Metabolismus purinovych a
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Polynukleotidy

baze

Z.akladni
komponenty
polynukleotidu

ribosa, deoxyribosa

Typy nukleovych kyselin:
DNA, RNA
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adenin

OH

6-aminopurin 2-amino-6-hydroxypurin
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Purinové baze

hypoxantin xantin
OH

N~ N

S

HO™ N N
H

6-hydroxypurin 2,6-dihydroxypurin

Vznikaji pf1 metabolismu purinovych bazi



Nukleosidy

baze + ribosa base + 2-deoxyribosa

baze

O
\ Nazvy:

Adenosin, guanosin

Uridin, cytidin, thymidin



Priklady nukleosidu

N N

adenosin
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uridin



Nukleotidy (Nukleosidfosfaty)

Nukleosid + kyselina fosfore¢na
esterove vazana na: ribosu, deoxyribosu

|4
baze
fostat. s Ny

Adenosin fosfat (AMP),

O\ 1' Guanosinfosfat (GMP)
Uridinfosfat (UMP)
Cytidinfosfat (CMP),
Thymidinfosfat (TMP)

pentosa



Priklady nukleotidu
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Adenosin monofosfat AMP Uridin monofosfat UMP
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Biosyntéza purinovych a
pyrimidinovych nukleotidu

 VSechny bunky potiebuji ribonukleosidy,
deoxyribonukleosidy a jejich fosfaty pro syntézu
nukleovych kyselin, uchovavani energie a dalsi

reakce

 Purinové¢ a pyrimidinove baze prijaté potravou
(nukleoproteiny) prakticky nejsou vyuzivany pro
syntézu — biosyntéza musi probihat v bunkach

 Syntéza purinovych a pyrimidinovych nukleotidi je
koordinovana
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Vyznam kyseliny listové (folatu) pro
syntézu nukleotidu

Zdroj: listova zelenina,
jatra, kvasnice, zloutek

Folat
COO.
|
% CHz—N _ /N CO—NH—CH
\ .
/ .
H2N N7 CH,

COO-

U¢innou formou v organismu ¢lovéka je tetrahydrofolat.

Tetrahydrofolat pfenasi jednouhlikaté skupiny (viz predn.
Kofaktory enzymiu)
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Vznik FOlét
tetrahydrofolatu
— NADPH + H*
\\&NADP+
OH H v (EOO_

N

Enzym
(dihydro)Folatreduktasa

(u Ztvocichu a nékterych (H
mikroorganismil, g

N
‘[ j—CHz N—Qco—NH—
CHz
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katalyzuje ob¢€ reakce)
HN SN

CHz
dihydrofolat COO-

NADPH + H*
NADP *

tetrahydrofolat




Vyuziti tetrahydrofolatu — prenos skupin -CH, a
-CHO potrebnych pri syntéze bazi

N-5,N-10- methylen H,F - syntéza thyminu

. coo
[ CH>—N —@—co—NH—
N)\ . CHz

CHz
COO-
N-10-formyl H F - syntéza purinu
O HO COO-
4
N [ j—CHz—N — CO—NH—CH
CH>
NS i

N) N CH;

COO-
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Inhibitory (dihydro)folatreduktasy:

Methotrexat (protinadorove 1€€ivo)

A G4 _ O QD
N »CN-CH

W &
Qo

Trimethoprim (bakteriostatikum)

inhibuje bakterialni dihydrofolatreduktasu

a4

|
NS o .



Dihydrofolatreduktasa - cil protinadorové terapie.

*Dihydrofolat reduktasa byla prvnim enzymem, na néjz se zamétila
protinadorova terapie.

Prvni pouzivany inhibitor byl aminopterin.

Vaze se k enzymu 1000x pevnéji nezZ folat, piisobi jako kompetitivni inhibitor.

V soucasné dobé uzivan methotrexat a podobné derivaty
(pemetrexed).

* Inhibitory syntézy purini poskozuji vSechny rychle se délici bunky — kromé
nadorovych i buiikky kostni dien¢, GI-traktu, imunitni, vlasové folikly.

Makrocytarni anemie- dusledek 1€Cby metotrexatem

Deficience tetrahydrofolatu zpusobuje nedostateCnou syntézu DNA.
Prekursory erytrocytli zvySuji svou velikost, avS§ak nemohou se délit,
protoZe nemaji prekursory pro DNA replikaci. Celkovy pocet
erytrocyti klesa (anemie), erytrocyty uvoliiované do cirkulace jsou
VEtsi.



