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race a diferenciace (potvrzeno i soucasnymi studiemi in-
dukce NDP-kinasy interleukinem (IL2) (cit. 7) a inter-
feronem (HulFNs) (cit. 8)), morfogeneze, signdlni trans-
dukce, transkripce, aktivace GTP-vazebnych bilkovin a na-
dorové metastdaze” 3. Vysokd hladina NDP-kinas byla
nalezena, na rozdil od nukleosidmonofosfitkinas (dale
NMP-kinas) (cit. %14-16) jak v rychle rostoucich, tak i v ne-
proliferujicich tkanich!7. V hovézim mozku tvot{ NDP-ki-
nasa piiblizng 0,1-0,2 % bunéénych bilkovin'"®. NDP-ki-

s M vy M2

nasy maji §ir§i substrdtovou specifitu’” a 10x—100x vyssi

Obsah specifickou aktivitu' nez NMP-kinasy.

NDP-kinasa byla poprvé nezavisle popsana v roce 1953
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1. Uvod

Nukleosiddifosfatkinasy (ATP: nukleosiddifosfatfos-
fotransferasy, ddle NDP-kinasy, EC 2.7.4.6) jsou relativné
nespecifické enzymy, které fosforyluji nukleosid-5'-difos-
faty na trifosfity; jako donor fosfitu vyuzivaji nejCast&ji
ATP (cit. 1). Produkty této fosforylace se déle vyuZivaji pro

richia coli?®, Saccharomyces cerevisiae3?, Drosophila me-
lanogaster®®, Dictyostelium ~ discoideum®4%a  lidska

NDP-kinasa (Nm23-H2) (cit. °°). Geny kédujici NDP-ki-

nasu byly klonovany a sekvenovdny u mnoha eukaryot-
nich?3.19:51-57 3 prokaryotnich#38:5 organismii; jejich ex-

prese v E. coli se vyuziva pro ziskdni homogennich NDP-

kinas v dostate¢ném mnoZstv{*'**>*7-# ¢,

2% Obecné vlastnosti

NDP-kinasy jsou v burice vdzany na fadu bunécnych

syntézu de novo nukleovych kyselin, proteindi, polysacha- struktur!.2-5. 18.30,34,37.38,57.61.62 Nejyice enzymu bylo na-

ridd a lipida™’. NDP-kinasy jsou v§udypiitomné enzymy

nezbytné pro udrzovani intraceluldrni hladiny (d)NTP
v prokaryotnich' i eukaryotnich’® buiikdch. 1 kdyZ jsou
NDP-kinasy jedinymi enzymy zodpovédnymi za syntézu

lezeno v cytosolul:63, zatimco v mitochondriich je méng
nez 10 % celkového bun&éného obsahu NDP-kinasy®"®.
Enzymy z riiznych bunéénych struktur se pravdépodobné

rozdilnym zptisobem uplatiiuji v metabolickych procesech

(d)NTP (s vyjimkou ATP (cit. 1*9)) neni patrn& fosfory- butiky. NDP-kinasy, vdzané na mitochondrialni membrény

lace nukleosid-5'-difosfatd regulujicim krokem v anabo-
lismu nukleotid'. NDP-kinasy se ztiéastni i dal§ich dtile-

a mezimembrdnovy prostor®, jsou zfejmé dileZitym spo-
jovacim ¢ldnkem mezi pfenosem energie a regulaci bu-

vy

zitych procesii v buiice jako napf. iniciace bunééné prolife- nééného metabolismu®. Znaéné prostudované NDP-ki-
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nasy plazmatické membrany’-’*""*'* se mohou naopak

vyrazné uplatiiovat pfi regulaci funkce G-proteini a né-
kterych specifickych (na hormonech zavislych) proce-
§16:31,34,66-72.

Nativni NDP-kinasy, ziskané z rlznych typt bunék
a tkani, se vyrazné lisi svou relativni molekulovou hmot-
nosti. To je ve shodé s jejich monomernim az hexamernim
podjednotkovym sloZzenim’-*"%"?7"?%131 3843 3373 - Hexqa-
merni sloZeni je u proteint prendsejicich fosfatvelmi vzac-
né*. Ve srovnani s eukaryoty jsouprokaryotni NDP-kinasy
pouze trimery nebo tetramery4. Multimerni NDP-kinasy
obsahujf jeden®7-25:27:31,32,38,74-80 nebo dva!8.28-30,63 typy
podjednotek s relativni molekulovou hmotnosti 16 000 az
24 000 (cit. 1,2931,42) Nejvice prostudovany je enzym
z lidskych erythrocytd™”, sloZzeny ze dvou rozdilnych
polypeptidovych fetézci A a B (obecné oznacovanych
NDP-kinasa A, resp. B), které se shoduji s lidskymi protei-
ny Nm23-HI resp. Nm23-H2, ziskanymi pfepisem pii-
slusnych cDNA (cit. 11,28:53), Analogické proteiny byly
nalezeny u my$i’-"-"” (Nm23-Ml a Nm23-M2) a krys®
(proteiny (3aa).

