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Souhrn

Adenosinmonofosfát (AMP) deaminasa (EC 3.5.4.6) je enzym ze skupiny hydrolas, který

katalyzuje ireverzibilní deaminaci adenosinmonofosfátu za vzniku inosinmonofosfátu a

amoniaku. Tato reakce je důležitým článkem nukleotidového metabolismu eukaryot a je

vstupní reakcí purinového nukleotidového cyklu. U člověka byly objeveny čtyři hlavní

izoformy enzymu kódovány třemi geny.

AMP deaminasa hraje významnou roli v době zvýšených nároků na energii a podílí se

na regulaci hladiny AMP, která spolu s ostatními adeninovými nukleotidy odráží energe-

tický stav buňky. Při narušení energetické homeostázy je tak AMP deaminasa klíčovým

enzymem.

Praktická část se zabývá adaptací metody pro měření aktivity AMP deaminasy v

rámci podmínek naší laboratoře. Dále byl touto metodou analyzován vliv inhibitoru 2’-

deoxycoformycinu na enzymovou aktivitu a bylo zjištěno, že není příliš účinný. Proto byla

následně provedena molekulárně-biologická inhibice pomocí RNA interference v experi-

mentu, ve kterém byly připraveny buňky K562 se sníženou expresí AMPD3. Také byl

proveden expresní profil genů AMP deaminasy u linie K562 a bylo zjištěno, že u těchto

buněk je exprimován gen AMPD3 a také překvapivě AMPD1.



Summary

Adenosine monophosphate (AMP) deaminase (EC 3.5.4.6) is an enzyme that belongs

to the group of hydrolases. It catalyses an irreversible deamination of adenosine mono-

phosphate to inosine monophosphate, freeing an ammonia molecule in the process. The

reaction is an important part of nucleotide mutabolism of eukaryote and it is the entry

reaction of a purine nucleotide cycle. In humans, there are four main isoforms of AMP

deaminase encoded by three genes.

AMP deaminase plays an important role in times of high energy demands and it

is involved in regulation of AMP level, which corresponds together with other adenine

nucleotides to energetic status of a cell. Therefore, AMP deaminase is the key enzyme in

situations of the disruption of energetic homeostasis.

Experimental part of this tesis deals with adaptation of method for measuring AMP de-

aminase activity in our laboratory. By this method, the effect of inhibitor 2’-deoxycoformycin

was analysed and it was found to be a weak agens. Consecutively, molecular biological

inhibition was performed by RNA interference and the K562 cells with low expression of

AMPD3 were prepared. An expression profile for AMP deaminase genes was performed

as well and it was found that AMPD3 and surprisingly also AMPD1 genes are expressed.
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1 Úvod

Adenosinmonofosfát (AMP) deaminasa (EC 3.5.4.6) je enzym ze skupiny hydrolas, který

katalyzuje ireverzibilní deaminaci adenosinmonofosfátu za vzniku inosinmonofosfátu a

amoniaku. Tato reakce je důležitým článkem nukleotidového metabolismu eukaryot a je

vstupní reakcí purinového nukleotidového cyklu. U člověka byly objeveny čtyři hlavní

izoformy enzymu kódovány třemi geny. Nejvíce aktivní je AMP deaminasa v kosterním

svalstvu, což je důsledek vysoké exprese genu AMPD1 pro svalovou izoformu [1]. Z kli-

nického hlediska je tento gen významný, protože je-li mutovaný, způsobuje onemocnění

svalů. Právě v systému svalových buněk je enzym nejvíce studován.

AMP deaminasa hraje významnou roli v době zvýšených nároků na energii a podílí se

na regulaci hladiny AMP, která spolu s ostatními adeninovými nukleotidy odráží energe-

tický stav buňky. Při narušení energetické homeostázy je tak AMP deaminasa klíčovým

enzymem. Adeninové nukleotidy totiž allostericky ovládají mnohé regulační enzymy, a

tak koncentrace AMP, ADP a ATP, jejich vzájemné poměry a změny v nich se podílí na

kontrole celého buněčného metabolismu. Je-li energetická homeostáza narušena, buňka

umírá [2].

AMP představuje důležitou intracelulární signální molekulu, která působí prostřednic-

tvím AMP-aktivované proteinkinasy. Ta je zodpovědná za udržování energetické rovno-

váhy jak na buněčné úrovni, tak na úrovni celého organismu, působí jako senzor energetic-

kých změn v eukaryotních buňkách [3] a jakmile je aktivní, inhibuje energeticky náročné

biosyntetické procesy a naopak zvyšuje aktivitu nebo expresi proteinů zapojených v ka-

tabolismu [4].
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2 Metabolismus adeninových nukleotidů

Adeninové nukleotidy jsou tvořeny z purinové báze adeninu, pětiuhlíkatého cukru ribosy

nebo deoxyribosy a nejméně jedné fosfátové skupiny. Tvoří společně s guaninovými a

pyrimidinovými nukoleotidy základní složku nukleových kyselin, hrají nezastupitelnou roli

v energetickém metabolismu všech živých organismů, podílí se na buněčné komunikaci

prostřednistvím adenosinu, cAMP a AMP a jsou složkami koenzymů NAD+, NADP+,

FMN, FAD a koenzymu A.

Adenosin vznikající při defosforylaci AMP slouží jako extracelulární signální molekula,

která se podílí na udržování energetické homeostázy organismu prostřednictvím adenosi-

nových receptorů (A1, A2A, A2B, A3), a to zejména při stresových situacích jako je hypoxie.

Ta totiž negativně ovlivňuje aktivitu adenosinkinasy, tudíž adenosin není refosforylován na

AMP a hromadí se. Za normálních podmínek vzniká relativně velké množství adenosinu,

ale většina (80 %) je zase zpětně fosforylována na AMP [5]. Při blokaci adenosinkinasy

tedy dochází k výraznému zvýšení hladiny adenosinu, který je uvolněn do extracelulár-

ního prostředí a dále působí prostřednictvím receptorů. Například po aktivaci A1 a A3

receptorů dochází ke zpomalení metabolismu, ovšem vliv na konkrétní metabolické dráhy

se liší podle buněčného typu (např. v adipocytech dochází k inhibici lipolýzy) [6].

Dalším velmi známým přenašečem signálu je cAMP, intracelulární signální molekula,

která v buňce hraje roli druhého posla [7]. A nakonec také AMP je intracelulární signální

molekulou. Skrze aktivaci AMP-aktivované proteinkinasy dochází k udržování energetické

rovnováhy jak na buněčné úrovni, tak na úrovni celého organismu. O AMP-aktivované

proteinkinase bude pojednáno dále.

Většina bioenergetických procesů je navzájem propojena přes adeninové nukleotidy,

které jsou spotřebovány nebo regenerovány v různých enzymatických reakcích, a zejména

ATP je považován za nejdůležitější molekulu pro uchovávání a přenos energie v buň-

kách. ATP je získáván při různých metabolických reakcích, hlavně z buněčného dýchání,

substrátové fosforylace, fotofosforylace a fermentace. Naopak využíván je zejména v bi-

osyntetických reakcích, k zajištění pohyblivosti, při buněčném dělení a v allosterických

regulacích [8, 9]. Adeninové nukleotidy nejsou svázány pouze s metabolickými drahami

v buněčném energetickém systému, ale samy také allostericky ovládají mnohé regulační

enzymy. Koncentrace AMP, ADP a ATP, jejich vzájemné poměry a změny v nich se tak

podílí na kontrole celého buněčného metabolismu [2]. Hladiny adeninových nukleotidů
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a hlavně poměry mezi nimi odrážejí energetický stav buňky. Nejznámnější index, který

popisuje energetický stav buňky, navrhl Atkinson a je definován jako:

AEC =
[ATP ] + 0, 5[ADP ]

[ATP ] + [ADP ] + [AMP ]

Organismy za fyziologických podmínek obyčejně udržují AEC (adenylate energy charge)

mezi 0,7 - 0,95, což znamená, že reakce produkující ATP jsou v rovnováze s reakcemi

ATP spotřebovávajícími. Za nepříznivých podmínek (např. během buněčného stresu) AEC

klesne a může vyústit v buněčnou smrt [2]. Hladiny adeninových nukleotidů jsou v buňce

udržovány pomocí procesů biosyntézy, recyklační dráhy a katabolismu.

Rovnovážnou koncentraci adeninových nukleotidů také výrazně ovlivňuje enzym ade-

nylátkinasa, který katalyzuje reverzibilní fosforylaci jednoho ADP pomocí druhého za

vzniku ATP a AMP:

2ADP ⇀↽ ATP + AMP

Díky této unikátní reakci je nejen zužitkována energie ADP, ale také má tato reakce

funkci sensitivního prostředníka, který umožňuje „zviditelnitÿ malé změny mezi hladinami

ATP a ADP na velké změny koncentraci AMP, které jsou samy o sobě energetickým

signálem ovlivňujícím mnoho dalších buněčných procesů [10].

2.1 Biosyntéza purinů

Purinové nukleotidy buňka získává dvěma způsoby: de novo syntézou nebo recyklační

dráhou. Purinová de novo syntéza představuje konzervovanou metabolickou dráhu, která

je energeticky náročná a je typická pro rychle se dělící buňky (např. při embryonálním

vývoji, ale také pro buňky maligně transformované), které mají zvýšenou hladinu nuk-

leotidů kvůli syntéze nukleových kyselin [11, 12]. U člověka je pak aktivní především v

játrech [13, 14]. Biosyntéza purinů probíhá u vyšších eukaryot v deseti krocích, ve kte-

rých je fosforibosylpyrofosfát přeměněn na IMP, prekurzor adeninových a guaninových

nukleotidů, viz Obr. 1. Ty jsou z IMP odděleně syntetizovány v dalších dvou krocích [15].