Vyznam glutaminu pro biosyntézu purinu a
pyrimidinu
- je hlavnim donorem aminoskupiny pi1 syntéze
purintl 1 pyrimidiﬂ

\C—((H)z—%@)i)‘

(N

Pro¢ maji rychle délici se bunky velkou
spotiebu glutaminu ?

po

2
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Rozdily v biosyntéze purinu a pyrimidinu

Puriny

Zékladem fosforylovana
ribosa, na ni se postupné
navazuji dalsi skupiny

Pyrimidiny

Nejprve syntéza
heterocyklu, po te
navazani ribosa-P

O

e

RJ

17



BIOSYNTEZA PYRIMIDINU

puvod atomu v pyrimidinovych derivatech

glutamin
o], \

2. aspartat

Orotidinmonofosfat ribosafosfat

T

Dekarboxylaci vznika uridinmonofosfat (UMP) a z néj pak

dalsi nukleotidy

- 3. PRPP
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Syntéza deoxythymidinu (TMP)
U Methylace

9
| pomoci THF | @
HO c;%@ 0 o O |

N \ Q
HO N, 0

thymidylatsyntaza

Je potieba aktivni folatreduktasa, pokud je

inhibovana, syntéza neprobiha 19



Takeé thymidylat synthasa muze byt inhibovana

O
|

HN F Podavani fluorouracilu
1 l
oy N
H V organismu premena na

| 5-fluorodeoxyuridin monofosfat
5H-fluorouracil l

Inhibice thymidylatsynthasy — sebevrazedny inhibitor

Cytostaticky ucinek léciva .



Odbouravani pyrimidinovych nukleotidu

Odstépeni fosfatu a cukerné slozky.

Konec¢ne produkty Sté€peni bazi:

NH;, CO,, B-alanin, (B -aminoisobutyrat)

rozpustné metabolity — vylou€eny moci

deaminace © 0
redUkce J.l HOJJ\ COOH
"\/‘ HN [ CH, N SCH, NH, CH3
2\ A | 1CH2 ; / C ,CHQ ; COZ CH2
+ o~ N H,O H,0 NH
NADH NAD H H 2
B-alanin

L. , 21
B-aminoisobutyrat



Biosyntéza purinovych nukleotidu  pyeygsn¢ jatra

(multienzymovy komplex)

O
aspartat ” ’/
p \7HN/C\6//1\& 4
L | f —— formyl-H,F
:t>

formyl-H,F /‘ /
Ribosa-5-fosfat

glutamin
T~ 1 pRPP
Inosin-5-P (IMP) 2

cytoplasma
glycin




Inosin-5-P (IMP)
vychozi latka syntézy purinovych bazi

AMP

/

O
| N aminace
(_N\\\/N\/‘[I%\ asp;\rtét, GTP

ribosa-

<
Glutamin, ATP

/

oxidace —— aminace — GMP

Kyselina mykofenolova- G¢inny, reversibilni
nekompetitivni inhibitor IMP dehydrogenasy

Pouziva pfi prevenci rejekce transplantati.

Inhibuje tvorbu GMP — potlacuje proliferaci T 23

a B-lymfocytl XMP



Inhibitory syntézy purinu (cytostatika)
* inhibitory dihydrofolatreduktasy

* analogy glutaminu (azaserin)

 6-merkaptopurin- inhibice premény IMP na AMP a GMP

JH
| N merkaptopurin
« N
A

Inhibitory jsou extrémné toxickée pro tkané€, zeymeéna vyvijejici se (fetus) nebo
rychle se délici (kostni dien), ktize, GI trakt, imunitni systém, vlasove folikly.
Tyto tkan€ jsou pii 1écbe nadorh postizeny vedlejSimi u€inky



Vznik 2-deoxyribonukleotidu

(purinovych i pyrimidinovych)

Nukleosidifostat — 2-deoxynukleosidifosfat

PP-O-(H ~ b

je potieba thioredoxin, redukee
thioredoxinreduktasa, /
NADPH I

Thioredoxinreduktasa obsahuje selen deoxygenace
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Hydroxymocovina (hydroxyurea)

Inhibuje ribonukleotidreduktasu

|

Syntéza deoxyribonukleotidil je blokovana

|

"
Lécba nékterych druhii rakoviny W\N‘l

U
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Odbourani purinovych nukleotidu a
deoxynukleotidii na hypoxantin a xantin

5-nukleotidasa

AMP,GMP, TN T
. guanosin, 1nosin :
| S o ’ N P’ Adenosin + P,
Odstépent xantosin -
IMP9XMP fostatu 1
guanin nukleosidfosforylasa adengsindeaminasa
Odstépeni
ribosy
hypoxantin, . -
nukleosidfosforylasa 1nosin
xantin Odstépeni
ribosy

