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Souhrn

Adenosinmonofosfat (AMP) deaminasa (EC 3.5.4.6) je enzym ze skupiny hydrolas, ktery
katalyzuje ireverzibilni deaminaci adenosinmonofosfatu za vzniku inosinmonofosfatu a
amoniaku. Tato reakce je dilezitym clankem nukleotidového metabolismu eukaryot a je
vstupni reakci purinového nukleotidového cyklu. U clovéka byly objeveny c¢tyii hlavni
izoformy enzymu koédovany tiemi geny.

AMP deaminasa hraje vyznamnou roli v dobé zvysenych naroki na energii a podili se
na regulaci hladiny AMP, ktera spolu s ostatnimi adeninovymi nukleotidy odrazi energe-
ticky stav bunky. P¥i naruseni energetické homeostazy je tak AMP deaminasa klicovym
enzymenm.

Praktickd cast se zabyva adaptaci metody pro méfeni aktivity AMP deaminasy v
ramci podminek nasi laboratotfe. Dale byl touto metodou analyzovan vliv inhibitoru 2’-
deoxycoformycinu na enzymovou aktivitu a bylo zjisténo, Ze neni prilis ac¢inny. Proto byla
nasledné provedena molekuldrné-biologicka inhibice pomoci RNA interference v experi-
mentu, ve kterém byly pfipraveny buriky K562 se snizenou expresi AMPDS3. Také byl
proveden expresni profil gent AMP deaminasy u linie K562 a bylo zjisténo, ze u téchto

bunék je exprimovan gen AMPDS a také prekvapivée AMPDI.



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 AMPDS and surprisingly also AMPD1 genes are expressed.
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1 Uvod

Adenosinmonofosfat (AMP) deaminasa (EC 3.5.4.6) je enzym ze skupiny hydrolas, ktery
katalyzuje ireverzibilni deaminaci adenosinmonofosfatu za vzniku inosinmonofosfatu a
amoniaku. Tato reakce je dilezitym ¢lankem nukleotidového metabolismu eukaryot a je
vstupni reakci purinového nukleotidového cyklu. U cloveka byly objeveny c¢tyfi hlavni
izoformy enzymu kédovany tfemi geny. Nejvice aktivni je AMP deaminasa v kosternim
svalstvu, coz je disledek vysoké exprese genu AMPD1 pro svalovou izoformu [1]. Z kli-
nického hlediska je tento gen vyznamny, protoze je-li mutovany, zptsobuje onemocnéni
svalti. Pravé v systému svalovych bunék je enzym nejvice studovan.

AMP deaminasa hraje vyznamnou roli v dobé zvysenych narokid na energii a podili se
na regulaci hladiny AMP, ktera spolu s ostatnimi adeninovymi nukleotidy odrazi energe-
ticky stav bunky. Pfi naruseni energetické homeostazy je tak AMP deaminasa klicovym
enzymem. Adeninové nukleotidy totiz allostericky ovladaji mnohé regulacni enzymy, a
tak koncentrace AMP, ADP a ATP, jejich vzajemné poméry a zmény v nich se podili na
kontrole celého bunééného metabolismu. Je-li energetickd homeostaza narusena, bunka
umira [2].

AMP predstavuje dulezitou intracelularni signalni molekulu, ktera ptisobi prostfednic-
tvim AMP-aktivované proteinkinasy. Ta je zodpovédna za udrzovani energetické rovno-
vahy jak na bunécéné trovni, tak na arovni celého organismu, ptisobi jako senzor energetic-
kych zmén v eukaryotnich burikich [3] a jakmile je aktivni, inhibuje energeticky narocné
biosyntetické procesy a naopak zvysuje aktivitu nebo expresi proteint zapojenych v ka-

tabolismu [4].



2 Metabolismus adeninovych nukleotidui

Adeninové nukleotidy jsou tvoreny z purinové baze adeninu, pétiuhlikatého cukru ribosy
nebo deoxyribosy a nejméné jedné fosfatové skupiny. Tvofi spolecné s guaninovymi a
pyrimidinovymi nukoleotidy zékladni slozku nukleovych kyselin, hraji nezastupitelnou roli
v energetickém metabolismu vsech Zivych organismi, podili se na bunéctné komunikaci
prostiednistvim adenosinu, cAMP a AMP a jsou slozkami koenzymi NADT, NADP*,
FMN, FAD a koenzymu A.

Adenosin vznikajici pti defosforylaci AMP slouzi jako extracelularni signalni molekula,
ktera se podili na udrzovani energetické homeostazy organismu prostiednictvim adenosi-
novych receptori (A, Asa, Asp, A3), a to zejména pii stresovych situacich jako je hypoxie.
Ta totiz negativné ovliviiuje aktivitu adenosinkinasy, tudiz adenosin neni refosforylovan na
AMP a hromadi se. Za norméalnich podminek vznika relativné velké mnozstvi adenosinu,
ale vétsina (80 %) je zase zpétné fosforylovana na AMP [5]. Pti blokaci adenosinkinasy
tedy dochazi k vyraznému zvyseni hladiny adenosinu, ktery je uvolnén do extracelular-
niho prostiedi a dale ptisobi prostfednictvim receptort. Napiiklad po aktivaci A; a As
receptori dochazi ke zpomaleni metabolismu, ovSsem vliv na konkrétni metabolické drahy
se lisi podle bunééného typu (napt. v adipocytech dochézi k inhibici lipolyzy) [6].

Dalsim velmi znamym prenasecem signalu je cAMP, intracelularni signalni molekula,
kterd v buiice hraje roli druhého posla [7]. A nakonec také AMP je intracelularni signalni
molekulou. Skrze aktivaci AMP-aktivované proteinkinasy dochazi k udrzovani energetické
rovnovahy jak na bunécéné urovni, tak na trovni celého organismu. O AMP-aktivované
proteinkinase bude pojednano dale.

Vétsina bioenergetickych procesii je navzajem propojena pfes adeninové nukleotidy,
které jsou spotfebovany nebo regenerovany v rtznych enzymatickych reakcich, a zejména
kach. ATP je ziskavan pri riznych metabolickych reakcich, hlavné z bunééného dychani,
substratové fosforylace, fotofosforylace a fermentace. Naopak vyuzivan je zejména v bi-
osyntetickych reakcich, k zajisténi pohyblivosti, pfi bunééném déleni a v allosterickych
regulacich [8, 9]. Adeninové nukleotidy nejsou svdzény pouze s metabolickymi drahami
v bunééném energetickém systému, ale samy také allostericky ovladaji mnohé regulac¢ni
enzymy. Koncentrace AMP, ADP a ATP, jejich vzdjemné poméry a zmény v nich se tak

podili na kontrole celého bunééného metabolismu [2]. Hladiny adeninovych nukleotidi
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a hlavné poméry mezi nimi odréazeji energeticky stav builky. Nejzndmnéjsi index, ktery
popisuje energeticky stav bunky, navrhl Atkinson a je definovan jako:

[ATP] +0,5[ADP]

AEC = TP+ [ADP) + [AMP)

Organismy za fyziologickych podminek obyéejné udrzuji AEC (adenylate energy charge)
mezi 0,7 - 0,95, coz znamena, ze reakce produkujici ATP jsou v rovnovaze s reakcemi
ATP spotiebovavajicimi. Za nepfiznivych podminek (nap¥. béhem bunééného stresu) AEC
klesne a mtiZe vyustit v bunéénou smrt [2]. Hladiny adeninovych nukleotidii jsou v buiice
udrzovany pomoci procesi biosyntézy, recyklacni drahy a katabolismu.

Rovnovaznou koncentraci adeninovych nukleotidu také vyrazné ovliviiuje enzym ade-
nylatkinasa, ktery katalyzuje reverzibilni fosforylaci jednoho ADP pomoci druhého za
vzniku ATP a AMP:

2ADP = ATP + AMP

Diky této unikatni reakci je nejen zuzitkovana energie ADP, ale také ma tato reakce
funkci sensitivniho prostfednika, ktery umoznuje ,zviditelnit“ malé zmény mezi hladinami
ATP a ADP na velké zmény koncentraci AMP, které jsou samy o sobé energetickym

signalem ovliviiujicim mnoho dal$ich bunéénych procestu [10].

2.1 Biosyntéza purinu

Purinové nukleotidy buinka ziskava dvéma zpisoby: de novo syntézou nebo recyklac¢ni
drahou. Purinova de novo syntéza predstavuje konzervovanou metabolickou drahu, ktera
je energeticky naro¢na a je typickd pro rychle se délici buiiky (napf. pfi embryonalnim
vyvoji, ale také pro buiiky maligné transformované), které maji zvySenou hladinu nuk-
leotidt kvuli syntéze nukleovych kyselin [11, 12]. U ¢lovéka je pak aktivni pfedevsim v
jatrech [13, 14]. Biosyntéza purint probiha u vyssich eukaryot v deseti krocich, ve kte-
rych je fosforibosylpyrofosfat preménén na IMP, prekurzor adeninovych a guaninovych
nukleotidi, viz Obr. 1. Ty jsou z IMP oddélené syntetizovany v dalsich dvou krocich [15].

Rychlost purinové biosyntézy je zavisla na koncentraci fosforibosylpyrofosfatu. Ta je
dana pfedevsim dostupnosti ribosa-5-fosfatu a aktivitou fosforibosylpyrofosfat syntetasy,
ktera je regulovana hladinou fosfatu a allostericky purinovymi nukleotidy [16]. V dalsim
kroku, katalyzovaném fosforibosylpyrofosfat amidotransferasou, dochazi ke zpétnovazebné

regulaci, kdy se kone¢ny produkt metabolické drahy vaze na allosterické misto enzymu



a pusobi na néj inhibi¢né. Fosforibosylpyrofosfat amidotransferasa ma ve strukture dvé
riznd vazebna mista pro nukleotidy AMP, ADP, GMP a GDP, ktera obé ptekryvaji
aktivni misto enzymu [17, 18].

Vyznamny kontrolni bod se dale nachézi v ¢asti syntézy AMP a GMP z IMP, kdy AMP
inhibuje adenylsukcinatsyntasu a GMP inosinmonofosfat dehydrogenasu. Rovnovaha mezi
adeninovymi a guaninovymi nukleotidy se tak zachovava diky jejich vzajemnému propo-
jeni, kdy GTP je subtratem pro syntézu AMP a naopak ATP je subtratem pro GMP
[19, 20].

