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1. Uvod

Nukleosidmonofosfátkinasy představují všudypřítom-
nou skupinu enzymů, které mají klíčové uplatnění v bu-
něčném metabolismu, včetně syntézy DNA a RNA. Kata-
1 yzují reverzibilní přenos fosfátové skupiny z NTP (nejčas-
těji ATP) na NMP dle schématu: MgNjTP + N2MP <±
MgNjDP + N2DP. Obecné vlastnosti těchto enzymů jsou
shrnuty v přehledném článku o adenylátkinase1, která
v současné době představuje nejlépe prostudovanou nuk-
leosidmonofosfátkinasu vůbec2. Podle povahy heterocyk-
lické báze akceptoru fosfátové skupiny dělíme nukleosid-
monofosfátkinasy na purinové a pyrimidinové. Pyrimidin-
nukleosidmonofosfátkinasy se vyskytují v savčích buňkách
jako dva odlišné enzymy. Zatímco první z nich (EC 2.7.4.9)
fosforyluje dTMP a dUMP (cit. 3>4), druhý enzym (EC
2.7.4.14) vykazuje širokou substrátovou specifitu5"7, fosfo-
ryluje UMP, CMP, dCMP a zcela výjimečně dUMP. Vzhle-
dem k tomu, že substráty pro pyrimidinové nukleosid-5'-
-fosfátkinasy in vivo vznikají jak de novo, tak při metabo-

lických procesech vedoucích k reutilizaci prekurzorů, jsou
tyto enzymy nezbytné pro biosyntézu pyrimidinových nu-
kleotidů. Jejich relativně široká substrátová specifita na-
chází využití i při chemoterapii rakoviny. Fosforylují např.
5'-fosfáty dvou pyrimidinových analogů, l-(3-D-arabinofu-
ranosylcytosinu a 5-fluorouracilu, známých jako kan-
cerostatika5-7; právě fosforylace těchto látek je nutným
předpokladem pro jejich metabolickou konverzi na farma-
kologicky aktivní formy.

Pyrimidinnukleosidmonofosfátkinasy (pyrimidinnu-
kleosid-5'-fosfátkinasy, PNP-kinasy, PK) jsou zdaleka mé-
ně prostudovány ve srovnání s purinovými a to proto, že
relativně dlouho nebyla popsána efektivní a selektivní izo-
lační metoda. V roce 1985 Seagrave a Reyes8 popsali
vysoce účinný postup, využívající afinitní chromatografie,
pro izolaci pyrimidinnukleosidmonofosfátkinasy z buněk
kostní dřeně krys.

Zásadním převratem pro izolaci a studium těchto enzy-
mů byla identifikace a izolace jejich genů a následná pří-
prava příslušných cDNA (cit. 9 ~ 1 4 ). Řada pyrimidinnukle-
osidmonofosfátkinas byla připravena v krystalickém sta-
vu9-15"17, c o z u možnilo studium terciární struktury a její
porovnání se strukturou adenylátkinas (AMP-kinas) a gua-
nylátkinas (GMP-kinas) (cit. '- 2- 1 8). Přesto ve srovnání
s purinnukleosidmonofosfátkinasami není jejich studium
zdaleka tak systematické1'2-18. To se týká především typu
enzymů známých v literatuře pod názvem UMP-CMP-ki-
nasy. Dosud neexistuje o žádné pyrimidinnukleosidmono-
fosfátkinase ucelená studie srovnatelná s AMP- nebo GMP-
kinasou.

2. 2'-Deoxythymidylátkinasy

2'-Deoxythymidylátkinasy (ATP:dTMP-fosfotransfe-
rasy, dále dTMP-kinasy, EC 2.7.4.9) se účastní syntézy
dTTP, a proto mají klíčový význam pro biosyntézu DNA.
Fosforylují dTMP, vznikající de novo nebo jako produkt
katabolismu prostřednictvím zachraňujících mechanis-
mů1 9, na dTDP. Právě intracelulární koncentrace dTDP je
s nejvyšší pravděpodobností faktorem, který limituje syn-
tézu dTTP (cit. 2 0 ) . 2'-Deoxythymidin-5'-trifosfát je sou-
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časně zpětnovazebným inhibitorem dTMP-kinas21, které
se tak výrazně uplatňují při regulaci úrovně buněčné pro-
liferace3-20"22. Aktivita dTMP-kinas je obtížně detegova-
telná v neproliferujících tkáních23-24 (např. játra dospělých
krys nebo myší); naopak v rychle rostoucích tkáních (např.
embryonální tkáně, leukocyty, neoplastické tkáně) byly
aktivity enzymů podstatně zvýšeny23"26. Příkladem může
být dTMP-kinasa izolovaná z kuřecích jater20. Maximální
aktivita enzymu nalezená v raných stádiích vývoje (2-10
denní embryo), klesne na pětinu mezi 16.-21. dnem em-
bryonálního vývoje. V jaterních tkáních dospělých kuřat
byla zjištěna již jen nepatrná hladina dTMP-kinasy20.

