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ADENYLÁTKINASY

ROMANA KREJČOVÁ a KVĚTA HORSKÁ akceptory fosfátové skupiny. Nejefektivněji využívají jako
donor fosfátu ATP. Pro svou aktivitu vyžadují jak přítom-

Ústav organické chemie a biochemie, Akademie věd České nost dvojmocného kovového kationtu6'7"19, který tvoří kom-
republiky, Flemingovo nám. 2, 166 10 Praha 6 plex s příslušným nukleosid-5'-tri- a difosfátem6'17.18-20,

tak agens chránících thiolové skupiny11"13'21"24. Nejvyšší
aktivitu vykazují obvykle s Mg2+, který lze u některých

Věnováno prof. RNDr. Josefu Koštiřovi k 90. narozeninám e n z ymů nahradit Mn2+, Ni2 +, Fe2 +, Ca2 + nebo Co2 +, avšak
s nižší účinností8"1 0.1 2"1 4.1 7"1 9 '2 5-2 7.

Koshland28 a Jencks29 zjistili, že u enzymů přenáše-
jících fosfát probíhá po navázání substrátu konformační
změna, při které enzymy přecházejí z inaktivní konformace E
na aktivní konformaci E*; během této změny dochází k uvol-

UDSan ngm- vocjy z katalytického centra. Tento jev tzv. „induced
fit" vysvětluje vysokou specifitu a extrémně nízkou rych-

1. Úvod lost abortivní syntézy, která byla zjištěna u fosfokinas.
2. Obecné vlastnosti Mechanismus reakce je náhodný („random") bi-bi
3. Primární struktura achemickápřeměnalimitujerychlostreakce6-11.12.23.30"35.
4. Terciární struktura Stereochemický průběh reakce sleduje SN2 mechanismus;
5. Vazebná místa t 0 znamená, že dochází k přímému přenosu fosfátových
6. Inhibice AMP-kinas skupin bez vzniku kovalentních intermediátů s molekulou
7. Závěr bílkoviny32-36.

Všechny buňky využívají v rozsáhlém měřítku adeni-
nových nukleotidů AMP, ADP a ATP pro příjem, uchování

1. Uvod a přenos chemické energie. Tyto nukleotidy jsou rovněž
nezbytné jako modulátory regulačních enzymů glykolýzy,

Nukleosidmonofosfátkinasy se vyskytují ve všech ty- cyklu kyseliny citrónové a oxidační fosforylace. Proto mají
pech buněk. Katalyzují reverzibilní přenos y-fosfátu nuk- zásadní význam v buněčném metabolismu všechny faktory,
leosid-5'-trifosfátu (NTP) dle schématu: které ovlivňují vnitrobuněčnou koncentraci adeninových

nukleotidů37"40. Jedním z nich je právě adenylátkinasa
NjTP + N2MP U N tDP + N2DP. (NTP:AMP-fosfotransferasa, kde Nje adenin nebo guanin,

dále AMP-kinasa nebo AK), která v současné době před-
Vzhledem ke svému klíčovému významu v bazálním stavuje nejlépe prostudovanou nukleosidmonofosfátkinasu

metabolismu buňky byly tyto enzymy v průběhu let in- vůbec1. Jde o všudypřítomnou bílkovinu, která katalyzuje
tenzivně studovány1. Homogenní bílkoviny byly získány reakci mezi AMP a ATP(Mg2+) s faktorem >101 2 a je
jak z prokaryotních, tak eukaryotních buněk. Stanovení téměř perfektním enzymem (Kc a t/Km> 107s"1M"1) (lit. 3 0 ) .
primární struktury umožnilo srovnávací studie, které byly Lze tedy říci, že přeměna adeninových nukleotidů má zvláštní
přínosem pro lokalizaci a studium vlastností vazebných význam v tkáních s vysokým obratem (turnover) energie
míst a prostorového uspořádání enzymové molekuly. (ve svalových vláknech, mitochondriích a chloroplastech).