Enzymy purinové biosyntézy jsou dale zajimavé tim, Ze mohou vytvorit reverzibilni
multienzymovy komplex, nazvany purinosom, jez ptredstavuje jakousi vzadjemnou spolu-
praci enzymt, kdy jsou meziprodukty drzeny v blizkosti aktivniho mista nasledujiciho
enzymu, a tak je zvySena G¢innost katalyzované reakce i celé drahy [21]. Hypotéza puri-
nosomu byla potvrzena pomoci fluorescenc¢ni mikroskopie, kterd umoznila pfimé pozoro-
vani kompartmentalizace vSech Sesti enzymil v cytoplazmé rtznych rakovinnych bunék.
Sestaveni purinosomu bylo zde zéavislé na hladiné purinii v médiu a bylo obzvlast patrné

pfi jejich nedostatku [22].



PPAT

o) 3. amidotransferase
2_0 with OP 206
SPO —'—/'—\'—h

- GARS
2 GAR synthetase
—-.

N

HO PP aly B
Phosphoribosylpyrophosphate (PRPP) Phosphoribosylamine (PRA)
H 0
N GAR Tfase FGAMS
HibQ/-/E-P\I(\ NHg* GAR transfnrmylase FGAM synthase
o /\" tho 5- P ﬁ""
T N'%ormyl  THF ATP  ADPGlu
. YOO THF N-formylglycinamide Gin P
ribonucleotide (GAR) ribonucleotide (FGAR)
O

o}

N
i J AIRS ( | CAIRS _
" N AIR synthetase CAIR synthasa / 0
Ribo-5-P H -
NI’|2+ ; ; / 2 NH2

B ATP  ADP _f
i cO, P, Ribo-5-P
N-formyiglycinamidine Aminoimidazole Carboxyaminoimidazole
ribonucleotide (FGAM) ribonucleotide (AIR) ribonu!éleotide (CAIR)
0
SAICARS ASL N -
SAICAR synthase < Adenylosuccinate lyase <” |
N
NH
ATP ADP NH, | i " .
: ibo-5-
Asp P, Rbo-5~P Fumarate i
N-succinocarboxyamide-5-
aminoimidazole Aminoimidazole-4-
ribonuclectide (SAICAR) carboxamide
ribonuclectide (AICAR)
0
O
N
AICAR Ttase N IMPDH <, | NH
AICAR transformylase ¢/ | IMP cyclnhydmiasez O N N')
/N o —
N'%ormyl ~ THF  Ribo-5-P H0 HO OH
THF :
5-Formamido-4- Inosine monophosphate (IMP)

imidazolecarboxamide
ribonuclectide (FAICAR)



Obr. 1: De novo syntéza purinid. Probihd v deseti krocich, které jsou katalyzovany Sesti en-
zymy: fosforibosylpyrofosfat amidotransferasou (PPAT); trifunkénim enzymem sloZzenym
z glycinamid ribonukleotid syntetasy (GARS), glycinamid ribonukleotid transformylasy
(GAR Tfase) a aminoimidazol ribonukleotid syntetasy (AIRS); formylglycinamidin ribo-
nukleotid syntetasou (FGAMS); bifunkénim enzymem slozenym z karboxyaminoimidazol
ribonukleotid syntetasy (CAIRS) a sukcinylaminoimidazolkarboxamid ribonukleotid syn-
tetasy (SAICARS); adenylosukcinatlyasou (ASL) a bifunkénim enzymem sloZzenym z ami-
noimidazolkarboxamid ribonukleotid transformylasy (AICAR Tfase) a inosinmonofosfat
cyklohydrolasy (IMPDH). Ptevzato z [15].

2.2 Recyklacni draha purinti

V ptipadé, ze ma bunka k dispozici dostacujici mnozstvi hypoxantinu, meziproduktu vzni-
kajicitho odbouravanim purint, jsou purinové nukleotidy preferen¢né syntetizovany recyk-
la¢ni drahou, ktera je méné energeticky naroc¢na. Recyklacni drahou jsou tak organismem
vyuzity volné purinové béaze vznikajici hydrolytickou degradaci nukleovych kyselin pri
traveni [23]. Hypoxantin je konvertovan na IMP diky ptisobeni hypoxantin-guanin fosfo-
rybosyltransferasy, guanin je preménén na GMP za katalyzy téhoz enzymu a adenin je
konvertovan na AMP pomoci adeninfosforibosyltransferasy, viz Obr. 2.

Recykla¢ni drahy negativné ovliviiuji de novo syntézu purint skrze zpétnovazebnou
inhibici fosforibosylpyrofosfat amidotransferasy purinovymi nukleotidy, které recyklac-
nimi drahami vznikaji, a dale spotfebou fosforibosylpyrofosfatu, ktery je spoleénym sub-
stratem hypoxantin-guanin fosforybosyltransferasy a adeninfosforibosyltransferasy [24].

V ramci metabolismu purini existuji enzymové defekty, které u clovéka zpisobuji one-
mocnéni. Jedno z nejznamnéjsich je deficience hypoxantin-guanin fosforybosyltransferasy,
coz v piipadé ¢astecné ztraty aktivity enzymu vede k hyperurikémii (hladina kyseliny
mocové v krvi je vysokd oproti normélnimu stavu), v piipadé tplné ztraty aktivity se
jednd o zavazné onemocnéni Lesh-Nyhanova syndromu [25]. Zndmé jsou také deficience
fosforibosylpyrofosfat syntetasy [26], adenylosukcinatlyasy [27] a aminoimidazolkarboxa-
mid ribonukleotid transformylasy [28].

Purinovy metabolismus je dale z klinického hlediska dtlezity jako cil mnoha léciv. Vice
nez 20 % léku schvélenych v onkologii jsou antimetabolity purini nebo pyrimidina [29).
Ptikladem mohou byt thiopuriny (lé¢ba lymfocytarni leukémie) nebo purinové analogy
(napf. fludarabine) [30]. Kromé latek pfimo pusobicich na enzymy existuji také 1é¢iva na

bézi antifolati, které narusuji purinovou biosyntézu (napf. methotrexat) [31].
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Obr. 2: Recyklacni drdahy purinovych nukleotidi [32, 33, 34, 35]. Hypoxantin je konver-
tovan na IMP diky piisobeni hypoxantin-guanin fosforybosyltransferasy (HGPRT), gua-
nin je pfeménén na GMP za katalyzy téhoz enzymu a adenin je konvertovan na AMP
pomoci adeninfosforibosyltransferasy (APRT). Spole¢nym substratem je fosforibosylpy-
rofosfat (PRPP).

AMP vznikly purinovou biosyntézou nebo recykla¢ni drahou je déle zafazen do energe-
tického metabolismu, kde dochézi k jeho fosforylaci, nebo je odbouran pomoci defosfory-
lace ¢i deaminace. Defosforylaci zajistuje enzym 5’-nukleotidasa a produktem této reakce
je adenosin, ktery mize plnit signalni ilohu nebo byt deaminovan adenosindeaminasou
na inosin, jez je dale degradovan na hypoxantin. Druhou cestou je deaminace, ktera je ka-
talyzovana AMP deaminasou. VSechny puriny jsou degradovany pies xantin na kyselinu

mocovou, viz Obr. 3.
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3 Adenosinmonofosfat deaminasa

Adenosinmonofosfat (AMP) deaminasa (EC 3.5.4.6) je enzym ze skupiny hydrolas, ktery
katalyzuje ireverzibilni deaminaci adenosinmonofosfatu za vzniku inosinmonofosfatu a
amoniaku, viz Obr. 4. Deaminace AMP je dilezitym ¢lankem nukleotidového metabolismu

eukaryot a je vstupni reakci purinového nukleotidového cyklu.

NHz H,0 NH3 &
RARAe, & W SOy
_:';_D o M N > 6 —@ N
OH OH OH OH

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

U savcu existuje neékolik tkanoveé a vyvojové specifickych izoforem AMP deaminasy
[1]. U ¢lovéka byly nalezeny ¢tyfi izoformy kédovany tfemi geny. VSechny izoformy obsa-
huji ¢tyfi identické podjednotky o pfiblizné velikosti 80 kDa [36]. Enzym je fazen mezi
metaloproteiny, protoze obsahuje vizany zine¢naty kationt [37]. Nejvice aktivni, zhruba
stokrat vice nez u jinych tkani, je AMP deaminasa v kosternim svalstvu, coz je disledek
vyssi exprese genu AMPD1 ve svalovych butikach [1, 38]. Svalova forma AMP deaminasy
se oznacuje M a je kddovana genem AMPDI1. Produktem AMPD2 genu je izoforma L,
ktera je syntetizovana zejména v jatrech, ale také ve sleziné€, ledvinach, srdci a mozku
[39, 40]. AMPD3 kéduje izoformy E1 a E2, které jsou produkty alternativni transkripce
a které se predominantné nachazeji v erytrocytech [41], dale také v srdci a sleziné [42].

Z klinického hlediska je vyznamny gen AMPD1, protozZe je-li mutovany, zptisobuje one-
mocnéni svali. Deficience AMP deaminasy se u postizenych jedinct projevuje pfi fyzické
namaze brzkou tnavou svalii, bolesti a kfeemi [43]. Kromé svalt byla také prokizana
deficience AMP deaminasy u erytrocyti, kterd ma ale projev asymptomaticky [44].

Samotna fyziologicka funkce AMP deaminasy jesté neni zcela objasnéna a je nejvice
studovana u svalovych bunék. Predpoklada se, ze AMP deaminasa hraje dtlezitou roli
v dobé zvysenych narokiu na energii. Pii spotfebé ATP dochéazi v burnkéach k akumulaci
ADP a AMP, pricemz vysoky nartist ADP je regulovan a zuzitkovan adenylatkinasou,

ktera katalyzuje fosforylaci jednoho ADP pomoci druhého za vzniku ATP a AMP. Aku-
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mulace AMP je limitovana AMP deaminasou, pomoci které je odebiran AMP a rovno-
véha adenylatkinasové reakce se méni ve prospéch produktii [45, 46]. Navrat adeninovych
nukleotidti, které jsou ztraceny béhem energetickych néarokt, je zabezpecen purinovym
nukleotidovym cyklem, ve kterém dochézi k reaminaci IMP [47]. Alternativné mohou byt
také z IMP odvozeny guaninové nukleotidy. Purinovy nukleotidovy cyklus zahrnuje tii
reakce, které jsou katalyzované enzymy AMP deaminasou, adenylosukcinatsyntetasou a
adenylosukcinatlyasou, viz Obr. 5. V posledni reakci dochézi k produkci fumaratu, ktery je
meziproduktem citratového cyklu. Je mozné, ze tak dochazi k posileni aktivity citratového

cyklu [48].

