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1. Uvod

Nukleosidmonofosfitkinasy predstavuji vSudypiitom-
nou skupinu enzymil, které maji klicové uplatnéni v bu-
né¢ném metabolismu, véetné syntézy DNA a RNA. Kata-
I yzuji reverzibilni prenos fosfatové skupiny z NTP (nejcas-
t&ji ATP) na NMP dle schématu: MgN,;TP + N,MP 2
MgN;DP + N,DP. Obecné vlastnosti téchto enzymil jsou
shrnuty v pfehledném ¢lanku o adenyldtkinase', kterd
v soucasné dobé predstavuje nejlépe prostudovanou nuk-
leosidmonofosfatkinasu vilbec’. Podle povahy heterocyk-
lické baze akceptoru fosfitové skupiny délime nukleosid-
monofosfatkinasy na purinové a pyrimidinové. Pyrimidin-
nukleosidmonofosfatkinasy se vyskytuji v sav¢ich bunikach
jako dva odlisné enzymy. Zatimco prvni z nich (EC 2.7.4.9)
fosforyluje dTMP a dUMP (cit. 3%), druhy enzym (EC
2.7.4.14) vykazuje Sirokou substritovou specifitu™, fosfo-
ryluje UMP, CMP, dCMP a zcela vyjimecnédUMP. Vzhle-
dem k tomu, Ze substrdty pro pyrimidinové nukleosid-5’-
-fosfatkinasy in vivo vznikaji jak de novo, tak pfi metabo-

lickych procesech vedoucich k reutilizaci prekurzord, jsou
tyto enzymy nezbytné pro biosyntézu pyrimidinovych nu-
kleotidid. Jejich relativné Sirokd substratova specifita na-
chazi vyuziti i pfi chemoterapii rakoviny. Fosforyluji napf.
5’-fosfatydvou pyrimidinovych analogii, 1-(3-D-arabinofu-
ranosylcytosinu a 5-fluorouracilu, zndmych jako kan-
cerostatika>’; pravé fosforylace téchto latek je nutnym
predpokladem pro jejich metabolickou konverzi na farma-
kologicky aktivni formy.

Pyrimidinnukleosidmonofosfatkinasy — (pyrimidinnu-
kleosid-5’-fosfatkinasy PNP-kinasy, PK) jsou zdaleka mé-
né prostudovany ve srovndni s purinovymi a to proto, ze
relativné dlouho nebyla popsédna efektivni a selektivni izo-
laéni metoda. V roce 1985 Seagrave a Reyes' popsali
vysoce ucinny postup, vyuzivajici afinitni chromatografie,
pro izolaci pyrimidinnukleosidmonofosfatkinasy z bun¢k
kostni diené krys.

Zasadnim prevratem pro izolaci a studium téchto enzy-
mu byla identifikace a izolace jejich genti a naslednd pii-
prava pfislusnych ¢cDNA (cit. *14). Rada pyrimidinnukle-
osidmonofosfatkinas byla pripravena v krystalickém sta-
vu’-"""" " coz umoznilo studium tercidrni struktury a jeji
porovnani se strukturou adenylatkinas (AMP-kinas) a gua-
nylatkinas (GMP-kinas) (cit. 1'2:!8). Pfesto ve srovnani
s purinnukleosidmonofosfitkinasami neni jejich studium
zdaleka tak systematické'”-". To se tykd pfedevsim typu
enzymi zndmych v literatuie pod ndizvem UMP-CMP-ki-
nasy. Dosud neexistuje o zddné pyrimidinnukleosidmono-
fosfatkinase ucelena studie srovnatelna s AMP- nebo GMP-
kinasou.

2. 2’-Deoxythymidylatkinasy

2'-Deoxythymidyldtkinasy (ATP:dTMP-fosfotransfe-
rasy, dile dTMP-kinasy, EC 2.7.4.9) se ucastni syntézy
dTTP, a proto maji klicovy vyznam pro biosyntézu DNA.
Fosforyluji dTMP, vznikajici de novo nebo jako produkt
katabolismu prostiednictvim zachranujicich mechanis-
mut"’, na dTDP. Pravé intracelularni koncentrace dTDP je
s nejvyssi pravdépodobnosti faktorem, ktery limituje syn-
tézu dTTP (cit. 20y, 2'-Deoxythymidin-5'-trifosfit je sou-