Rychlost purinové biosyntézy je závislá na koncentraci fosforibosylpyrofosfátu. Ta je

dána především dostupností ribosa-5-fosfátu a aktivitou fosforibosylpyrofosfát syntetasy,

která je regulována hladinou fosfátu a allostericky purinovými nukleotidy [16]. V dalším

kroku, katalyzovaném fosforibosylpyrofosfát amidotransferasou, dochází ke zpětnovazebné

regulaci, kdy se konečný produkt metabolické dráhy váže na allosterické místo enzymu
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a působí na něj inhibičně. Fosforibosylpyrofosfát amidotransferasa má ve struktuře dvě

různá vazebná místa pro nukleotidy AMP, ADP, GMP a GDP, která obě překrývají

aktivní místo enzymu [17, 18].

Významný kontrolní bod se dále nachází v části syntézy AMP a GMP z IMP, kdy AMP

inhibuje adenylsukcinátsyntasu a GMP inosinmonofosfát dehydrogenasu. Rovnováha mezi

adeninovými a guaninovými nukleotidy se tak zachovává díky jejich vzájemnému propo-

jení, kdy GTP je subtrátem pro syntézu AMP a naopak ATP je subtrátem pro GMP

[19, 20].

Enzymy purinové biosyntézy jsou dále zajímavé tím, že mohou vytvořit reverzibilní

multienzymový komplex, nazvaný purinosom, jež představuje jakousi vzájemnou spolu-

práci enzymů, kdy jsou meziprodukty drženy v blízkosti aktivního místa následujícího

enzymu, a tak je zvýšena účinnost katalyzované reakce i celé dráhy [21]. Hypotéza puri-

nosomu byla potvrzena pomocí fluorescenční mikroskopie, která umožnila přímé pozoro-

vání kompartmentalizace všech šesti enzymů v cytoplazmě různých rakovinných buněk.

Sestavení purinosomu bylo zde závislé na hladině purinů v médiu a bylo obzvlášť patrné

při jejich nedostatku [22].
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Obr. 1: De novo syntéza purinů. Probíhá v deseti krocích, které jsou katalyzovány šesti en-
zymy: fosforibosylpyrofosfát amidotransferasou (PPAT); trifunkčním enzymem složeným
z glycinamid ribonukleotid syntetasy (GARS), glycinamid ribonukleotid transformylasy
(GAR Tfase) a aminoimidazol ribonukleotid syntetasy (AIRS); formylglycinamidin ribo-
nukleotid syntetasou (FGAMS); bifunkčním enzymem složeným z karboxyaminoimidazol
ribonukleotid syntetasy (CAIRS) a sukcinylaminoimidazolkarboxamid ribonukleotid syn-
tetasy (SAICARS); adenylosukcinátlyasou (ASL) a bifunkčním enzymem složeným z ami-
noimidazolkarboxamid ribonukleotid transformylasy (AICAR Tfase) a inosinmonofosfát
cyklohydrolasy (IMPDH). Převzato z [15].

2.2 Recyklační dráha purinů

V případě, že má buňka k dispozici dostačující množství hypoxantinu, meziproduktu vzni-

kajícího odbouráváním purinů, jsou purinové nukleotidy preferenčně syntetizovány recyk-

lační dráhou, která je méně energeticky náročná. Recyklační dráhou jsou tak organismem

využity volné purinové báze vznikající hydrolytickou degradací nukleových kyselin při

trávení [23]. Hypoxantin je konvertován na IMP díky působení hypoxantin-guanin fosfo-

rybosyltransferasy, guanin je přeměněn na GMP za katalýzy téhož enzymu a adenin je

konvertován na AMP pomocí adeninfosforibosyltransferasy, viz Obr. 2.

Recyklační dráhy negativně ovlivňují de novo syntézu purinů skrze zpětnovazebnou

inhibici fosforibosylpyrofosfát amidotransferasy purinovými nukleotidy, které recyklač-

ními dráhami vznikají, a dále spotřebou fosforibosylpyrofosfátu, který je společným sub-

strátem hypoxantin-guanin fosforybosyltransferasy a adeninfosforibosyltransferasy [24].

V rámci metabolismu purinů existují enzymové defekty, které u člověka způsobují one-

mocnění. Jedno z nejznámnějších je deficience hypoxantin-guanin fosforybosyltransferasy,

což v případě částečné ztráty aktivity enzymu vede k hyperurikémii (hladina kyseliny

močové v krvi je vysoká oproti normálnímu stavu), v případě úplné ztráty aktivity se

jedná o závažné onemocnění Lesh-Nyhanova syndromu [25]. Známé jsou také deficience

fosforibosylpyrofosfát syntetasy [26], adenylosukcinátlyasy [27] a aminoimidazolkarboxa-

mid ribonukleotid transformylasy [28].

Purinový metabolismus je dále z klinického hlediska důležitý jako cíl mnoha léčiv. Více

než 20 % léků schválených v onkologii jsou antimetabolity purinů nebo pyrimidinů [29].

Příkladem mohou být thiopuriny (léčba lymfocytární leukémie) nebo purinové analogy

(např. fludarabine) [30]. Kromě látek přímo působících na enzymy existují také léčiva na

bázi antifolátů, které narušují purinovou biosyntézu (např. methotrexát) [31].
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Obr. 2: Recyklační dráhy purinových nukleotidů [32, 33, 34, 35]. Hypoxantin je konver-
tován na IMP díky působení hypoxantin-guanin fosforybosyltransferasy (HGPRT), gua-
nin je přeměněn na GMP za katalýzy téhož enzymu a adenin je konvertován na AMP
pomocí adeninfosforibosyltransferasy (APRT). Společným substrátem je fosforibosylpy-
rofosfát (PRPP).

AMP vzniklý purinovou biosyntézou nebo recyklační dráhou je dále zařazen do energe-

tického metabolismu, kde dochází k jeho fosforylaci, nebo je odbourán pomocí defosfory-

lace či deaminace. Defosforylaci zajišťuje enzym 5’-nukleotidasa a produktem této reakce

je adenosin, který může plnit signální úlohu nebo být deaminován adenosindeaminasou

na inosin, jež je dále degradován na hypoxantin. Druhou cestou je deaminace, která je ka-

talyzována AMP deaminasou. Všechny puriny jsou degradovány přes xantin na kyselinu

močovou, viz Obr. 3.
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Obr. 3: Schéma degradace purinů [35].
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3 Adenosinmonofosfát deaminasa

Adenosinmonofosfát (AMP) deaminasa (EC 3.5.4.6) je enzym ze skupiny hydrolas, který

katalyzuje ireverzibilní deaminaci adenosinmonofosfátu za vzniku inosinmonofosfátu a

amoniaku, viz Obr. 4. Deaminace AMP je důležitým článkem nukleotidového metabolismu

eukaryot a je vstupní reakcí purinového nukleotidového cyklu.

Obr. 4: Reakce katalyzovaná AMP deaminasou [32, 33].

U savců existuje několik tkáňově a vývojově specifických izoforem AMP deaminasy

[1]. U člověka byly nalezeny čtyři izoformy kódovány třemi geny. Všechny izoformy obsa-

hují čtyři identické podjednotky o přibližné velikosti 80 kDa [36]. Enzym je řazen mezi

metaloproteiny, protože obsahuje vázaný zinečnatý kationt [37]. Nejvíce aktivní, zhruba

stokrát více než u jiných tkání, je AMP deaminasa v kosterním svalstvu, což je důsledek

vyšší exprese genu AMPD1 ve svalových buňkách [1, 38]. Svalová forma AMP deaminasy

se označuje M a je kódována genem AMPD1. Produktem AMPD2 genu je izoforma L,

která je syntetizovaná zejména v játrech, ale také ve slezině, ledvinách, srdci a mozku

[39, 40]. AMPD3 kóduje izoformy E1 a E2, které jsou produkty alternativní transkripce

a které se predominantně nacházejí v erytrocytech [41], dále také v srdci a slezině [42].

Z klinického hlediska je významný gen AMPD1, protože je-li mutovaný, způsobuje one-

mocnění svalů. Deficience AMP deaminasy se u postižených jedinců projevuje při fyzické

námaze brzkou únavou svalů, bolestí a křečemi [43]. Kromě svalů byla také prokázána

deficience AMP deaminasy u erytrocytů, která má ale projev asymptomatický [44].

Samotná fyziologická funkce AMP deaminasy ještě není zcela objasněna a je nejvíce

studována u svalových buněk. Předpokládá se, že AMP deaminasa hraje důležitou roli

v době zvýšených nároků na energii. Při spotřebě ATP dochází v buňkách k akumulaci

ADP a AMP, přičemž vysoký nárůst ADP je regulován a zužitkován adenylátkinasou,

která katalyzuje fosforylaci jednoho ADP pomocí druhého za vzniku ATP a AMP. Aku-
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mulace AMP je limitována AMP deaminasou, pomocí které je odebírán AMP a rovno-

váha adenylátkinasové reakce se mění ve prospěch produktů [45, 46]. Návrat adeninových

nukleotidů, které jsou ztraceny během energetických nároků, je zabezpečen purinovým

nukleotidovým cyklem, ve kterém dochází k reaminaci IMP [47]. Alternativně mohou být

také z IMP odvozeny guaninové nukleotidy. Purinový nukleotidový cyklus zahrnuje tři

reakce, které jsou katalyzované enzymy AMP deaminasou, adenylosukcinátsyntetasou a

adenylosukcinátlyasou, viz Obr. 5. V poslední reakci dochází k produkci fumarátu, který je

meziproduktem citrátového cyklu. Je možné, že tak dochází k posílení aktivity citrátového

cyklu [48].