Postupně byly objeveny dTMP-kinasy kódované bak-
teriálním27, eukaryotním3-21 i virovým28 genomem. Čás-
tečně vyčištěné enzymy byly připraveny z bakteriálních,
rostlinných a savčích zdrojů (E. coli29^0, myší fibroblasty
L60TM (cit. 3 1 ) , telecí thymus6, myší embryonální fibro-
blasty L929 (cit. 3 2 ) , krysí regenerující játra32, EAT buň-
ky32, Landschutzovy ascity33, ascity myšího Sarkomu 180
(cit. 3 4 ) , leukemie32"34, kuřecí játra20, Acetabularia medi-
terranea^). Extrémní nestabilita a minoritní obsah byly po
dlouhou dobu hlavní překážkou izolace homogenních
dTMP-kinas ze savčích tkání a buněk36. Podstatným pří-
nosem pro izolační postupy bylo zjištění, že aktivitu dTMP-
kinas stabilizuje dTMP (v menší míře i dTDP a dTTP)
v přítomnosti merkaptoethanolu37. V téměř homogenní
formě byly izolovány dTMP-kinasy z E. coli21', myšího
hepatomu36, kvasinek21, lidských leukemických buněk3

a lidské placenty38. Kvalitativní zvrat pro izolační postupy,
stejně jako u AMP- a GMP-kinas, znamenalo až využití
genového inženýrství; cDNA virových a savčích dTMP-ki-
nas byly klonovány do E. coli39 a S. cerevisiae CDC8
mutantu19 (deficientním na dTMP-kinasu, gen CDC8
(cit. 4 0 - 4 1 )). Funkční enzymový preparát byl připraven ex-
presí lidského genu (lidské Hep G2 buňky) v kvasinkách19.
dTMP-kinasy byly nalezeny ve spojené nukleární a cyto-
plazmatické frakci, ale ne v mitochondriální21. U A. medit-
erranea je tento enzym lokalizován v chloroplastech35'42.

2 . 1 . O b e c n é v l a s t n o s t i

Relativní molekulová hmotnost lidské dTMP-kinasy
(lidské Hep G2 buňky) vypočtená z příslušné cDNA, obsa-
hující kódující oblast 633 nukleotidů, je 24 000 (cit. 1 9 ) .
Tato hodnota se shoduje s hodnotou relativní molekulové
hmotnosti dTMP-kinasy z lidské placenty38, která byla
určena elektroforézou za denaturujících podmínek. Pod-
statně vyšší relativní molekulovou hmotnost 50 000 nalezli

Lu a Cheng3 u enzymu z lidských leukemických buněk.
Proto se předpokládá, že lidská dTMP-kinasa tvoří in vivo
dimer složený ze dvou identických podjednotek19. Rela-
tivní molekulová hmotnost dTMP-kinas izolovaných kla-
sickým způsobem z různých tkání a buněk se pohybuje
v rozmezí 25 000-65 000. Některé hodnoty však byly sta-
noveny bez ohledu na podjednotkové složení enzy-
mu20,27,34,36,40

2'-Deoxythymidylátkinasy jsou stabilní v širokém roz-
mezí pH (pH ~ 6-9) s optimem pH - 7 (cit. 3,21,36,43).
podmínkou jejich stability je saturace substráty dTMP
a ATP(Mg2+). Stejně jako ostatní nukleosidmonofosfátki-
nasy nejvyšší aktivitu vykazují v přítomnosti horečnatých
iontů. Poměr ekvivalentů Mg 2 + a ATP v komplexu
ATP(Mg2+) je variabilní v závislosti na zdroji enzy-
mu3,27,34,36.

