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1. Uvod

Nukleosidmonofosfitkinasy se vyskytuji ve vSech ty-
pech bunék. Katalyzuji reverzibilni pfenos y-fosfitu nuk-
leosid-5'-trifosfatu (NTP) dle schématu:

N, TP + N,MP &N;DP + N,DP.

Vzhledem ke svému kliCovému vyznamu v bazdlnim
metabolismu burniky byly tyto enzymy v pribéhu let in-
tenzivné studovany'. Homogenni bilkoviny byly ziskany
jak z prokaryotnich, tak eukaryotnich bunék. Stanoveni
primarni struktury umoznilo srovnavaci studie, které byly
piinosem pro lokalizaci a studium vlastnosti vazebnych
mist a prostorového uspofrddani enzymové molekuly.

Nukleosidmonofosfitkinasy jsou monomerni bilkovi-
ny, které vykazuji vyraznou sekvencni homologii a velmi
podobnou podjednotkovou strukturu®=. Pro tyto enzymy
je typickd relativné izkd specifitapro nukleosid-5’-fosfaty,

skupiny. Nejefektivnéji vyuzivaji jako
donor fosfitu ATP. Pro svou aktivitu vyzaduji jak p¥itom-
nost dvojmocného kovového kationtu®7-19, ktery tvoii kom-
plex s piislusnym nukleosid-5'-tri- a difosfatem®17.18,20,
tak agens chréanicich thiolové skupiny!!-1321-24 Nejvysi
aktivitu vykazuji obvykle s Mg2*, ktery Ize u nékterych
enzymiinahradit Mn2+ Ni2+ Fe?* CaZtnebo Co?+* aviak
8-10,12-14,17-19,25-27

v

s niz§i u¢innost{’

Koshland®™ a Jencks” zjistili, Z¢ u enzymt pfenase-
jicich fosfat probihd po navdzani substratu konformacéni
zména, pii které enzymy piechdzeji z inaktivni konformace E
na aktivni konformaci E*; béhem této zmény dochézi k uvol-
néni vody Katalytického centra. Tento jev tzv. induced
fit" vysvétluje vysokou specifitu a extrémné nizkou rych-
lost abortivni syntézy, kterd byla zjisténa u fosfokinas.

Mechanismus reakce je nahodny (,random‘) bi-bi
a chemickd pfeména limituje rychlost reakcef:11:12:23.30-35
Stereochemicky priibéh reakce sleduje Sy2 mechanismus;
to znamena, Ze dochdzi k pfimému pfenosu fosfitovych
skupin bez vzniku kovalentnich intermediat s molekulou

bilkoviny32:36,

Vsechny buriky vyuzivaji v rozsdhlém méfitku adeni-
novych nukleotidd AMP, ADP a ATP pro piijem, uchovani
a pfenos chemické energie. Tyto nukleotidy jsou rovnéz
nezbytné jako moduldtory regulacnich enzymu glykolyzy,
cyklu kyseliny citronové a oxidaéni fosforylace. Proto maji
zdsadni vyznam v bunééném metabolismu vSechny faktory,
které ovliviiuji vnitrobuné¢nou koncentraci adeninovych
nukleotidi37-40. Jednim z nich je pravé adenylatkinasa
(NTP:AMP-fosfotransferasa, kde N je adenin nebo guanin,
dale AMP-kinasa nebo AK), kterd v soutasné dobé pied-

stavuje nejlépe prostudovanou nukleosidmonofosfitkinasu
viibec'. Jde o viudyptitomnou bilkovinu, kterd katalyzuje
reakci mezi AMP a ATP(Mg?") s faktorem >10" a je
téméf perfektnim enzymem (K /Ky, > 10757 IM1) (lit. 30),
Lze tedy fici, Ze pfeména adeninovych nukleotiddi mé zvlastni
vyznam Vv tkdnich s vysokym obratem (turnover) energie
(ve svalovych vldknech, mitochondriich a chloroplastech).
AMP-kinasa pfedstavuje vyhodny model pro studie vzi-
jemného vztahu mezi strukturou a funkci kinas, enzymu
zasahujicich do zna¢ného poc¢tu metabolickych a regulac-

nich procest*"”. V této souvislosti je zvI4sté zajimava
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vlastnost AMP-kinasy z Escherichia coli (ddle AKec),
kterd jako jedind nukleosidmonofosfatkinasavykazuje také
aktivitu nukleosid-5’-difosfitkinasy*?. V posledni dobg je

v 7 ~ . . 7 s ~ o7 + 37 43n46
ziejmé, Ze je zajimava i pro evolu¢ni studie’ - .