Nukleosidmonofosfátkinasy jsou monomerní bílkoví- AMP-kinasa představuje výhodný model pro studie vzá-
ny, které vykazují výraznou sekvenční homologii a velmi jemného vztahu mezi strukturou a funkcí kinas, enzymů
podobnou podjednotkovou strukturu2"5. Pro tyto enzymy zasahujících do značného počtu metabolických a regulač-
je typická relativně úzká specifita pro nukleosid-5'-fosfáty, nich procesů40"42. V této souvislosti je zvláště zajímavá
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vlastnost AMP-kinasy z Escherichia coli (dále AKec), karyot zjištěna existence tří izoenzymů37: jedné krátké
kterájakojedinánukleosidmonofosfátkinasa vykazuje také varianty (cytoplazmatická AK1) a dvou dlouhých variant
aktivitu nukleosid-5'-difosfátkinasy40. V poslední době je (mitochondriální AK2 a AK3), které obsahují navíc zhruba
zřejmé, že je zajímavá i pro evoluční studie37-43"46. 30 aminokyselinových zbytků30. Zastoupení jednotlivých

typů je specifické pro různé tkáně a mění se v průběhu
vývoje6'41-70. Všechny izoenzymy jsou kódovány v ja-

2. Obecné Vlastnosti děrném genomu, syntetizovány v cytoplazmě a transpor-
továny do mitochondrií. Liší se např. lokalizací v buňce,

Homogenní AMP-kinasy byly připraveny a charakteri- molekulovou hmotností, citlivostí vůči Ellmanovu činid-
zovány z různých typů savčí tkáně 6 ' 7 ' 4 3 ' 4 7" 5 2, myších leu- lu7 1 a Ap5A, dále katalytickými a imunologickými vlast-
kemických buněk L1210 (lit. 5 3 ) , kvasinek25'44-54-55, rošt- nostmi7 2"7 4 (tab. I).
lin4i,56-59 a facjy bakterií8-9-60"63. Většina izolačních pos- AK1 je hlavním izoenzymem kosterního svalstva, moz-
tupů využívá stability AMP-kinas vůči kyselému pH ku a erytrocytů (tzv. svalový typ AMP-kinas, myokinasa)
(lit. 6>7 '4 8). Přínosem pro izolační postupy bylo využití jak (lit. 3 7 ) ; u člověka je polymorfní73. AK2 se nalézá v mezi-
P1, P5-di(adenosin-5'-)pentafosfátu60'64 (dále AP5A), tak membránovém prostoru mitochondrií. Je převládajícím en-
afinitníchromatografie9'25'43'60. Všechny klasické izolační zymem jater a ledvin (tzv. jaterní typ AMP-kinas). AK1
metody jsou však velmi časově náročné a jejich výtěžekje a AK2jsou ATP:AMP-fosfotransferasy (EC 2.7.4.3). AK3
často velmi nízký. Např. AMP-kinasu z E. coli, která před- je vázána na mitochondriální matrix37 a na rozdíl od AK1
stavuje asi 0,1-0,2 % rozpustných bílkovin, lze získat pou- a AK2 jde o GTP:AMP-fosfotransferasu (EC 2.7.4.10).
ze v 5 % výtěžku60. Genovou manipulací a následnou expresí U kvasinek byla nalezena nejméně jedna krátká a jedna
intaktních nebo cíleně mutovaných genů AMP-kinas (ne- dlouhá varianta AMP-kinasy (dále AKy), odpovídající funk-
jčastěji v E. coli) však byly připraveny homogenní bílk- čně zřejmě AK1 a AK2 (lit. 3 7 ) , zatímco u E. colfó^^^
ovinné molekuly v množství dostatečném pro moderní a kukuřičných chloroplastů56 byla nalezena pouze dlouhá
analytické postupy40'44-45-5' .57,62,65-69 varianta.