Charakteristickým znakem purifikovaných dTMP-ki-
nas je vysoký stupeň substrátové specifity vzhledem k ak-
ceptoru fosfátu3'20-21-36; hodnoty Km pro dTMP-kinasy
z různých zdrojů se liší dokonce i o několik řá-
du3,20,2i,27,34,36,39 v p ř í p a d ě e n z y m ů z kvasinek a E. coli21

byla pozorována též fosforylace dUMP a jeho strukturního
analogu 5-jodo-dUMP, ale pouze s účinností 31 % (u kvasi-
nek) a 15 % resp. 60 % (u E. coli) ve srovnání s dTMP
(cit. 2 1 ' 2 7 ) . Bessman a Bello44 popsali dTMP-kinasu z fága
T2, kterou oddělili od bakteriálního enzymu. Tento enzym
katalyzuje fosforylaci dGMP se stejnou afinitou jako
dTMP. Vůči nukleosid-5'-trifosfátům mají dTMP-kinasy
podstatně širší substrátovou specifitu. Nejlepšími donory
fosfátuje ATP a dATP, ale některé 2'-deoxythymidylátki-
nasy využívají i CTP, dCTP, GTP a dGTP (cit. 3 . 2 1 ' 2 7 ) .
Obecně lze říci, že purinové nukleosid-5'-trifosfáty jsou
účinnějšími donory fosfátu než pyrimidinové a i v tomto
ohledu se bakteriální a kvasinková dTMP-kinasa jeví méně
specifická21'27 než enzymy ze savčích zdrojů.

Klonovaná nukleotidová sekvence lidské cDNA kóduje
protein o relativní molekulové hmotnosti 24 000, který
vykazuje významnou homologii (42 %) s dTMP-kinasami
z kvasinek a z viru vakcinie19. Srovnáním aminokyseli-
nových sekvencí těchto tří enzymů byly nalezeny oblasti
homologie, které mohou být významné pro vazbu substrátů
a katalytickou funkci proteinů19.

2 . 2 . V i r o v é d T M P - k i n a s y

K nejlépe prostudovaným virem kódovaným dTMP-ki-
nasám patří enzym vakcinia viru28'39. Virus vakcinie je
velký DNA virus, který se replikuje v cytosolu infikované
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buňky a nemůže proto přímo využít jaderné enzymy hosti-
telské buňky pro transkripci nebo DNA syntézu39. Genom vak-
cinia viru obsahuje otevřený čtecí rámec („open reading
frame", ORF), který je transkribován v raném stadiu infek-
ce3 9. Tento gen (SalF 13R) kóduje polypeptid s 204 ami-
nokyselinami28 o relativní molekulové hmotnosti 23 200.
Expresí vakcinia ORF v CDC8 mutantu S. cerevisiae byla
potvrzena funkční slučitelnost virové a kvasinkové 2'-de-
oxyťhymidylátkinasy39. Gen kódující dTMP-kinasu není
esenciální pro replikaci vakcinia viru v kultivovaných buň-
kách39 (in vitro), a proto může být užitečným místem pro
inzerci cizí DNA a též činitelem virové patogenity28 (in
vivó). Přítomnost 2'-deoxythymidylátové aktivity byla po-
psána též u HSV-1 (cit. 22,45,46) G e n o m HSV-1 kóduje
2'-deoxythymidinkinasu22'46 (dTho-kinasa), která je pro
svůj mnohofunkční charakter označována termínem thymi-
dinkinasový komplex43; tento komplex vykazuje mimo
jiné též 2'-deoxythymidylátovou aktivitu. dTho-kinasa
HSV-1 se skládá ze dvou identických podjednotek47, které
mají relativní molekulovou hmotnost 38 000, 39 000 nebo
43 000. Homologie mezi tímto HSV-1 enzymem s dTMP-
kinasovou aktivitou a buněčnými dTMP-kinasami je malá
nebo žádná1 9 '2 8. Z podrobných studií struktury HSV-1
dTho-kinasy se předpokládá, že rozhodující oblastí pro její
2'-deoxythymidylátkinasovou aktivitu jsou pravděpodob-
ně aminokyselinové zbytky v poloze 38-45 (cit. 4 8 ) .