ATP )
ADP AMP deaminasa NH3
+
ADP
AdenylétkinasaI
IMP
ATP + AMP
Adenylosukcinat Adenylosukcinat
lyas syntetasa
} Adenylosukcinat Aspartat
+
Fumarat oTP
GDP

Obr. 5: Purinovy nukleotidovy cyklus. Zahrnuje tii reakce, které jsou katalyzované enzymy
AMP deaminasou, adenylosukcinatsyntetasou a adenylosukcinéatlyasou. Zobrazena je také
adenylatkinasova reakce. [49].

Dalsim aspektem, ktery ovliviiuje energeticky metabolismus, je produkce amoniaku pii
deaminaci AMP. U kvasinek bylo prokazano, ze amonny kationt spolu se snizenou hla-
dinou ATP posiluje aktivitu fosfofruktokinasy a pyruvatkinasy a tim reguluje glykolyzu
[50]. Pozitivni efekt na glykolyzu ma dale zvySend hladina volného AMP. Fosfofrukto-
kinasa je allostericky inhibovana vysokou hladinou ATP tak, Ze snizuje afinitu tohoto
enzymu k fruktosa-6-fosfatu. AMP naopak dovede zvratit inhibi¢ni uc¢inek ATP, a tak se
s klesajicim pomérem ATP/AMP zvysuje aktivita enzymu [51]. AMP a IMP mimo to al-

lostericky zvysuji aktivitu glykogenfosforylasy, enzymu katalyzujiciho prvni krok stépeni
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glykogenu, zatimco ATP m4 Gé¢inek inhibi¢ni [52].

Samotnd AMP deaminasa také podléhé regulaci. Bylo zjisténo, ze aktivitu enzymu
stimuluji jednomocné kationty, zejména draselny iont [53]. Toto je dale ovlivnéno piitom-
nosti aniontu, se kterym je K™ kombinovan. Enzymové aktivita totiz klesi se zvySujicim
se negativnim nabojem aniontu. Predpoklada se, ze existuje regulacni misto enzymu, kam
se musi vazat aniontové prvky ¢i slouceniny (véetné AMP) pro kompletni aktivaci enzymu
[54]. Enzym je dale aktivovan spiSe kyselejsim pH, jehoZ pomérné Siroké optimum demon-
struji ruzné in vitro studie na hodnotach v rozmezi 6-6,5. [55, 56, 57], ale také 5,9 [58]
nebo 7 [59].

AMP deaminasa je allostericky regulovana AMP, ADP, ATP a anorganickym fosfatem.
Zvyseni AMP a ADP koncentraci ma aktivacni efekt, zatimco ATP a P; inhibi¢ni [60, 61].
Enzym je také ovliviiovan GTP a GDP, nicméné se méa za to, ze v in vivo podminkach
neni tato regulace dulezita [60].

Dalsi moznost kontroly AMP deaminasy je pomoci fosforylace [62]. Proteinkinasa C
je zatim jedinym popsanym enzymem, ktery fosforyluje savéi svalovou AMP deaminasu
v pfitomnosti vapenatych kationtt a fosfatidylserinu, a tak jej aktivuje [63, 64].

Jina teoreticka prace navrhuje adenylatkinasu a AMP deaminasu jako efektivni sys-
tém ke snizeni produkce ATP anaerobni glykolyzou pfi svalové ndmaze (a minimalnim
efektem na oxidativni fosforylaci). To se d&je skrze sniZeni koncentrace ADP a AMP, ak-
tivatory glykolyzy, coz vyznamné zpomaluje proces poklesu pH ve svalu, prodluzuje tak
jeho schopnost préce a snizuje moznost poskozeni bunék [65].

Vsechny AMP deaminasy obsahuji konzervovanou aminokyselinovou sekvenci o roz-
sahu dvou tfetin jeji délky a zahrnuji stfedni a C-koncovou oblast. N-koncova cast se
odlisuje a je tak zfejmé odpovédna za izoenzymové specifickou kinetiku, regulaci a imu-
nologické vlastnosti [41]. V experimentech, pfi kterém byly polypeptidy AMP deaminasy
pripraveny tak, aby postradaly 250 N-koncovych aminokyselin, bylo prokazano, ze nedoslo
ke ztraté katalytické aktivity [66, 67]. V C-koncové oblasti byl dale nalezen konzervovany
motiv SLSTDDP, ktery je zfejmé soucésti katalytického mista AMP deaminas [68].

3.1 Izoenzym M

[zoenzym M je nejsiteji prostudovan v ramci AMP deaminas. Lidska izoforma kosterniho

svalstva ma molekulovou hmotnost podjednotky 72 kDa [36]. V literatufe uvddéné hod-
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noty K,, pro AMP jsou 0,6 - 1 mmol/l. Enzym vykazuje hyperbolickou kfivku zavislosti
reakéni rychlosti na koncentraci substratu (v pfitomnosti K*) [36, 69].

[zoforma M je kédovana genem AMPD1, ktery je lokalizovan na chromozomu 1 p13-
p21, je velky 29 kb a obsahuje 16 exonti o velikostech 101 - 220 nukleotidi kromé exonu
2, ktery se sklada pouze z 12 nukleotidii [70]. Primérni transkript AMPD1 podléha alter-
nativnimu sesttihu, a tak mize byt generovano vice forem tohoto izoenzymu [71].

V literatufe jsou popsany mutace genu AMPD1, které zpusobuji svalové onemocnéni
deficience AMP deaminasy. Ve véts$iné pripada se jedné o tranzici 34 nukleotidu C na T,
ktery se nachéazi v druhém exonu. Vznika tak nesmyslny kodon, ktery zptisobuje predcasné
ukonceni translace [72, 73]. Frekvence této mutantni alely je 8-11 % u bélosské pupulace
s 2 % homozygotnich jedinci a 20 % heterozygotnich [74]. U heterozygotnich jedinct bylo
naméieno snizeni aktivity AMP deaminasy na pouhych 39 % v porovnani se skupinou
zdravych jedinci [43]. Také bylo zjisténo, Ze piekvapivé existuji jedinci, nesouci mutantni
alelu, ale nevykazujici symptomy onemocnéni. Mozné vysvétleni spociva v netypickém
alternativnim sestiihu, tykajiciho se méné nez 5 % AMPD1 transkriptt, ktery vystiihne
exon 2 a umozni tak translaci funkc¢tho peptidu. Zda se, ze i malé mnozstvi funkciho
enzymu staci k zachovani normalniho fenotypu [75]. V soucasnosti neni k dispozici u¢inna
lécba, pro zmirnéni symptomi je mozné pocientim podavat D-ribézu, ktera se snadno
vstifeba a dostane do energetického metabolismu a ktera tak slouzi jako dodatecny zdroj
energie [76].

Svalovda AMP deaminasa je zajimava tim, ze se mize vazat na myosin, zvlasté v dobé
svalové prace, coz ma pozitivni efekt na jeji aktivitu. Lokalizace AMP deaminasy do mist
s vysokym obratem ATP se zda byt dilezité pro efektivni aktivaci enzymu [77, 78].

Nedavno bylo také objeveno, ze izoforma M je inhibovana metforminem, lékem pouzi-
vanym v 1écbé diabetu II. typu, ktery je charakterizovan zejména nedostatecnou citlivosti
tkani k uc¢inkim inzulinu. Pravé inhibice svalové AMP deaminasy je ziejmé dalSim me-
chanismem tc¢inku metforminu. Nahromadéni AMP v disledku inhibice AMP deaminasy
vede k aktivaci AMP-aktivované proteinkinasy, ktera dale zpusobuje sniZeni jaterni glu-
koneogeneze a stimulaci pfijmu glukdzy perifernimi tkdnémi, ¢imz snizuje hladinu glukézy
v krvi [79, 80]. Pfesny mechanismus inhibice metforminem ale je$té neni objasnén. Bylo
pouze publikovano, Ze purifikovanda AMP deaminasa je metforminem inhibovana a ze

u¢inek metforminu u mysi vymizel po vyfazeni genu AMP deaminasy [81].
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3.2 Izoenzym L

Izoforma L Homo sapiens méa molekulovou hmotnost podjednotky 68 kDa [36]. Uvadéné
hodnoty K,,, pro AMP jsou 4,5 - 9,9 mmol/l. Enzym vykazuje sigmoidni satura¢ni ki¥ivku
(v pritomnosti K*) [36, 82].

Izoforma L je kédovana genem AMPD2, ktery je lokalizovan na kratkém raménku
chromozomu 1 v oblasti p13.3, obsahuje 19 exont a je velky 14 kb. Transkript AMPD2
také podléha alternativnimu sestfihu, pfi kterém jsou vyuzivany exony 1A a 1B, oba
obsahujici inicia¢ni kodon. [39].

V literatufe jsou popsany mutace AMPDZ2, které zptsobuji dédi¢né neurodegenera-
tivni poruchy. U postizenych jedinct dochazi ke Spatnému vyvoji mozku, ve kterém je
témér kompletné neptitomnad L forma AMP deaminasy. Zarovén byla u téchto bunék
zjisténa zvysSena hladina adeninovych nukleotidi a snizend hladina nukleotidi guanino-
vych. V soucasnosti se méa za to, ze akumulace adeninovych nukleotidi zpétné inhibuje de
novo syntézu purint (inhibici fosforibosylpyrofosfatsyntetasy a fosforibosylpyrofosfatami-
dotransferasy). Pravé nedostatek guaninovych nukleotidi zfejmé zptusobuje patologicky
fenotyp, ktery se vyrazné projevuje také v zastaveni proteosyntézy (zavislé na GTP). Tato
hypotéza byla dale podpofena experimentem, ve kterém doslo po podani ribonukleotido-
vého purinového prekurzoru k obnové syntézy guaninovych nukleotidii, proteosyntézy a

tedy i prezivani bunék z linie odvozené z pacientovy tkané [83].