Chromatografickymi a elektroforetickymi metodami
byla u NDP-kinas zji§téna piitomnost jednoho!8:32-34 nebo
né&kolika izoenzymii!+28:37 s rozdilnymi hodnotamip/, rov-
novaznych konstant a aktivaéni energie'-“-*. Tyto izoen-
zymy vznikaji pravdépodobné kombinaci produktti pouze

Tabulka I
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dvou gent”. Podrobné jsou popsany izoenzymy NDP-ki-
nasy z lidskych erythrocytti (hexamery) (cit. 123.28,68)
které vznikaji ndhodnou asociaci podjednotek A a B (A6,
AS5B, ...,B6).

Za izoenzymy se oznacuji rovnéz tfi typy NDP-kinasy
ze $pendtovych listd (Spinacia oleracea) (cit. 38:81.82) |o-
kalizované témét vyhradné v chloroplastech”-*. Jde o tfi
rozdilné homologni hexamery (s pomérné nizkou sekvenc-
ni homologif388! asi 53-61 %), oznadované NDPK-I,
NDPK-II a NDPK-III, o relativni molekulové hmotnosti
92 000, 110 000 a 102 000 (cit. 25:3%). Tyto izoenzymy se
vyznamné 1i§i hodnotami K, pro GDP a ADP (cit. %),
a proto se ziejmé odlisSné uplatiiuji v regulaci intracelu-
larnich hladin (d)NDP a (d)NTP.

3. Primarni struktura

Primdrni struktura byla ur¢ena u NDP-kinas ziskanych
z rtostlin’-*-", bakterii’-*-", eukaryotnich organis-
mii2:32.34,55,73,78,83 anadorovych bunék™. Evoluéné jsou
NDP-kinasy jedny z nejvice konzervovanych proteinti me-
zi organismy’-*'. Retézce podjednotek NDP-kinas obsa-
huji zhruba 150 aminokyselinovych zbytkl s extrémy 143
u E. coli®®a 155 aminokyselinovych zbytkd u D. discoi-

deum55.Vysok§1 stupenn homologie vykazuji zvlasté u eu-

Stupen sekvenéni homologie (%) NDP-kinas z rtiznych zdroji

Escherichia Myxococcus Dictyostelium Drosophila SPENat Rajce Hrach® MyS Krysa  Clovék

coli xanthus discoideum melanogaster 11 [JI Ml M2 o B HlI H2
E. coli™ 57 45 45
M. _mnrhuxss 48
D. discoid.” 66 61
D. melan.”’ 50 60 70 68
Spenat®’ I 59 67 59 61 88 86 63 64 64 63
Spenat®! 11 52 54 53 64 50 51 52 50
Spendt> 111 60 60 60 61
Rajiie‘r’l 86
My’ M1 42 66 88
Mys’> M2 45 47 65 77
Krysa® ot 43 78 65 88 99 89 89 98
Krysa'® B 97 95 90
Clovék’ H1 43 78 66 66 94 88 89
Clovek™ H2 64 88 98
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karyot>19.28 (tab. 1). Studium homolognich sekven&nich
mist u NDP-kinas slouzi k ziskdni poznatkii o struktuie
vazebného mista a povaze reakéniho mechanismu®™*®.
Rozdily v relativnich molekulovych hmotnostech uréenych
z primarni struktury a elektroforézou homogennich NDP-
kinas za denaturujicich podminek jsou ziejmé odrazem
posttranslaénich modifikaci®!8!,

4. Reak¢éni mechanismus

NDP-kinasy pracuji ,,ping-pong‘ mechanismem, ktery
zahrnuje tvorbu energeticky bohatych fosfoenzymovych
intermedidt:

N,TP + E 2 N,DP + E~P
N,DP + E~P 2 N,TP +E ,

kde N1 a N2 jsou ribo- nebo 2'-deoxyribonukleotidy s puri-
novou nebo pyrimidinovou bazi L ,,Ping-pong" mechanis-
mus predstavuje katalyticky proces zcela odliSny od me-
chanismu vétsiny kinas %8 po navazani N1TP do vazeb-
ného mista enzymu se y-fosfatova skupina pfendSi na
enzym za vzniku fosfoenzymového intermedidtu. NiDP se
uvolni z molekuly fosfoenzymu a do stejného vazebného
mista se pak miize vazat N2DP, ktery se chova jako akcep-
tor fosfatu; vznikly N2TP se z enzymu uvolni®*,
NDP-kinasy ve vétsiné piipadi vyZaduji pro oba kroky
katalytického procesu dvojmocné Kkovové Kation-
ty!:427,3043,69,70.85 predeviim Mg2+, které pfemostuji o-
a P-fosfit substratu®. Vznik fosfoenzymového intermedia-
tu u NDP-kinasy z M. xanthus probiha i bez dvoj mocnych
kationti™*', trv4 viak sekundy az minuty’’ (v pitomnosti
MgZ* trvda méné nez 1 ms); pro druhy krok katalytické
reakce, pfenos fosfatu z fosfoenzymového intermedidtu na
NDP, jsou dvojmocné kationty nezbytné*. Podle Peliska
a spol.* probihaji oba kroky katalytického procesu mno-
hem rychleji v nepfitomnosti dvojmocnychkationtti, pokud
je donorem 7y-sulfatovy analog ATP (adenosin-5'-sulfito-
pyrofosfit, ADPSO3). Jsou-li v molekule NDP-kinasy sulf-
hydrylové skupiny, vyzaduje pro svou aktivitu téz pritom-
nost thiolti (cystein, DTT, merkaptoethanol) (cit. 158:85.87),
U NDP-kinas bylo prokazéno, Ze vznik intermediatu je
podminén vysoce efektivni reverzibilni fosforylaci (s Cislem
pfemény vét$im nez 10° s™') histidinového zbytku'™**.
Tento histidin se vyskytuje v sekvenci HGSD v okoli ami-
nokyselinového zbytku v poloze 120 (cit. 26:28:4245) aje
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jedinym konzervovanym histidinem u vSech dosud sek-
venovanych NDP-kinas®”. Substituce His-122 za Cys
u D. discoideum®® vede ke ztraté katalytické enzymové
aktivity. Pravdépodobné diky fosforylaci histidinovych
zbytkil' je vétSina fosfoenzymovych intermediat{i stabilni
v alkalickém a labilni v kyselém prostiedi’’. Rentgenovou
strukturni analyzou byla zji§téna kovalentni vazba y-fosfatu
k 8-atomu dusiku histidinu; fosfoenzymovych intermediatt
Ize vyuzit pro strukturni studie enzymu’’-"".

U fady intermediét( byla popsdna autofosforylace se-
rinovych zbytk26:37:41,50.75.91 Bominaara spol.”#pomoci
cilenych mutaci zjistili, ze nehistidinové autofosforylace
vyzaduji pfitomnost histidinu v aktivnim misté enzymu.

5. Fosforylace analogli nukleotidi

Biologickd aktivita nékterych 2',3'-dideoxyribonu-
kleosidd, ti¢innych proti retrovirim, je podminéna fosfory-
laci az na 5’ -trifosfaty*7:92.93 (zptisobuji terminaci syntézy
DNA pfi reverzni transkripci). Fosforylace prislusnych
2',3'-dideoxynukleosid-5'-difosfat je pomald in vitro i in
vivo, coz znamena, Ze NDP-kinasa je limitujicim faktorem
jejich u¢inku. Ndlez je pfekvapujici, protoze NDP-kinasa
vykazuje obecné $irokou substratovou specifitu”, a ziejmé
souvisi se skute¢nosti, ze 3'-hydroxyl (cukerné casti nu-
kleotidu) mé zdsadni vyznam pro vazbu substratu a vlastni
katalyzu®. Karlsson a spol.” studovali schopnost lidskych
CEM bunék (T- lymfoblastoidnich bunék) fosforylovat
3'-azido-2',3'-dideoxyguanosin (AzddGuo). Dokéazali, ze
NDP-kinasa fosforyluje AzddGuo-5'-difosfat; tato fosfo-
rylace je limitujicim stupném pri tvorbé 5'-trifosfatu, tcin-
ného inhibitoru replikace lidského imunodeficitniho
viru (HIV) in vitro?3. 5'-Trifosfaty dvou enanciomera kar-
boviru, karbocyklického analogu 2',3'-dideoxyguanosi-
nu, jsou substraty a alternativni substrdtové inhibitory
HIV reverzni transkriptasy’””. Na rozdil od pyruvatkina-
sy, fosfoglyceratkinasy, kreatinkinasy, které fosforyluji
(+)- i (-)-enanciomer karbovirdifosfatu podobnou rychlos-
ti, NDP-kinasa z hovézich jater piednostné a s ucinnosti
150x vyssi fosforyluje (-)-enanciomer karbovirdifosfatu®.
5'-Trifosfat 3'-azido-2',3'-dideoxythymidinu (AZT) je
rovnéZ substratem reverzni transkriptasy’. Je dokdzano, ze
kvasinkova a lidska NDP-kinasa fosforyluje AZT-5 '-difos-
fat s nizkou ti¢innosti’’-**. Z komplexu dTDP s NDP-kina-
sou vyplyvd, Ze ve vazebném misté pro cukernou Cast
nukleotidu neni misto pro objemnou azidoskupinu na-
hrazujici 3'-hydroxyl”.



6. Terciarnistruktura

Vysledky rentgenovych krystalografickych®246:48.77; NMR
(cit. 0) studii v kombinaci s pouZitim cilenych muta-
ci26,4146,78 pogskytly, stejné jako u NMP-kinas®14-16, z4k-
ladni poznatky o povaze vazebného mista a terciarni struk-
tufe NDP-kinas. Mikrokrystaly NDP-kinasy z kvasinek®
byly poprvé popsany v roce 1964. Strukturné nejvice pro-
studovanymi NDP-kinasami jsou enzymy z D. melanogas-
ter**, M. xanthus*3a cytosolovd NDP-kinasa z D. discoi-
deum*¥(déle Awd, Mx resp. Dd). Zatimco Dd a Awd jsou
homologni hexamery (155 resp. 153 aminokyselinovych
zbytk v podjednotce®), vykazujici 60 % sekvenéni homo-
logii, Mxje tetramer (145 aminokyselinovych zbytkti v pod-
jednotce), ktery vykazuje pouze 45 % sekvenéni homologii
s Awd a Dd (cit. #8). Uvedené NDP-kinasy byly piipraveny
v krystalické formé& bud jako volné42:44-46:48.49 nepo jako
komplexy s ADP (cit. 434%) dTDP (cit. *7) nebo cAMP (cit. %).