AMP-kinasy jsou nízkomolekulární globulární mo- AKec se vyskytuje jak v cytoplazmě, tak v mezimem-
nomerní bílkoviny o relativní molekulové hmotnosti bránovém prostoru; to navozuje i její uplatnění v bakteriální
22 000-26 000. Izoelektrickou fokusací byla u vyšších eu- buňce76. Zatímco AKec přítomná v cytoplazmě zajišťuje

Tabulka I
Vlastnosti isoenzymů savčích AMP-kinas (Frank a spol. )

Vlastnost AK1 AK2 AK3

Lokalizace genu (u člověka) chromosom 9 chromosom 1 chromosom 9
Vnitrobuněčná lokalizace cytosol mezimembránový prostor matrix mitochondrií

mitochondrií
Imunochemická reakce anti-AKl (+); anti-AK2 (-) anti-AKl (+); anti-AKl (-) anti-AK3 (+); anti-AKl (+);

anti-AK2(±)
Tkáně s relat. vysokým kosterní sval (25 |4.mol.kg~ ) játra (5 ^tmol.kg" ); játra (>1 |J.mol.kg~ );
obsahem srdeční sval (0,5 |J.mol.kg" ) srdeční sval (0,15 |imol.kg" )
Relativní mol. hmotnost < 23000 > 23000 26000
Obsah Cys-zbytků > 1 SH-skupina > 1 disulfid 0
Inhibice Ellmanovým 100 0 0
reagens (%)
Ki pro Ap5Aa 3 nmol.l"1 3 umol.l"1 -100 iimol.i"1; 20 nmol.l"1 pro GpsA
Substrátová specifita absolutní pro AMP, nižší s ohledem na adenin v ATP absolutní pro AMP, GTP nebo ITP

a 1 5P ,P -di(adenosin-5'-)pentafosfát
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rovnováhu adeninových nukleotidů, předpokládá se, že stupeň homologie (více než 90 %), ve skupině velkých
enzym obsažený v periplazmatickém kompartmentu nebo variant, stejně jako mezi malými a velkými variantami
vnitřní membráně buňky se zúčastni přímo nebo nepřímo adenylátkinas je stupeň homologie výrazně nižší37 (obr. 1,2).
syntézy fosfolipidů. Pro jednotlivé skupiny AMP-kinas je typické zastoupení

AMP-kinasy vykazují vysokou substrátovou specifitu bazických a kyselých aminokyselinových zbytků, počet
pro AMP (Ht. 2 5 . 4 7 . 5 3 . 5 9 . 7 7 ); fosforylují rovněž dAMP thiolových skupin a obsah tryptofanu. AK1 a bakteriální
(lit. 25,47,53,59,78̂  Qyrp (Ht.59), 7-deazaadenosin-5'-fosfát77, adenylátkinasy neobsahují tryptofan s výjimkou enzymu
adenin-9-|3-D-arabinofuranosa-5'-fosfát77 a acyklické fos- z Bordetellapertusis61. Překvapivé bylo zjištění, že enzym
fonátové analogy 9-(2-fosfomethoxyethyl)adenin (PMEA) z grampozitivní bakterie Bacillus stearothermophilus ob-
ílit. 5 3-7 4) a (5')-9-(3-hydroxy-2-fosfonomethoxypropyl) - sáhuje zinek61-62, který se váže na 4 cysteiny a přispívá tak
-adenin (HPMPA) (lit. 5 3 ) , avšak s podstatně nižší účin- k extrémně vysoké termodynamické stabilitě bílkoviny.
ností. AK1 a AK2 mají na C-konci lysin, případně substi-

tuovaný lysin a na N-konci acetylmethionin2 0 '4 8 '5 0 '5 4. Po-
dobná struktura N-konce byla nalezena i u archaebakterií8.