3.3 Izoenzym E

Uvadéna molekulovd hmotnost pro lidskou erytrocytarni formu je 80 kDa [36]. Hodnoty
K,, pro AMP jsou 0,6 - 1,2mmol/l. Enzym vykazuje hyperbolickou satura¢ni kfivku (v
pfitomnosti K), viz Obr. 6. V nepfitomnosti monovaletniho kationtu je sigmoidni, stejné
jako u izoformy M [36, 84]. Optimum pH pro tuto izoformu je 7 - 7,1 [84], viz Obr. 7.

[zoenzymy E jsou kédovany genem AMPDS3, ktery se sklada ze 17 exonil a je velky
60 kb. Nachézi se na kratkém raménku chromozomu 11 v oblasti p13 a je pod kontrolou tti
tandemové usporadanych promotort, které se podileji na transkripéni 5’-koncové variabi-
lité genu [85]. U AMPDS3 je popsana bodova mutace vedouci ke katalyticky neaktivnimu
enzymu. Tato deficience ma asymptomaticky prubéh [44].

AMP deaminasa u erytrocytt je pozitivné regulovéna vazbou na Ca?*-calmodulin, coZ

ziejmé hraje roli pri deficienci fosfofruktokinasy, onemocnéni, které je provazeno zvyse-
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Obr. 6: Saturacni krivka erytrocytarni AMP deaminasy [84].
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Obr. 7: Zavislost aktivity erytrocytdirni AMP deaminasy na pH [84].

nym Cerpanim vapniku do erytrocytu za spotifeby ATP a nésledujicim zvysSenim hladiny
IMP pravé pomoci aktivované AMP deaminasy. Erytrocyty ale nejsou schopny znova
syntetizovat AMP z IMP kviili vyvojové ztraté adenylosukcinatsyntetasy, a tak dochazi
k nevratnému vycerpani adeninovych nukleotidtu [86]. Jinym pfipadem regulace erytro-
cytarni AMP deaminasy je 2,3-bisfosfoglycerat, znamy negativni allostericky modulator

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

AMP deaminasa muze byt inhibovana antibiotikem nukleosidové struktury coformycinem
a jeho 2’-deoxy derivatem, viz Obr. 8. Jednd se o kompetitivni inhibici s hodnotami K;
2.1078 mol/1 pro coformycin a 3,6.10~" mol/1 pro 2’-deoxycoformycin (hodnoty zjistény pro
krali¢i svalovou AMP deaminasu) [88]. Zajimavé je, ze tyto nukleosidy jsou v bunééném
systému metabolizovany na fosforylované formy [89], které mohou také inhibi¢né piisobit,
naptiklad 2’-deoxycoformycin 5’-fosfat s hodnotou K; 1.107% mol/1 [88].

Coformycin ale neni specificky inhibitor a kromé AMP deaminasy piisobi také na ade-
nosindeaminasu [90]. Je tedy snaha hledat potencialni inhibitory, které by byly selektivni
pouze pro AMP deaminasu. Priprava takovych latek, strukturné analogickych coformy-
cinu, ale také latek nenukleotidovych, byla jiz publikovana [91, 92]. Pfikladem mizou
byt 3-(karboxyfenylethyl)-imidazo[2,1-f][1,2,4]triaziny, z nichZ jeden zastupce vykazoval u
v8ech ti{ rekombinantnich izoenzymi AMP deaminasy dobré inhibi¢ni vlastnosti (IC5q =
0,9-5,7 pmol/1) [93]. Tyto nové inhibitory ale nejsou komercné dostupné.

AMP deaminasa je zfejmé také inhibovana lé¢ivem metforminem, viz nize [81].

HQ
&)
| NH
HO N NJ
o)

OH

Obr. 8: 2’-deozxycoformycin [94].
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4 AMP-aktivovana proteinkinasa

V souvislosti s energetickym metabolismem celkové a metabolismem adeninovych nuk-
leotidui je jesté treba se zminit o AMP-aktivované proteinkinase. Ta je zodpovédné za
udrzovani energetické rovnovahy jak na bunécné trovni, tak na arovni celého organismu.
Pusobi jako senzor energetickych zmén v eukaryotnich buiikich [3] a jakmile je aktivni,
inhibuje energeticky naroc¢né biosyntetické procesy a naopak zvysuje aktivitu nebo expresi
proteinti zapojenych v katabolismu [4].

AMP-aktivovana proteinkinasa je cytoplazmaticky enzym, patfici do rodiny serin/thre-
oninovych proteinovych kinas [3]. Strukturné se jedna o heterotrimerni komplex, sklada-
jici se z jedné katalytické o podjednotky a ze dvou regulac¢nich: g a . U ¢lovéka existuje
vice izoforem podjednotek, kazda kédovana vlastnim genem: o a [ maji dvé a v tii.
Transkripty nékterych izoforem navic podstupuji alternativni sesttih, coz vede k rtiznym
obménam komplexu. Vysledné izoenzymy jsou tkanové a vyvojové specifické [95].

Na trovni organismu je enzym regulovan pomoci hormonti, napt. leptin, adiponektin,
inzulin, a cytokini, napt. IL-6. Koordinace AMP-aktivované proteinkinasy s leptinem a
ghrelinem napiiklad zajiStuje spranou signalizaci informaci o nasycenosti nebo potieby
potravy organismu mezi perifernimi tkanémi, hypothalamem a zaludkem [96, 97].

Na bunécéné trovni dochéazi k aktivaci enzymu pti zméné poméru AMP:ATP v bunce,
kdyz hladina AMP nariista, coz nastava prfi riznych forméach bunééného stresu nebo po
aktivaci procesu vyzadujicich velké mnozstvi ATP. AMP se vaze do regulacniho mista
v v podjednotce AMP-aktivované proteinkinasy a puisobi jako allostericky aktivator [4].
Enzym se timto stava lepsim substratem pro nadrazenou kinasu LKB1, ktera jej aktivuje
fosforylaci [98], a také vazba AMP bréani proteinovym fosfatdzam toto misto defosforylo-
vat [99]. Kinasa LKB1 disponuje vysokou bazalni aktivitou, proto je fosforylace regulo-
vana pravé vazbou AMP [100]. AMP-aktivovanou proteinkinasu mize fosforylovat jesté
Ca?* /calmodulin dependentni kinasa kinasa, kterd je aktivovdna zvysenim hladiny Ca*"
v cytoplazmé (napf. v rdmci bunééné odpovédi na stres) [101].

Aktivni AMP-aktivovana proteinkinasa pak inhibuje naptiklad syntézu mastnych ky-
selin a cholesterolu [102, 103], a to skrze inhibi¢ni fosforylaci acetyl-CoA karboxylasy,
enzymu katalyzujiciho vznik malonylu-CoA (substratu lipogeneze) z acetyl-CoA. SniZeni
hladiny malonyl-CoA vede k aktivaci § oxidace a inhibici syntézy mastnych kyselin

[104]. V pfipadé cholesterolu ma AMP-aktivovana proteinkinasa inhibi¢ni G¢inek na 3-
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hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reduktasu, coz je enzym katalyzujici redukei 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA na mevalonat [105].

Déle se aktivni AMP-aktivovana proteinkinasa podili na potlaceni glukoneogeneze v
jatrech skrze inhibici transkripce gent pro fosfoenolpyruvatkarboxykinasu a glukosa-6-
fosfatasu [106]. Ve svalovych buikach navic podporuje translokaci glukosového transpor-
téru GLUT4 do plazmatické membrany, coz zvySuje vstup glukosy do bunék [107].

Vzhledem ke schopnosti AMP-aktivované proteinkinasy pfepinat mezi anabolickym
stavem na katabolicky je v poslednich letech navrhovana jako atraktivni cil pro 1é¢bu
metabolickych onemocnéni, zvolasté pro obezitu a diabetes II. typu. Skutecné se proka-
zalo, ze metformin a thiazolidindiony, latky uzivané pfi lécbé diabetu, nepfimo aktivuji
AMP-aktivovanou proteinkinasu [108].

AMP-aktivovana proteinkinasa také hraje roli v procesu autofagie, coz je degradacni
proces bunky obyc¢ejné indukovany hladovénim nebo stresem. AMP-aktivovana proteinki-
nasa muze iniciovat autofagii fosforylaci ULK1 (unc-51-like autophagy-activating kinase
1) [109] za soucasného potlaceni aktivity mTORC1 (jez méa supresivni uc¢inek na fosfo-
rylovanou ULK1) [110]. Skrze signalni drdhu mTORC1 AMP-aktivovana proteinkinasa
také inhihuje proteosyntézu [111].

AMP-aktivovana proteinkinasa se dale podili na udrzovani bunééné polarity fosfory-
laci proteinu CLIP-170 (cytoplasmic linker protein-170), ktery reguluje mikrotubulovou
dynamiku a umoziiuje polarizovanou lokalizaci jejich plus konct [112].

Také v souvislosti s protinadorovymi uc¢inky je zminovana AMP-aktivovana protein-
kinasa. Aktivni enzym se totiz podili na zastaveni bunécéného cyklu ve fazi G1, coz je pro-
vézeno fosforylaci p53 a nadmérnou expresi CDKN1A (cyclin-dependent kinase inhibitor
1A, také zndm jako p21"WAF1) [113]. AMP-aktivovana proteinkinasa se dale jesté fosfory-
laci podili na stabilizaci CDKN1B (cyclin-dependent kinase inhibitor 1B, také zndam jako
p27KIPL) [114], coz piispiva k celkovém obrazu tilohy AMP-aktivované proteinkinasy v
regulaci bunécéného cyklu. Ta ale zatim neni zcela objasnéna.

Vzhledem k tomu, Ze aktivace AMP-aktivované proteinkinasy se vyznamné odviji od
hladiny AMP, je mozné, Ze inhibice AMP metabolizujicich enzymui (napf. AMP deami-

nasy) mize byt zajimavym farmakologickym cilem.
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5 Metody stanoveni aktivity AMP deaminasy

Enzymovou aktivitu je mozné nepiimo stanovit kinetickou metodou na zakladé rychlosti,
jakou enzym katalyzuje pfeménu substratu na produkt ve zvoleném casovém intervalu.
Aby bylo mozné porovnavat tyto zmény, je nutné, aby preména substratu na produkt
byla v ¢ase linearni.