Na rozdil od nukleosidmonofosfitkinas (AMP-kinasy!4,
GMP-kinasy!9) a nékterych G-proteinti (ras p21; EF-Tu)
(cit. 96.97YNDP-kinasy neobsahujf ani klasické uspoiadan{
s paralelnimi B-fetézci (,,mononucleotide-binding fold*)
(cit. 46) ani fosfat vézajici smycku (,,P-loop™) (cit. **3).
Jediny glycin, nalezeny ve vazebném misté pro nukleotid
u Dd v poloze 117, interaguje spiSe s bazi neZ s fosfaty®.

Podjednotka NDP-kinasy ma charakteristické prostoro-
vé usporadani spole¢né pro struktury Dd, Awd i Mx (cit. 48y,
Podobné prostorové uspordadani bylo nalezeno v alloste-
rické doméné regulaéni podjednotky aspartédttranskarb-
amylasy z E. coli®®%°, u malého jaderného ribonukleopro-
teinu A v doméng vazajici RNA-U1 (cit. '99), v aktivaéni
doméné prokarboxypeptidasy B (cit. 101y 54 v acylfosfa-
tase!02; tyto proteiny nejsou navzdjem piibuzné a li§i se
svymi aminokyselinovymi sekvencemi®.

Prostorové usporadani monomernich NDP-kinas spo-
¢iva v globularni o/ doméné, rozvolnéném C-koncovém

#3_#1¢ 3 prostorové neuspofddané N-koncové

segmentu
¢4sti®*. Centralni o/p doména (u Dd zahrnuje aminokyseli-
nové zbytky 8-138 ) (cit. “9)je tvotena 4 antiparalelnimi
fetézci v p-struktufe s pofadim fetdzct By, B3, By, Ba
obklopenych a propojenych 5 hlavnimi a-Sroubovicemi
oLy, O, O3, Oy, Oip (cit. 43:4446:48) Proprostorové uspota-
déni je rovnéz dilezitd sekvence tvorena dvaceti amino-
kyselinovymi zbytky, kterd je oznaCovand jako Kpn-smy¢-
ka*3:44:48_ Je lokalizovdna mezi Oz-Sroubovici a By-fetéz-
cem, (u Dd zahrnuje aminokyselinové zbytky 99-118)
(cit. 4648). Kpn-smy&ka vyznamn& piispivd k vytvofeni
vazebného mista pro nukleotidy”'**. Viechny o-Sroubovi-

ce, P-fetézce a Kpn-smyc¢ky jsou pifitomny v ekvivalentnich
polohich u Dd, Awd a Mx (cit. 43:#448) mpravdépodobné
i ve véech homolognich NDP-kinasach®.

N- a C-koncové segmenty Dd, Awd a Mx vykazuji, na
rozdil od o/f domény, zfetelné rozdily v prostorovém
uspotadani”. Na N-konci ma Dd (cit. *8), ve srovnani
s Awd resp. Mx, navic t¥i*' resp. pét* aminokyselinovych
zbytkll. Daleko vyznamnéjsi jsou rozdily v C-koncovych
segmentech. Sekven¢ni studie ukdzaly, ze Awd obsahuje
o jeden aminokyselinovy zbytek vice nez Dd; u Mx chybi
ekvivalentni aminokyselinové zbytky v polohdch 151-155
(cit. #8). Tyto vzdjemné odlisnosti se pak projevuji v rozdil-
ném prostorovém usporddani jednotlivych segmentil.

U NDP-kinas je zndma fada konzervovanych sekvenci,
jejichz aminokyselinové zbytky se pravdépodobné ucastni
stabilizace tercidrni a kvartérni struktury enzymu a pfenosu
fosfatové skupiny’®"'-*1¥21 0 Sekvence THGSD je
shodnd u vét§iny NDP-kinas®”. Viechny enzymy, kromg
bakteridlnich”, obsahuji tripeptid RGD, ktery je charakte-
ristickou rozpoznévaci sekvenci NDP-kinas'”. Pfedpo-
klada se, ze zbytek kyseliny asparagové interaguje s fos-
fatovymi skupinami ATP prostiednictvim mustkd s Mg2+
(cit. 103), N&které sekvence pfitomné v G-proteinech,
(napt. GXXGK a DXXG) (cit. 195)se vyskytuji i v NDP-
kinase z M. xanthus>%;sekvence NKXD, kterd se u G-pro-
tein®l zd&astni rozpozndvéani guaninové baze'”’, viak u to-
hoto enzymu chybi™.