Obr. 5: Purinový nukleotidový cyklus. Zahrnuje tři reakce, které jsou katalyzované enzymy
AMP deaminasou, adenylosukcinátsyntetasou a adenylosukcinátlyasou. Zobrazena je také
adenylátkinasová reakce. [49].

Dalším aspektem, který ovlivňuje energetický metabolismus, je produkce amoniaku při

deaminaci AMP. U kvasinek bylo prokázáno, že amonný kationt spolu se sníženou hla-

dinou ATP posiluje aktivitu fosfofruktokinasy a pyruvátkinasy a tím reguluje glykolýzu

[50]. Pozitivní efekt na glykolýzu má dále zvýšená hladina volného AMP. Fosfofrukto-

kinasa je allostericky inhibována vysokou hladinou ATP tak, že snižuje afinitu tohoto

enzymu k fruktosa-6-fosfátu. AMP naopak dovede zvrátit inhibiční účinek ATP, a tak se

s klesajícím poměrem ATP/AMP zvyšuje aktivita enzymu [51]. AMP a IMP mimo to al-

lostericky zvyšují aktivitu glykogenfosforylasy, enzymu katalyzujícího první krok štěpení
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glykogenu, zatímco ATP má účinek inhibiční [52].

Samotná AMP deaminasa také podléhá regulaci. Bylo zjištěno, že aktivitu enzymu

stimulují jednomocné kationty, zejména draselný iont [53]. Toto je dále ovlivněno přítom-

ností aniontu, se kterým je K+ kombinován. Enzymová aktivita totiž klesá se zvyšujícím

se negativním nábojem aniontu. Předpokládá se, že existuje regulační místo enzymu, kam

se musí vázat aniontové prvky či sloučeniny (včetně AMP) pro kompletní aktivaci enzymu

[54]. Enzym je dále aktivován spíše kyselejším pH, jehož poměrně široké optimum demon-

strují různé in vitro studie na hodnotách v rozmezí 6-6,5. [55, 56, 57], ale také 5,9 [58]

nebo 7 [59].

AMP deaminasa je allostericky regulována AMP, ADP, ATP a anorganickým fosfátem.

Zvýšení AMP a ADP koncentrací má aktivační efekt, zatímco ATP a Pi inhibiční [60, 61].

Enzym je také ovlivňován GTP a GDP, nicméně se má za to, že v in vivo podmínkách

není tato regulace důležitá [60].

Další možnost kontroly AMP deaminasy je pomocí fosforylace [62]. Proteinkinasa C

je zatím jediným popsaným enzymem, který fosforyluje savčí svalovou AMP deaminasu

v přítomnosti vápenatých kationtů a fosfatidylserinu, a tak jej aktivuje [63, 64].

Jiná teoretická práce navrhuje adenylátkinasu a AMP deaminasu jako efektivní sys-

tém ke snížení produkce ATP anaerobní glykolýzou při svalové námaze (a minimálním

efektem na oxidativní fosforylaci). To se děje skrze snížení koncentrace ADP a AMP, ak-

tivátory glykolýzy, což významně zpomaluje proces poklesu pH ve svalu, prodlužuje tak

jeho schopnost práce a snižuje možnost poškození buněk [65].

Všechny AMP deaminasy obsahují konzervovanou aminokyselinovou sekvenci o roz-

sahu dvou třetin její délky a zahrnují střední a C-koncovou oblast. N-koncová část se

odlišuje a je tak zřejmě odpovědná za izoenzymově specifickou kinetiku, regulaci a imu-

nologické vlastnosti [41]. V experimentech, při kterém byly polypeptidy AMP deaminasy

připraveny tak, aby postrádaly 250 N-koncových aminokyselin, bylo prokázáno, že nedošlo

ke ztrátě katalytické aktivity [66, 67]. V C-koncové oblasti byl dále nalezen konzervovaný

motiv SLSTDDP, který je zřejmě součástí katalytického místa AMP deaminas [68].

3.1 Izoenzym M

Izoenzym M je nejšířeji prostudován v rámci AMP deaminas. Lidská izoforma kosterního

svalstva má molekulovou hmotnost podjednotky 72 kDa [36]. V literatuře uváděné hod-
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noty Km pro AMP jsou 0,6 - 1mmol/l. Enzym vykazuje hyperbolickou křivku závislosti

reakční rychlosti na koncentraci substrátu (v přítomnosti K+) [36, 69].

Izoforma M je kódována genem AMPD1, který je lokalizován na chromozomu 1 p13-

p21, je velký 29 kb a obsahuje 16 exonů o velikostech 101 - 220 nukleotidů kromě exonu

2, který se skládá pouze z 12 nukleotidů [70]. Primární transkript AMPD1 podléhá alter-

nativnímu sestřihu, a tak může být generováno více forem tohoto izoenzymu [71].

V literatuře jsou popsány mutace genu AMPD1, které způsobují svalové onemocnění

deficience AMP deaminasy. Ve většině případů se jedná o tranzici 34 nukleotidu C na T,

který se nachází v druhém exonu. Vzniká tak nesmyslný kodon, který způsobuje předčasné

ukončení translace [72, 73]. Frekvence této mutantní alely je 8–11 % u bělošské pupulace

s 2 % homozygotních jedinců a 20 % heterozygotních [74]. U heterozygotních jedinců bylo

naměřeno snížení aktivity AMP deaminasy na pouhých 39 % v porovnání se skupinou

zdravých jedinců [43]. Také bylo zjištěno, že překvapivě existují jedinci, nesoucí mutantní

alelu, ale nevykazující symptomy onemocnění. Možné vysvětlení spočívá v netypickém

alternativním sestřihu, týkajícího se méně než 5 % AMPD1 transkriptů, který vystřihne

exon 2 a umožní tak translaci funkčího peptidu. Zdá se, že i malé množství funkčího

enzymu stačí k zachování normálního fenotypu [75]. V současnosti není k dispozici účinná

léčba, pro zmírnění symptomů je možné pocientům podávat D-ribózu, která se snadno

vstřebá a dostane do energetického metabolismu a která tak slouží jako dodatečný zdroj

energie [76].

Svalová AMP deaminasa je zajímavá tím, že se může vázat na myosin, zvláště v době

svalové práce, což má pozitivní efekt na její aktivitu. Lokalizace AMP deaminasy do míst

s vysokým obratem ATP se zdá být důležitá pro efektivní aktivaci enzymu [77, 78].

Nedávno bylo také objeveno, že izoforma M je inhibována metforminem, lékem použí-

vaným v léčbě diabetu II. typu, který je charakterizován zejména nedostatečnou citlivostí

tkání k účinkům inzulinu. Právě inhibice svalové AMP deaminasy je zřejmě dalším me-

chanismem účinku metforminu. Nahromadění AMP v důsledku inhibice AMP deaminasy

vede k aktivaci AMP-aktivované proteinkinasy, která dále způsobuje snížení jaterní glu-

koneogeneze a stimulaci příjmu glukózy periferními tkáněmi, čímž snižuje hladinu glukózy

v krvi [79, 80]. Přesný mechanismus inhibice metforminem ale ještě není objasněn. Bylo

pouze publikováno, že purifikovaná AMP deaminasa je metforminem inhibována a že

účinek metforminu u myší vymizel po vyřazení genu AMP deaminasy [81].
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3.2 Izoenzym L

Izoforma L Homo sapiens má molekulovou hmotnost podjednotky 68 kDa [36]. Uváděné

hodnoty Km pro AMP jsou 4,5 - 9,9mmol/l. Enzym vykazuje sigmoidní saturační křivku

(v přítomnosti K+) [36, 82].

Izoforma L je kódována genem AMPD2, který je lokalizován na krátkém raménku

chromozomu 1 v oblasti p13.3, obsahuje 19 exonů a je velký 14 kb. Transkript AMPD2

také podléhá alternativnímu sestřihu, při kterém jsou využívány exony 1A a 1B, oba

obsahující iniciační kodon. [39].

V literatuře jsou popsány mutace AMPD2, které způsobují dědičné neurodegenera-

tivní poruchy. U postižených jedinců dochází ke špatnému vývoji mozku, ve kterém je

téměř kompletně nepřítomná L forma AMP deaminasy. Zárověň byla u těchto buněk

zjištěna zvýšená hladina adeninových nukleotidů a snížená hladina nukleotidů guanino-

vých. V současnosti se má za to, že akumulace adeninových nukleotidů zpětně inhibuje de

novo syntézu purinů (inhibicí fosforibosylpyrofosfátsyntetasy a fosforibosylpyrofosfátami-

dotransferasy). Právě nedostatek guaninových nukleotidů zřejmě způsobuje patologický

fenotyp, který se výrazně projevuje také v zastavení proteosyntézy (závislé na GTP). Tato

hypotéza byla dále podpořena experimentem, ve kterém došlo po podání ribonukleotido-

vého purinového prekurzoru k obnově syntézy guaninových nukleotidů, proteosyntézy a

tedy i přežívání buněk z linie odvozené z pacientovy tkáně [83].

3.3 Izoenzym E

Uváděná molekulová hmotnost pro lidskou erytrocytární formu je 80 kDa [36]. Hodnoty

Km pro AMP jsou 0,6 - 1,2mmol/l. Enzym vykazuje hyperbolickou saturační křivku (v

přítomnosti K+), viz Obr. 6. V nepřítomnosti monovaletního kationtu je sigmoidní, stejně

jako u izoformy M [36, 84]. Optimum pH pro tuto izoformu je 7 - 7,1 [84], viz Obr. 7.

Izoenzymy E jsou kódovány genem AMPD3, který se skládá ze 17 exonů a je velký

60 kb. Náchází se na krátkém raménku chromozomu 11 v oblasti p13 a je pod kontrolou tří

tandemově uspořádaných promotorů, které se podílejí na transkripční 5’-koncové variabi-

litě genu [85]. U AMPD3 je popsána bodová mutace vedoucí ke katalyticky neaktivnímu

enzymu. Tato deficience má asymptomatický průběh [44].