2 . 3 . I n h i b i c e d T M P - k i n a s

Většina dTMP-kinas je kompeti ti vně inhibována2'-de-
oxythymidin-5'-difosfátem a 2'-deoxythymidin-5'-trifos-
fátem (zpětnovazebná inhibice) (cit. 3,19-21,27,34,38). TJ kva-
sinkové dTMP-kinasy21 klesá inhibiční efekt nukleotidů
a thymidinu v řadě: dTDP > thymidin > 5-jodo-dUMP >
ADP > dADP > dUMP > dTTP > dUDP. U enzymu z ku-
řecích jater2 0 a myšího hepatomu36 byla pozorována ne-
kompetitivní inhibice produktem reakce ADP. Jedná se
patrně o smíšenou inhibici, při které vazba ADP na enzym
brání disociaci produktů z komplexu s enzymem a současně
brání vazbě ATP na enzym20-36. dTMP-kinasa z periferních
blastů je silně inhibována P1,P5-(adenosin-5'-)(deoxythy-
midin-5'-)pentafosfátem (Ap5dT) aP1,P6-(adenosin-5'-)(de-
oxythymidin-5'-)hexafosfátem (Ap6dT) (cit.4 9); kinetická
data ve srovnání s AMP-kinasou z králičího svalu jsou
uvedena v tabulce I. Některé 5'-substituované deriváty
inhibují enzym z buněk myšího Sarkomu 180 (cit. 3 4 ) .
Inhibiční účinnost těchto struktur klesá v řadě: -Cl > -
(pyro)trifosfát > -(pyro)difosfát > -CO2H > -I=-OH > -NH2.

Dále byla popsána specifická inhibice 2' -deoxythymidylát-
kinasy z buněk Ehrlichova ascitu (EAT-buňky) 2',5'-dide-
oxy-5' -fluorthymidinem50. V HeLa buňkách inhibuje dTMP-
kinasu 2',5'-dideoxythymidin51. Nukleosidové analogy
2',5'-dideoxy-5-fluorothymidin a 2',5'-dideoxythymidin by
mohly být využity v chemoterapii51 za předpokladu, že
jejich inhibiční účinky budou využitelné in vivo.

Tabulka
Inhibice

Enzym

dTMP-
kinasa

AMP-
kinasa

a Bone a

I
2' -deoxythymidylátkinasya

Substrát Km
[mmol.r1

ATP
dTMP
ATP

dTMP
ATP

dTMP
ATP
AMP

spol 4 9

0,25
0,04
0,25
0,04
0,25
0,04
0,10
0,60

Inhibitor
] [

Ap4dT
Ap4dT
ApsdT
ApsdT
ApódT
Ap6dT
Ap6A
ApóA

Ki
p.mol.1

20,9
17,5
0,60
0,47
0,20
0,18
1,67
0,38

Typ inhibice
i"1]

kompetitivní
kompetitivní
kompetitivní
kompetitivní
kompetitivní
kompetitivní
kompetitivní
kompetitivní

3'-Azido-2',3'-dideoxythymidin-5'-trifosfát je účin-
ným inhibitorem HIV-1 reverzní transkriptasy in vitro52.
Fosforylaci 3'-azido-2',3'-dideoxythymidin-5'-fosfátu (sub-
strát/inhibitor dTMP-kinasy) do druhého stupně katalyzuje
dTMP-kinasa hostitelské buňky 5 3 .

3. UMP-CMP-kinasy

Jde o skupinu nukleosidmonofosfátkinas (ATP:UMP-
CMP-fosfotransferasy, UMP-kinasy, dále UK, EC
2.7.4.14) se širokou substrátovou specifitou, která se odráží
v jejich naprosto nesystematickém názvosloví uváděným
různými autory. Do devadesátých let byly základní po-
znatky o UMP-CMP-kinasách získány pouze s částečně
vyčištěnými enzymovými preparáty z řady tkání (Myco-
plasma mycoides54, Tetrahymena pyriphormis55'51, S. ce-
revwae58-59, telecího thymu6, krysích jater5-60"63, lidských
erythrocytů64"69, ascitů Novikoffova hepatomu61, Yoshi-
dova sarkomu63, CEM-lymfoblastoidních buněk7). Výjim-
ku představují pyrimidinnukleosidmonofosfátkinasy z bu-
něk kostní dřeně krys8-70'71, připravené v homogenní for-
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Tabulka II
Srovnání hydrofobní „leader" sekvence kvasinkové UMP-kinasy (UK) a primární struktury N-konců AMP-kinas (AK)
z různých zdrojůa