7. Vazebné misto

Podjednotka NDP-kinasy ma, na rozdil od NMP-kinas,
pouze jedno vazebné misto pro substrat (cit. %14-16,84)
Histidinovy zbytek, ktery je béhem katalyzy fosforylovan
(u D. discoideum v poloze 122 (cit. #©),tzv. aktivni misto),
se nachdzi na [,-fetézci ve §térbiné mezi 0y~ a t5-Sroubo-
vicemi*®. Kazd4 podjednotka NDP-kinasy nese jedno ak-
tivni misto”. Rentgenové strukturni studie jak volné Dd
(cit. #8), tak jejiho komplexu s ADP(Mg2*) (cit. *3)nebo
dTDP(Mg?*) (cit. 47) ukazuji, 7e se vazebné misto nachazi
v jiné ¢asti enzymové molekuly neZ histidin 122. Substrat
se vaze na hranu P-struktury v poloze vyhodné k pfenosu
y-fosfatuna 5-atom dusiku histidinu*® a je sou¢asné vklinén
mezi oty-Sroubovici a Kpn-smycku (obr. 1). Z téchto studif
vyplyva, ze vazebné misto vazejakribo- tak i 2'-deoxyribo-
nukleosid-5'-difosfaty, které interaguji obdobnym zptiso-
bem s proteinem bez ohledu na povahu baze a cukru’”’. PHi
vazbé substratu nedochdazi k polarnim interakcim s aktiv-
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nimi skupinami hlavniho fetézce, ale pouze se skupinami
postrannich fetézc®. Vétsinu interakci s molekulou en-
zymu zajistuje pyrofosfit a cukr, zatimco bdze se téchto
specifickych interakci nedéastni*'®.

Navazanim substratu do vazebného mista nedochézi
ke zméndm kvartérni struktury’. Vét§ina zmén nastava
ve flexibilnim polypeptidovém segmentu, tvofeném ami-
nokyselinovymi zbytky 60-64, lokalizovaném mezi o5-
a 0)-Sroubovicemi, ktery muiize pfizpiisobovat své prosto-

Obr. 1.

trojrozmérné
dTDP(Mg?") s podjednotkou NDP-kinasy zD. discoideum"’

Schéma struktury komplexu

(o]
%:_O‘_il’ro'“ P
(o] 0 g
H_;.
H T H |
Lys 16 Tyr 56

Obr. 2. Schéma modelu pfechodného stavu pfi pfenosu y-fosfatové skupiny w

rové usporddani povaze baze'’. Ve volné NDP-kinase je
tento segment v oteviené formé, ktera usnadnuje vstup
nukleotidu do vazebného mista. U komplexu substrat-en-
zym je v uzaviené formé, u niz se Phe-64 dotykd purinové
nebo pyrimidinové baze a vtlacuje bazi mezi hydrofobni
postranni fetézec Val-116 a aromaticky kruh®’. Phe-64,
stejné jako Gly-26, Gly-96, Lys-16 a Asn-119 jsou konzer-
vovany ve vSech dosud znamych sekvencich NDP-ki-
nas*145.59. Thymin a adenin interaguji v sousedn{ podjed-
notce hexameru prostiednictvim molekul vody s C-koncem
Glu-155, konzervovanym u eukaryotnich NDP-kinas, za-
timco u prokaryotnich enzymu chybi®’.

Krystalografické studie Dd ukazaly, ze o-fosfat nein-
teraguje pfimo s proteinem®. Naproti tomu P-fosfit atakuje
vysoce konzervované aminokyselinové zbytky Arg-92, Thr-98
a Arg-109; Arg-92 se navic spolu s Tyr-56, Lys-16 a Mg2*
pfimo uplattiuje pii vzniku fosfoenzymového intermedia-
tu®’. Jak je zfejmé z obr. 2, Glu-133 u Dd tvoi{ vodikovy
mustek s e-atomem dusiku histidinu 122 (cit. 29); jeho
substituci za lysin dochézi ke ztraté enzymové aktivity'®.

8. Kvartérni struktura

NDP-kinasy se li$i od monomernich enzymi pfenése-
jicich fosfat predeviim svou kvartérni strukturou®. Je zna-
mo, Ze velmi intenzivni interakce podjednotek multimert
NDP-kinas zna¢né znesnadnuji izolaci aktivnich podjed-
notek; k destabilizaci multimerti se v soucasné dobé vy-
uziva bodové-cilenych mutaci*®. Stejng jako u tercidrni
struktury, je nejvice prostudovana kvartérni struktura Dd
(cit. 48), Awd (cit. *% Mx (cit. *3).Z krystalografickych

f4 strand

Glu133

helix a4

6
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studif Mx vyplyvd, Ze tvofi v krystalickém stavu a v roztoku
tetramer® s D2 symetri{*. Dd a Awd jsou hexamery s D3
symetrii. Mohou byt chdpany jako dva trimery uspofadané
kolem vertikdlni 3-Cetné osy nebo tii dimery usporadané
“_*_ Struktura

v

okolo 2-Cetnych os v horizontdlni roviné
dimert je velmi podobnd ve vSech tiech NDP-kinasach,
stejné jako struktura trimerti u Dd a Awd (cit. 48).