2. Obecné viastnosti

Homogenni AMP-kinasy byly pfipraveny a charakteri-

X 617143147152
c

zovany z raznych typt savéi tkdn , mysich leu-
kemickych bungk L1210 (lit. 7%) ,kvasinek®"*-**->* rost-
1in#1.56-59 4 fady bakterii*-’-*"*’. Vétgina izola¢nich pos-
tupli vyuzivd stability AMP-kinas vic¢i kyselému pH
(lit. 6*7*48). Piinosem pro izola¢ni postupy bylo vyuziti jak
P!, P5~di(adenosin-5’—)pentafosfétt160'64 (ddle ApsA), tak
afinitni chromatografie®25:43.90, Viechny klasické izolaéni
metody jsou vSak velmi ¢asové ndaroc¢né ajejich vytézekje
Casto velmi nizky. Napf¥. AMP-kinasu z F. coli, ktera pred-
stavuje asi 0,1-0,2 % rozpustnych bilkovin, lze ziskat pou-
ze v 5 % vytézku®. Genovou manipulaci a naslednou expresi
intaktnich nebo cilené mutovanych geni AMP-kinas (ne-
jéast&ji v E. coli) viak byly pfipraveny homogenni bilk-
ovinné molekuly v mnozstvi dostatecném pro moderni
analytické postupy40:44:45,51,57,62,65-69

AMP-kinasy jsou nizkomolekuldrni globuldrni mo-
nomerni bilkoviny o relativni molekulové hmotnosti

22 000-26 000. Izoelektrickou fokusaci byla u vysSich eu-

Tabulka I
Vlastnosti isoenzymu savéich AMP-kinas (Frank a spol. )

Vlastnost AK1

Lokalizace genu (u ¢lovéka) chromosom 9
Vnitrobunécéna lokalizace cytosol

Imunochemickd reakce  anti-AK1 (+); anti-AK2 (-)

Tkéné s relat. vysokym  kosterni sval (25 pmol.kg™ )
obsahem

Relativni mol. hmotnost < 23000

Obsah Cys-zbytku > 1 SH-skupina
Inhibice Ellmanovym 100

reagens (%)
Ki pro ApsAa

Substratova specifita

3 nmol.l"

ﬂPl ,I$ -di(adenosin-5'-)pentafosfat

mezimembranovy prostor
anti-AK1 (+); anti-AK1 (-)

jatra (5 umol.kg™ );
srde¢ni sval (0,5 umol.kg )

absolutni pro AMP, nizsi s ohledem na adenin v ATP

karyot zjisténa existence tf{ izoenzymﬁ37: jedné kratké
varianty (cytoplazmatickd AK1) a dvou dlouhych variant
(mitochondridlni AK2 a AK3), které obsahuji navic zhruba
30 aminokyselinovych zbytk(®. Zastoupenijednotlivych
typtl je specifické pro rtizné tkdné a méni se v prabéhu

. V8echny izoenzymy jsou kédovény v ja-

vyvoje”*'-
derném genomu, syntetizovany v cytoplazmé a transpor-
tovany do mitochondrii. Lisi se napf. lokalizaci v buiice,
molekulovou hmotnosti, citlivosti vii¢i Ellmanovu ¢inid-
w7l a ApsA, dale katalytickymi a imunologickymi vlast-
nostmi’274(tab. 1).

AKI1 je hlavnim izoenzymem kosterniho svalstva, moz-
ku a erytrocytt (tzv. svalovy typ AMP-kinas, myokinasa)
(lit. 37);u &lovékaje polymorfni’3. AK2 se nalézd v mezi-
membranovém prostoru mitochondrii. Je prevladajicim en-
zymem jater a ledvin (tzv. jaterni typ AMP-kinas). AK1
a AK2 jsou ATP:AMP-fosfotransferasy (EC 2.7.4.3). AK3
je vazana na mitochondridlni matrix37 a na rozdil od AK1
a AK2 jde o GTP:AMP-fosfotransferasu (EC 2.7.4.10).
U kvasinek byla nalezena nejméné jedna kratkd a jedna
dlouhad varianta AMP-kinasy (ddle AKy), odpovidajici funk-
¢né ziejmé AKI1 a AK2 (lit. 37), zatimco u E. coli*?07.75
a kukufiénych chloroplasti® byla nalezena pouze dlouhd
varianta.