Aktivitu AMP deaminasy je mozné mérit nékolika zpusoby. Jednou z moznosti je
méreni podle mnozstvi vyprodukovaného amoniaku. Tento postup vyuziva modrého zbar-
veni indofenolu, ktery se tvoii v reakci fenolu s amonnymi a chlornanovymi ionty v alka-
lickém prostiedi. Na zakladé méreni absorbance pfi 625 nm je pak mozné stanovit obsah
amoniaku [115]. Dalsi postup spociva v méfeni oxidace NADH pfi 340 nm v ramci gluta-
matdehydrogenasové reakce s pfidavkem a-ketoglutaratu v reakéni smési [116]. Oba tyto
zpusoby jsou ovSem komplikovany usporadanim experimentu, kdy dochazi ke sprazeni
primarni a indikatorové reakce.

Jinym zpusobem je sledovani zmén absorbance, které odrazi konverzi AMP na IMP.
U vzorkt s predpokladanou koncentraci AMP do 250 pmol/1 se sleduje pokles absorbance
pii 267 nm a u vzorkt nad 250 pumol/1 vzrist absorbance pii vlnové délce 280 nm [117].
Nevyhodou této metody je, Ze spektra adeninovych nukleotidi se prekryvaji, a tak méreni
neni presné. Proto je nejrozsifenéjsi metodou nejprve jednotlivé nukleotidy chromatogra-
ficky separovat a poté detekovat. Je mozné pfimo mérit zmény v koncentraci AMP a IMP,
a to klasickymi postupy na analyzu nukleotidi pomoci vysokouc¢inné kapalinové chroma-
tografie na reverzni fazi. Kvantifikace analyti se pak provadi standardnim pridavkem, UV

detekci nebo pomoci hmotnostniho spektrometru.

5.1 Analyza IMP pomoci HPLC na reverzni fazi ve spojeni s

MS/MS

HPLC je separac¢ni technika uzivanda pro déleni a analjzu smési latek, ktera vyuziva prin-
cipu rozdélovani jednotlivych slozek mezi faze mobilni a stacionarni na zakladé jejich
chemickych a fyzikalnich vlastnosti a vzajemnych interakci. V pfipadé usporadani HPLC
na reverzni fazi jsou ve stacionarnim sorbentu vazany nepolarni alifatické zbytky a jako
mobilni faze se uplatiiuji polarni rozpoustédla (napt. methanol, acetonitril). Schéma ka-

palinového chromatografu je na Obr. 9.
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Obr. 9: Schéma kapalinového chromatografu. Sklada se ze zarizeni pro uchovani a trans-
port mobilni faze (vysokotlaké ¢erpadlo), zafizeni pro davkovani vzorku, chromatografic-
kou kolonu pro separaci latek a zafizeni pro detekci latek [118].

U HPLC je mozné pro detekci vyuzit hmotnostni spektrometrii, coz je technika, ktera
prevadi vzorek na ionizovanou plynnou fazi a vzniklé ionty separuje a detekuje podle hod-
noty podilu jejich hmotnosti a naboje. Pro kvantifikaci IMP mtize byt pouzita tandemova
hmotnostni spektrometrie (MS/MS), ktera predstavuje spojeni dvou hmotnostné spektro-
metrickych analyz v prostoru nebo case oddélenych procesem disociace ionti. Vysledkem
je hmotnostni spektrum, které popisuje vztah rodicovského iontu a jeho fragmenti. Kla-
sické usporadani pro MS/MS fragmentaci vyuziva trojity kvadrupdl, ktery sice poskytuje
nizsi rozliseni v porovnani s jinymi typy, ale ma robustni konstrukci a umoznuje kvantifi-

kaci. Schéma MS/MS je na Obr. 10.

;%':ng o1 Q2 Q3 DETEKTOR

———

-

Obr. 10: Schéma tandemové usporadané hmotnostni spektrometrie. Sklada se z iontového
zdroje, kvadrupélu umoznujiciho selekci prekurzorového iontu (Q1), kvadrupdélu umoziiu-
jiciho fragmentaci prekurzoru v kolizni cele (Q2), kvadrupdlu analyzujiciho iontové frag-
menty prekurzoru (Q3) a detektoru. V tomto pfipadé je skonovaci méd nastaven pro
analyzu prekurzort poskytujicich pii fragmentaci uréity fragmentacni iont [119].

21



6 Cile prace

1. Adaptace metody pro stanoveni aktivity AMP deaminasy u leukemickych bunék (linie
K562 a HL-60).

2. Analyza vlivu dostupného inhibitoru 2’-deoxycoformycinu na aktivitu AMP deaminasy.
3. Analyza exprese geni AMP deaminasy u bunék K562.

4. Prfiprava bunék K562 se snizenou expresi genu AMPDS3.

7 Prakticka ¢éast

7.1 Material
7.1.1 Biologicky material

V experimentech byly pouzity bunécné linie K562 a HL-60.

Bunky K562 jsou odvozeny z chronické myeloidni leukémie a jsou neadherentni. Jedna
se o nediferencované pluripotentni blasty s potencidlem diferenciace do pseudoerytro-
cytl a megakaryocytt [120]. Linie nese fizni onkogen BCR-ABL, ktery vznikl reciprokou
translokaci dlouhych ramének chromozomt 9 a 22. Expresi onkogenu vznika konstitutivné
aktivni tyrozinova kinasa, kterd dereguluje fadu signalnich drah [121].

Bunky HL-60 jsou odvozeny z akutni promyeloidni leukémie. Jedné se z 90 % o pro-

myelocyty, které snadno diferencuji do granulocyt a monocyti [122].

7.1.2 Chemikalie
Triton-X 100 (Serva)

RPMI-1640 (Biosera)

Penicillin-Streptomycin (Cell Culture Company)

Fetalni Bovinni Sérum (Sigma-Aldrich)

Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich)

PBS pufr (1x: NaCl 4 g, KC1 0,1 g, Na,HPO, x 12 H,0 605 g, KH,PO, 0,01 g, pH 7,4)
Deionizovana voda (pomoci piistroje Aqua osmotic)

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

CHAPS (Sigma-Aldrich)

EDTA (Duchefa)

Chlorid draselny (Duchefa)

Octan sodny (Lachema)

Agarosa (SERVA)

Formaldehyd 36,5 % (Sigma-Aldrich)
2-Merkaptoethanol (Sigma-Aldrich)
2’-Deoxycoformycin (Tocris)
Ethidium Bromid (Amresco)

AMP (Sigma-Aldrich)

Kyselina mravenéi (Fluka)

Pufr pro méfeni obsahujici HEPES (1x: 25 mmol/l HEPES, 100 mmol/1 KCI, 1 mmol/l
EDTA, 1 mmol/1 dithiotreitol, pH 7)

Lyzac¢ni pufr obsahujici HEPES (1x: 25 mmol/l HEPES, 100 mmol/l KCl, 1 mmol/l
EDTA, 1 mmol/1 dithiotreitol, 0,1 % Triton, pH 7)

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

Lyzac¢ni pufr s imidazolem (2x: 200 mmol/1 KCI, 100 mmol/] imidazol, 5 mmol/] dithi-
otreitol, 0,2 % Triton, pH 7)

RNA vzorkovy nandSeci pufr (2x: deionizovany formamid 650 ul, 37 % formaldehyd
220 pl, 10x MOPS pufr 100 pl, ethidium bromid (10 mg/ml) 2 ul, xylenova zeleri
10 pl 10 % roztoku, bromfenolovad modi 10 ul 10 % roztoku, HyO 8 1]

DNA vzorkovy nanéseci pufr (10x: 50 % glycerol, 0,25 % bromfenolova modf¥, 0,25 %
xylenova zelen, dopliiit 1x TAE pufrem)

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

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

MOPS pufr (10x 0,2 mol/1 MOPS, 50 mmol/] acetat, 10 mmol/l EDTA, pH 7)
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7.1.3 Priistroje
Vi-Cell XR (Beckmann-Coulter)

Inkubator 170B-8 (ESCO)

Laminédrni box biohazard 1800 mm (Thermo Scientific)
Lednice HRF 470 (Haier)

Box skiinovy mrazici (-80) (Sanyo)

Termostat suchy TDB-100 (Biosan)

Spektrofotometr GeniosPlus s programem XFluor4 (Tecan)

Sada pipet BioPette Plus 0,1-2,5 ul, 0,5-10 ul, 2-20 pl, 10-100 1, 50-200 g, 100-1000 gl
(Labnet)

Pipetor (Hirschmann)

Chlazena centrifuga Z326 K (Hermle)
Analytické vahy AE 240 (Mettler)

pH metr 3510 (Jenway)

Minicentrifuga FUGE mini (Benchmark)
Termocyklér MJ Mini (Bio-Rad)

Vortex V1 (Biosan)

Trepacka OS-10 (Biosan)

Zdroj pro elektroforézu E132 (Consort)
Elektroforetickd vana ME-1010 (Major Science)
Mikrovlnna trouba KOR-6L15 (Daewoo)
Transilumindtor UV (Ultra-Lum)

CCD kamera s programem WinFastPVR2 (COHN)

Sonikéator (Branson)
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7.2 Pracovni postupy
7.2.1 Kultivace bunééné linie

Prace s bunéénymi kulturami byla provadéna ve sterilnich podminkéach boxu s laminarnim
proudénim vzduchu, taktéz pouzité roztoky a média byly sterilni. Kultiva¢ni médium bylo
vzdy pred pouzitim ohtato na teplotu 37 °C. Bunécéné linie K562 a HL-60 byly kultivovany
v médiu RPMI 1640 s pridavkem fetalniho bovinniho séra a antibiotik streptomycin a
penicilin a kultivace probihala v inkubéatoru pfi 37°C, 90 % vlhkosti a v 5% COs.
Stanoveni viability a po¢tu bunék bylo provadéno pomoci ptistroje Vi-CELL, ktery
na zakladé prostupnosti cytoplazmatické membrany pro trypanovou modi vypocitava

zastoupeni zivych a mrtvych bunék v kulture.

7.2.2 Priiprava bunéénych extrakta

Exponencialné rostouci bunky byly dezintegrovany za tcelem pripravy extraktu bunéc-
nych proteinti. Bylo vyzkouSeno né€kolik metod: mrazeni a rozmrazovani, sonikace a ex-
trakce pomoci detergentii. Veskeré manipulace byly provadény na ledu kvili zajisténi
stability proteinii.

