMGNTIEDIL LAONELLAMO GGYLWASDOO VMA
ADE Escherichia coli BE——---DDVS5F IRLERYGCOR LAPACCLLGE FGLNEGALAR VIGCRSAEEMA LAVNQVIODG GELCYYERNGD YOS

Obrdzek 16 — Porovnani aminokyselinovych sekvencidanindeaminas a adenosin
deaminas fiznych organismi s adenosindeaminasouMus musculus (v obrazku jsou
vyznaena residua vazici zinek — H15, H17, H214 a D2#&salua dleZitd pro enzymatickou
aktivitu - E217, H238 a D296).

Obsah zinku byl stanoven pomoci atomové alisdrgpektroskopie, kdy byla zj&ta
koncentrace zinku 0.034 mg,lcoZ odpovid4 jednomu atomu zinku na molekulu ginot (s
chybou 8.8 %).
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4 Zavér

V teoretickécasti byly shrnuty informace o kvasinkovych adenamdamasach a bylo navazano
na jejich podobnost s adenosindeaminasami. Bylg tkknuty poznatky o dalSich zastupcich

amidohydrolas.

Cilem prace bylo sledovanitugobeni #iznych kovovych iont na rekombinantni
kvasinkovou adenindeaminasu. Enzym byl aktivni popa dialyze v fitomnosti draselnych a
sodnych ioni nebo i bez fidavku soli v dialyzénim pufru. Ritomnost dvojmocnych iofit
kovi vedla ke ztré enzymatické aktivity a viftomnosti iont Hg™ byl protein zcela
denaturovan. Bylo potvrzeno, Ze pro aktivitu stwwho enzymu je nutnatimmnost
jednomocnych iorit kovi, které jsou v optimalni koncentradildZité pro stabilitu enzymu, coz
potvrzuje ztrata enzymatické aktivity po dialyzeoteinu bez iont kowi, kdy byl reaknim
pufrem ogt jen Tris/HCI. Protein dialyzovan v takovém piesti byl ale stale aktivni, pokud
byl jako reakni pufr pouZzit 10 nebo 100 mM K-fosfatovy pufr. @hbto miiZzeme usuzovat, Ze
K* a Nd se uplaituji nag. jako sekundarni kovové ligandy stabilizujici giobvou strukturu.
Déle byl predikovan a stanoven kovitpmny v kvasinkové deaminase. Toto stanoveni se
provadlo na zaklad porovnani neznané struktury zkoumané adenindeaginze
Schizosaccharomyces pombeopsanou strukturou adenosindeaminagyuz musculusktera
obsahuje mononuklearni Zn centrum subtypu Ill. Pomoci AAS bylo deno, ze

adenindeaminasa 8thizosaccharomyces pondiEsahuje jeden atom zinku.
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6 Seznam pouzitych zkratek

2'-dAMP

ADA
ADAR
ADAT
ADE
AGD
AMP
AMPD
ATP
CAD
CAMP
CDA
DAA
DCF
DHO
DMSO
EC

His-Tag

IMP

IPTG

LB médium
ODegoo

PHP

psi

PTE
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2 -deoxyadenosinmonofosfat
atomova absopi skektroskopie
adenosindeaminasa
adenosindeaminasaspbici na RNA
tRNA-specificka adenosindeaminasa
adenindeaminasa
N-acetylglukosamin-6-fosfatdeacetylasa
adenosinmonofosfat
adenosinmonofosfatdeaminasa
adenosintrifosfat

velky polyfunkni protein

cyklicky adenosinmonofosfat
cytidindeaminasa

deacetylasa D-aminokyselin
(®)-hydroxyl-2"-deoxykoformycin
dihydroorotasa

dimethylsulfoxid

zkratka enzymové komise (Enzyme

Commission)

histidinova kotva (sekvence Sesti a vice
histidind za sebou na C- nebo N- konci

proteinu)
inosinmonofosféat
isopropyp-D-thiogalaktopyranosid
Luria Broth médium
opticka densitaifp 600 nm
PTE homologii protein
tlak v librach natvereini palec

fosfotriesterasa



RDP

rpm

TIM barel
Tris
tRNA
URI
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ledvinna dipeptidasa

otéky za minutu
triosafosfat-isomerasovy barel
tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
transferova RNA

uronatisomerasa