Zdroj Kinasa N-koncová sekvence

Kvasinky UKy Met Thr Ala Ala Thr Thr Ser Gin Pro Ala Phe S er Pro Asp Gin Val Ser Val Ileu Phe
Vepř AK1 Met Glu Glu Lys Leu Lys Lys Ser Lys Ileu Ileu Phe
Králík AK1 Met Gin Glu Lys Leu Lys Lys. Ala Lys. Ileu Ileu Phe
Hovězí AK2 Met Glu Glu Lys Leu Lys Lys Ala Lys Ileu Ileu Phe
Člověk AK1 Met Q k Giu Lys Leu Lys Lys Thr Lys Ileu Ileu Phe
Kuře AK1 Met Ser Thr GJu Lys Leu Lys His His Lys Ileu Ileu Phe
Kvasinky AKy Ser Ser Gin Ser Ileu Arg Met Val -
E. coli AKec Me t Arg Ileu Ileu Leu

aLiljelund a spol.59, bnabité aminokyselinové zbytky jsou zvýrazněny podtržením

mě. Srovnávací studie normálních a nádorových buněk V současné době je nejkomplexněji prostudována
dokázaly, že pro nádorové tkáně je charakteristická zvýšená UMP-kinasa z S. cerevisiae, UMP-kinasa z E. coli a UMP-
hladina UMP-CMP-kinas7'60'61'63. Významným přínosem CMP-kinasa z D. discoideum. Těmto enzymům a jejich
pro studium těchto enzymů byla izolace a charakterizace srovnání s adenylátkinasami budou věnovány následující
genů a jejich mutant, resp. příprava cDNA u Salmonella kapitoly.
typhimurium72-73', S. cerevisiae1^'^'59'74, D. discoideum15

aE. coli76. 3 . 1 . U r i d y l á t k i n a s a ze
Zajímavé bylo zjištění, že UMP-kinasa z lidských ery- S ac c ha r o my c e s cerevisiae

throcytů je polymorfní66"68'77. Ukázalo se, že příslušný gen
se může vyskytovat ve třech alelách autosomálně lokali- V buňkách kvasinek byla UMP-kinasa (dále UKy) na-
zovaných. Výskyt jednotlivých alel se liší u různých popu- lezena v cytoplazmě (-80 %) a jádře (-20 %), ne však
laCj67,68 Produkty těchto alel se označují UMPK1, v mitochondriích10'81. Geny kvasinkové UMP-kinasy byly
UMPK2 a UMPK3. Obecně převažuje UMPK1 (>90 %) označeny SOC8 (cit. 1 2 ' 1 3 ) a URA6 (cit. ' '). Oba geny jsou
(cit. 6 6>6 9); přičemž výskyt UMPK3 je spojen se zvýšenou vzájemně alelické a jsou lokalizovány na chromosomu XI
citlivostí k onemocnění způsobeným Haemophilus influen- (cit. H-I3,59,74̂  jSou exprimovány jak v E. CO/Í9-1 1 '5 9, tak ve
zae B (cit. 6 7>7 8). vysoce produktivních kvasinkových kmenech1'-74-81, což

UMP je známým allosterickým inhibitorem aspartát- umožnilo přípravu homogenních preparátů UKy (cit. 9 ' 7 4 ) .
transkarbamylasy79 a karbamoylfosfátsyntasy80 a má klí- Na rozdíl od genů kódujících AMP-kinasy, které na
čový význam pro metabolismus jak v normálních, tak v ná- 5'-konci obsahují krátkou, co do náboje bohatou oblast,
dorových buňkách. UMP-kinasa je nezbytným enzymem zahrnující jak kyselé, tak bazické aminokyselinové zbytky,
pro biosyntézu UTP (cit. n ) . Fosforyluje UMP za vzniku je pro oblast kódující UKy charakteristická přítomnost
UDP, který je dále NDP-kinasou fosforylován na trifosfát. hydrofobní „leader" sekvence62 (17 aminokyselinových
Touto metabolickou cestou vznikají prekurzory biosyntézy zbytků, tab. II). Předpokládá se, že by hydrofobní oblast
RNA a cukrů obsahujících UDP (UDP-glukosa, UDP-ga- mohla představovat signál nebo ,,topogenní" sekvenci82,
laktosa). Pyrimidinnukleosid-5'-fosfáty jsou kompetitiv- která specificky řídí pohyb molekuly enzymu vnitrobu-
ními inhibitory dCMP-kinasy z telecího thymu6 a CMP- něčnou membránou59, a to proto, že u kvasinek bylo do-
UMP-kinasy z buněk Yoshidova sarkomu63. UMP-CMP- kázána biosyntéza pyrimidinů v jádře14. První enzymy
kinasa z T. pyriformis57 a kostní dřeně71 krys je inhibována metabolické dráhy, komplex aspartáttranskarbamylasy
CDP, UDP a ADP a též vysokými koncentracemi ATP a karbamoylfosfátsynthasy, jsou syntetizovány v cytoplaz-
nebo Mg2+. Kinetické studie ukazují, že jde o kompetitivní mě a transportovány do jádra59,
charakter inhibice. Kvasinková UMP-kinasa je stejně jako ostatní nu-