Nejprve byly napéstované buriky sedimentovany pii nizkych otackach (1 500 rpm/5 min
/4 °C), dvakrat promyty v ledovém PBS a znova sedimentovany. Dalsi postup se lisil podle

pouzité metody.

a. MrazZeni a rozmrazZovdni
Pti mrazeni bunék dochéazi k tvorbé krystalki ledu, které zptisobuji poskozeni bunécénych
membran, a tak je dosdhnuto lyze. Opakované mrazeni a rozmrazovani zvysuje G¢innost
této metody.

Bunéény sediment byl resuspendovan v 1x pufru pro méfeni v pomeéru 400 ul pufru
na 10 miliontt bunék a pfenesen do mraziciho boxu do -80 °C. Po 10 min byl zmra-
zeny vzorek prenesen na led, kde doslo k jeho pozvolnému rozmrazeni. Proces mrazeni a

rozmrazovani byl opakovan 1-5x a jeho tcinnost byla zhodnocena podle vytézku proteint.

b. Sonikace

Pri této metodé dochazi k rozruseni bunék pomoci ultrazvuku.

25



Bunécény sediment byl resuspendovan v 1x pufru pro méreni a poté byl sonikovan
za pouziti skily amplitud (maximalni vykon 400 W) a rtzné dlouhé doby sonikace (1-

10 min). Uéinnost metody byla zhodnocena podle vytézku proteint.

c. Extrakce pomoci detergenti
K lyzi bunék dochéazi pomoci detergentii, které narusuji biologické membrany.

Bunéény sediment byl resuspendovan v 1x lyzaénim pufru v poméru 400 pl pufru na
10 miliond bunék. Lyza¢ni pufr obsahoval bud 0,1 % Triton-X 100, nebo 0,1 % CHAPS.
Lyze probihala 30 min za obc¢asného promichani roztoku. Uéinnost této metody byla
zhodnocena podle vytézku proteint a podle vlivu na aktivitu AMP deaminasy.

Pro odstranéni bunécénych zbytkt byla vzdy po bunécné extrakci provedena centrifu-

gace pii vysokych otackach (18 000 rpm/10 min/4 °C).

7.2.3 Meéreni koncentrace proteinu

Mnozstvi proteint bylo méfeno metodou Bradfordové, kterd vyuziva adsorpci barviva
Coomassie Briliant Blue na proteinové molekuly, jehoz vysledkem je zména zbarveni do
modra, které je mozno spektrofotometricky detekovat pii 595 nm.

K 1 ml ¢inidla Bradfordové byl pridan 1ul vzorku, po 10 min inkubaci bylo 200 ul
prepipetovano do mikrotitracni desticky a nasledné zméfeny hodnoty absorbance. Jako
standard pro kalibracni roztoky byl pouzit bovinni sérovy albumin. MnozZstvi proteint

bylo posléze odecteno z kalibrac¢ni kiivky.

7.2.4 Stanoveni enzymové aktivity

Specifickd aktivita AMP deaminasy byla méfena na zdkladé mnozstvi vzniklého IMP za
jednotku casu. Reakce probihala v reakéni smési o objemu 200 ul pii 30 °C a obsahovala:
100 ! 2x pufru pro méteni, 20 pl 10 mmol/1 AMP, 10 ug proteinii z bunééného lyzatu a na
konec¢ny objem byla doplnéna destilovanou vodou. Podminky méfeni byly optimalizovany
z hlediska pH, casu, typu pufru a mnozstvi pridavku proteinti. Enzymova reakce byla
zastavena pridanim 200 ul ledové 10 % kyseliny mravenci. Vzorek byl poté centrifugovan
pii vysokych otackach (18 000 rpm/10 min/4 °C) a dale separovan pomoci vysokou¢inné
kapalinové chromatografie na reverzni fazi a kvantifikovan MS/MS hmotnostni spektro-

metrii podle externiho standardu.
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7 mnozstvi vyprodukovaného IMP, normalizovaného podle pfidavku proteinii, a ¢aso-
vého intervalu reakce byla vytvorena zavislost, jejiz smérnice odpovida enzymové aktivité
v jednotkéch nmol IMP /min/ug proteint. Pro uréeni pfesné hodnoty vzniklého IMP bylo
nutno kvantifikovat pozadové mnozstvi IMP, které bylo vnaseno do reakce v lyzatu. Toto
mnozstvi se ukazalo jako zanedbatelné ve srovnani s mnozstvim prirtistku IMP béhem
reakce.

Vliv inhibitoru 2’-deoxycoformycinu na aktivitu AMP deaminasy byl studovan pfimo
pridanim inhibitoru do reakéni smési a dale také po urcité dobé inkubace s burikami, pro-
toze bylo prokazano, ze mize byt v bunétném systému metabolizovan na fosforylované

formy [89], které maji také inhibi¢ni efekt [88].

a. pH optimum
Optimalni hodnota byla hledana v rozmezi pH 6-8, pro které bylo pfipraveno 5 roztoku 2x
pufru pro meéfeni. Jako pH optimum byla stanovena takova hodnota pH pufru, pfi které

enzym vykazoval nejvyssi aktivitu.

b. Casovy interval reakce
Enzymova aktivita byla stanovena pro intervaly 15, 30, 45 a 60 min, kvtli zjisténi nej-
vhodnéjsi doby reakce, za ktery byl povazovan nejdelsi mozny interval, pri kterém byl

jesté prirastek IMP linearni.

c. Pufr
Jako vychozi pufr pro 1yzi i méfeni byl zvolen imidazolovy (podle [62], 100 mmol/l KCI,
50 mmol/] imidazol, 1 mmol/1 dithiotreitol, pH 7), ktery ale zptsoboval, Ze vzorek po

zamraZeni precipitoval. Jako alternativu byl zvolen pufr obsahujici HEPES (25 mmol/]

HEPES, 100 mmol/l1 KCI, 1 mmol/l EDTA, 1 mmol/l dithiotreitol, pH 7).

d. MnoZstvi proteini
Pridavek proteini z lyzatu do reakcéni smeési byl vyzkousen pro 10, 30, 60, 100, 130 a
150 pg. Jako nejvhodnéjsi bylo povazovano co nejnizsi mnozstvi, pii kterém jiz probihala

konstantni rychlost reakce.
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7.2.5 Vliv 2’-deoxycoformycinu na viabilitu bunék

Déle byla analyzovana cytotoxicita 2’-deoxycoformycinu testem bunécné proliferace a vi-
ability, a to v rozsahu koncentraci 0,1 - 100 gmol/l. Inhibitor byl inkubovan s buiikami
po dobu 48 h.

Orientac¢ni stanoveni viability bylo provedeno pomoci MTT testu. Jedna se o jednodu-
chou metodu, zaloZenou na redukei zlutého 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetra-
zolium bromidu (MTT) na nerozpustny formazan fialové barvy v reakci je katalyzované
dehydrogenadzami na mitochondridlni membrané zivych bunék a tudiz mnozstvi vznik-
l1ého fialového formazanu je pfimo tmérné viabilité bunék. Obsah formazanu je nasledné

vyhodnocen spektrofotometricky pti 570nm.

7.2.6 Izolace RNA

Za Ucelem analyzy exprese genti pro AMP deaminasu u bunék K562 byla provedena
amplifikace mRNA o plné délce na trovni cDNA. Prvnim krokem analyzy byla izolace
celkové RNA, ktera byla provedena pomoci kitu GenElute’™ Mammalian Total RNA
Miniprep kit (Sigma Aldrich, USA) podle navodu vyrobce. Postup ve zkratce spoéiva v
lyzi bunék za soucasné inhibice ribonukleas (extrakénim pufrem obsahujicim guanidium
thiokyanat, sarcosyl a EDTA), zachyt RNA na silikagel v ethanolovém roztoku, promyti
chaotropni soli, promyti ethanolovym roztokem, vysuSeni kolony a eluce RNA vodnym
roztokem prostym ribonukleas.

Kvalita vyizolované RNA byla ovérena elektroforeticky za denaturacnich podminek
(formaldehyd) v 2 % agarosovém gelu. Koncentrace a ¢istota RNA byla zméfena spek-
trofotometricky a vypoctena z absorbanci pii 260 a 280 nm podle nasledujicich vztahii:
hodnota absorbance 1.0 pfi 260 nm odpovida 40 pug/ml a ¢istota je poté uréena z poméru
absorbanci pti 260 a 280 nm, ktery musi byt mezi ¢isly 1,8 - 2,1, je-li vzorek nekontami-

novany.

7.2.7 Reverzni transkripce

RNA byla dale prepsana do cDNA pomoci Enhanced Avian HS reverzni transkriptasy
(Sigma-Aldrich, USA) podle ndvodu vyrobce. Do reakéni smési o celkovém objemu 20 ul
byly vlozeny 2 ug templatové RNA, ktera byla jesté pred pridanim transkriptasy 10 min

inkubovana pii 70 °C kvuli rozruseni sekundarnich struktur. Jako primery byly pouzity
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nadhodné nonamery, dale byl pak do reakce pfidan placentarni inhibitor ribonukleas. Re-
akce probihala podle nasledujiciho 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. Vysledna smés s cDNA byla jesté

2x zfedéna vodou.

7.2.8 Amplifikace cDNA o plné délce pomoci NESTED PCR

Nasledné byla cDNA pouzita jako templat pro NESTED PCR. Tato varianta umoznuje
zvyseni specifity amplifikace DNA diky systému dvou primerovych part, kdy v prvni PCR
reakci dochazi k syntéze PCR produktu, ktery je poté pouzit jako templat pro druhou
reakci (viz schéma na Obr. 11), coz je zvlasté vyhodné pti amplifikaci dlouhych sekvenci,

kdy je vyssi pravdépodobnost vzniku nespecifickych produkti.

5 I/ 3'  templatova cDNA
1.PCR =t I [1]s
(primery +1, -1) 57+1 | /l -
3 // 5
5 1 3 cDNA preamplifikaty
2.PCR - [[—{ 2 |5
(primery +2, -2) g2 ) —
3| ‘i[jr 5|

;

konecné PCR produkty

Obr. 11: Schéma NESTED varianty PCR. Tato metoda vyuziva systému dvou primero-
vych part, kdy v prvni PCR reakci dochazi k syntéze PCR produktu, ktery je poté pouzit
jako templat pro reakci druhou.

Tab. 1: Reakéni profil PCR 1.

Pocet cykla Teplota Doba trvani
1 95 °C 1 min
15 95 °C 40 s
Tm primert - 5 °C 20 s
68 °C 3 min 40 s
1 68 °C 4 min
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Tab. 2: Reaké¢ni profil PCR 2.