AKec se vyskytuje jak v cytoplazmé, tak v mezimem-

branovém prostoru; to navozuje i jeji uplatnéni v bakteridln{

buiice’®. Zatimco AKec pfitomna v cytoplazmé zajisfuje

AK?2 AK3

chromosom 1 chromosom 9
matrix mitochondrii
mitochondri{
anti-AK3 (+); anti-AK1 (+);
anti-AK2(%)
jatra (>1 pmol.kg );
srde¢ni sval (0,15 pmol.kg™ )

> 23000 26000
> 1 disulfid 0
0 0
3 pmol.I” ~100 pmol.I"; 20 nmolL.I" pro GpsA

absolutni pro AMP, GTP nebo ITP
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rovnovdhu adeninovych nukleotidii, pfedpoklada se, Ze
enzym obsazeny v periplazmatickém kompartmentu nebo
vnitfni membrané buriky se zi¢astni pfimo nebo nepifimo
syntézy fosfolipidi.

AMP-kinasy vykazuji vysokou substridtovou specifitu
pro AMP (lit.2547,53,59.77):  fosforyluji rovnéz dAMP
(lit. 2547,53,59,78) CMP (lit.5?), 7-deazaadenosin-5'-fosfat”,
adenin-9-B-D-arabinofuranosa-5’-fosfat’” a acyklické fos-
fonitové analogy 9-(2-fosfomethoxyethyl)adenin (PMEA)
ilit. 33.74) a (S)-9-(3-hydroxy-2-fosfonomethoxypropyl) -
_adenin (HPMPA) (lit. 73), aviak s podstatné niz&i G&in-

nosti.

3. Primarni Struktura

Primérni struktura byla ur¢ena u vSech typt adenylatki-
nas¥3:48,49,54,77,79.80  jeztejmé, ze AK obsahuji b&zné ami-
nokyseliny; neobsahuji vdzané kofaktoryé. Zatimco u sku-
piny malych variant AMP-kinas (AK1) je patrny vysoky

stupeii homologie (vice nez 90 %), ve skupiné velkych
variant, stejné jako mezi malymi a velkymi variantami
adenyl4tkinas je stupeti homologie vyrazné niz§i'’’ (obr. 1,2).
Pro jednotlivé skupiny AMP-kinas je typické zastoupeni
bazickych a kyselych aminokyselinovych zbytk(, pocet
thiolovych skupin a obsah tryptofanu. AK1 a bakteridlni
adenylatkinasy neobsahuji tryptofan s vyjimkou enzymu
z Bordetella pertusi567Pfekvainé bylo zjisténi, Ze enzym
z grampozitivini bakterie Bacillus stearothermophilus ob-
sahuje zinek®1.62 ktery se vaze na4 cysteiny a piispiva tak
k extrémné vysoké termodynamické stabilité bilkoviny.
AK1 a AK2 maji na C-konci lysin, pfipadné substi-
tuovany lysin a na N-konci acetylmethi0nin20’48*50154. Po-
dobn4 struktura N-konce byla nalezena i u archaebakterii®.

Naproti tomu u AK3 je N-konec heterogenni’”. Detailni

porovnani sekvenci riznych typtd adenylatkinas vedlo kje-
jich klasifikaci®! jako ,,protein family“, s vysoce konzer-
vovanymi aminokyselinovymi zbytky37, AMP-kinasa
ziskand z archaebakterie Sulfolobus acidocaldarius pred-

stavuje zvla$tni skupinu, nebof vykazuje minimdlni pfi-
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Obr. 1. Stupeii sekven&ni homologie (%) malych a velkych variant adenylatkinas®
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Obr. 2. Stupeni sekvencni homologie (%) velkych variant adenyldtkinas

buznost s dosud zndmymi adenylatkinasami**’;

kou (194 aminokyselinovych zbytk(1) a primarni strukturou se
podobad vice eukaryotnim AMP-kinasam nez bakteridlnim.

svou dél-

4. Terciarni struktura

Zakladni predstavy o tercidrni struktufe a lokalizaci
vazebnych mist vychdzely z krystalografickych studii AK1
z veprového svalu, jejiz terciarni struktura byla urcena jiz
v roce 1974 (lit. 82), Pozd&ji Dreusicke a spol.*’ pouZili
jemné rozliseni 0,21 nm a tuto strukturu upresnili. Aktivni
centrum lokalizovali vyhodnocenim krystalografickych®-*-*,
chemickych®-*, sekven&nich*" a vazebnych studi8!-36.87
a soucasné podali pfehled strukturniho uspofadani tficeti
vysoce konzervovanych aminokyselinovych zbytka.