3. Primární Struktura Naproti tomu u AK3 je N-konec heterogenní79. Detailní
porovnání sekvencí různých typů adenylátkinas vedlo k je-

Primární struktura byla určena u všech typů adenylátki- jich klasifikaci81 jako „protein family", s vysoce konzer-

nas43,48,49,54,77,79,80 j e zřejmé, že AK obsahují běžné ami- vovanými aminokyselinovými zbytky37. AMP-kinasa
nokyseliny; neobsahují vázané kofaktory6. Zatímco u sku- získaná z archaebakterie Sulfolobus acidocaldarius před-
piny malých variant AMP-kinas (AK1) je patrný vysoký stavuje zvláštní skupinu, neboť vykazuje minimální pří-

Obr. 1. Stupeň sekvenční homologie (%) malých a velkých variant adenylátkinas37
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Obr. 2. Stupeň sekvenční homologie (%) velkých variant adenylátkinas ' ' ' '

buznost s dosud známými adenylátkinasami8'45; svou dél- skopickými studiemi třinácti syntetických segmentů AK1
kou (194 aminokyselinových zbytků) a primární strukturou se z vepřového svalu92. Všechny AMP-kinasy obsahují smyč-
podobá více eukaryotním AMP-kinasám než bakteriálním. ku bohatou na glycin93 (,,glycin-rich loop", „G-loop"),

nazývanou rovněž fosfát vázající smyčka94 („phosphate
binding loop", „P-Ioop"); zahrnuje aminokyselinové zbyt-

4. T e r c i á r n í S t r u k t u r a ky 15-22 (15GXPGXGK22G) (lit. 3 0 ) . Za touto typickou
doménou následuje vysoce konzervovaný lysin a serin nebo

Základní představy o terciární struktuře a lokalizaci threonin94. Jde o znak společný většině bílkovin, které
vazebných míst vycházely z krystalografických studií AK1 vážou ATP nebo GTP (např. elongační faktory, thymidin-
z vepřového svalu, jejíž terciární struktura byla určena již kinasy, fosfoglycerátkinasy) (lit. 9 4 ) .
v roce 1974 (lit. 8 2 ) . Později Dreusicke a spol.83 použili
jemné rozlišení 0,21 nm a tuto strukturu upřesnili. Aktivní
centrum lokalizovali vyhodnocením krystalografických48-82-84, 5. V a z e b n á mís ta
chemických84-85, sekvenčních48'81 a vazebných studií81'86-87

a současně podali přehled strukturního uspořádání třiceti Pro adenylátkinasy byla dokázána existence dvou nu-
vysoce konzervovaných aminokyselinových zbytků. kleotidových vazebných míst6-25-84'95. U eukaryotních en-

Podrobné studie terciární struktury obou variant AMP- zymů se vazebné místo pro AMP na rozdíl od ATP va-
kinas a ostatních nukleosidmonofosfátkinas rozlišují tri zebného místa vyznačuje vysokou specifitou6-7'25-47-96, za-
oblasti v prostorovém uspořádání polypeptidových řetěz- tímco pro AKec je typická daleko menší specifita77. U AK