Pocet cykla Teplota Doba trvani
1 95 °C 1 min
25 95 °C 40 s
Tm primert - 5 °C 20 s
68 °C 3 min 6 s
1 68 °C 4 min

Za tucelem zisku co nejvice specifického produktu byla pouzita polymerasa s 3’-5’
exonukleasovou aktivitou Herculase II Fusion DNA Polymerase (Agilent, USA). NESTED
PCR byla provedena pro vSechny tii mRNA odvozené od geni AMP deaminasy. Prvni
PCR probihala podle schématu v Tab. 1, druh&d PCR viz Tab. 2 v end-point provedeni.

Délka PCR produktt byla vypoctena z refen¢nich sekvenci mRNA pro lidskou AMP
deaminasu. Predpokladané délky amplikoni po druhé PCR jsou uvedeny v uvedeny v

Tab. 3.

Tab. 3: Predpokladané délky PCR produktt pro jednotlivé geny AMP deaminasy.

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

Vyhodnoceni NESTED PCR bylo provedeno pomoci elektroforézy v 1,2 % agarosovém
gelu.

7.2.9 Potlaceni exprese AMPD3 genu RNA interferenci

Za ucelem analyzy vlivu erytrocytarni izoformy AMP deaminasy na K562 linii byly pfi-
praveny bunky se snizenou expresi AMPD3. Té bylo soddhnuto zptsobem RNA interfe-
rence prostiednictvim shRNA navrzenou na 3’ UTR cilové mRNA. Konstrukt byl vnesen
zplsobem stabilni transfekce, pii kterém byly pouzity Lentivirové ¢astice nesouci expresni
kazetu kodujici shRNA a selekéni kazetu rezistence viic¢i puromycinu. Transfekce byla pro-
vedena podle pokynii vyrobce (Santa Cruz Biotechnology, USA) za pomoci polykationtu
polybrenu, ktery eliminuje naboj na povrchu bunék, a tak usnadiuje interakci virovych
¢astic s buntkami. V experimentu byly pouzity dvé koncentrace polybrenu (3 a 10 pg/ml)
versus dva titry virovych ¢astic (5 a 15 ul, resp. 25 000 a 75 000 virovych ¢éstic na 1 ml
bunééné suspenze obsahujici 230 000 bunék). Inkubace bunék probihala 1 den, poté byly
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selektovany puromycinem o vysledné koncentraci 0,5 ug/ml, kterd byla posléze navyso-
véna na 1 ug/ml.
Meétenim aktivity AMP deaminasy byla provedena analyza, do jaké miry byla jednot-

livych transfektant snizend exprese genu AMPDS.

7.3 Vysledky

7.3.1 Optimalizace piipravy bunéénych extraktii

Uspésnost dezintegrace bunék byla posuzovana podle vitézku proteinti, popf. podle akti-
vity AMP deaminasy, a byla testovana na K562 burkach. Nejméné i¢inna byla sonikace,
pti které byl prumérny vytézek proteinti okolo 1ug/ul, i pfes pouziti skdly amplitud a
rizné dlouhého casu sonikace.

MraZenim a rozmrazovanim bylo dosdhnuto pramérné 3 ug/ul proteint, ke kterému
stacily jiz dva cykly.

Extrakce pomoci detergenti se ukazala jako nejlepsi z hlediska vytézku proteinii, ktery
byl v piipadé Tritonu-X 100 primérné okolo 6,5 ug/ul, v pripadé detergentu CHAPS
5 g/ pl.

Metody mrazeni a rozmrazovani a lyze pomoci detergentti byly porovnany také podle
aktivity AMP deaminasy, viz Obr. 12. Nejvyssich hodnot aktivit bylo dosazeno pti bunééné
extrakci pomoci Tritonu-X 100 a metodou mrazeni a rozmrazovani. Jako nejvhodné;jsi ly-

zacni postup byla zvolena metoda 1yze pomoci Tritonu-X 100.

7.3.2 Stanoveni enzymové aktivity

Podminky méfeni byly optimalizovany z hlediska pH, ¢asu, typu pufru a mnozstvi pti-
davku proteinti porovnanim enzymovych aktivit.

Na Obr. 13 je porovnani enzymovych aktivit, které byly méfeny pfi pH 6-8 u bunék
K562 a HL-60. Podle téchto vysledki bylo povazovano za optimalni pH u obou linii
hodnota 7.

Vliv pufru byl u bunék K562 zhodnocen podle enzymovych aktivit v prostfedi pufru
obsahujiciho imidazol nebo HEPES. Vysledky jsou znazornény na Obr. 14 a vyplyva z
nich, ze pro meéfeni aktivity je vhodnéjsi pufr obsahujici HEPES, ktery byl pak nadéle

pouzivan namisto vychoziho imidazolového pufru (zvolen na zdkladné literatury), ktery
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Obr. 12: Porovndni metod mraZeni a rozmraZovini (M/R) a lyze pomoci detergenti
Triton-X 100 a CHAPS podle aktivity AMP deaminasy. Nejvyssich hodnot aktivit bylo
dosazeno pti bunécné extrakci pomoci Tritonu-X 100 a metodou mrazeni a rozmrazovani.

navic také po zamrazeni vzorku zptsoboval precipitaci, narozdil od pufr obsahujiciho
HEPES.
nejdelsi mozny interval, pii kterém byl priristek IMP blizko linedrnimu stavu, viz Obr. 15.

Dale byl testovan vliv mnozstvi pridavanych proteinii do reakéni smési na enzymovou
aktivitu. Jako nejvhodnéjsi bylo povazovano co nejnizsi mnozstvi, pii kterém jiz probihala
konstantni rychlost reakce, v tomto pfipadé bylo zvoleno 10 ug, viz Obr. 16.

Uéinek inhibitoru 2’-deoxycoformycinu na aktivitu AMP deaminasy byl studovan
piimo pridanim inhibitoru do reakéni smési a dale také po urcité dobé inkubace s bu-
nkami. VIiv pfimého inhibi¢niho ptisobeni 2’-deoxycoformycinu v koncentracich 1, 3 a
10 pmol/l je znazornén na Obr. 17. Pfi koncentraci 10 gmol/l doslo k vyznamnéjsimu
poklesu v aktivité p¥riblizné o 32 %, v pripadé K562 a v pripadé HL-60 o 44 %.

Daéle byl proveden experiment, kdy byl nejprve inhibitor po urc¢itou dobu inkubo-
van s bunikami a teprve pak bylo provedeno méreni aktivity. Byly pouzity koncentrace
3 a 10 umol/l a inkubace trvala 3 h. Protoze doslo ke stejnému poklesu aktivity, byl
dalsi experiment proveden jiz pro koncentraci 3 umol/l, ve kterém byl testovan vliv 2’-
deoxycoformycinu v pribéhu 1-24 h, viz Obr. 18. Bylo zaznamenano, ze aktivita se s Casem

snizovala a nejvétsi pokles byl v pfipadé 24 h inkubace, kdy aktivita klesla o 32 % u K562

32



K 562

0.045

0.04

0.035

0.03 — 5

0.025 — F—

0.02 — —]

0.015 — — —

Aktivita [nmol/min/ug]

00t 4 — +—

0.005 1T — — s

D T T T T

pH6 pHES5 pHTY pH75 pHB

pH

(a)

Aktivita [nmoliminfug]

HL-60

0.045

0.04

0.035

0.03

0.025
0.02
0.015
0.01

0.005

pHB

pH 6.5

(b)

pH7 pHT.

pH

5

pH 8

Obr. 13: Vv pH na aktivitu AMP deaminasy u bunék (a) K562 a (b) HL-60. Méfeni
probihalo v rozmezi pH 6-8. Optimalni pH bylo u obou linii 7.
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Obr. 14: Viiv sloZent pufru na aktivitu AMP deaminasy u bunek K562. Enzymova aktivita
je v prostiedi pufru obsahujici HEPES vyssi nez v pripadé pufru s imidazolem a tento
rozdil je signifikantni (p < 0,05). Chybové tsecky predstavuji + standardni odchylku.

a 0 24,5 % u HL-60 bunék. Zfejmé tedy k inhibi¢nimu acéinku pfispivaly i metabolizované

formy inhibitoru.
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Obr. 16: Viiv mnozstvi pridavku proteint do reakéni smeési na enzymovou aktivitu v K562
a HL-60 bunék. Jako optiméalni byla zvolena hodnota 10 ug.

7.3.3 Vliv 2’-deoxycoformycinu na viabilitu bunék

Po vystaveni bunék riiznym koncentracim 2’-deoxycoformycinu nedoslo ke snizeni viabi-
lity. 2’-deoxycoformycin v rozsahu 0,1 - 100 gmol/1 tedy neni pro K562 linii cytotoxicky.
7.3.4 Izolace RNA, reverzni transkripce a amplifikace cDNA o plné délce

Vyizolovand RNA nebyla kontaminovand (Aggo/A2so = 2) a méla koncentraci 460,16 ng/pl.
Kvalita RNA byla posouzena po elektroforetické separaci podle pfitomnosti pruhi pro

28S a 18S rRNA a jejich velikostniho poméru, ktery je v pripadé neporusené RNA 2:1. Z

34



0.014
0.05 T
_ 0.012 4 1
o
3 004 )
2 =X g
E E
S 0031 RS
£ E
:*E - g 0.006 -
E £ 0004 -
0.01 <
0.002 -
0 - 0
Ko 1 3 10 Ko 1 3 10
DCF [pmol/] DCF [umolil]

(a) (b)

Obr. 17: Uéinek 2’-deozycoformycinu (DCF) v koncentraci 1, 8 a 10umol/l na aktivitu
AMP deaminasy po pridani do reakcni smési a porovndni s kontrolou. Experiment prove-
den pro bunky K562 (a) a HL-60 (b). (Ko; bunky bez pfidavku inhibitoru.) Pfi koncentraci
10 umol/1 doslo k vyznamnéjsimu poklesu v aktivité pfiblizné o 32 %, v piipadé K562 a
v pripadé HL-60 o 44 %. Chybové tsecky predstavuji + standardni odchylku.

elektroforetogramu na Obr. 19 je vidét, ze RNA byla neporusené a dobré kvality.