AMP deaminasa u erytrocytů je pozitivně regulována vazbou na Ca2+-calmodulin, což

zřejmě hraje roli při deficienci fosfofruktokinasy, onemocnění, které je provázeno zvýše-
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Obr. 6: Saturační křivka erytrocytární AMP deaminasy [84].

Obr. 7: Závislost aktivity erytrocytární AMP deaminasy na pH [84].

ným čerpáním vápníku do erytrocytů za spotřeby ATP a následujícím zvýšením hladiny

IMP právě pomocí aktivované AMP deaminasy. Erytrocyty ale nejsou schopny znova

syntetizovat AMP z IMP kvůli vývojové ztrátě adenylosukcinátsyntetasy, a tak dochází

k nevratnému vyčerpání adeninových nukleotidů [86]. Jiným případem regulace erytro-

cytární AMP deaminasy je 2,3-bisfosfoglycerát, známý negativní allosterický modulátor

hemoglobinu, který aktivitu E formy inhibuje [87].
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3.4 Inhibitory

AMP deaminasa může být inhibována antibiotikem nukleosidové struktury coformycinem

a jeho 2’-deoxy derivátem, viz Obr. 8. Jedná se o kompetitivní inhibici s hodnotami Ki

2.10−8mol/l pro coformycin a 3,6.10−7mol/l pro 2’-deoxycoformycin (hodnoty zjištěny pro

králičí svalovou AMP deaminasu) [88]. Zajímavé je, že tyto nukleosidy jsou v buněčném

systému metabolizovány na fosforylované formy [89], které mohou také inhibičně působit,

například 2’-deoxycoformycin 5’-fosfát s hodnotou Ki 1.10−9mol/l [88].

Coformycin ale není specifický inhibitor a kromě AMP deaminasy působí také na ade-

nosindeaminasu [90]. Je tedy snaha hledat potenciální inhibitory, které by byly selektivní

pouze pro AMP deaminasu. Příprava takových látek, strukturně analogických coformy-

cinu, ale také látek nenukleotidových, byla již publikována [91, 92]. Příkladem můžou

být 3-(karboxyfenylethyl)-imidazo[2,1-f][1,2,4]triaziny, z nichž jeden zástupce vykazoval u

všech tří rekombinantních izoenzymů AMP deaminasy dobré inhibiční vlastnosti (IC50 =

0,9-5,7µmol/l) [93]. Tyto nové inhibitory ale nejsou komerčně dostupné.

AMP deaminasa je zřejmě také inhibována léčivem metforminem, viz níže [81].

Obr. 8: 2’-deoxycoformycin [94].
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4 AMP-aktivovaná proteinkinasa

V souvislosti s energetickým metabolismem celkově a metabolismem adeninových nuk-

leotidů je ještě třeba se zmínit o AMP-aktivované proteinkinase. Ta je zodpovědná za

udržování energetické rovnováhy jak na buněčné úrovni, tak na úrovni celého organismu.

Působí jako senzor energetických změn v eukaryotních buňkách [3] a jakmile je aktivní,

inhibuje energeticky náročné biosyntetické procesy a naopak zvyšuje aktivitu nebo expresi

proteinů zapojených v katabolismu [4].

AMP-aktivovaná proteinkinasa je cytoplazmatický enzym, patřící do rodiny serin/thre-

oninových proteinových kinas [3]. Strukturně se jedná o heterotrimerní komplex, skláda-

jící se z jedné katalytické α podjednotky a ze dvou regulačních: β a γ. U člověka existuje

více izoforem podjednotek, každá kódována vlastním genem: α a β mají dvě a γ tři.

Transkripty některých izoforem navíc podstupují alternativní sestřih, což vede k různým

obměnám komplexu. Výsledné izoenzymy jsou tkáňově a vývojově specifické [95].

Na úrovni organismu je enzym regulován pomocí hormonů, např. leptin, adiponektin,

inzulin, a cytokinů, např. IL-6. Koordinace AMP-aktivované proteinkinasy s leptinem a

ghrelinem například zajišťuje spránou signalizaci informací o nasycenosti nebo potřeby

potravy organismu mezi periferními tkáněmi, hypothalamem a žaludkem [96, 97].

Na buněčné úrovni dochází k aktivaci enzymu při změně poměru AMP:ATP v buňce,

když hladina AMP narůstá, což nastává při různých formách buněčného stresu nebo po

aktivaci procesů vyžadujících velké množství ATP. AMP se váže do regulačního místa

v γ podjednotce AMP-aktivované proteinkinasy a působí jako allosterický aktivátor [4].

Enzym se tímto stává lepším substrátem pro nadřazenou kinasu LKB1, která jej aktivuje

fosforylací [98], a také vazba AMP brání proteinovým fosfatázám toto místo defosforylo-

vat [99]. Kinasa LKB1 disponuje vysokou bazální aktivitou, proto je fosforylace regulo-

vána právě vazbou AMP [100]. AMP-aktivovanou proteinkinasu může fosforylovat ještě

Ca2+/calmodulin dependentní kinasa kinasa, která je aktivována zvýšením hladiny Ca2+

v cytoplazmě (např. v rámci buněčné odpovědi na stres) [101].

Aktivní AMP-aktivovaná proteinkinasa pak inhibuje například syntézu mastných ky-

selin a cholesterolu [102, 103], a to skrze inhibiční fosforylaci acetyl-CoA karboxylasy,

enzymu katalyzujícího vznik malonylu-CoA (substrátu lipogeneze) z acetyl-CoA. Snížení

hladiny malonyl-CoA vede k aktivaci β oxidace a inhibici syntézy mastných kyselin

[104]. V případě cholesterolu má AMP-aktivovaná proteinkinasa inhibiční účinek na 3-
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hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reduktasu, což je enzym katalyzující redukci 3-hydroxy-3-

methylglutaryl-CoA na mevalonát [105].

Dále se aktivní AMP-aktivovaná proteinkinasa podílí na potlačení glukoneogeneze v

játrech skrze inhibici transkripce genů pro fosfoenolpyruvátkarboxykinasu a glukosa-6-

fosfatasu [106]. Ve svalových buňkách navíc podporuje translokaci glukosového transpor-

téru GLUT4 do plazmatické membrány, což zvyšuje vstup glukosy do buněk [107].

Vzhledem ke schopnosti AMP-aktivované proteinkinasy přepínat mezi anabolickým

stavem na katabolický je v posledních letech navrhována jako atraktivní cíl pro léčbu

metabolických onemocnění, zvoláště pro obezitu a diabetes II. typu. Skutečně se proká-

zalo, že metformin a thiazolidindiony, látky užívané při léčbě diabetu, nepřímo aktivují

AMP-aktivovanou proteinkinasu [108].

AMP-aktivovaná proteinkinasa také hraje roli v procesu autofágie, což je degradační

proces buňky obyčejně indukovaný hladověním nebo stresem. AMP-aktivovaná proteinki-

nasa může iniciovat autofágii fosforylací ULK1 (unc-51-like autophagy-activating kinase

1) [109] za současného potlačení aktivity mTORC1 (jež má supresivní účinek na fosfo-

rylovanou ULK1) [110]. Skrze signální dráhu mTORC1 AMP-aktivovaná proteinkinasa

také inhihuje proteosyntézu [111].

AMP-aktivovaná proteinkinasa se dále podílí na udržování buněčné polarity fosfory-

lací proteinu CLIP-170 (cytoplasmic linker protein-170), který reguluje mikrotubulovou

dynamiku a umožňuje polarizovanou lokalizaci jejich plus konců [112].

Také v souvislosti s protinádorovými účinky je zmiňována AMP-aktivovaná protein-

kinasa. Aktivní enzym se totiž podílí na zastavení buněčného cyklu ve fázi G1, což je pro-

vázeno fosforylací p53 a nadměrnou expresí CDKN1A (cyclin-dependent kinase inhibitor

1A, také znám jako p21WAF1) [113]. AMP-aktivovaná proteinkinasa se dále ještě fosfory-

lací podílí na stabilizaci CDKN1B (cyclin-dependent kinase inhibitor 1B, také znám jako

p27KIP1) [114], což přispívá k celkovém obrazu úlohy AMP-aktivované proteinkinasy v

regulaci buněčného cyklu. Ta ale zatím není zcela objasněna.

Vzhledem k tomu, že aktivace AMP-aktivované proteinkinasy se významně odvíjí od

hladiny AMP, je možné, že inhibice AMP metabolizujících enzymů (např. AMP deami-

nasy) může být zajímavým farmakologickým cílem.
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5 Metody stanovení aktivity AMP deaminasy

Enzymovou aktivitu je možné nepřímo stanovit kinetickou metodou na základě rychlosti,

jakou enzym katalyzuje přeměnu substrátu na produkt ve zvoleném časovém intervalu.

Aby bylo možné porovnávat tyto změny, je nutné, aby přeměna substrátu na produkt

byla v čase lineární.

Aktivitu AMP deaminasy je možné měřit několika způsoby. Jednou z možností je

měření podle množství vyprodukovaného amoniaku. Tento postup využívá modrého zbar-

vení indofenolu, který se tvoří v reakci fenolu s amonnými a chlornanovými ionty v alka-

lickém prostředí. Na základě měření absorbance při 625 nm je pak možné stanovit obsah

amoniaku [115]. Další postup spočívá v měření oxidace NADH při 340 nm v rámci gluta-

mátdehydrogenasové reakce s přídavkem α-ketoglutarátu v reakční směsi [116]. Oba tyto

způsoby jsou ovšem komplikovány uspořádáním experimentu, kdy dochází ke spřažení

primární a indikátorové reakce.