Podrobné studie terciarni struktury obou variant AMP-
kinas a ostatnich nukleosidmonofosfatkinas rozliSuji tri
oblasti v prostorovém usporadani polypeptidovych fetéz-
c33246,88,89 oblast zvanou jadro (,core®, diive ,main®)
tvofi pét paralelnich polypeptidi v P-struktufe, obklope-
nych deviti az desiti o-§roubovicemi82:83.86,88.89  velk4
varianta AMP-kinas obsahuje oblast nazyvanou vicko
(,,lid", diive ,,insert"), zahrnujici 38 aminokyselinovych
zbytki. Tato oblast, tvofend ¢tyimi polypeptidy v B-struk-
tufe, zabudovand mezi aminokyselinové zbytky v poloze
132 a 133, se naléz4 v misté, kde mala varianta obsahuje
smycku s pouhymi jedendcti aminokyselinovymi zbyt-
ky75,83.88.90.91 Oplast vicka spoledné s oblasti, kterd vaze
nukleosid-5’-fosfdt (,, NMP-bind*, dfive ,,AMP-bind"), je
lokalizovana v blizkosti katalytického centra enzymu™-*.
Uvedena terciarni struktura byla potvrzena CD-spektro-

[

skopickymi studiemi tfindcti syntetickych segmenti AK1
z vepiového svalu?2. Vsechny AMP-kinasy obsahuji smyc-
ku bohatou na glycin” (,.glycin-rich loop*, ,,G-loop®),
nazyvanou rovn&z fosfat vazajici smycka™ (,,phosphate
binding loop", ,,P-loop*); zahrnuje aminokyselinové zbyt-
ky 15-22 (15GXPGXGK22G) (lit. 39). Za touto typickou
doménou nasleduje vysoce konzervovany lysin a serin nebo
threonin™. Jde o znak spoleény vétsing bilkovin, které
vazou ATP nebo GTP (napr. elongacni faktory, thymidin-
kinasy, fosfoglyceratkinasy) (lit. 9%).

5. Vazebnd mista

Pro adenylatkinasy byla dokdzana existence dvou nu-
kleotidovych vazebnych mist’-*’-*'>*. U eukaryotnich en-
zymi se vazebné misto pro AMP na rozdil od ATP va-
zebného mista vyznaduje vysokou specifitou®725:47.96 7a_
timco pro AKec je typickd daleko mensi specifita”. U AK
z kukufi¢nych chloroplasti bylo zjisténo, Ze do akcep-
torového mista pro NMP mohou vstupovat i pyrimidinové
nukleotidy; divodem je jind primarni struktura vazebného
mista ve srovnani s ostatnimi adenylatkinasami™.