2 ug RNA byly dale pouzity pro reverzni transkripci a takto vznikld cDNA byla na-
sledné pouzita pro NESTED PCR. Elektroforetickou analyzou PCR produkti a jejich
porovnanim s ocekavanou velikosti amplikont (Tab. 3) bylo zjisténo, ze v buiikich K562
jsou exprimovany geny AMPD1 a AMPDS, nikoliv AMPD2, viz Obr. 20. Zjisténi ex-
prese AMPD1 bylo prekvapivé, vzhledem k tomu, Ze se tento gen typicky exprimuje ve
svalovych bunkach. P¥i amplifikaci mRNA AMPDI na trovni cDNA vzniklo vice PCR
produktii, protoZe na gelu jsou kromé vyraznéjsiho pruhu o o¢ekévané velikosti (1 795 bp)
také pritomny dalsi t¥i slabé pruhy. Mohlo by se jednat o rizné varianty alternativniho
sestfihu. Pro mRNA AMPD2 na Grovni cDNA nevznikl zadny PCR produkt a pro gen
AMPDS3 byl specificky amplifikovan tsek o ocekdavané velikosti (3 061 bp).

7.3.5 Potlaceni exprese AMPD3 genu RNA interferenci

Métenim aktivity AMP deaminasy bylo zhodnoceno, do jaké miry doslo k potlaceni ex-
prese AMPDS3 genu u jednotlivych transfektant. Vysledky jsou graficky znézornény na
Obr. 21. Nejlepsiho vysledku bylo dosdhnuto u bunék s koncentraci polybrenu 3 pg/ml v
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Obr. 18: Ucinek 2’-deoxycoformycinu (DCF) v koncentraci 8 umol/l na aktivitu AMP de-
aminasy po inkubaci s bunkamsi. Inhibitor byl nejprve po dobu 1, 3, 6 a 24 h inkubovan
s burikami a teprve pak bylo provedeno méfeni aktivity. Kontrolu (Ko) predstavuji neo-
vlivnéné buiiky. Provedeno pro bunky K562 (a) a HL-60 (b). Nejvétsi pokles v aktivité
byl zaznamenén po 24 h inkubaci, kdy aktivita klesla o 32 % u K562 a o 31 % u HL-60
bunék. Chybové tsecky predstavuji + standardni odchylku.

— 285 tRNA

— 185 tRNA

Obr. 19: Elektroforetogram vyizolované RNA. Dva vyrazné pruhy predstavuji 28S a 18S
rRNA, jejichz vzajemny velikostni pomér je priblizné 2:1, coz znac¢i RNA dobré kvality.

kombinaci s 5 pul titrem viru. Enzymové aktivita byla oproti kontrole snizena o 41,8 %.
Naopak k nejmensimu snizeni aktivity doslo u transfektanttt s koncentraci polybrenu

10 pg/ml v kombinaci s 5 pl titrem viru (aktivita snizena o 22,5 %).
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Obr. 20: Elektroforetogram PCR produkti. V krajnich drahach (1, 5) je standard mole-
kulové hmotnosti, v drahach 2, 3 a 4 jsou postupné vzorky PCR produktt pro AMPD1,
AMPD2 a AMPDS. Pti amplifikaci mRNA AMPDI1 na trovni cDNA vzniklo vice PCR
produktli, protoze v draze je vidét kromé vyraznéjsiho pruhu o ocekivané velikosti
(1 795 bp) také ptitomnost dalsich tii slabych pruht; mohlo by se jednat o rizné va-
rianty alternativniho sestfihu. Pro mRNA AMPD2 na Grovni cDNA nevznikl zadny PCR
produkt a pro mRNA AMPDS3 na trovni cDNA byl specificky amplifikovan tsek o oce-
kavané velikosti (3 061 bp).

0.1

0.09

0.08 1

Aktivita [nmoliminfug]

Ko 3/5 315 10/5 10/15
Transfekované bunky

Obr. 21: Aktivita AMP deaminasy u transfekovanych bunék. Oznaceni jednotlivych
transfektant vychazi z pouzité koncetrace polybrenu / titru viru. Ko pfedstavuje kon-
trolni populaci netransfekovanych bunék. Nejlepsiho vysledku bylo dosahnuto u bunék
3/5, u kterych byla enzymova aktivita snizena o 27,1 %.
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8 Diskuze

V ramci této prace byla v nasi laboratofi adaptovana metoda pro stanoveni aktivity AMP
deaminasy u bunék K562 a HL-60. Byla pouzita metoda nepfimého stanoveni kinetickou
metodou na zakladé rychlosti, jakou enzym katalyzuje pfeménu substratu na produkt ve
zvoleném cCasovém intervalu. Konkrétné byla specificka aktivita méfena na zakladé mnoz-
stvi vzniklého IMP. Metoda byla optimalizovana z hlediska pH, typu pufru, casového
intervalu reakce a mnozstvi pridavku proteinti. Prvni experimenty byly provadény podle
publikovanych postupt ([62]), bylo ale zjisténo, ze béZné pouzivany pufr na bazi imida-
zolu neni vhodny, protoze po zamrazeni vzorku vznikaji proteinové precipitaty. Byl proto
vyzkousen pufr obsahujici HEPES, ktery po zamrazeni vzorku nezptisoboval precipitaci
a hlavné mél piiznivéjsi dopad na aktivitu AMP deminasy (p < 0,05). Mozny divod by
mohl byt v samotném imidazolu, ktery ma chelatacni vlastnosti, a tak mize vyvazat urci-
tou frakci zinecnatych kationti, které jsou ovSem nutnou soucasti fungujiciho enzymu.
Zjisténé optimalni pH se pak shodovalo s hodnotami uvadénymi v literatufe.

Daéle byl stanoven vliv biochemického inhibitoru 2’-deoxycoformycinu na aktivitu AMP
deaminasy a to v prubéhu dvou experimentii: pfimé inhibice pfidanim do reakéni smési a
vliv inhibitoru po inkubaci s butikami. Bylo zjisténo, ze pfi pouzité koncentraci 10 gumol/1
doslo ke snizeni aktivity zhruba o 30 % v pfipadé pfimé inhibice. V experimentu, kdy
byl inhibitor v 3 ymol/1 koncentraci inkubovéan s butikami, dochazelo ke sniZeni aktivity s
Casem a nejvétsi pokles byl zaznamendn po 24 h inkubaci (pfiblizné 30 %). V tomto pii-
padé tedy k inhibi¢nimu t¢inku prispivaly i metabolizované formy inhibitoru. Celkoveé bylo
zjisténo, ze 2’-deoxycoformycin neni pfilis ii¢innym inhibitorem AMP deaminasy, nicméné
jiné inhibitory nebylo mozno vyzkouset vzhledem k dostupnosti. 2’-deoxycoformycin byl
dale prokazéan jako necytotoxicky v testovaném rozsahu 0,1 - 100 gmol /1.

Néasledné byla provedena molekularné-biologickd inhibice pomoci RNA interference
v experimentu, ve kterém byly pripraveny bunky K562 se sniZzenou expresi AMPD3. U
jedné populace transfektanti doslo ke snizeni aktivity o 40 %, nicméné se jedné o neho-
mogenni populaci s ur¢itym rozpétim miry snizeni exprese, kterd vyplyva z konkrétnich
jednotlivych integracnich udalosti v bunkach. Bylo by tedy vhodné do budoucna tento
experiment dokoncit rozklonovanim za tcelem zisku homogenni klonalni populace bunék
s co nejnizsi aktivitou AMP deaminasy. Dal$i moznosti, pro¢ nemusi byt tato metoda

uspésna, bylo prekvapivé zjisténi, ze u K562 bunék je exprimovan kromé AMPDS3 genu
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také gen AMPDI1, ktery se typicky exprimuje ve svalovych bunkach. Exprese AMPD1
u bunék K562 muze byt vysvétlena aneuploidii bunécéné linie. OvSem hypotézu, ze do-
chazi k translaci funkéniho izoenzymu M, by bylo vhodné jesté ovérit na tirovni proteint.

Expresni profil byl proveden pomoci amplifikace mRNA na trovni cDNA o plné délce.
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9 Zavér

V teoretické ¢asti prace byla vypracovana reSerSe zabyvajici se AMP deaminasou a me-
tabolismem adeninovych nukleotidi. Byla také zminéna AMP-aktivovana proteinkinasa,
ktera s témito tématy tizce souvisi. Na zavér byly shrnuty metody pro stanoveni aktivity
AMP deaminasy.

V praktické ¢asti byla adaptovana metoda pro méteni aktivity AMP deaminasy v ramci
podminek nasi laboratore. Déle byl touto metodou analyzovan vliv dostupného inhibitoru
2’-deoxycoformycinu na enzymovou aktivitu a bylo zjisténo, Ze neni pfili§ Gc¢inny. Proto
byla nasledné provedena molekularné-biologické inhibice pomoci RNA interference v ex-
perimentu, ve kterém byly pfipraveny burnky K562 se snizenou expresi AMPDS3. Také byl
proveden expresni profil geni AMP deaminasy u linie K562 a bylo zjisténo, ze u téchto

bunék je exprimovan gen AMPDS a také prekvapivée AMPD]I.
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10 Seznam pouzitych zkratek

AMP adenosinmonofosfat

ADP adenosindifosfat

ATP adenosintrifosfat

cDNA komplemetarni DNA

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

CHAPS 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio|-1-propansulfonat
DNA deoxyribonukleova kyselina

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

FAD flavinadenindinukleotid

FMN flavinmononukleotid

GMP guanosinmonofosfat

GDP guanosinmonofosfat

GTP guanosinmonofosfat

HPLC vysokotcinna kapalinova chromatografie
IMP inosinmonofosfat

MOPS 3-(N-morfolino)propansulfonovéa kyselina
MS/MS tandemovéa hmotnostni spektrometrie
NAD™ nikotinamidadenindinukleotid

NADP™ nikotinamidadenindinukleotidfosfat
PBS fosfatovy pufr

PCR polymerazova fetézova reakce

RNA ribonukleova kyselina
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shRNA small hairpin RNA

TAE Tris-Acetat-EDTA pufr

PPAT fosforibosylpyrofosfat 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 adenylosukcinatlyasa

AICAR Tfase aminoimidazolkarboxamid ribonukleotid transformylasa
IMPDH inosinmonofosfat cyklohydrolasa

HGPRT hypoxantin-guanin fosforybosyltransferasa

APRT adeninfosforibosyltransferasa

PRPP fosforibosylpyrofosfat
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