Jiným způsobem je sledování změn absorbance, které odráží konverzi AMP na IMP.

U vzorků s předpokládanou koncentrací AMP do 250µmol/l se sleduje pokles absorbance

při 267 nm a u vzorků nad 250µmol/l vzrůst absorbance při vlnové délce 280 nm [117].

Nevýhodou této metody je, že spektra adeninových nukleotidů se překrývají, a tak měření

není přesné. Proto je nejrozšířenější metodou nejprve jednotlivé nukleotidy chromatogra-

ficky separovat a poté detekovat. Je možné přímo měřit změny v koncentraci AMP a IMP,

a to klasickými postupy na analýzu nukleotidů pomocí vysokoúčinné kapalinové chroma-

tografie na reverzní fázi. Kvantifikace analytů se pak provádí standardním přídavkem, UV

detekcí nebo pomocí hmotnostního spektrometru.

5.1 Analýza IMP pomocí HPLC na reverzní fázi ve spojení s

MS/MS

HPLC je separační technika užívaná pro dělení a analýzu směsí látek, která využívá prin-

cipu rozdělování jednotlivých složek mezi fáze mobilní a stacionární na základě jejich

chemických a fyzikálních vlastností a vzájemných interakcí. V případě uspořádání HPLC

na reverzní fázi jsou ve stacionárním sorbentu vázány nepolární alifatické zbytky a jako

mobilní fáze se uplatňují polární rozpouštědla (např. methanol, acetonitril). Schéma ka-

palinového chromatografu je na Obr. 9.
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Obr. 9: Schéma kapalinového chromatografu. Skládá se ze zařízení pro uchování a trans-
port mobilní fáze (vysokotlaké čerpadlo), zařízení pro dávkování vzorku, chromatografic-
kou kolonu pro separaci látek a zařízení pro detekci látek [118].

U HPLC je možné pro detekci využít hmotnostní spektrometrii, což je technika, která

převádí vzorek na ionizovanou plynnou fázi a vzniklé ionty separuje a detekuje podle hod-

noty podílu jejich hmotnosti a náboje. Pro kvantifikaci IMP může být použita tandemová

hmotnostní spektrometrie (MS/MS), která představuje spojení dvou hmotnostně spektro-

metrických analýz v prostoru nebo čase oddělených procesem disociace iontů. Výsledkem

je hmotnostní spektrum, které popisuje vztah rodičovského iontu a jeho fragmentů. Kla-

sické uspořádání pro MS/MS fragmentaci využívá trojitý kvadrupól, který sice poskytuje

nižší rozlišení v porovnání s jinými typy, ale má robustní konstrukci a umožňuje kvantifi-

kaci. Schéma MS/MS je na Obr. 10.

Obr. 10: Schéma tandemově uspořádané hmotnostní spektrometrie. Skládá se z iontového
zdroje, kvadrupólu umožňujícího selekci prekurzorového iontu (Q1), kvadrupólu umožňu-
jícího fragmentaci prekurzoru v kolizní cele (Q2), kvadrupólu analyzujícího iontové frag-
menty prekurzoru (Q3) a detektoru. V tomto případě je skonovací mód nastaven pro
analýzu prekurzorů poskytujících při fragmentaci určitý fragmentační iont [119].
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6 Cíle práce

1. Adaptace metody pro stanovení aktivity AMP deaminasy u leukemických buněk (linie

K562 a HL-60).

2. Analýza vlivu dostupného inhibitoru 2’-deoxycoformycinu na aktivitu AMP deaminasy.

3. Analýza exprese genů AMP deaminasy u buněk K562.

4. Příprava buněk K562 se sníženou expresí genu AMPD3.

7 Praktická část

7.1 Materiál

7.1.1 Biologický materiál

V experimentech byly použity buněčné linie K562 a HL-60.

Buňky K562 jsou odvozeny z chronické myeloidní leukémie a jsou neadherentní. Jedná

se o nediferencované pluripotentní blasty s potenciálem diferenciace do pseudoerytro-

cytů a megakaryocytů [120]. Linie nese fúzní onkogen BCR-ABL, který vznikl reciprokou

translokací dlouhých ramének chromozomů 9 a 22. Expresí onkogenu vzniká konstitutivně

aktivní tyrozinová kinasa, která dereguluje řadu signálních drah [121].

Buňky HL-60 jsou odvozeny z akutní promyeloidní leukémie. Jedná se z 90 % o pro-

myelocyty, které snadno diferencují do granulocytů a monocytů [122].

7.1.2 Chemikálie

Triton-X 100 (Serva)

RPMI-1640 (Biosera)

Penicillin-Streptomycin (Cell Culture Company)

Fetalní Bovinní Sérum (Sigma-Aldrich)

Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich)

PBS pufr (1x: NaCl 4 g, KCl 0,1 g, Na2HPO4 x 12 H2O 605 g, KH2PO4 0,01 g, pH 7,4)

Deionizovaná voda (pomocí přístroje Aqua osmotic)

Puromycin (Sigma-Aldrich)
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Hepes (Sigma-Aldrich)

CHAPS (Sigma-Aldrich)

EDTA (Duchefa)

Chlorid draselný (Duchefa)

Octan sodný (Lachema)

Agarosa (SERVA)

Formaldehyd 36,5 % (Sigma-Aldrich)

2-Merkaptoethanol (Sigma-Aldrich)

2’-Deoxycoformycin (Tocris)

Ethidium Bromid (Amresco)

AMP (Sigma-Aldrich)

Kyselina mravenčí (Fluka)

Pufr pro měření obsahující HEPES (1x: 25 mmol/l HEPES, 100 mmol/l KCl, 1 mmol/l
EDTA, 1 mmol/l dithiotreitol, pH 7)

Lyzační pufr obsahující HEPES (1x: 25 mmol/l HEPES, 100 mmol/l KCl, 1 mmol/l
EDTA, 1 mmol/l dithiotreitol, 0,1 % Triton, pH 7)

Pufr pro měření s imidazolem (2x: 200 mmol/l KCl, 100 mmol/l imidazol, 2 mmol/l
dithiotreitol, pH 7)

Lyzační pufr s imidazolem (2x: 200 mmol/l KCl, 100 mmol/l imidazol, 5 mmol/l dithi-
otreitol, 0,2 % Triton, pH 7)

RNA vzorkový nanášecí pufr (2x: deionizovaný formamid 650µl, 37 % formaldehyd
220µl, 10x MOPS pufr 100µl, ethidium bromid (10 mg/ml) 2µl, xylenová zeleň
10µl 10 % roztoku, bromfenolová modř 10µl 10 % roztoku, H2O 8µl]

DNA vzorkový nanášecí pufr (10x: 50 % glycerol, 0,25 % bromfenolová modř, 0,25 %
xylenová zeleň, doplňit 1x TAE pufrem)

Roztok Bradfordové (95 % ethanol 100 ml, 88 % kyselina fosforečná 200 ml, Coomassie
Brilliant Blue G 350 mg)

TAE pufr (1x: 40 mmol/l TRIS, 20 mmol/l acetát, 1 mmol/l EDTA, pH 8)

MOPS pufr (10x 0,2 mol/l MOPS, 50 mmol/l acetát, 10 mmol/l EDTA, pH 7)
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7.1.3 Přístroje

Vi-Cell XR (Beckmann-Coulter)

Inkubátor 170B-8 (ESCO)

Laminární box biohazard 1800 mm (Thermo Scientific)

Lednice HRF 470 (Haier)

Box skříňový mrazící (-80) (Sanyo)

Termostat suchý TDB-100 (Biosan)

Spektrofotometr GeniosPlus s programem XFluor4 (Tecan)

Sada pipet BioPette Plus 0,1-2,5µl, 0,5-10µl, 2-20µl, 10-100µl, 50-200µl, 100-1000µl
(Labnet)

Pipetor (Hirschmann)

Chlazená centrifuga Z326 K (Hermle)

Analytické váhy AE 240 (Mettler)

pH metr 3510 (Jenway)

Minicentrifuga FUGE mini (Benchmark)

Termocyklér MJ Mini (Bio-Rad)

Vortex V1 (Biosan)

Třepačka OS-10 (Biosan)

Zdroj pro elektroforézu E132 (Consort)

Elektroforetická vana ME-1010 (Major Science)

Mikrovlnná trouba KOR-6L15 (Daewoo)

Transiluminátor UV (Ultra-Lum)

CCD kamera s programem WinFastPVR2 (COHN)

Sonikátor (Branson)
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7.2 Pracovní postupy

7.2.1 Kultivace buněčné linie

Práce s buněčnými kulturami byla prováděna ve sterilních podmínkách boxu s laminárním

prouděním vzduchu, taktéž použité roztoky a média byly sterilní. Kultivační médium bylo

vždy před použitím ohřáto na teplotu 37 ◦C. Buněčné linie K562 a HL-60 byly kultivovány

v médiu RPMI 1640 s přídavkem fetálního bovinního séra a antibiotik streptomycin a

penicilin a kultivace probíhala v inkubátoru při 37 ◦C, 90% vlhkosti a v 5% CO2.

Stanovení viability a počtu buněk bylo prováděno pomocí přístroje Vi-CELL, který

na základě prostupnosti cytoplazmatické membrány pro trypanovou modř vypočítává

zastoupení živých a mrtvých buněk v kultuře.

7.2.2 Příprava buněčných extraktů

Exponenciálně rostoucí buňky byly dezintegrovány za účelem přípravy extraktu buněč-

ných proteinů. Bylo vyzkoušeno několik metod: mražení a rozmražování, sonikace a ex-

trakce pomocí detergentů. Veškeré manipulace byly prováděny na ledu kvůli zajištění

stability proteinů.