¢asné zpétnovazebnym inhibitorem dTMP-kinas?!, které
se tak vyrazné uplatiiuji pfi regulaci urovné bunécné pro-
liferace20-22 Aktivita dTMP-kinas je obtizn& detegova-
telnd v neproliferujicich tkdnich®-** (napt. jatra dospélych
krys nebo mysi); naopak v rychle rostoucich tkanich (napf-.
embryonalni tkdné, leukocyty, neoplastické tkdné) byly
aktivity enzymti podstatné zvyseny?3-20. Piikladem mutize
byt dTMP-kinasa izolovan4 z kufecich jater’. Maximdlni
aktivita enzymu nalezena v ranych stadiich vyvoje (2-10
denni embryo), klesne na pétinu mezi 16.-21. dnem em-
bryondlniho vyvoje. V jaternich tkanich dospélych kufat
byla zji§téna jizjen nepatrnd hladina dTMP-kinasy™.
Postupné byly objeveny dTMP-kinasy kddované bak-

3,21 i

teridlnim®’, eukaryotnim virovym® genomem. Cés-
tecné vycisténé enzymy byly pfipraveny z bakteridlnich,
rostlinnych a savéich zdroji (E. coli2%39 mysi fibroblasty
L60TM (cit. 31), teleci thymus®, mysi embryondlni fibro-
blasty 1929 (cit. 32), krysi regenerujicijatra®”, EAT buii-
ky™*, Landschutzovy ascity™, ascity mysiho Sarkomu 180
(cit. 34),leukemie’"™
terranea’”). Extrémni nestabilita a minoritni obsah byly po
dlouhou dobu hlavni piekdzkou izolace homogennich
dTMP-kinas ze savéich tkani a bunék®. Podstatnym pii-
nosem pro izolacni postupy bylo zjisténi, Ze aktivitu d-TMP-
kinas stabilizuje dTMP (v mens$i mife i dTDP a dTTP)
v pritomnosti merkaptoethanolu37. V téméf homogenni
formé byly izolovany dTMP-kinasy z E. coli?’, mysiho
hepatomu™®, kvasinek®, lidskych leukemickych bunék’
a lidské placenty®. Kvalitativni zvrat pro izola¢ni postupy,
stejn¢ jako u AMP- a GMP-kinas, znamenalo az vyuziti
genového inzenyrstvi; cDNA virovych a savéich dTMP-ki-
nas byly klonovéany do E. coli” a S. cerevisiae CDC8
mutantu!® (deficientnim na dTMP-kinasu, gen CDCS8
(cit. 4041y Funkéni enzymovy preparat byl pfipraven ex-
presi lidského genu (lidské Hep G2 butiky) v kvasinkach”.
dTMP-kinasy byly nalezeny ve spojené nuklearni a cyto-
plazmatické frakei, ale ne v mitochondridlni?!. U A. medit-

erranea je tento enzym lokalizovan v chloroplastech®™*.

, kuteci jatra®, Acetabularia medi-

2.1.0becné vlastnosti

Relativni molekulovd hmotnost lidské dTMP-kinasy
(lidské Hep G2 buiiky) vypoctena z prislusné cDNA, obsa-
hujici kédujici oblast 633 nukleotidt, je 24 000 (cit. !°).
Tato hodnota se shoduje s hodnotou relativni molekulové
hmotnosti dTMP-kinasy z lidské placenty™, kterd byla
urCena elektroforézou za denaturujicich podminek. Pod-
statné vyssi relativni molekulovou hmotnost 50 000 nalezli
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Lu a Cheng’ u enzymu z lidskych leukemickych bungk.
Proto se predpoklada, ze lidska dTMP-kinasa tvofi in vivo
dimer sloZeny ze dvou identickych podjednoteklg. Rela-
tivni molekulovd hmotnost dTMP-kinas izolovanych kla-
sickym zptisobem z rznych tkédni a bunék se pohybuje
v rozmezi 25 000-65 000. Nékteré hodnoty vSak byly sta-
noveny bez ohledu na podjednotkové slozeni enzy-

mii20,27,34,36,40

2'-Deoxythymidylatkinasy jsou stabilni v Sirokém roz-
mezi pH (pH ~ 6-9) s optimem pH - 7 (cit. 3,21,3643).
podminkou jejich stability je saturace substraity dTMP
a ATP(Mg'z*), Stejné jako ostatni nukleosidmonofosfatki-
nasy nejvyssi aktivitu vykazuji v pfitomnosti hofecnatych
jontd. Pomér ekvivalentt Mg2* a ATP v komplexu
ATP(Mg?*) je variabilni v zavislosti na zdroji enzy-
mu3,27,34.36_