+ ribosa-1-P



Deficit adenosindeaminasy

Deficit enzymu — hromadéni adenosinu v bunkach (zeyména
lymfocyty) — pfeména na AMP,dAMP, ADP......

l

Inhibice ribonukleotid reduktasy v lymfocytech

l

Klesa produkce dalSich nukleotidu
Bunka nesyntetizuje DNA, klesa produkce T- a B- lymfocytu

Jedna z pricin t€zkého kombinovan¢ho imunodeficitu (severe
combined imunodeficiency disease -SCID). -



Odbourani purinovych bazi

Inhibice
allopurinolem
xantinoxidasa
H N N 4
N HN N
\ HN
N N ‘ i O7 ™N N OZNN N
H 02 H202 H H 02 H202 H H
H,O H,O
: : Kyselina mocCova
hypoxantin xantin

/ (400-600 mg /den)
guanasa
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Kyselina mocova
(acidum uricum)

OH
7 N
N
Lo
HO~ N N
H

U savci: konecny metabolit purinovych bazi

2,6,8-trihydroxypurin

U urikotelnich organismu (vétSina plazu a ptaka): vznika 1 z
aminokyselin. 30



Kyselina mocova je velmi malo rozpustna v
kyselém a neutralnim prostredi

Rozpousti se v alkalickém prostredi za vzniku
urati a hydrogenuratu

Pti pH 7,0 je rozpustnost
kyseliny mocove vice nez
desetindsobné

vy$si nez pti pH 5,0.

hydrogenurat sodny

OH
. NA/[N\
N | OH
a@o)\\N '}'>'
H
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Koncentrace kyseliny mocove
v lidské plazmé: muzi < 420 umol/I

zeny < 340 umol/l

N r

je radové vyssi nez v plazmé vétSiny savcu

Proc?

Chybi ndm enzym oxidac¢né Stépici kyselinu mocCovou za vzniku
rozpustnéjSiho allantoinu, urdtoxidaza (= urikdza)

O
Np N NH
o N
Nalez allantoinu v biologickych tekutinach Clovéka je ukazatelem

oxidacniho stresu — vznika z kyseliny mocCové pusobenim
volnych radikalu

Poznamka:
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Diisledky omezené rozpustnosti Kys. mocové
za patologickych stavu

e tvorba mocCovych kament (kys.mocova, urat amonny a
sodny) ve vyvodnych mocovych cestach (uratova urolitiaza)

* pi1 zvySené tvorb¢ ukladani do kloubti a tkani, nasledna
zanétliva reakce (dna)

» akutni nefropatie kys.mocCov¢é (sraZeni krystalu kys.
mocove v ledvinnych tubulech pi1 jeji nadprodukci (napft. po
chemoterapii)
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Dna
Priciny:
» zvysena produkce kys. mocCove

» hromadéni kys. mocoveé v diisledku metabolickych
poruch v Setficim procesu

» snizena clearance kys. mocové v ledvinach

U

ukladani krystalu kyseliny mocové ve tkanich



Nukleové Kyseliny
*Polymery s molekulovou hmotnosti 10® g/mol

*Polynukleotidy

Typy nukleovych Kyselin

DNA RNA
Pentosa: deoxyribosa ribosa
Baze: A,G,C,T A,G,C,U
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HOCH, Polynukleotidy — nukleotidy
ioi spojené fosfodiesterovou vazbou
? OH

= kovalentni pater:
pentosa...kys.fosforecna

O=p—0"
o baze = postranni fetézce:
CHz | baze pripojene na
pentosove zbytky N —
glykosidovou vazbou
Fosfodiesterova O OH
Vazba gy o p=

p=—0
aze
T
"0 Oligonukleotidy < 50 nukleotidt
Polynukleotidy > 50 nukleotidu
36
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rozliSeni 5"a 3’ konce

5" -konec E 2 o Polarita retézce

? OH
P

0=p—0° Primarni struktura:
o baze o . ,
poradi nukleotidovych
CHz | zbytkl ve sméru 5" —3°

(v tomto sméru probiha vzdy
synteéza)

37
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DNA

DNA je nositelem genetické informace
trojice bazi (triplet) v DNA koduje jednu aminokyselinu

usek DNA nesouci informaci o syntéze jednoho
polypeptidového fetézce - strukturni gen

u eukaryontu je DNA organizovana v chromatinu
(chromosomech)

Jeden chromosom = 1 molekula DNA

38



Velikost molekul

Molekuly DNA jsou nejvétsi kovalentni molekuly v organismu.