Nejprve byly napěstované buňky sedimentovány při nízkých otáčkách (1 500 rpm/5 min

/4 ◦C), dvakrát promyty v ledovém PBS a znova sedimentovány. Další postup se lišil podle

použité metody.

a. Mražení a rozmražování

Při mražení buněk dochází k tvorbě krystalků ledu, které způsobují poškození buněčných

membrán, a tak je dosáhnuto lýze. Opakované mražení a rozmražování zvyšuje účinnost

této metody.

Buněčný sediment byl resuspendován v 1x pufru pro měření v poměru 400µl pufru

na 10 milionů buněk a přenesen do mrazícího boxu do -80 ◦C. Po 10 min byl zmra-

žený vzorek přenesen na led, kde došlo k jeho pozvolnému rozmražení. Proces mražení a

rozmražování byl opakován 1-5x a jeho účinnost byla zhodnocena podle výtěžku proteinů.

b. Sonikace

Při této metodě dochází k rozrušení buněk pomocí ultrazvuku.
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Buněčný sediment byl resuspendován v 1x pufru pro měření a poté byl sonikován

za použití škály amplitud (maximální výkon 400 W) a různě dlouhé doby sonikace (1-

10 min). Účinnost metody byla zhodnocena podle výtěžku proteinů.

c. Extrakce pomocí detergentů

K lýzi buněk dochází pomocí detergentů, které narušují biologické membrány.

Buněčný sediment byl resuspendován v 1x lyzačním pufru v poměru 400µl pufru na

10 milionů buněk. Lyzační pufr obsahoval buď 0,1 % Triton-X 100, nebo 0,1 % CHAPS.

Lýze probíhala 30 min za občasného promíchání roztoku. Účinnost této metody byla

zhodnocena podle výtěžku proteinů a podle vlivu na aktivitu AMP deaminasy.

Pro odstranění buněčných zbytků byla vždy po buněčné extrakci provedena centrifu-

gace při vysokých otáčkách (18 000 rpm/10 min/4 ◦C).

7.2.3 Měření koncentrace proteinů

Množství proteinů bylo měřeno metodou Bradfordové, která využívá adsorpci barviva

Coomassie Briliant Blue na proteinové molekuly, jehož výsledkem je změna zbarvení do

modra, které je možno spektrofotometricky detekovat při 595 nm.

K 1 ml činidla Bradfordové byl přidán 1µl vzorku, po 10 min inkubaci bylo 200µl

přepipetováno do mikrotitrační destičky a následně změřeny hodnoty absorbance. Jako

standard pro kalibrační roztoky byl použit bovinní sérový albumin. Množství proteinů

bylo posléze odečteno z kalibrační křivky.

7.2.4 Stanovení enzymové aktivity

Specifická aktivita AMP deaminasy byla měřena na základě množství vzniklého IMP za

jednotku času. Reakce probíhala v reakční směsi o objemu 200µl při 30 ◦C a obsahovala:

100µl 2x pufru pro měření, 20µl 10 mmol/l AMP, 10µg proteinů z buněčného lyzátu a na

konečný objem byla doplněna destilovanou vodou. Podmínky měření byly optimalizovány

z hlediska pH, času, typu pufru a množství přídavku proteinů. Enzymová reakce byla

zastavena přidáním 200µl ledové 10 % kyseliny mravenčí. Vzorek byl poté centrifugován

při vysokých otáčkách (18 000 rpm/10 min/4 ◦C) a dále separován pomocí vysokoúčinné

kapalinové chromatografie na reverzní fázi a kvantifikován MS/MS hmotnostní spektro-

metrií podle externího standardu.
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Z množství vyprodukovaného IMP, normalizovaného podle přídavku proteinů, a časo-

vého intervalu reakce byla vytvořena závislost, jejíž směrnice odpovídá enzymové aktivitě

v jednotkách nmol IMP/min/µg proteinů. Pro určení přesné hodnoty vzniklého IMP bylo

nutno kvantifikovat pozaďové množství IMP, které bylo vnášeno do reakce v lyzátu. Toto

množství se ukázalo jako zanedbatelné ve srovnání s množstvím přírůstku IMP během

reakce.

Vliv inhibitoru 2’-deoxycoformycinu na aktivitu AMP deaminasy byl studován přímo

přidáním inhibitoru do reakční směsi a dále také po určité době inkubace s buňkami, pro-

tože bylo prokázáno, že může být v buněčném systému metabolizován na fosforylované

formy [89], které mají také inhibiční efekt [88].

a. pH optimum

Optimální hodnota byla hledána v rozmezí pH 6-8, pro které bylo připraveno 5 roztoků 2x

pufru pro měření. Jako pH optimum byla stanovena taková hodnota pH pufru, při které

enzym vykazoval nejvyšší aktivitu.

b. Časový interval reakce

Enzymová aktivita byla stanovena pro intervaly 15, 30, 45 a 60 min, kvůli zjištění nej-

vhodnější doby reakce, za který byl považován nejdelší možný interval, při kterém byl

ještě přírůstek IMP lineární.

c. Pufr

Jako výchozí pufr pro lýzi i měření byl zvolen imidazolový (podle [62], 100 mmol/l KCl,

50 mmol/l imidazol, 1 mmol/l dithiotreitol, pH 7), který ale způsoboval, že vzorek po

zamražení precipitoval. Jako alternativu byl zvolen pufr obsahující HEPES (25 mmol/l

HEPES, 100 mmol/l KCl, 1 mmol/l EDTA, 1 mmol/l dithiotreitol, pH 7).

d. Množství proteinů

Přídavek proteinů z lyzátu do reakční směsi byl vyzkoušen pro 10, 30, 60, 100, 130 a

150µg. Jako nejvhodnější bylo považováno co nejnižší množství, při kterém již probíhala

konstantní rychlost reakce.
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7.2.5 Vliv 2’-deoxycoformycinu na viabilitu buněk

Dále byla analyzována cytotoxicita 2’-deoxycoformycinu testem buněčné proliferace a vi-

ability, a to v rozsahu koncentrací 0,1 - 100µmol/l. Inhibitor byl inkubován s buňkami

po dobu 48 h.

Orientační stanovení viability bylo provedeno pomocí MTT testu. Jedná se o jednodu-

chou metodu, založenou na redukci žlutého 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetra-

zolium bromidu (MTT) na nerozpustný formazan fialové barvy v reakci je katalyzované

dehydrogenázami na mitochondriální membráně živých buněk a tudíž množství vznik-

lého fialového formazanu je přímo úměrné viabilitě buněk. Obsah formazanu je následně

vyhodnocen spektrofotometricky při 570nm.

7.2.6 Izolace RNA

Za účelem analýzy exprese genů pro AMP deaminasu u buněk K562 byla provedena

amplifikace mRNA o plné délce na úrovni cDNA. Prvním krokem analýzy byla izolace

celkové RNA, která byla provedena pomocí kitu GenEluteTM Mammalian Total RNA

Miniprep kit (Sigma Aldrich, USA) podle návodu výrobce. Postup ve zkratce spočívá v

lýzi buněk za současné inhibice ribonukleas (extrakčním pufrem obsahujícím guanidium

thiokyanát, sarcosyl a EDTA), záchyt RNA na silikagel v ethanolovém roztoku, promytí

chaotropní solí, promytí ethanolovým roztokem, vysušení kolony a eluce RNA vodným

roztokem prostým ribonukleas.

Kvalita vyizolované RNA byla ověřena elektroforeticky za denaturačních podmínek

(formaldehyd) v 2 % agarosovém gelu. Koncentrace a čistota RNA byla změřena spek-

trofotometricky a vypočtena z absorbancí při 260 a 280 nm podle následujících vztahů:

hodnota absorbance 1.0 při 260 nm odpovídá 40µg/ml a čistota je poté určena z poměru

absorbancí při 260 a 280 nm, který musí být mezi čísly 1,8 - 2,1, je-li vzorek nekontami-

novaný.

7.2.7 Reverzní transkripce

RNA byla dále přepsána do cDNA pomocí Enhanced Avian HS reverzní transkriptasy

(Sigma-Aldrich, USA) podle návodu výrobce. Do reakční směsi o celkovém objemu 20µl

byly vloženy 2µg templátové RNA, která byla ještě před přidáním transkriptasy 10 min

inkubována při 70 ◦C kvůli rozrušení sekundárních struktur. Jako primery byly použity
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náhodné nonamery, dále byl pak do reakce přidán placentární inhibitor ribonukleas. Re-

akce probíhala podle následujícího protokolu: 25 ◦C po dobu 15 min, 42 ◦C po dobu

20 min, 47 ◦C po dobu 20 min a 51 ◦C po dobu 20 min. Výsledná směs s cDNA byla ještě

2x zředěna vodou.

7.2.8 Amplifikace cDNA o plné délce pomocí NESTED PCR

Následně byla cDNA použita jako templát pro NESTED PCR. Tato varianta umožňuje

zvýšení specifity amplifikace DNA díky systému dvou primerových párů, kdy v první PCR

reakci dochází k syntéze PCR produktu, který je poté použit jako templát pro druhou

reakci (viz schéma na Obr. 11), což je zvláště výhodné při amplifikaci dlouhých sekvencí,

kdy je vyšší pravděpodobnost vzniku nespecifických produktů.

Obr. 11: Schéma NESTED varianty PCR. Tato metoda využívá systému dvou primero-
vých párů, kdy v první PCR reakci dochází k syntéze PCR produktu, který je poté použit
jako templát pro reakci druhou.

Tab. 1: Reakční profil PCR 1.

Počet cyklů Teplota Doba trvání
1 95 ◦C 1 min
15 95 ◦C 40 s

Tm primerů - 5 ◦C 20 s
68 ◦C 3 min 40 s

1 68 ◦C 4 min
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Tab. 2: Reakční profil PCR 2.