Charakteristickym znakem purifikovanych dTMP-ki-
nas je vysoky stupen substratové specifity vzhledem k ak-
ceptoru fosfatu™’-"'-*"; hodnoty K, pro dTMP-kinasy
z riznych zdroji se li§i dokonce i o nékolik ¥4-
da3.20.2127,34,36.39  ypiipads enzymi Kvasinek a E. /27
byla pozorovana téZ fosforylace dUMP ajeho strukturniho
analogu 5-jodo-dUMP, ale pouze s i¢innosti 31 % (u kvasi-
nek) a 15 % resp. 60 % (u E. coli) ve srovnani s dTMP
(cit. 21:27) Bessman a Bello**popsali dTMP-kinasu z figa
T2, kterou oddélili od bakteridlniho enzymu. Tento enzym
katalyzuje fosforylaci dGMP se stejnou afinitou jako
dTMP. Vici nukleosid-5'-trifosfatim maji dTMP-kinasy
podstatné SirSi substratovou specifitu. NejlepSimi donory
fosfatu jeATP a dATP, ale nékteré 2'-deoxythymidylatki-
nasy vyuzivaji i CTP, dCTP, GTP a dGTP (cit. 321.27),
Obecné lze fici, ze purinové nukleosid-5'-trifosfaty jsou
ucinnéjsimi donory fosfatu nez pyrimidinové a i v tomto
ohledu se bakterialni a kvasinkova dTMP-kinasa jevi mén¢é

2214027 ~ 7 0
4" nez enzymy ze sav¢ich zdrojl.

specifick

Klonovana nukleotidova sekvence lidské cDNA koduje
protein o relativni molekulové hmotnosti 24 000, ktery
vykazuje vyznamnou homologii (42 %) s dTMP-kinasami
z kvasinek a z viru vakcinie”. Srovndnim aminokyseli-
novych sekvenci téchto tfi enzymi byly nalezeny oblasti
homologie, které mohou byt vyznamné pro vazbu substratt

a katalytickou funkci proteint".
2.2.Virové dTMP-kinasy
K nejlépe prostudovanym virem kédovanym dTMP-ki-

nasdm patfi enzym vakcinia viru®™*’. Virus vakcinie je
velky DNA virus, ktery se replikuje v cytosolu infikované



buiiky a nemtize proto pfimo vyuZit jaderné enzymy hosti-
telské butiky pro transkripci nebo DNA syntézu®. Genom vak-
cinia viru obsahuje otevieny Cteci rdmec (,,open reading
frame", ORF), kteryje transkribovan v raném stadiu infek-
ce”. Tento gen (SalF 13R) kéduje polypeptid s 204 ami-
nokyselinami® o relativni molekulové hmotnosti 23 200.
Expresi vakcinia ORF v CDC8 mutantu S. cerevisiae byla
potvrzena funk¢ni slucitelnost virové a kvasinkové 2'-de-
oxythymidylatkinasy”. Gen kédujici dTMP-kinasu neni
esencidlni pro replikaci vakcinia viru v kultivovanych buni-
kach® (in vitro), a proto miiZze byt uZitenym mistem pro
inzerci cizi DNA a téZ &initelem virové patogenity” (in
vivd). Pritomnost 2'-deoxythymidylatové aktivity byla po-
pséna téZ u HSV-1 (cit. 2245,46) Genom HSV-1 kéduje
2’—deoxythymidinkinasunv46 (dTho-kinasa), kteréd je pro
svilj mnohofunkéni charakter ozna¢ovédna terminem thymi-
dinkinasovy komplex"; tento komplex vykazuje mimo
jiné téz 2'-deoxythymidylatovou aktivitu. dTho-kinasa
HSV-1 se skldd4 ze dvou identickych podjednotek”’, které
maji relativni molekulovou hmotnost 38 000, 39 000 nebo
43 000. Homologie mezi timto HSV-1 enzymem s dTMP-
kinasovou aktivitou a bunéénymi dTMP-kinasami je mala
nebo 74dna""**. Z podrobnych studii struktury HSV-1
dTho-kinasy se predpoklddd, Ze rozhodujici oblasti pro jeji
2'-deoxythymidylatkinasovou aktivitu jsou pravdépodob-
né¢ aminokyselinové zbytky v poloze 38-45 (cit. 48,
2.3.Inhibice dTMP-kinas