Na tvorbé dimeru se ucastni o/;-Sroubovice, Bz—fetézec
a C-koncovy segment podjednotek***'**. Dimery se déle
spojuji na tetramery; u Mx jsou dimery uspofadany okolo
krystalografické 2-Cetné osy a rozhrani mezi dimery je
stabilizovano (na rozdil od rozhrani v dimeru) solnymi
miistky”. Pfi tvorb& trimeru se uplatifuji o~ a o3~ $rou-
bovice, Kpn-smycka a C-koncovy segment kazdé podjed-

T

notky44748 (obr. 3). Nejdtlezit&jsi ¢ast rozhrani predstavuji

b

= e
Obr. 3. Schéma trimeru NDP-kinasy z D. discoideum **,
a - celkovy pohled na usporadani podjednotek trimeru, b - detail
interakci mezi aminokyselinami na rozhrani podjednotek trimeru
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interakce tfi Kpn-smycek, které jsou velmi blizko 3-Cetné
osy. C-Koncovy segment se icastni jak tvorby dimeru, tak
trimeru, a ma proto velky vyznam v urceni kvartérni struk-
tury NDP-kinas*. Hexamery u Dd a Awd maji velkou
centralni dutinu*"'**, ktera se tdhne pfiblizn& 2,5 nm podél
3-&etné osy hexameru a ma objem okolo 3 nm?. Dutina je
na obou koncich uzavfena Kpn-smyékou". Pfedpoklada
se, ze je v dutin€é navazano asi 100 molekul vody; pfi
rozliSeni 0,18 nm bylo u Dd uréeno 78 molekul vody tj. 13
molekul na podjednotku®.

9. Inhibice NDP-kinas

Slabymi kompetitivnimi inhibitory NDP-kinasjsou nu-
kleosid-5’-fosfity!(napt. AMP, GMP, UMP, dTMP, IMP,
CMP, 8-azaGMP). NDP-kinasa z lidskych erythrocytt je
také inhibovdna adenosin-5'-sulfitem, 3°,5’-cAMP, gua-
nosinem a adeninem!%7. U fady NDP-kinas bylo zji§téno,
Ze nékteré NDP a NTP (napt. ADP, GDP, UDP, GTP, CTP,
UTP) kompletné blokuji, nezévisle na typu heterocyklické
baze, tvorbu fosfoenzymového intermedidtu’,!7,27.107,108
Stejny ucinek ma i 2 mM EDTA na aktivitu NDP-kinasy
indukovanou interleukinem 2 (IL-2) u mys$ich NK bunék’.

U nékterych NDP-kinas je popséna inhibice p-chlo-
romerkuribenzodtem!-198 p-hydroxymerkuribenzodtem8>
a N-ethylmaleimidem?-108, tj. inhibitory SH-enzym. Inhi-
bované enzymy lze reaktivovat priddnim cysteinu, DTT
nebo merkaptoethanolu do reakéni smési'"'*. V prosttedi
2 M mocoviny je inaktivace NDP-kinasy, zptisobend p-
chloromerkuribenzodtem, ireverzibilni'®.

Desdanin, antibiotikum produkované Streptomyces
caelestis, inhibuje specificky a ireverzibilné NDP-kinasu
z E. coli; inhibice je zavisla na teploté'”. Zminéné antibio-
tikum neinhibuje NDP-kinasu z krysich jater]09. Vzhledem
k relativné vysoké homologii sekvenci v oblasti aktivniho
mista NDP-kinas Ize predpokladat, ze se desdanin u E. coli
vaze na specifické misto, které je od katalytického centra
vzdalené'”. NDP-kinasy oocytti z Xenopus laevis a ho-
vézich jater’ jsou inhibovidny 25 mM EDTA; hofetnaté
ionty enzym castecné reaktivuji. Zinec¢naté ionty jsou v pfi-
tomnosti EDTA silnymi inhibitory NDP-kinas’'.

10. Vlastnosti gent kodujicich NDP-kinasy

Geny NDP-kinas z riznych zdroji se 1i$i svymi vlast-
nostmi a uplatnénim v buné¢ném metabolismu. U Salmo-



nella typhimuriuml 1% v M. xanthus’®je gen kédujici
NDP-kinasu esencialni pro buné¢ny rist, zatimco naopak
gen kédujici NDP-kinasu u E. coli jeza normdlnich risto-
vych podminek postradatelny!!!. Znamend to, Ze u E. coli
musi existovat jesté jiny enzym, pravdépodobné adenylat-
kinasa", plnici funkci NDP-kinasy™.