Počet cyklů Teplota Doba trvání
1 95 ◦C 1 min
25 95 ◦C 40 s

Tm primerů - 5 ◦C 20 s
68 ◦C 3 min 6 s

1 68 ◦C 4 min

Za účelem zisku co nejvíce specifického produktu byla použita polymerasa s 3’-5’

exonukleasovou aktivitou Herculase II Fusion DNA Polymerase (Agilent, USA). NESTED

PCR byla provedena pro všechny tři mRNA odvozené od genů AMP deaminasy. První

PCR probíhala podle schématu v Tab. 1, druhá PCR viz Tab. 2 v end-point provedení.

Délka PCR produktů byla vypočtena z refenčních sekvencí mRNA pro lidskou AMP

deaminasu. Předpokládané délky amplikonů po druhé PCR jsou uvedeny v uvedeny v

Tab. 3.

Tab. 3: Předpokládané délky PCR produktů pro jednotlivé geny AMP deaminasy.

AMPD1 1 795 bp [123]
AMPD2 2 938 bp [124]
AMPD3 3 061 bp [125]

Vyhodnocení NESTED PCR bylo provedeno pomocí elektroforézy v 1,2 % agarosovém

gelu.

7.2.9 Potlačení exprese AMPD3 genu RNA interferencí

Za účelem analýzy vlivu erytrocytární izoformy AMP deaminasy na K562 linii byly při-

praveny buňky se sníženou expresí AMPD3. Té bylo sodáhnuto způsobem RNA interfe-

rence prostřednictvím shRNA navrženou na 3’ UTR cílové mRNA. Konstrukt byl vnesen

způsobem stabilní transfekce, při kterém byly použity Lentivirové částice nesoucí expresní

kazetu kódující shRNA a selekční kazetu rezistence vůči puromycinu. Transfekce byla pro-

vedena podle pokynů výrobce (Santa Cruz Biotechnology, USA) za pomoci polykationtu

polybrenu, který eliminuje náboj na povrchu buněk, a tak usnadňuje interakci virových

částic s buňkami. V experimentu byly použity dvě koncentrace polybrenu (3 a 10µg/ml)

versus dva titry virových částic (5 a 15µl, resp. 25 000 a 75 000 virových částic na 1 ml

buněčné suspenze obsahující 230 000 buněk). Inkubace buněk probíhala 1 den, poté byly
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selektovány puromycinem o výsledné koncentraci 0,5µg/ml, která byla posléze navyšo-

vána na 1µg/ml.

Měřením aktivity AMP deaminasy byla provedena analýza, do jaké míry byla jednot-

livých transfektantů snížená exprese genu AMPD3.

7.3 Výsledky

7.3.1 Optimalizace přípravy buněčných extraktů

Úspěšnost dezintegrace buněk byla posuzována podle výtěžku proteinů, popř. podle akti-

vity AMP deaminasy, a byla testována na K562 buňkách. Nejméně účinná byla sonikace,

při které byl průměrný výtěžek proteinů okolo 1µg/µl, i přes použití škály amplitud a

různě dlouhého času sonikace.

Mražením a rozmražováním bylo dosáhnuto průměrně 3µg/µl proteinů, ke kterému

stačily již dva cykly.

Extrakce pomocí detergentů se ukázala jako nejlepší z hlediska výtěžku proteinů, který

byl v případě Tritonu-X 100 průměrně okolo 6,5µg/µl, v případě detergentu CHAPS

5µg/µl.

Metody mražení a rozmražování a lýze pomocí detergentů byly porovnány také podle

aktivity AMP deaminasy, viz Obr. 12. Nejvyšších hodnot aktivit bylo dosaženo při buněčné

extrakci pomocí Tritonu-X 100 a metodou mražení a rozmražování. Jako nejvhodnější ly-

zační postup byla zvolena metoda lýze pomocí Tritonu-X 100.

7.3.2 Stanovení enzymové aktivity

Podmínky měření byly optimalizovány z hlediska pH, času, typu pufru a množství pří-

davku proteinů porovnáním enzymových aktivit.

Na Obr. 13 je porovnání enzymových aktivit, které byly měřeny při pH 6-8 u buněk

K562 a HL-60. Podle těchto výsledků bylo považováno za optimální pH u obou linií

hodnota 7.

Vliv pufru byl u buněk K562 zhodnocen podle enzymových aktivit v prostředí pufru

obsahujícího imidazol nebo HEPES. Výsledky jsou znázorněny na Obr. 14 a vyplývá z

nich, že pro měření aktivity je vhodnější pufr obsahující HEPES, který byl pak nadále

používán namísto výchozího imidazolového pufru (zvolen na základně literatury), který
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Obr. 12: Porovnání metod mražení a rozmražování (M/R) a lýze pomocí detergentů
Triton-X 100 a CHAPS podle aktivity AMP deaminasy. Nejvyšších hodnot aktivit bylo
dosaženo při buněčné extrakci pomocí Tritonu-X 100 a metodou mražení a rozmražování.

navíc také po zamražení vzorku způsoboval precipitaci, narozdíl od pufr obsahujícího

HEPES.

Jako nejvhodnější časový interval pro reakci bylo zvoleno 30 min, což se jevilo jako

nejdelší možný interval, při kterém byl přírůstek IMP blízko lineárnímu stavu, viz Obr. 15.

Dále byl testován vliv množství přidávaných proteinů do reakční směsi na enzymovou

aktivitu. Jako nejvhodnější bylo považováno co nejnižší množství, při kterém již probíhala

konstantní rychlost reakce, v tomto případě bylo zvoleno 10µg, viz Obr. 16.

Účinek inhibitoru 2’-deoxycoformycinu na aktivitu AMP deaminasy byl studován

přímo přidáním inhibitoru do reakční směsi a dále také po určité době inkubace s bu-

ňkami. Vliv přímého inhibičního působení 2’-deoxycoformycinu v koncentracích 1, 3 a

10µmol/l je znázorněn na Obr. 17. Při koncentraci 10µmol/l došlo k významnějšímu

poklesu v aktivitě přibližně o 32 %, v případě K562 a v případě HL-60 o 44 %.

Dále byl proveden experiment, kdy byl nejprve inhibitor po určitou dobu inkubo-

ván s buňkami a teprve pak bylo provedeno měření aktivity. Byly použity koncentrace

3 a 10µmol/l a inkubace trvala 3 h. Protože došlo ke stejnému poklesu aktivity, byl

další experiment proveden již pro koncentraci 3µmol/l, ve kterém byl testován vliv 2’-

deoxycoformycinu v průběhu 1-24 h, viz Obr. 18. Bylo zaznamenáno, že aktivita se s časem

snižovala a největší pokles byl v případě 24 h inkubace, kdy aktivita klesla o 32 % u K562
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Obr. 13: Vliv pH na aktivitu AMP deaminasy u buněk (a) K562 a (b) HL-60. Měření
probíhalo v rozmezí pH 6-8. Optimální pH bylo u obou linií 7.

Obr. 14: Vliv složení pufru na aktivitu AMP deaminasy u buněk K562. Enzymová aktivita
je v prostředí pufru obsahující HEPES vyšší než v případě pufru s imidazolem a tento
rozdíl je signifikantní (p < 0,05). Chybové úsečky představují ± standardní odchylku.

a o 24,5 % u HL-60 buněk. Zřejmě tedy k inhibičnímu účinku přispívaly i metabolizované

formy inhibitoru.
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Obr. 15: Průběh přírůstku IMP měřený pro přídavek proteinů 50 a 150µg do reakce. Jako
nejvhodnější časový interval bylo zvoleno 30 min, což byl nejdelší možný interval, při
kterém byl přírůstek IMP blízko lineárnímu stavu. Křivky jsou proloženy lineární regresí
a u obou je uveden koeficient determinace (R2.

Obr. 16: Vliv množství přídavku proteinů do reakční směsi na enzymovou aktivitu u K562
a HL-60 buněk. Jako optimální byla zvolena hodnota 10µg.

7.3.3 Vliv 2’-deoxycoformycinu na viabilitu buněk

Po vystavení buněk různým koncentracím 2’-deoxycoformycinu nedošlo ke snížení viabi-

lity. 2’-deoxycoformycin v rozsahu 0,1 - 100µmol/l tedy není pro K562 linii cytotoxický.

7.3.4 Izolace RNA, reverzní transkripce a amplifikace cDNA o plné délce

Vyizolovaná RNA nebyla kontaminovaná (A260/A280 = 2) a měla koncentraci 460,16 ng/µl.

Kvalita RNA byla posouzena po elektroforetické separaci podle přítomnosti pruhů pro

28S a 18S rRNA a jejich velikostního poměru, který je v případě neporušené RNA 2:1. Z
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Obr. 17: Účinek 2’-deoxycoformycinu (DCF) v koncentraci 1, 3 a 10µmol/l na aktivitu
AMP deaminasy po přidání do reakční směsi a porovnání s kontrolou. Experiment prove-
den pro buňky K562 (a) a HL-60 (b). (Ko; buňky bez přídavku inhibitoru.) Při koncentraci
10µmol/l došlo k významnějšímu poklesu v aktivitě přibližně o 32 %, v případě K562 a
v případě HL-60 o 44 %. Chybové úsečky představují ± standardní odchylku.

elektroforetogramu na Obr. 19 je vidět, že RNA byla neporušená a dobré kvality.