Vétsina dTMP-kinas je kompetiti vn€ inhibovadna 2’-de-
oxythymidin-5'-difosfitem a 2'-deoxythymidin-5'-trifos-
fatem (zpétnovazebnd inhibice) (cit. 3,19-21,27,34,38) ] kva-
sinkové dTMP-kinasy2! klesa inhibi¢ni efekt nukleotidii
a thymidinu v fadé: dTDP > thymidin > 5-jodo-dUMP >
ADP > dADP > dUMP > dTTP > dUDP. U enzymu z ku-
fecich jater’ a mys$iho hepatomu™ byla pozorovana ne-
kompetitivni inhibice produktem reakce ADP. Jednd se
patrné o smiSenou inhibici, pii které vazba ADP na enzym
brani disociaci produktii zkomplexu s enzymem a soucasné
brani vazbé ATP na enzym™-**. dTMP-kinasa z perifernich
blastti je silné inhibovdna Pl,PS—(adenosin-S’—)(deoxythy-
midin-5'-)pentafosfitem (ApsdT) a P],P6—(adenosin—5’—)(de-
oxythymidin-5'-)hexafosfatem (ApydT) (cit. *°); kineticka
data ve srovnani s AMP-kinasou z kréli¢itho svalu jsou
uvedena v tabulce I. Nékteré 5’-substituované derivaty
inhibuji enzym z bunék mysiho Sarkomu 180 (cit. 3%).
Inhibi¢ni u¢innost téchto struktur klesd v fadé: -Cl > -
(pyro)trifosfét > -(pyro)difosfat> -CO,H > -I=-OH > -NH,.
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Dale byla popsana specificka inhibice 2' -deoxythymidylat-
kinasy z bun¢k Ehrlichova ascitu (EAT-burky) 2',5'-dide-
oxy-5" -fluorthymidinem®. V HeLa butik4ch inhibuje dTMP-
kinasu 2',5'-dideoxythymidin®. Nukleosidové analogy
2',5'-dideoxy-5-fluorothymidin a 2',5'-dideoxythymidin by
mohly byt vyuZity v chemoterapii’' za predpokladu, Ze
jejich inhibi¢ni u¢inky budou vyuzitelné in vivo.

Tabulka I
Inhibice 2’ -deoxythymidylatkinasy®

Enzym Substrdt Kpy  Inhibitor Kj  Typ inhibice
[mmol.l"]] [mol.Jj"]
dTMP- ATP 0,25 Ap4dT 20,9 kompetitivni
kinasa dTMP 0,04 Ap4dT 17,5 kompetitivni
ATP 0,25 ApsdT 0,60  kompetitivni
dTMP 0,04 ApsdT 0,47 kompetitivni
ATP 0,25 ApedT 0,20  kompetitivni
dTMP 0,04 Ap6dT 0,18  kompetitivni
AMP- ATP 0,10 ApeA 1,67  kompetitivni
kinasa AMP 0,60 0,38  kompetitivni

ApeA

“Bone a spol.49

3'-Azido-2',3'-dideoxythymidin-5'-trifosfat je ucin-
nym inhibitorem HIV-1 reverzni transkriptasy in vitro 2.
Fosforylaci  3'-azido-2',3'-dideoxythymidin-5'-fosfitu  (sub-
strat/inhibitor dTMP-kinasy) do druhého stupné katalyzuje

dTMP-kinasa hostitelské burniky®.

3. UMP-CMP-kinasy

Jde o skupinu nukleosidmonofosfatkinas (ATP:UMP-
CMP-fosfotransferasy, UMP-kinasy, dale UK, EC
2.7.4.14) se sirokou substratovou specifitou, kterad se odrazi
v jejich naprosto nesystematickém nazvoslovi uvadénym
riznymi autory. Do devadesatych let byly zakladni po-
znatky o UMP-CMP-kinasich ziskdny pouze s Castecné
vyCisténymi enzymovymi preparaty z fady tkani (Myco-
plasma mycoides>*, Tetrahymena pyriphormis>>1S. ce-
revisaed39, teleciho thymu®, krysich jater’-*"*, lidskych
erythrocyti®-99, asciti Novikoffova hepatomu®, Yoshi-
dova sarkomu®, CEM-lymfoblastoidnichbuné&k’). Vyjim-
ku predstavuji pyrimidinnukleosidmonofosfatkinasy z bu-

8 70171

nék kostni dfen¢ krys'-""'"", pripravené v homogenni for-



Tabulka I1
Srovnani hydrofobni ,leader”" sekvence kvasinkové UMP-kinasy (UK) a primdrni struktury N-koncti AMP-kinas (AK)
z riiznych zdroji®

. g , b
Zdroj Kinasa N-koncova sekvence

Kvasinky UKy Met Thr Ala Ala Thr Thr Ser Gin Pro Ala Phe S er Pro Asp Gin Val Ser

Val Ileu Phe

Vept AK1 Met Glu Glu Lys Leu Lys Lys Ser Lys Ileu Ileu Phe
Kralik AK1 Met Glu Glu Lys Leu Lys Lys Ala Lys Ileu Ileu Phe
Hovézi AK2 Met Glu Glu Lys Leu Lys Lys Ala Lys Ileu Ileu Phe
Clovék AKl1 Met Glu Glu Lys Leu Lys Lys Thr Lys Ileu Ileu Phe
Kufre AK1 Met Ser Thr Glu Lys Leu Lys His His Lys Ileu Ileu Phe
Kvasinky AKy Ser Ser Glu Ser Ileu Arg Met Val -
FE. coli AKec Me t Arg Ileu Ileu Leu