Pro urceni lokalizace a povahy vazebnych mist je vy-
hodné porovnat struktury AMP-kinas jak bez substrati, tak
s jednim nebo dvéma navdzanymi substraty. Na zakladé
konformacnich zmén lze pak ziskat pfedstavu o mole-
kularnich aspektech, které doprovézeji samotnou katalyzu.
Traut” se zabyval detailnim studiem bilkovin (véetné AMP-
a GMP-kinasy), u kterych byla popsana vazebna mista pro
nukleotidy. Obecné vlastnosti téchto vazebnych mist jsou
shrnuty v prehledném ¢ldnku o guanyldtkinasach®”.
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Vsechny typy adenyldtkinas byly pfipraveny v krys-
talické formé a to bud’jako volng6:9,20,48,49,52,82-84,87,93,98-
10T nebo jako komplexy s AMP (lit. 88.90) s analogem ATP
adenosin-5’-(B,y-u-difluormethylen)trifosfitem (AMPPCF,P)
(it. 192) nebo s ApsA, tj. substratem, ktery napodobuje
soucasnou vazbu donoru a akceptoru fosfitu (tzv. ,two
substrates-mimicking substrate) (lit. 407591y Zgkladni
piedstavy o lokalizaci vazebnych mist pfinesly pfedevsim
studie krystalickych komplexit AKy (lit. 8)a AKec (lit.”)
s inhibitorem ApsA. Kovalentni symetrie ApsA viak neu-
moznuje rozliSeni ATP a AMP. Nevyhodou pouziti AK1
pro krystalografické studie vazebnych mist je, Ze na rozdil
od AK3 (lit. %) a GMP-kinasy® se dosud nepodatilo
pfipravit smésné krystaly se substrity. Proto byly prvni
piedstavy o vazebnych mistech ziskany ,,sycenim" krys-
talické veptové AK1 (lit. 37) nebo jejich fragmenti® sub-
straty nebo jejich analogy. Vysledkem téchto rentgeno-
strukturnich studii je tzv. rentgenovy model (,,X-ray mo-
del") (lit. ©) prostorového usporddani AK1, ktery byl na
zakladé NMR-studif v pozdg&jsich letech korigovan'”’ (obr. 3).
Architektura vazebného mista pro AMP byla poprvé od-
vozena ze struktury homologni GMP-kinasy (jedno ade-
nosinové vazebné misto odvozené z Krystalografickych
studif komplexii AK s ApsA odpovidd strukturng vazebné-
mu mistu pro GMP (lit.
u AK3, kterd krystaluje se svym substratem AMP (lit.

Schulz a spol.*® popsali na zdkladé srovndni krystalogra-

75’86)) a koneéné pfimo zviditeInéna
88,90y

fickych struktur homolognich adenyldtkinas upfesnénou
piedstavu o pfechodu enzymu z neaktivni na aktivni kon-
formaci (tzv. ,induced fit"). Ze srovnavaci studie vyply-
nulo, ze u dvou strukturnich oblasti - vicka a oblasti, ktera
viaze NMP - dochédzi po navdzani substrati ke znacéné
pohyblivosti a tim k podstatnym konformacnim zméndm
(obr. 4). Dalsi informace o povaze vazebnych mist byly
ziskdny nejriznéj§imi spektroskopickymi metodami. Im-
pulzem pro vyuziti NMR v této oblasti byl objev Hamady
et al.84, dokazujici vazbu AMP a ATP na dva rizné frag-
menty, ziskané z nativni AK 1 kréli¢iho svalu. To umoZnilo
NMR studie vazebnych mist roztokd jak nativnich ade-
nyldtkinas (E. ;104

o 105108
kvasinek’), tak syntetického fragmentu odpo-

, vepfového svalu , kréli¢iho

svalu'”,

vidajiciho aminokyselinovym zbytkiim 1-45 u AK1 z kra-

ligtho svalu!!0-111 Na zaklad® t&chto studii byl vytvoten

NMR model AKI1, ktery byl Siroce diskutovidn s diive
navrzenym rentgenovym modelem30:103,
I kdyZ b&hem poslednich let byly izoloviny cDNA

adenylétkinas z riznych Zdrojﬁ44'45’65'67'68*70, vétsina sou-

¢asnych studii o vazebnych mistech vyuzivd klonované

Obr. 3. Korigovany model trojrozmérné struktury adenylat-
kinasy z vepfového svalu . Model zahrnuje vazebna mista pro
AMP a ATP(Mg +).Vé1ce znazoriuji o-spirdly, Sipky 5 paralel-
nich polypeptidovych fetézch v [B-struktufe, teckované jsou vy-
znaeny oblasti s vysokym stupném sekvencni homologie u
adenylétkinas, Srafované je vyzna¢ena smycka bohatd na glycin
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Obr. 4. Konformaéni zmény u velké varianty adenylatkinas po
. a - ,oteviend forma" - mitochondridlni

navazani substrata
AMP-kinasa z hovéziho srdce s navizanym AMP, b - ,,uzaviena
forma" - AMP-kinasa z E. coli s navazanym ApsA (substrat, ktery
napodobuje soucasnou vazbu donoru a akceptoru fosfitu), vazbu
doprovazi rotace oblasti vicka o 88°, ¢imz dochazi k uzavieni
katalytického centra