Obr. 1. Stupeň sekvenční homologie (%) purin- a pyrimidinnukleosidmonofosfátkinas62'75'81

kleosid-5' -fosfátkinasy malou monomerní bílkovinou o re-
lativní molekulové hmotnosti 23 000 (cit. 5 9 ' 7 4 ) . Její pri-
mární struktura byla určena jak ze sekvence cDNA
(205 aminokyselinových zbytků) (cit. 4 0>5 9), tak analýzou
homogenní bílkoviny (219 aminokyselinových zbytků)
(cit. 7 4 ) . Překvapující je, že primární struktura kvasinko-
vé UK vykazuje vyšší stupeň homologie s krátkou (cytoso-
lovou, AK1) variantou AMP-kinasy než s variantou dlou-
hou (mitochondriální, Aky, AKec). UKy je vysoce homo-
logní s CMP-UMP-kinasou z Dictyostelium discoideum
(dále UKdicty) (obr. 1) a minimálně s GMP-kina-

sami
9,83,84

Kvasinková UMP-kinasa má širokou substrátovou spe-
cifitu1 0 '1 5 '7 4 '8 1. Nejlepším akceptorem je UMP a jako do-
nor je nejefektivněji využíván ATP. Obecně lze říci, že se
UKy svou velikostí, primární strukturou a funkcí podobá
AMP-kinase. Oba enzymy obsahují smyčku bohatou na
glycin (aminokyselinové zbytky 23-30 u UKy) (cit. 9 - 5 9 ) ,
která má základní význam pro vazbu ATP (cit. 8 5 ) a je
společným prvkem řady bílkovin, které vážou nukleoti-
dy86. Miiller-Dieckmann a Schulz9 využili skutečnosti, že
UKy fosforyluje AMP a CMP (-30 %, resp. 10 % ve srov-
nání s UMP) (cit. 1 0 > 1 5 ) , a že se výrazně podobá AK1.
Homogenní UKy krystalovali v prostředí jak ATP (cit. 9 ),
tak ADP (cit. 1 5 ) . Získané komplexní krystaly studovali
pomocí rentgenových paprsků a srovnávali s volnou krys-
talickou AK1 z vepřového svalu9'15. U obou typů komplex-
ních krystalů nalezli obsazená obě substrátová vazebná

místa, t.j. vazebné místo pro nukleosid-5'-fosfát a vazebné
místo pro ATP. Dále zjistili, že oba typy komplexních
krystalů mají identickou sekundární strukturu (5 paralel-
ních polypeptidových řetězců v P-struktuře, obklopených
a-spirálami), která se s malými rozdíly na N-konci shoduje
se strukturou AK1 z vepřového svalu15. Jak již bylo uve-
deno u adenylátkinas, jsou v prostorovém uspořádání po-
lypeptidových řetězců podstatné tři oblasti: oblast jádra
(„core", dříve „main"), oblast víčka („lid", dříve „insert")
a oblast vázající nukleosid-5'-fosfát („NMP-bind")
(cit. 1-2-8 7). Je dokázáno, že po navázání substrátu dochází
k podstatným konformačním změnám v oblasti víčka
a v oblasti pro vazbu nukleosidmonofosfátu (tzv. „induced
fit"); naopak v nepřítomnosti substrátů je zřejmé „rozvol-
nění" katalytického centra87. Srovnání primární struktury
vazebného místa pro nukleosid-5' -fosfát kvasinkové UMP-
kinasy, UMP-CMP-kinasy z D. discoideum a 28 AMP-ki-
nas přineslo překvapivý výsledek15. U zmíněných UMP-
kinas se při vazbě UMP uplatňují aminokyselinové zbytky
Ala-47, Ile-75 a Gln-111 (UKy) resp. Asn-111 (UKdicty).
Adenylátkinasy mají v poloze 47 Thr (79 %) nebo Ser
(11 %) a v poloze 75 Leu (93 %). Předpokládá se, že
záměnou aminokyselinových zbytků u UKy došlo ke zvět-
šení „vazebné kapsy" pro nukleosid-5'-fosfát, což umož-
ňuje vazbu i AMP. Bylo dokázáno, že do stejného místa se
váže UMP i CMP, avšak vždy s jednou molekulou vody15.
Obr. 2 zachycuje možné vodíkové můstky komplexu
UKy:ADP:ADP/AMP s polypeptidem.
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15,Obr. 2. Schéma vodíkových vazeb dvou molekul ADP a kvasinkové UMP-kinasy v komplexu UKy:ADP:ADP/AMP (cit. )