2 Liljelund a spol.”, °

me. Srovnavaci studie normdlnich a nadorovych bunék

nabité aminokyselinové zbytky jsou zvyraznény podtrzenim

V soufasné dobé je nejkomplexnéji prostudovana

dokézaly, Ze pro nadorové tkan¢ je charakteristicka zvySend UMP-kinasa z S. cerevisiae, UMP-kinasa z E. coli a UMP-

hladina UMP-CMP-kinas’-60:61.63 Vyznamnym p¥inosem
pro studium téchto enzymil byla izolace a charakterizace
genll a jejich mutant, resp. priprava cDNA u Salmonella
typhimurium™>73, S. cerevisiael 1-13.59,74n - discoideum™’
a E. coli’®.

Zajimavé bylo zjisténi, ze UMP-kinasa z lidskych ery-
throcytt je polymorfni®®-68.77 Ukézalo se, Ze ptislusny gen
se muze vyskytovat ve tiech alelich autosomalné lokali-
zovanych. Vyskyt jednotlivych alel se 1isi u rdznych popu-
laci®7.68. Produkty téchto alel se oznacuji UMPKI,
UMPK?2 a UMPK3. Obecné pievazuje UMPKI1 (>90 %)
(cit. 06.69): pticemz vyskyt UMPK3 je spojen se zvysenou
citlivosti k onemocnéni zpisobenym Haemophilus influen-
zae B (cit. 67.78).

UMP je zndmym allosterickym inhibitorem aspartat-
transkarbamylasy’® a karbamoylfosfatsyntasy8®a m4 kli-
¢ovy vyznam pro metabolismus jak v normalnich, tak v na-
dorovych bunkiach. UMP-kinasa je nezbytnym enzymem
pro biosyntézu UTP (cit. !1). FosforylujeUMP za vzniku
UDP, ktery je didle NDP-kinasou fosforylovan na trifosfat.
Touto metabolickou cestou vznikaji prekurzory biosyntézy
RNA a cukril obsahujicich UDP (UDP-glukosa, UDP-ga-
laktosa). Pyrimidinnukleosid-5’-fosfaty jsou kompetitiv-
nimi inhibitory dCMP-kinasy z teleciho thymu® a CMP-
UMP-kinasy z bungk Yoshidova sarkomu®3. UMP-CMP-
kinasa z T. pyriformis>’a kostni dfen&’! krys je inhibovéna
CDP, UDP a ADP a téz vysokymi koncentracemi ATP
nebo Mg2+. Kinetické studie ukazuji, Ze jde o kompetitivni
Kvasinkova

charakter inhibice.

UMP-kinasa je

CMP-kinasa z D. discoideum. Témto enzymim a jejich
srovnani s adenylatkinasami budou vénovany nasledujici
kapitoly.

3.1.Uridyldatkinasa ze
Saccharomyces cerevisiae

V burikach kvasinek byla UMP-kinasa (ddle UKy) na-
lezena v cytoplazmé (~80 %) a jadie (=20 %), ne vSak
v mitochondriich!%81, Geny kvasinkové UMP-kinasy byly
oznateny SOCS (cit. '%13)a URAG6 (cit. '1).Oba genyjsou
vziajemné alelické a jsou lokalizovany na chromosomu XI
(cit. 11-13.59.74) Jsou exprimovanyjak v E. coli®19, tak ve
vysoce produktivnich kvasinkovych kmenech!.7481 coz
umoznilo p¥pravu homogennich preparati UKy (cit. 774).

Na rozdil od genti kodujicich AMP-kinasy, které na
5’-konci obsahuji kratkou, co do naboje bohatou oblast,

zahrnujici jak kyselé, tak bazické aminokyselinové zbytky,

je pro oblast kodujici UKy charakteristickd pfitomnost
hydrofobni ,leader” sekvence” (17 aminokyselinovych
zbytkd, tab. II). Predpokldda se, ze by hydrofobni oblast
mohla pfedstavovat signil nebo ,,topogenni”
kterd specificky fidi pohyb molekuly enzymu vnitrobu-
néénou membrinou”, a to proto, Ze u kvasinek bylo do-
kézéna biosyntéza pyrimidind v jadie'* Prvni enzymy
metabolické drahy, komplex aspartattranskarbamylasy
a karbamoylfosfdtsynthasy,jsou syntetizovany v cytoplaz-

sekvenci®,

me a transportovany do jeidra59.