CU32,46,88,89 oblast zvanou jádro („core", dříve „main") z kukuřičných chloroplastů bylo zjištěno, že do akcep-
tvoří pět paralelních polypeptidů v P-struktuře, obklope- torového místa pro NMP mohou vstupovat i pyrimidinové
ných devíti až desíti a-šroubovicemi82-83-86-88-89. Velká nukleotidy; důvodem je jiná primární struktura vazebného
varianta AMP-kinas obsahuje oblast nazývanou víčko místa ve srovnání s ostatními adenylátkinasami56.
(„lid", dříve „insert"), zahrnující 38 aminokyselinových Pro určení lokalizace a povahy vazebných míst je vý-
zbytků. Tato oblast, tvořená čtyřmi polypeptidy v (3-struk- hodné porovnat struktury AMP-kinas jak bez substrátů, tak
túře, zabudovaná mezi aminokyselinové zbytky v poloze s jedním nebo dvěma navázanými substráty. Na základě
132 a 133, se nalézá v místě, kde malá varianta obsahuje konformačních změn lze pak získat představu o mole-
smyčku s pouhými jedenácti aminokyselinovými zbyt- kulárních aspektech, které doprovázejí samotnou katalýzu.
ky7 5 '8 3 '8 8-9 0 '9 1. Oblast víčka společně s oblastí, která váže Traut42 se zabýval detailním studiem bílkovin (včetně AMP-
nukleosid-5'-fosfát („NMP-bind", dříve „AMP-bind"), je a GMP-kinasy), u kterých byla popsána vazebná místa pro
lokalizována v blízkosti katalytického centra enzymu32-46. nukleotidy. Obecné vlastnosti těchto vazebných míst jsou
Uvedená terciární struktura byla potvrzena CD-spektro- shrnuty v přehledném článku o guanylátkinasách97.
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Všechny typy adenylátkinas byly připraveny v krys-
talické formě a to buď jako volné 6 ' 9 ' 2 0 ' 4 8 . 4 9 . 5 2 ' 8 2 - 8 4 . 8 7 ' 9 3 . 9 8 -
1 0 1 nebo jako komplexy s AMP ( l i t . 8 8 . 9 0 ) , s analogem ATP
adenosin-5'-((3,Y-M--difluormethylen)trifosfátem (AMPPCF2P)
(lit. 1 0 2 ) nebo s Ap5A, tj. substrátem, který napodobuje
současnou vazbu donoru a akceptoru fosfátu (tzv. „two
substrates-mimicking substráte") (lit. 46,75,91-, základní
představy o lokalizaci vazebných míst přinesly především
studie krystalických komplexů AKy (lit. 8 6 ) a AKec (lit.7 5)
s inhibitorem Ap5A. Kovalentní symetrie Ap5A však neu-
možňuje rozlišení ATP a AMP. Nevýhodou použití AK1
pro krystalografické studie vazebných míst je, že na rozdíl
od AK3 (lit. 8 8 ) a GMP-kinasy2 6 se dosud nepodařilo
připravit směsné krystaly se substráty. Proto byly první
představy o vazebných místech získány „sycením" krys-
talické vepřové AK1 (lit. 8 7 ) nebo jejich fragmentů8 4 sub-
stráty nebo jejich analogy. Výsledkem těchto rentgeno-
strukturních studií je tzv. rentgenový model („X-ray mo-
del") (lit. 6 6 ) prostorového uspořádání AK1, který byl na
základě NMR-studií v pozdějších letech korigován1 0 3 (obr. 3).
Architektura vazebného místa pro AMP byla poprvé od-
vozena ze struktury homologní GMP-kinasy (jedno ade-
nosinové vazebné místo odvozené z krystalografických
studií komplexů AK s Ap5A odpovídá strukturně vazebné-
mu místu pro GMP (lit. 7 5>8 6)) a konečně přímo zviditelněná
u AK3, která krystaluje se svým substrátem AMP (lit. 8 8> 9 0).
Schulz a spol.4 6 popsali na základě srovnání krystalogra-
fických struktur homologních adenylátkinas upřesněnou
představu o přechodu enzymu z neaktivní na aktivní kon-
formaci (tzv. „induced fit"). Ze srovnávací studie vyply-
nulo, že u dvou strukturních oblastí - víčka a oblasti, která
váže NMP - dochází po navázání substrátů ke značné
pohyblivosti a tím k podstatným konformačním změnám
(obr. 4). Další informace o povaze vazebných míst byly
získány nejrůznějšími spektroskopickými metodami. Im-
pulzem pro využití NMR v této oblasti byl objev Hamady
et al.8 4, dokazující vazbu AMP a ATP na dva různé frag-
menty, získané z nativní AK1 králičího svalu. To umožnilo
NMR studie vazebných míst roztoků jak nativních ade-
nylátkinas (E. coli]®4, vepřového svalu 1 0 5" 1 0 8, králičího
svalu1 0 9, kvasinek5 5), tak syntetického fragmentu odpo-
vídajícího aminokyselinovým zbytkům 1-45 u AK1 z krá-
ličího svalu 1 1 0 ' 1 1 1 . Na základě těchto studií byl vytvořen
NMR model AK1, který byl široce diskutován s dříve
navrženým rentgenovým modelem 3 0 - 1 0 3 .