3 . 2 . U M P - C M P - k i n a s a
z D i c ty o s t elium discoideum

Weismiiller a spol.75 izolovali a sekvenovali cDNA
kódující UMP-CMP-kinasu z D. discoideum. Primární
struktura odvozená ze sekvence cDNA (enzym je kódován
jediným genem) vykazuje vysoký stupeň homologie s
AMP-kinasami, především s AK1 (43 %) (cit. 7 5 ) (obr. 1).
Gen UKdicty je exprimován v E. coli, což umožnilo pří-
pravu vysoce homogenního enzymu75'88.

UKdicty je monomerní bílkovina o relativní moleku-
lové hmotnosti 25 000 (cit. 7 5 ) . Podobně jako AMP-kinasy
vykazuje širokou specifitu pro nukleosid-5'-trifosfáty (do-
nory fosfátu) (cit. 2 ) . Tomu odpovídá identická sekvence
vazebného místa pro ATP(Mg2+) v N-koncové části enzy-
mové molekuly a vysoký stupeň homologie v oblasti gly-
cinové smyčky, která váže (3- a y-fosfáty nukleosid-5'-tri-
fosfátu75. U UMP-CMP-kinas je, stejně jako u AMP-ki-
nas2, specifita pro NMP dána sekvencí aminokyselinových
zbytků v oblasti N-konce75. Zatímco pro adenylátkinasy
získané z různých zdrojů jsou charakteristické identické
aminokyselinové zbytky v polohách 149, 152 a 158 (Leu,
Tyr, alifatická aminokyselina), UKdicty má v těchto polo-
hách fenylalaniny75. Thr-39 a Leu-66, rovněž vysoce kon-
zervované u AMP-kinas (lokalizované v blízkosti adeni-
nového kruhu navázaného AMP) (cit. 8 9 ) , jsou u UMP-

CMP-kinas90 nahrazeny Ala, resp. Ile. UKdicty obsahuje
dva cysteinové zbytky v polohách 23 a 119, které jsou
nezbytné pro jeho aktivní konformaci75. Inhibice UKdicty
5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoovou kyselinou) ukázala, že
klíčový pro katalytickou aktivitu je Cys-23, který se na-
chází v blízkosti glycinové smyčky („G-loop") a je, po-
dobně jako Cys-25 u AK1, konzervován75.

Účinným specifickým inhibitorem UKdicty je P',P5-
-(adenosin-5'-)(uridin-5'-) pentafosfát (Ap5U, Ki = 0,5.10"7 M)
(cit. 7 5 ) . Tato sloučenina se analogicky jako P1,?5- di(ade-
nosin-5'-)pentafosfát (Ap5A) v případě AK váže v ekví-
molárním poměru do vazebných míst UKdicty. Enzym je
schopen vázat též Ap5A, ale s menší účinností88. Této
skutečnosti využili Weismuller a spol.88 a připravili kry-
stalické UKdicty s dvěma navázanými bisubstrátovými
analogy. Krystaly podrobili rentgenové analýze a získané
výsledky využili pro studium vazebného místa pyrimidi-
nových nukleotidů.

3 . 3 . U r i d y l á t k i n a s a z E s che ri chia coli

Homogenní UMP-kinasa z E. coli (dále UKec), produkt
genu pyrH (cit.7 6), má naprosto odlišné vlastnosti od dosud
popsaných pyrimidinnukleosidmonofosfátkinas62'75'91 >92.
Vykazuje naopak výraznou podobnost s aspartátkinasami,
glutamátkinasami a karbamátkinasami z Pseudomonas
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aeruginoscP2. Stejně jako další enzymy, které u E. coli
představují součást syntézy pyrimidinových nukleotidů
(UTP a CTP) de novo je UKec oligomerem a podléhá
regulaci GTP (allosterický aktivátor) a UTP (allosterický
inhibitor). Navíc sekvence pyrH genu je identická se sek-
vencí genu smbA, který zajišťuje distribuci chromosomů do
dceřinných buněk před rozdělením buňky93.