stejné jako ostatni nu-
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AK1 AKl1 AK1 AK1 AK1
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Obr. 1. Stupeii sekvenéni homologie (%) purin- a pyrimidinnukleosidmonofosfatkinas

kleosid-5" -fosfatkinasy malou monomerni bilkovinou o re-
lativni molekulové hmotnosti 23 000 (cit. %74). Jeji pri-
marni struktura byla urcena jak ze sekvence cDNA
(205 aminokyselinovych zbytkt) (cit. “9?), tak analyzou
homogenni bilkoviny (219 aminokyselinovych zbytkil)
(cit. 74y, Prekvapuiici je, e primarni struktura kvasinko-
vé UK vykazuje vyssi stupeit homologie s kratkou (cytoso-
lovou, AK1) variantou AMP-kinasy nez s variantou dlou-
hou (mitochondridlni, Aky, AKec). UKy je vysoce homo-
logni s CMP-UMP-kinasou z Dictyostelium discoideum
(dale UKdicty) (obr. 1) a minimdln¢ s GMP-kina-
Sami9’83’84'

Kvasinkova UMP-kinasa ma Sirokou substratovou spe-
cifitu! 0157481 Nejlepsim akceptorem je UMP a jako do-
nor je nejefektivnéji vyuzivan ATP. Obecné lze fici, Ze se
UKy svou velikosti, primarni strukturou a funkci podoba
AMP-kinase. Oba enzymy obsahuji smycku bohatou na
glycin (aminokyselinové zbytky 23-30 u UKy) (cit. %°%),
kterd ma zékladni vyznam pro vazbu ATP (cit. 85) a je
spolenym prvkem fady bilkovin, které vdZou nukleoti-
dy*. Miiller-Dieckmann a Schulz’ vyuZili skuteénosti, ze
UKy fosforyluje AMP a CMP (~30 %, resp. 10 % ve srov-
néni s UMP) (cit. '©15), a 7e se vyrazn& podobd AKI.
Homogenni UKy krystalovali v prostiedijak ATP (cit. 9),
tak ADP (cit. !9). Ziskané komplexni krystaly studovali
pomoci rentgenovych paprskil a srovnavali s volnou krys-
talickou AK1 z vepfového svalu®15. U obou typt komplex-
nich krystald nalezli obsazend ob& substratova vazebna
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mista, t.j. vazebné misto pro nukleosid-5’-fosfita vazebné
misto pro ATP. Dadle zjistili, Ze oba typy komplexnich
krystald maji identickou sekundarni strukturu (5 paralel-
nich polypeptidovych fetézch v B-struktuie, obklopenych
o-spirdlami), kterd se s malymi rozdily na N-konci shoduje
se strukturou AK1 z vepfového svalu'’. Jak jiz bylo uve-
deno u adenylatkinas, jsou v prostorovém uspofadani po-
lypeptidovych fetézct podstatné tii oblasti: oblast jadra
(,,core", diive ,,main‘“), oblast vi¢ka (,,lid", dfive ,,insert")
véazajici nukleosid-5’-fosfat  (,, NMP-bind")
(cit. 1.2.87) Je dokdzéno, %e po navazani substratu dochézi
k podstatnym konformaénim zméndm v oblasti vicka
a v oblasti pro vazbu nukleosidmonofosfatu (tzv. ,,induced
fit"); naopak v nepfitomnosti substrati je zfejmé ,,rozvol-
néni" katalytického centra®’. Srovnani primarn{ struktury
vazebného mista pro nukleosid-5" -fosfat kvasinkové UMP-
kinasy, UMP-CMP-kinasy z D. discoideum a 28 AMP-ki-
nas pfineslo prekvapivy vysledek'’. U zminénych UMP-
kinas se pfi vazbé UMP uplatiuji aminokyselinové zbytky
Ala-47, lle-75 a Gln-111 (UKy) resp. Asn-111 (UKdicty).
Adenylatkinasy maji v poloze 47 Thr (79 %) nebo Ser
(11 %) a v poloze 75 Leu (93 %). Pfedpoklada se, Ze
zdménou aminokyselinovych zbytki u UKy doslo ke zvét-
Seni ,,vazebné kapsy" pro nukleosid-5’-fosfat, coZ umoz-
nuje vazbu i AMP. Bylo dokdzano, ze do stejného mista se
vaze UMP i CMP, avsak vzdy sjednou molekulou vody]5.
Obr. 2 zachycuje mozné vodikové mistky komplexu
UKy:ADP:ADP/AMP s polypeptidem.

a oblast
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Obr. 2. Schéma vodikovych vazeb dvou molekul ADP a kvasinkové UMP-kinasy v komplexu UKy:ADP:ADP/AMP (cit‘.s’)

3.2.UMP-CMP-kinasa
z Dicty osteliumdiscoideum

Weismiiller a spol.” izolovali a sekvenovali cDNA
kodujici UMP-CMP-kinasu z D. discoideum. Primarni
struktura odvozena ze sekvence cDNA (enzym je kédovan
jedinym genem) vykazuje vysoky stupei homologie s
AMP-kinasami, predeviim s AK1 (43 %) (cit. /) (obr. 1).
Gen UKdicty je exprimovan v E. coli, coz umoZnilo pfi-
pravu vysoce homogenniho enzymu”"**.