U D. discoideum byly popsany 2 geny kddujici NDP-
kinasu™. Gen gipl7 kéduje cytosolovy enzym, zatimco
gen guk koéduje mitochondridlni enzym, lokalizovany
v mezimembranovém prostoru; obé NDP-kinasy vykazuji
71 % homologii®'. Mitochondridlni NDP-kinasa je kédo-
vana v jadfe, vznikajici enzym obsahuje NH2-koncovou
presekvenci tvofenou 57 aminokyselinovymi zbytky, ktera
se béhem transportu bilkoviny do mitochondrie odstépi.
Vysledny protein je o 6 aminokyselinovych zbytki delsi
neZ cytosolovd NDP-kinasa®'.

U savcil je popsana rodina uzce piibuznych, nezavisle
regulovanych nm23 gend™. Zd4 se, Ze podjednotky NDP-
kinas nalezené v mysich, krysich a lidskych buiikdch vznik-
ly pravdépodobné zdvojenim genu®'. Naptiklad geny pro
krysi a- a p-protein, vykazujici NDP-kinasovou aktivitu,
obsahuji na stejnych mistech kodujici oblasti ve vzdalenosti
3 kb &tyfi tandemové uspotadané introny (cit. 1952). V kry-
sich tkanich (kromé mozku) pifevazuje exprese genu pro
o-protein, coZ naznaCuje nezdvislou expresi obou genll
v buiice". Je zajimavé, Ze vy$§i homologie byly pozorova-
ny mezi krysi o-NDP-kinasou a lidskou Nm23-H2 resp.
krysi |3-NDP-kinasou a lidskou Nm23-HI, nez mezi en-
zymy stejného druhu'’. Ze srovnavaci studie mezi krysimi
a lidskymi NDP-kinasami vyplyvd, Ze k diferenciaci en-
zymu téhoz druhu doslo diive nez k evolu¢nimu rozliSeni
t&chto dvou druhi!®.

Déle bylo zjisténo, ze I-faktor (supresorovy protein
diferenciace mysich leukemickych bunék), lokalizovany
v membrinové frakci, je rovnéz NDP-kinasou®”. Vzhle-
dem k vysoké homologii jeho aminokyselinové sekvence
s proteiny Nm23-M1, Nm23- H1 a Nm23-H2 (cit. >73)je
velice pravdépodobné, ze I-faktor je NDP-kinasou kédova-
nou genem nm23-M2 (cit. 73).

Lidsky gen kodujici transkripéni faktor PuF (,,c-myc
purine-binding") je identicky s genem pro NDP-kinasu
Nm23-H2, povazovanou za negativni regulator nddorové
metastaze! 12, Ze ziskanych poznatkdl vyplyvd, Ze enzym
Nm23-H2 je zapojen in vitro do regulace transkripce lid-
ského c-myc onkogenu!!:112,

Pfedpoklada se, ze D. melanogaster ma nejméné 2 geny
pro NDP-kinasu: awd a gen, ktery ptisobi béhem embryo-
genese’’. Produkt genu awd je NDP-kinasa spojend s mi-

krotubuly, ktera je odpovédna za morfogenezi57. Znacény
stupeii sekvenéni homologie (78 % homologie) mezi geny
awd a nm23 svédéi o jejich funkéni homologii’. Oba geny
pfispivaji k normalnimu vyvoji bunék, ztrata exprese téchto
gent vede k defektnimu vyvoji nebo ke zhoubnému bujem’3.

11. Aktivace G-proteintit NDP-kinasou

Signdlni bilkoviny (GTP-vazebné bilkoviny, G-protei-
ny) se uplatiiuji u eukaryot v mnoha procesech hormonalni
a signalni transdukce’!. Jde o heterotrimery (slozené z pod-
jednotek a, B a 7), které pfendseji signdly z aktivovanych
receptorti k efektorim jako jsou enzymy nebo iontové
kanaly7!.

Zda se, ze zejména membranovd NDP-kinasa (,,mem-
brane-associated"; m-NDP-kinasa) ziskand z krysich ja-
ter” je zapojena do aktivace G-protein(i®60-68.113  které
zprostiedkovavaji hormondlni stimulaci a inhibici adeny-
létcyklasym» 114,1 I5((3821 G;proteiny) a G-proteinu, u néhoz
se predpoklddd aktivace fosfolipasy C (cit. '10) (Gppro—
tein). Bylo zjiSténo, Ze m-NDP-kinasa a G, mohou v mem-
brané existovat ¢dste¢né ve formé komplexu”, jehoZ tvor-
ba je reverzibilné regulovana hormony prostiednictvim
receptorlt bunééného povrchu’. NDP-kinasa je téZ aso-
ciovdna s G-proteiny v buiikdich HeLa S3 (cit. &) a Ehr-
lichova ascitu!!7. Ribosomy z D. discoideum obsahuiji en-
zym identifikovany jako cytosolovd NDP-kinasa''®. To
znamend, ze GTP muze byt do procesu translace uéinné
pfisunovano NDP-kinasou, asociovanou s aktivnimi ribo-
somy! 8. Povaha interakce NDP-kinasy se slozkami trans-
la¢niho aparatu neni dosud jasnd!!®, NDP-kinasa inter-
aguje bud’ s elongacnimi faktory vazajicimi GTP nebo
piimo s jednim nebo vice ribosomdlnimi proteiny!!8. Ana-
lyzou bunécné distribuce lidské NDP-kinasy A byla zjis-

NN

téna zdaleka nejvysSi koncentrace enzymu v ribosomech
malignich bungk'".