I když během posledních let byly izolovány cDNA
adenylátkinas z různých zdrojů 4 4 ' 4 5 ' 6 5 - 6 7 ' 6 8 ' 7 0 , většina sou-
časných studií o vazebných místech využívá klonované
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Obr. 4. Konformační změny u velké varianty adenylátkinas po
navázání substrátů . a - „otevřená forma" - mitochondriální
AMP-kinasa z hovězího srdce s navázaným AMP, b - „uzavřená
forma" - AMP-kinasa z E. coli s navázaným ApsA (substrát, který
napodobuje současnou vazbu donoru a akceptoru fosfátu), vazbu
doprovází rotace oblasti víčka o 88°, čímž dochází k uzavření
katalytického centra

Obr. 3. Korigovaný model trojrozměrné struktury adenylát-
kinasy z vepřového svalu . Model zahrnuje vazebná místa pro
AMP a ATP(Mg +). Válce znázorňují a-spirály, šipky 5 paralel-
ních polypeptidových řetězců v (5-struktuře, tečkované jsou vy-
značeny oblasti s vysokým stupněm sekvenční homologie u
adenylátkinas, šrafovaně je vyznačena smyčka bohatá na glycin



aMutace kuřecí AK1 v poloze 140 nebo 141 záměnou asparaginu za alanin

kuřecí AK1 (lit. 5 1.6 9>7 8-l 12-118) a AKec (lit. 7 7 . 1 0 4 . ] 19-123) význam jak pro vazbu obou substrátů, tak pro katalytickou
Cílenou mutací lze získat informaci o strukturních změnách funkci. Thr-39 se nalézá spolu s Leu-43, Gly-64, Leu-66,
a o uplatnění aminokyselinových zbytků při katalytickém Val-67, Val-172 a Glu-101 v blízkosti AMP vazebného
procesu3 0 '1 2 3. Záměnou jediného aminokyselinového zbyt- místa1 2 7. Jeho záměnou za alanin, případně v kombinaci se
ku může dojít k podstatným změnám vlastností enzy- záměnou Leu-66 za isoleucin dochází k zásadní změně

mu78,96_ včetně jeho aktivity78 (tab. II). substrátové specifity ve prospěch pyrimidinových nukleo-
Pro AK1, získanou expresí cDNA z kuřecího svalu tidů9 6.