UKdicty je monomerni bilkovina o relativni moleku-
lové hmotnosti 25 000 (cit. 75). Podobng jako AMP-kinasy
vykazuje Sirokou specifitu pro nukleosid-5'-trifosfaty (do-
nory fosfatu) (cit. 2). Tomu odpovid4 identickd sekvence
vazebného mista pro ATP(MgZ*) v N-koncové &dsti enzy-
mové molekuly a vysoky stupeii homologie v oblasti gly-
cinové smycky, kterd vaze (3- a y-fosfaty nukleosid-5'-tri-
fosfatu”. U UMP-CMP-kinas je, stejné jako u AMP-ki-
nas’, specifita pro NMP dédna sekvenci aminokyselinovych
zbytkdl v oblasti N-konce”. Zatimco pro adenylatkinasy
ziskané z riznych zdroji jsou charakteristické identické
aminokyselinové zbytky v polohach 149, 152 a 158 (Leu,
Tyr, alifatickd aminokyselina), UKdicty ma v téchto polo-
héch fenylalaniny”. Thr-39 a Leu-66, rovnéZ vysoce kon-
zervované u AMP-kinas (lokalizované v blizkosti adeni-
nového kruhu navézaného AMP) (cit. 3%),jsou u UMP-
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CMP-kinas” nahrazeny Ala, resp. Ile. UKdicty obsahuje
dva cysteinové zbytky v polohach 23 a 119, které jsou
nezbytné pro jeho aktivni konformaci”. Inhibice UKdicty
5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoovou Kkyselinou) ukézala, Ze
klicovy pro katalytickou aktivitu je Cys-23, ktery se na-
chdzi v blizkosti glycinové smycky (,,G-loop*) a je, po-
dobné jako Cys-25 u AK1, konzervovdn”.

Uginnym specifickym inhibitorem UKdicty je P!,P5-
-(adenosin-5'-)(uridin-5'-) pentafosfit (ApsU, Ki = 0,5.107M)
(cit. 7). Tato slougenina se analogicky jako P!, P5- di(ade-
nosin-5'-)pentafosfat (ApsA) v pifpadé AK vdze v ekvi-
molarnim poméru do vazebnych mist UKdicty. Enzym je
schopen vézat téz ApsA, ale s mensi u¢innosti™. Této
skute¢nosti vyuZili Weismuller a spol.* a ptipravili kry-
stalické UKdicty s dvéma navdzanymi bisubstratovymi
analogy. Krystaly podrobili rentgenové analyze a ziskané
vysledky vyuzili pro studium vazebného mista pyrimidi-
novych nukleotidd.

3.3. Uridylatkinasa z FEschevrichia coli

Homogenni UMP-kinasa z F. coli (ddle UKec), produkt
genu pyrH (cit. 76y ma naprosto odlisné vlastnosti od dosud
popsanych pyrimidinnukleosidmonofosfatkinas6275.91>%,
Vykazuje naopak vyraznou podobnost s aspartatkinasami,
glutamatkinasami a karbamatkinasami z Pseudomonas



aeruginosagz. Stejné jako dalsi enzymy, které u E. coli
pfedstavuji soucdst syntézy pyrimidinovych nukleotidi
(UTP a CTP) de novo je UKec oligomerem a podléha
regulaci GTP (allostericky aktiviator) a UTP (allostericky
inhibitor). Navic sekvence pyrH genu je identickd se sek-
venci genu smbA, ktery zajistuje distribuci chromosomii do
dcetinnych bungk pted rozdélenim buiiky”.

Pro UKec je charakteristickd termostabilita®? (enzymje
stabilni az do teploty 65 °C) a extrémné nizka rozpustnost
pii neutralnim pH, kdy dochézi ke tvorbé solnych muistkii
mezi nabitymi aminokyselinovymi zbytky oligomer( s na-
sledujici agregaci bilkoviny?!; UTP a alkalické pH rozpust-
nost Ukec podstatné zvysuji’'. Jako akceptor fosfitu vy-
uzivd pouze UMP; nejlepsSim donorem fosfatu je GTP
a ATP (cit. 92). UTP(M g2+) je rovnéz donorem, ale s ne-
patrnou ucinnosti (4—5 % ve srovnani s ATP). Volny UTP
je naopak silnym inhibitorem UKec. Za nativnich podmi-
nek je UKec hexamer®?, sloZeny ze $esti identickych pod-
jednotek o celkové relativni
156 000.