Tabulka I1
78

Kinetick_é data mutované adenylétkinasy z kufeciho svalu (Dahnke a Tsai )

Enzym Substrity keat Km kcat/Km keat/Km pro
s [mmol.I"] [s/mmoll"']  AMP/dAMP

Nemutovany ATP(Mg?") + AMP 500 0,15 3,3.10° 80

Nemutovany ATP(Mg**) + dAMP 87 2,1 4,1.10*

D140A* ATP(Mg>") + AMP 6 14 4,3.10° 170

D140A® ATP(Mg”") + dAMP 0,10 39 25

DI141A? ATP(Mg*") + AMP 2 18 1,2.10* 460

D141A? ATP(Mg") + dAMP 0,27 10,3 26

4 Mutace kuteci AK1 v poloze 140 nebo 141 zdménou asparaginu za alanin

kufeci AK1 (lit. 51.69.78.112-118) aAKec (lit. 77.104.119-123)
Cilenou mutaci Ize ziskat informaci o strukturnich zménach
a o uplatnéni aminokyselinovych zbytkd pii katalytickém
procesu30:lz3. Zaménou jediného aminokyselinového zbyt-
ku miZe dojit k podstatnym zménam vlastnosti enzy-
mu’896_ yeetgjeho aktivity” (tab. II).

Pro AKI1, ziskanou expresi cDNA z kufeciho svalu
v E. coli, soucasné metodické ptistupy upfesnily vyznam
specifickych aminokyselinovych zbytki pro katalyticky
proces30.66.68.69.75.78,81,87,88,96,111-118,121,122,124-127 Tak nap,
Lys-21 (tzv. invariantni lysin) je u vech adenyldtkinas
soudasti glycinové smy¢ky”. Pro tento lysin je charakte-
ristické, Ze jeho chemickou modifikaci dochdzi k drama-
tické ztraté katalytické aktivity; vazbou nukleotidu lze této
modifikaci zabranit'*. U rentgenového modelu vazby
substratu®” Lys-21 interaguje s y-fosfaitem ATP; naproti
tomu NMR model pifedpokladd, Ze Lys-21 je schopen po-
hybu a interaguje s o-fosfatem!!!;Lys-21 m4 déle kli¢ovy
vyznam pro spravnou orientaci trifosfitového seskupeni
ATP(Mg?*) (lit. 113:125) To je ve shodg s vysledky Dreu-
sicke a spol.”, ktef{ na zdklad& krystalografické studie
dokazali, Ze Lys-21 tvofi vodikovou vazbu s kysikem kar-
bonylu Gly-15; tato vodikova vazba je nutnd pro stabilizaci
glycinové smycky, kterd ma kliCovy vyznam pro strukturu.
Asp-93 interaguje s terndrnim komplexem; hydroxylova
skupina asparaginu vdZe a fixuje hofecnaty ion a ten pak

vyznam jak pro vazbu obou substratii, tak pro katalytickou
funkci. Thr-39 se naléza spolu s Leu-43, Gly-64, Leu-66,
Val-67, Val-172 a Glu-101 v blizkosti AMP vazebného

"7 Jeho zdménou za alanin, ptipadn& v kombinaci se

mista
zdménou Leu-66 za isoleucin dochdzi k zdsadni zméné
substratové specifity ve prospéch pyrimidinovych nukleo-

tida’®.

6. Inhibice AMP-kinaS

AMP-kinasy jsou inhibovany latkami, které reaguji s vol-
nymi thiolovymi skupinami, jako napt. AgNOs3, p-chlormer-
kuribenzodtem, p-hydroxymerkuribenzodtem, p-hydroxymer-
kurifenylsulfondtem a 5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzodtem)
(Ellmanovo &inidlo) (lit. 7-773).Zndmym inhibitorem ade-
nyldtkinas je ApsA, ktery se na molekulu enzymu védze
v ekvimoldrnim pomé&ru89:60.62,64,72,128,129. AK], AK2
a AK3 se lisi svou citlivosti k tomuto inhibitoru (tab. I). Jde
o kompetitivn{ inhibici, kterou lze odstranit piebytkem
substratu®''?*"'”’, AMP-kinasa z S. acidocaldarius3vyka-
zuje podstatné nizsi citlivost vii¢i ApsA nez AKec (lit. 60y
a svalové adenylatkinasy””. P!, P5-(adenosin-5’-)(guano-
sin-5'-)pentafosfat (GpsA) je G¢innym inhibitorem AK3
(lit. 92).