Pro UKec je charakteristická termostabilita92 (enzym je
stabilní až do teploty 65 °C) a extrémně nízká rozpustnost
při neutrálním pH, kdy dochází ke tvorbě solných můstků
mezi nabitými aminokyselinovými zbytky oligomerů s ná-
sledující agregací bílkoviny91; UTP a alkalické pH rozpust-
nost Ukec podstatně zvyšují91. Jako akceptor fosfátu vy-
užívá pouze UMP; nejlepším donorem fosfátu je GTP
a ATP (cit. 9 2 ) . UTP(Mg2+) je rovněž donorem, ale s ne-
patrnou účinností (4-5 % ve srovnání s ATP). Volný UTP
je naopak silným inhibitorem UKec. Za nativních podmí-
nek je UKec hexamer92, složený ze šesti identických pod-
jednotek o celkové relativní molekulové hmotnosti
156 000.

Primární struktura UKec nevykazuje sekvenční podo-
bnost se žádnou z dosud popsaných nukleosidmonofosfát-
kinas92, dokonce ani s CMP(dCMP) kinasou z téhož zdro-
je17-94. To nasvědčuje, že oba enzymy patří k rozdílným
skupinám kinas. Bucurenci a spol.17 dokázali, že CMP-ki-
nasa z E. coli je monomerní bílkovinou, která i přes mi-
nimální sekvenční homologii se známými nukleosidmono-
fosfátkinasami vykazuje strukturní podobnost s adenylát-
kinasami a CMP-UMP-kinasami. Na rozdíl od UKec
CMP-kinasa ze stejného zdroje využívá jako akceptoru
fosfátu jak CMP, tak dCMP a arabinofuranosyl-CMP (cit.17).
Za zmínku stojí, že u Bacillus subtilis je popsána pouze
jedna pyrimidinnukleosidmonofosfátkinasová aktivita95,
která fosforyluje UMP i CMP. Účinným inhibitorem UKec
je Ap5U, zatímco bisubstrátový analog Ap5A má jen slabé
inhibiční účinky92.

4. Závěr

Nukleosidmonofosfátkinasy (NMP-kinasy) katalyzují
reverzibilní přenos y-fosfátu nukleosid-5'-trifosfátu (nej-
častěji ATP) na nukleosid-5'-fosfát. V savčích tkáních byly
nalezeny nejméně čtyři odlišné typy NMP-kinas: ade-
nylátkinasy, guanylátkinasy, 2'-deoxythymidylátkinasy
a pyrimidinnukleosidmonofosfátkinasy.

Obecně se pyrimidinnukleosidmonofosfátkinasy, enzy-
my nezbytné pro biosyntézu pyrimidinových nukleotidů,

vyskytují v savčích buňkách jako dva odlišné enzymy.
Zatímco první z nich (EC 2.7.4.9) fosforyluje dTMP
a dUMP, druhý enzym (EC 2.7.4.14) vykazuje širokou
substrátovou specifitu, fosforyluje UMP, CMP, dCMP
a některé antimetabolity s protinádorovým účinkem.

Pyrimidinnukleosidmonofosfátkinasy jsou daleko mé-
ně systematicky prostudovány ve srovnání s purinnukleo-
sidmonofosfátkinasami (adenylátkinasa, guanylátkinasa).
Významným přínosem pro studium těchto enzymů byla
identifikace a izolace jejich genů a následná příprava
cDNA. Tento přehledný článek shrnuje současné znalosti
o obecných vlastnostech, terciární struktuře a vazebných
místech 2'-deoxythymidylátkinas a UMP-CMP-kinas zís-
kaných z různých zdrojů; rovněž je diskutována podobnost
těchto enzymů s purinnukleosidmonofosfátkinasami.

Zpracovat toto téma nám umožnila podpora projektů
GA AV ČR A455 402 a GA ČR 203/96/K 001. Autoři děkují
RNDr. I. Votrubovi, CSc. za podnětné náměty a zájem při
sepisování tohoto článku apaníM. Marešové za pomoc při
zpracování rukopisu.
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R. Krejčová and K. Horská (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
terminál 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 háve been shown to exist as two distinct
enzymes in mammalian cells. One of these enzymes (EC
2.7.4.9.) acts on dTMP and dCMP. The second enzyme (EC
2.7.4.14) shows a broad substráte specifity, enabling utili-
zation of UMP, dUMP, CMP, and dCMP. The PNP-kinases
occupy a strategie 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 generál properties,
mechanism, and three-dimensional structure of dTMP-ki-
nases from different sources; their similarity to AMP- and
GMP-kinases, respectively, is also discussed.
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