Primarni struktura UKec nevykazuje sekvencéni podo-
bnost se Zzddnou z dosud popsanych nukleosidmonofosfat-
kinas”, dokonce ani s CMP(dCMP) kinasou z téhoz zdro-
je'’-**. To nasvédCuje, Ze oba enzymy patii k rozdilnym
skupindm kinas. Bucurenci a spol."” dokazali, ze CMP-ki-
nasa z E. coli je monomerni bilkovinou, ktera i pfes mi-
nimalni sekvenéni homologii se zndmymi nukleosidmono-
fosfatkinasami vykazuje strukturni podobnost s adenyldt-
kinasami a CMP-UMP-kinasami. Na rozdil od UKec
CMP-kinasa ze stejného zdroje vyuzivd jako akceptoru
fosfatu jak CMP, tak dCMP a arabinofuranosyl-CMP (cit. 17y,
Za zminku stoji, ze u Bacillus subtilis je popsidna pouze
jedna pyrimidinnukleosidmonofosfatkinasovd aktivita™,
ktera fosforyluje UMP i CMP. Uéinn}’fm inhibitorem UKec
je ApsU, zatimco bisubstratovy analog ApsA md jen slabé
inhibi¢ni G&inky™.

molekulové hmotnosti

4. Zavér

Nukleosidmonofosfitkinasy (NMP-kinasy) katalyzuji
reverzibilni prenos V-fosfitu nukleosid-5'-trifosfatu (nej-
castéji ATP) na nukleosid-5"-fosfdt. V savéich tkdnich byly
nalezeny nejméné Ctyfi odlisné typy NMP-kinas: ade-
nylatkinasy, guanylatkinasy, 2'-deoxythymidylatkinasy
a pyrimidinnukleosidmonofosfitkinasy.

Obecné se pyrimidinnukleosidmonofosfatkinasy, enzy-
my nezbytné pro biosyntézu pyrimidinovych nukleotidu,
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vyskytuji v sav¢ich burikdch jako dva odlisné enzymy.
Zatimco prvni z nich (EC 2.7.4.9) fosforylue dTMP
a dUMP, druhy enzym (EC 2.7.4.14) vykazuje Sirokou
substratovou specifitu, fosforylue UMP, CMP, dCMP
a nékteré antimetabolity s protinddorovym tc¢inkem.
Pyrimidinnukleosidmonofosfatkinasy jsou daleko mé-
né systematicky prostudovany ve srovnani s purinnukleo-
sidmonofosfatkinasami (adenylatkinasa, guanylatkinasa).
Vyznamnym piinosem pro studium téchto enzymi byla
identifikace a izolace jejich genti a nasledna priprava
cDNA. Tento piehledny ¢lanek shrnuje soucasné znalosti
o obecnych vlastnostech, terciarni struktuie a vazebnych
mistech 2'-deoxythymidyldtkinas a UMP-CMP-kinas zis-
kanych z riiznych zdroji; rovnéz je diskutovana podobnost
téchto enzymu s purinnukleosidmonofosfatkinasami.

Zpracovat toto téma ndm umoznila podpora projekti
GA AV CR A455 402 a GA CR 203/96/K 001. Autori dékuji
RNDr. 1. Votrubovi, CSc. za podnétné ndméty a zdjem pri
sepisovdni tohoto ¢ldnku apaniM. Maresové za pomoc pFi

zpracovdni rukopisu.
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R. Krejcova and K. Horska (Institute of Organic
Chemistry and Biochemistry, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Prague): Pyrimidine Nucleoside Mono-
phosphokinases

A review is a continuation of preceding papers on
individual types of nucleoside monophosphokinases
(NMP kinases) which catalyze the reversible transfer of the
terminal phosphoryl group from a nucleoside triphosphate
(in most cases ATP) to nucleoside monophosphates in
mammalian tissues. Pyrimidine nucleoside monophos-
phate kinases (PNP kinases), which catalyze the reversible
transfer of y-phosphate of ATP to pyrimidine nucleoside
monophosphate have been shown to exist as two distinct
enzymes in mammalian cells. One of these enzymes (EC
2.7.4.9.) actson dTMP and dCMP. The second enzyme (EC
2.7.4.14) shows a broad substrate specifity, enabling utili-
zation of UMP, dUMP, CMP, and dCMP. The PNP-kinases
occupy a strategic position in the biosynthesis of pyrimidi-
ne nucleotides since their phosphate acceptor substrates are
products of both the de novo and the salvage pathways. We
report on the recent knowledge of general properties,
mechanism, and three-dimensional structure of dTMP-ki-
nases from different sources; their similarity to AMP- and
GMP-kinases, respectively, is also discussed.