Selektivnim inhibitorem AK je Zeleznatan draselny. Jde

orientuje fosfity do vhodnych konformaci®0. Arg-132, Arg-138 o latku, kterd irreverzibilng inakti vuje Tyr-95 a Cys-25. AK

a Arg-149 prispivaji ke stabilizaci terndrnich komplext
a pfechodného stavu a to v pofadi Arg-132 < Arg-138 <
Arg-149. Zédny z téchto tif argininovych zbytkl nereaguje
s bindrnimi komplexyl%. Arg-44 a Arg-97 interaguji spe-
cificky'” s AMP. Bylo dokézéno, Ze Arg-88 mé kli¢ovy

1ze chrdnit kompetitivnimi inhibitory nebo substraty”. Ga-
rin a Vignais!30 popsali silnou inhibici AK z krali¢iho svalu
v ptitomnosti NaF, BeCl,, ADP a Mg2+. Mechanismus
inhibice autofi vysvétluji na zdklad¢€ vzniku komplexu nu-
kleotidu s fluoroberylatem.
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ZAveér

Nukleosidmonofosfitkinasy (NMP-kinasy) katalyzuji
reverzibilni pfenos y-fosfitu nukleosid-5'-trifosfatu (nej-
Cast&ji ATP) na nukleosid-5"-fosfat. V sav€ich tkanich byly
nalezeny nejméné Ctyfi odlisné typy NMP-kinas: adenyl-
atkinasy, guanylatkinasy, thymidyldtkinasy a pyrimidin-
nukleosidmonofosfatkinasy.

Adenylétkinasy (AK) predstavuji jeden z faktorti, které
ovliviiuji vnitrobunéénou koncentraci adeninovych nuk-
leotid(i, jejichZz pfeména ma zvlasStni vyznam v tkanich
s vysokym obratem energie (svalova vldkna, mitochondrie,
chloroplasty). Jde o vS8udyptitomné nizkomolekuldrni glo-
bularni monomerni bilkoviny, které Kkatalyzuji reakci
MgZ*NTP + (d)AMP & Mg2*NDP + (d)ADP. U vysich
eukaryot byla zji§téna existence tfi izoenzymi: jedné kratké
varianty (cytoplazmatickd AK1) a dvou dlouhych variant
(mitochondridlni AK2 a AK3). Zminéné enzymy byly stej-
né jako adenylétkinasy z E. coli a S. cerevisiae vyCistény
do homogenity. Tato priace shrnuje souclasné znalosti
o obecnych vlastnostech, trojrozmérné struktuie a vazeb-

nych mistech adenylatkinas ziskanych z riiznych zdrojt.

Zpracovat toto téma ndm umoznila podpora projektii
GAAVCRA455 402 a GA CR 203/96/K 001. Autofidékuji
RNDr. I. Votrubovi, CSc. za podnétné ndméty a zdjem pri
sepisovdni tohoto Eldnku a pani M. MareSové za pomoc pri
zpracovdni rukopisu.
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R. Krejéova and K. Horska ([Institute of Organic
Chemistry and Biochemistry, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Prague): Adenylate Kinases

Nucleoside monophosphokinases (NMP kinases) cata-
lyze the reversible transfer of the terminal phosphoryl
group from a nucleoside triphosphate (ATP in most cases)
to nucleoside monophosphates. In mammalian tissues, at
least four distinct NMP kinases have been biochemically
identified: adenylate kinase, guanylate kinase, thymidylate
kinase and pyrimidine nucleoside monophosphokinase. All
factors affecting the concentration of intracellular adenine

nucleotides play important roles in the cells. One of these
factors is adenylate kinase (NTP : AMP phosphotrans-
ferase, where N is adenine or guanine, EC 2.7.4.3, myoki-
nase, AK), a ubiquitous small monomeric intracellular en-
zyme that catalyzes the interconversion of adenosine nu-
cleotides: Mg2*NTP+(d)AMP & Mg2*NDP+(d)ADP. In
mammals, three major isoenzymes AK1, AK2 and AK3
were purified and studied in detail together with AK from
E. coli and S. cerevisiae. The paper reports the recent
knowledge of the general properties, three-dimensional
structure and the properties of binding sites of these en-
zymes.
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