v E. coli, současné metodické přístupy upřesnily význam
specifických aminokyselinových zbytků pro katalytický
proces30,66,68,69,75,78;8l,87,88,96,ll1-l18,l2l,l22>l24-l27/raknap^ 6. InMbfce AMP-kinaS
Lys-21 (tzv. invariantní lysin) je u všech adenylátkinas
součástí glycinové smyčky30. Pro tento lysin je charakte- AMP-kinasy jsou inhibovány látkami, které reagují s vol-
ristické, že jeho chemickou modifikací dochází k drama- nými thiolovými skupinami, jako např. AgNO3,/?-chlormer-
tické ztrátě katalytické aktivity; vazbou nukleotidu lze této kuribenzoátem, p-hydroxymerkuribenzoátem, /?-hydroxymer-
modifikaci zabránit124. U rentgenového modelu vazby kurifenylsulfonátem a 5,5'-diťhio-bis-(2-nitrobenzoátem)
substrátu87 Lys-21 interaguje s y-fosfátem ATP; naproti (Ellmanovo činidlo) (lit. 7 > 7 1 ' 7 3 ) . Známým inhibitorem ade-
tomu NMR model předpokládá, že Lys-21 je schopen po- nylátkinas je Ap5A, který se na molekulu enzymu váže
hybu a interaguje s a-fosfátem1 n ; Lys-21 má dále klíčový v ekvimolárním p o m ě r u 8 ' 9 ' 6 0 - 6 2 ' 6 4 ' 7 2 ' 1 2 8 ' 1 2 9 ; AK1, AK2
význam pro správnou orientaci trifosfátového seskupení a AK3 se liší svou citlivostí k tomuto inhibitoru (tab. I). Jde
ATP(Mg2+) (lit. 1 1 3 ' 1 2 5 ) . To je ve shodě s výsledky Dreu- o kompetitivní inhibici, kterou lze odstranit přebytkem
sicke a spol.83, kteří na základě krystalografické studie substrátu 6 4 ' 1 2 8 ' 1 2 9. AMP-kinasa z S. acidocaldarius^ vyka.-
dokázali, že Lys-21 tvoří vodíkovou vazbu s kysíkem kar- zuje podstatně nižší citlivost vůči Ap5A než AKec (lit. 6 0 )
bonyluGly-15; tato vodíková vazba je nutná pro stabilizaci a svalové adenylátkinasy72. P 1 , P5-(adenosin-5'-)(guano-
glycinové smyčky, která má klíčový význam pro strukturu. sin-5'-)pentafosfát (Gp5A) je účinným inhibitorem AK3
Asp-93 interaguje s ternárním komplexem; hydroxylová (lit. 5 2 ) .
skupina asparaginu váže a fixuje horečnatý ion a ten pak Selektivním inhibitorem AK je železnatan draselný. Jde
orientuje fosfáty do vhodných konformací30. Arg-132, Arg-138 o látku, která irreverzibilně inakti vuje Tyr-95 a Cys-25. AK
a Arg-149 přispívají ke stabilizaci ternárních komplexů lze chránit kompetitivními inhibitory nebo substráty85. Ga-
a přechodného stavu a to v pořadí Arg-132 < Arg-138 < rin a Vignais1 3 0 popsali silnou inhibici AK z králičího svalu
Arg-149. Žádný z těchto tří argininových zbytků nereaguje v přítomnosti NaF, BeCl2, ADP a Mg2 +. Mechanismus
s binárními komplexy126. Arg-44 a Arg-97 interagují spe- inhibice autoři vysvětlují na základě vzniku komplexu nu-
cificky126 s AMP. Bylo dokázáno, že Arg-88 má klíčový kleotidu s fluoroberylátem.
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Tabulka II
78

Kinetická data mutované adenylátkinasy z kuřecího svalu (Dahnke a Tsai )

Enzym Substráty kcat Km kCat/Km kc at/Kmpro
[s"1] [mmol.r1] [s'Vmmol.1"1] AMP/dAMP

Nemutovaný ATP(Mg2+) + AMP 500 0,15 3,3.106 80
Nemutovaný ATP(Mg2+) + dAMP 87 2,1 4,1.104

D140Aa ATP(Mg2+) + AMP 6 1,4 4,3.103 170
D140Aa ATP(Mg2+) + dAMP 0,10 3,9 25
D141Aa ATP(Mg2+) + AMP 22 1,8 l,2.104 460
D141Aa ATP(Mg2+) + dAMP 0,27 10,3 26
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R. Krejčová and K. Horská (Institute of Organic nucleotides play important roles in the cells. One of these
Chemistry and Biochemistry, Academy of Sciences of the factors is adenylate kinase (NTP : AMP phosphotrans-
Czech Republic, Prague): Adenylate Kinases ferase, where N is adenine or guanine, EC 2.7.4.3, myoki-

nase, AK), a ubiquitous small monomeric intracellular en-
Nucleoside monophosphokinases (NMP kinases) cata- zyme that catalyzes the interconversion of adenosine nu-

lyze the reversible transfer of the terminál phosphoryl cleotides: Mg2+NTP+(d)AMP & Mg2+NDP+(d)ADP. In
group from a nucleoside triphosphate (ATP in most cases) mammals, three major isoenzymes AK1, AK2 and AK3
to nucleoside monophosphates. In mammalian tissues, at were purified and studied in detail together with AK from
least four distinct NMP kinases háve been biochemically E. coli and S. cerevisiae. The páper reports the recent
identified: adenylate kinase, guanylate kinase, thymidylate knowledge of the generál properties, three-dimensional
kinase and pyrimidine nucleoside monophosphokinase. All structure and the properties of binding sites of these en-
factors affecting the concentration of intracellular adenine zymes.
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