Jako mozny cil pisobeni NDP-kinasy byla téz zkou-
mana polymerace mikrotubull t.j. proces zahrnujici vy-
ménu GDP/GTP (cit. 18,113y Ptim4 fosforylace GDP vdza-
ného na tubulin NDP-kinasou se viak nepotvrdila!!3.119,
Fyziologicky vliv NDP-kinasy na dynamiku mikrotubult
Ize proto chapat pouze jako ,,upravu" koncentraci volného
GDP a GTP v okoli mikrotubul@!13.

Meovr

Mechanismus aktivace nejriznéjSich G-proteintit NDP-
kinasou neni dosud zcela jasny®. MuiZe jit o ptimou akti-
vaci G-proteinu, neboli schopnost NDP-kinasy pfimo fos-

forylovat GDP vdzané na piislusny G-protein in simu!!3,
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a7’ (Mg2t

nebo Ca?*). V fadg studii jsou popsany in vitro dikazy

vétSinou v pfitomnosti dvojmocnych kationt

podporujici tento mechanismus aktivace$:09-71,117  Pod-
le poslednich vysledkil je v8ak hypotéza piimé aktivace
G-proteint nepravdépodobné‘zo, protoze nebylo prokaza-
no, 7e v okamziku pfenosu fosfatové skupiny z fosfoenzymo-
vého intermedidtu je GDP skute¢né vizan na G-protein®.
Druhym moZznym mechanismem je aktivace cestou
GDP/GTP vymény”, nékdy téZ oznalovany jako ,,chan-
neling” mechanismus'"™"""®, podle kterého se GDP i GTP
vaZou na a-podjednotky G-proteinti’!; k vazb&é GTP viak
dochézi az po uvolnéni GDP (cit. '2'). Pfedpoklada to bud
lokalizaci NDP-kinasy v bezprostfedni blizkosti G-proteinti
nebo jeji schopnost vznikajici GTP ,,smérovat" ke G-pro-
teinim!2!, Disociace GDP je zfejm& v aktivaci limitujicim
krokem'**'"**. Zd4 se proto pravdépodobné, Ze NDP-ki-
nasa reguluje v okoli G-proteint pomér GTP/GDP (cit. 121).

12. Zavér

Nukleosiddifosfatkinasy (NDP-kinasy) jsou vsudypii-
tomné enzymy nezbytné pro udrzovani intracelularni hladi-
ny (d)NTP v burikach. Jde o relativné nespecifické enzymy,
které fosforyluji nukleosid-5'-difosfaty na trifosfaty; jako
donor fosfatu vyuzivaji nejCastéji ATP. Produkty této fos-
forylace se déle vyuZzivaji pro syntézu de novo nukleovych
kyselin, proteint, polysacharidli a lipidi. NDP-kinasy se
zucCastni i dalSich dilezitych procest v burice jako napf.
iniciace bunécné proliferace a diferenciace, morfogeneze,
transkripce, transdukce, aktivace GTP-vazebnych bilkovin
a nadorové metastaze. Evolu¢né predstavuji NDP-kinasy
jedny z nejvice konzervovanych proteint.

NDP-kinasy maji SirSi substrdtovou specifitu a vyssi
specifickou aktivitu nez nukleosidmonofosfatkinasy, od

vvvvv

nasy pracuji ,,ping-pong" mechanismem, ktery zahrnuje
tvorbu energeticky bohatych fosfoenzymovych interme-
diati. Je dokdzdno, ze vznik intermedidtu je podminén
efektivni reverzibilni fosforylaci histidinového zbytku en-
zymu.

Tento piehledny clanek shrnuje soucasné znalosti
o obecnych vlastnostech, terciarni struktuie, kvartérnf
struktuie a vazebnych mistech NDP-kinas ziskanych z riiz-
nych zdroju.

Zpracovat toto téma ndm umoznila podpora projektii
GA AV CR A455 402 a GA CR 203/96/K 001. Autorky
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Nucleoside diphosphate kinase (NDP kinase, EC 2.7.4.6)
is a ubiquitous enzyme that catalyzes phosphorylation of
nucleoside 5’-diphosphate, with the exception of ADP, to
the corresponding triphosphate, following a ping-pong
mechanism, which includes the formation of a high-energy
phosphohistidine intermediate. It has a broad specifity for
phosphoryl donors and acceptors to maintain the balanced
levels of nucleotide triphosphates in the cell. The structures
of NDP kinases are highly conserved from Escherichia coli
to human (43 % identity) and they are believed to be
a housekeeping enzyme for DNA and RNA synthesis. In
addition, NDP kinases have been shown to have additional
regulatory functions for growth and developmental control,
signal transduction, transcription, activation of GTP-bind-
ing proteins, and tumour metastasis suppression. The recent
information on the general properties, three-dimensional
structure, quarternary structure, and the properties of the
binding site of this enzyme are reported.