2µg RNA byly dále použity pro reverzní transkripci a takto vzniklá cDNA byla ná-

sledně použita pro NESTED PCR. Elektroforetickou analýzou PCR produktů a jejich

porovnáním s očekávanou velikostí amplikonů (Tab. 3) bylo zjištěno, že v buňkách K562

jsou exprimovány geny AMPD1 a AMPD3, nikoliv AMPD2, viz Obr. 20. Zjištění ex-

prese AMPD1 bylo překvapivé, vzhledem k tomu, že se tento gen typicky exprimuje ve

svalových buňkách. Při amplifikaci mRNA AMPD1 na úrovni cDNA vzniklo více PCR

produktů, protože na gelu jsou kromě výraznějšího pruhu o očekávané velikosti (1 795 bp)

také přítomny další tři slabé pruhy. Mohlo by se jednat o různé varianty alternativního

sestřihu. Pro mRNA AMPD2 na úrovni cDNA nevznikl žádný PCR produkt a pro gen

AMPD3 byl specificky amplifikován úsek o očekávané velikosti (3 061 bp).

7.3.5 Potlačení exprese AMPD3 genu RNA interferencí

Měřením aktivity AMP deaminasy bylo zhodnoceno, do jaké míry došlo k potlačení ex-

prese AMPD3 genu u jednotlivých transfektantů. Výsledky jsou graficky znázorněny na

Obr. 21. Nejlepšího výsledku bylo dosáhnuto u buněk s koncentrací polybrenu 3µg/ml v
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Obr. 18: Účinek 2’-deoxycoformycinu (DCF) v koncentraci 3µmol/l na aktivitu AMP de-

aminasy po inkubaci s buňkami. Inhibitor byl nejprve po dobu 1, 3, 6 a 24 h inkubován

s buňkami a teprve pak bylo provedeno měření aktivity. Kontrolu (Ko) představují neo-

vlivněné buňky. Provedeno pro buňky K562 (a) a HL-60 (b). Největší pokles v aktivitě

byl zaznamenán po 24 h inkubaci, kdy aktivita klesla o 32 % u K562 a o 31 % u HL-60

buněk. Chybové úsečky představují ± standardní odchylku.

Obr. 19: Elektroforetogram vyizolované RNA. Dva výrazné pruhy představují 28S a 18S
rRNA, jejichž vzájemný velikostní poměr je přibližně 2:1, což značí RNA dobré kvality.

kombinaci s 5µl titrem viru. Enzymová aktivita byla oproti kontrole snížená o 41,8 %.

Naopak k nejmenšímu snížení aktivity došlo u transfektantů s koncentrací polybrenu

10µg/ml v kombinaci s 5µl titrem viru (aktivita snížená o 22,5 %).
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Obr. 20: Elektroforetogram PCR produktů. V krajních drahách (1, 5) je standard mole-
kulové hmotnosti, v drahách 2, 3 a 4 jsou postupně vzorky PCR produktů pro AMPD1,
AMPD2 a AMPD3. Při amplifikaci mRNA AMPD1 na úrovni cDNA vzniklo více PCR
produktů, protože v dráze je vidět kromě výraznějšího pruhu o očekávané velikosti
(1 795 bp) také přítomnost dalších tří slabých pruhů; mohlo by se jednat o různé va-
rianty alternativního sestřihu. Pro mRNA AMPD2 na úrovni cDNA nevznikl žádný PCR
produkt a pro mRNA AMPD3 na úrovni cDNA byl specificky amplifikován úsek o oče-
kávané velikosti (3 061 bp).

Obr. 21: Aktivita AMP deaminasy u transfekovaných buněk. Označení jednotlivých
transfektantů vychází z použité koncetrace polybrenu / titru viru. Ko představuje kon-
trolní populaci netransfekovaných buněk. Nejlepšího výsledku bylo dosáhnuto u buněk
3/5, u kterých byla enzymová aktivita snížená o 27,1 %.
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8 Diskuze

V rámci této práce byla v naší laboratoři adaptována metoda pro stanovení aktivity AMP

deaminasy u buněk K562 a HL-60. Byla použita metoda nepřímého stanovení kinetickou

metodou na základě rychlosti, jakou enzym katalyzuje přeměnu substrátu na produkt ve

zvoleném časovém intervalu. Konkrétně byla specifická aktivita měřena na základě množ-

ství vzniklého IMP. Metoda byla optimalizována z hlediska pH, typu pufru, časového

intervalu reakce a množství přídavku proteinů. První experimenty byly prováděny podle

publikovaných postupů ([62]), bylo ale zjištěno, že běžně používaný pufr na bázi imida-

zolu není vhodný, protože po zamražení vzorku vznikají proteinové precipitáty. Byl proto

vyzkoušen pufr obsahující HEPES, který po zamražení vzorku nezpůsoboval precipitaci

a hlavně měl příznivější dopad na aktivitu AMP deminasy (p < 0,05). Možný důvod by

mohl být v samotném imidazolu, který má chelatační vlastnosti, a tak může vyvázat urči-

tou frakci zinečnatých kationtů, které jsou ovšem nutnou součástí fungujícího enzymu.

Zjištěné optimální pH se pak shodovalo s hodnotami uváděnými v literatuře.

Dále byl stanoven vliv biochemického inhibitoru 2’-deoxycoformycinu na aktivitu AMP

deaminasy a to v průběhu dvou experimentů: přímá inhibice přidáním do reakční směsi a

vliv inhibitoru po inkubaci s buňkami. Bylo zjištěno, že při použité koncentraci 10µmol/l

došlo ke snížení aktivity zhruba o 30 % v případě přímé inhibice. V experimentu, kdy

byl inhibitor v 3µmol/l koncentraci inkubován s buňkami, docházelo ke snížení aktivity s

časem a největší pokles byl zaznamenán po 24 h inkubaci (přibližně 30 %). V tomto pří-

padě tedy k inhibičnímu účinku přispívaly i metabolizované formy inhibitoru. Celkově bylo

zjištěno, že 2’-deoxycoformycin není příliš účinným inhibitorem AMP deaminasy, nicméně

jiné inhibitory nebylo možno vyzkoušet vzhledem k dostupnosti. 2’-deoxycoformycin byl

dále prokázán jako necytotoxický v testovaném rozsahu 0,1 - 100µmol/l.

Následně byla provedena molekulárně-biologická inhibice pomocí RNA interference

v experimentu, ve kterém byly připraveny buňky K562 se sníženou expresí AMPD3. U

jedné populace transfektantů došlo ke snížení aktivity o 40 %, nicméně se jedná o neho-

mogenní populaci s určitým rozpětím míry snížení exprese, která vyplývá z konkrétních

jednotlivých integračních událostí v buňkách. Bylo by tedy vhodné do budoucna tento

experiment dokončit rozklonováním za účelem zisku homogenní klonální populace buněk

s co nejnižší aktivitou AMP deaminasy. Další možností, proč nemusí být tato metoda

úspěšná, bylo překvapivé zjištění, že u K562 buněk je exprimován kromě AMPD3 genu
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také gen AMPD1, který se typicky exprimuje ve svalových buňkách. Exprese AMPD1

u buněk K562 může být vysvětlena aneuploidií buněčné linie. Ovšem hypotézu, že do-

chází k translaci funkčního izoenzymu M, by bylo vhodné ještě ověřit na úrovni proteinů.

Expresní profil byl proveden pomocí amplifikace mRNA na úrovni cDNA o plné délce.
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9 Závěr

V teoretické části práce byla vypracována rešerše zabývající se AMP deaminasou a me-

tabolismem adeninových nukleotidů. Byla také zmíněna AMP-aktivovaná proteinkinasa,

která s těmito tématy úzce souvisí. Na závěr byly shrnuty metody pro stanovení aktivity

AMP deaminasy.

V praktické části byla adaptována metoda pro měření aktivity AMP deaminasy v rámci

podmínek naší laboratoře. Dále byl touto metodou analyzován vliv dostupného inhibitoru

2’-deoxycoformycinu na enzymovou aktivitu a bylo zjištěno, že není příliš účinný. Proto

byla následně provedena molekulárně-biologická inhibice pomocí RNA interference v ex-

perimentu, ve kterém byly připraveny buňky K562 se sníženou expresí AMPD3. Také byl

proveden expresní profil genů AMP deaminasy u linie K562 a bylo zjištěno, že u těchto

buněk je exprimován gen AMPD3 a také překvapivě AMPD1.
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10 Seznam použitých zkratek

AMP adenosinmonofosfát

ADP adenosindifosfát

ATP adenosintrifosfát

cDNA komplemetární DNA

cAMP cyklický adenosinmonofosfát

CHAPS 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonát

DNA deoxyribonukleová kyselina

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctová

FAD flavinadenindinukleotid

FMN flavinmononukleotid

GMP guanosinmonofosfát

GDP guanosinmonofosfát

GTP guanosinmonofosfát

HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie

IMP inosinmonofosfát

MOPS 3-(N-morfolino)propansulfonová kyselina

MS/MS tandemová hmotnostní spektrometrie

NAD+ nikotinamidadenindinukleotid

NADP+ nikotinamidadenindinukleotidfosfát

PBS fosfátový pufr

PCR polymerázová řetězová reakce

RNA ribonukleová kyselina
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shRNA small hairpin RNA

TAE Tris-Acetát-EDTA pufr

PPAT fosforibosylpyrofosfát amidotransferasa

GARS glycinamid ribonukleotid syntetasa

GAR Tfase glycinamid ribonukleotid transformylasa

AIRS aminoimidazol ribonukleotid syntetasa

FGAMS formylglycinamidin ribonukleotid syntetasa

CAIRS karboxyaminoimidazol ribonukleotid syntetasa

SAICARS sukcinylaminoimidazolkarboxamid ribonukleotid syntetasa

ASL adenylosukcinátlyasa

AICAR Tfase aminoimidazolkarboxamid ribonukleotid transformylasa

IMPDH inosinmonofosfát cyklohydrolasa

HGPRT hypoxantin-guanin fosforybosyltransferasa

APRT adeninfosforibosyltransferasa

PRPP fosforibosylpyrofosfát
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