Velikost se udava poctem part bazi (bp)

Organismus

Pocet paru bazi (bp)

Borrelia burgdorferi (bakterie)
Escherichia coli (bakterie)
Saccharomyces cerevisiae (kvasinka)
Clovek

Bufo bufo

946 000

4 639 221

12 070 521

3 000 000 000

6 900 000 000



Sekundarni struktura DNA

nejcastéjr dvouvlaknova, pravotociva
Sroubovice

fetézce usporadany kolem spoleCné osy
vlakna maji opacnou polaritu

vlakna jsou komplementarni

A=T, G = C (Chargaffovo pravidlo)

pomér dAMP+dTMP / dGMP+dCMP
charakteristicky pro kazdou DNA

http://www.umass.edu/molvis/tutorials/dna/dnapairs.htm 40



Fosfatové zbytky, ribosa
* tvoii vnéjsi Cast Sroubovice (,,patere)
* hydrofilni charakter

« fosfatove zbytky maji pi1 fyziologickém pH
zaporny naboj - vazou kationty z roztoku nebo
kladn€ nabité zbytky proteinu

Baze
e lezi uvniti dvousroubovice

* jsou navzajem rovnobézné
(stohovani bazi)

* komplementarni baze se vazou

vodikovymi mustky "



Parovani bazi - princip komplementarity
Parovani bazi je neenzymova, spontanni reakce

Umoznuje parim bazi zaujmout energeticky nejvyhodnéjsi konformaci v
ramci dvojSroubovice

2 vodikové mustky

adenin thymin o



>
I
®

w7/

3 vodikoveé mistky — Vazba G = C je siIn¢jSi nez vazba A=T

guanin cytosir

Pro parovani jsou vyznamné laktamove formy bazi 4



formy DNA

¢ni

Konforma

taCeni Sroubovice

A4

, SIMerem o

1181 se hustotou zavitl,, mirou hydratace
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Protinadorové léky mohou ménit tvar DNA

Cis-platina

U
I_H\j_> Il:{_ G (cis-diammin-dichloroplatina (IT))

Atomy chloru jsou nahrazeny dusiky bazi, 1€k se vaze na DNA, méni
jeji prostorovou strukturu. Vznikaji interkala¢ni vazby mezi fetézci, je
zabranéno replikaci, nastava apoptoza.

Nov¢ji téZ karboplatina
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//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/dd/Carboplatin-2D-skeletal.png

Interkalace

e vmezereni mezi
baze DNA

daunorubicin

Interkalace cytostatika do dvojité Sroubovice DNA.

Struktura DNA je tim naruSena a dochazi k porucham pfi transkripci a replikaci (napf.
doxorubicin, daunorubicin — protinadorové 1€ky)
TéZ barveni DNA (ethidium bromid)
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Denaturace a renaturace DNA

e Dvouvlaknova DNA je nativni formou DNA

e Pfeména na jednovlaknovou formu - denaturace

* Denaturace probiha jen in vitro

* Dochazi k preruseni vodikovych mistkli mezi bazemi

« Zpétna premeéna jednovldknové DNA do dvousSroubovice -
renaturace | |
7/ L
i ;;

-
=

7

o
/.)

-
t

/

vudy
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Vlivy vyvolavajici denaturaci (tani) =
vlivy vyvolavajici preruseni H-vazeb
*vysoka teplota
*nizka koncentrace soli (vétsi odpuzovani fosfatovych zbytki)
e zména pH

*dvouvlaknova DNA s vySSim obsahem G=C ma vyssi odolnost vuci
denaturaci

Teplota tani T, — teplota pii niz 50 % DNA je oddéleno
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Sledovani denaturace DNA

 konjugované dvojné vazby v bazich DNA vyvolavaji absorbanci
roztoku pii 260 nm

« absorbance jednovlaknové DNA je vyssi nez dvouvlaknove
(hyperchromni posun)

U

 denaturace DNA muze byt sledovana na zadkladé méteni
absorbance pt1 260 nm

absorbance

A260 nm e

p!

60 7

Teplota tani T,

. — -

80

o

tC 49



Kruznicova DNA i %
Sy ﬁ

e viry, plasmidy, prokaryontni chromosomy,
chromosomy mitochondrii

 dvousSroubovice a opacna polarita retézcu

jsou zachovany, nejsou voln¢ 3-a 5°- OH em?\
skupiny 11;{‘)
’S %
e Casto superstaCeni zwr-’
« muze byt i jednovlaknova El}
g R

)4
W é"



Syntéza DNA - replikace

Replikace (reduplikace) = zdvojovani

Kazdé ze dvou matetskych vlaken DNA
slouzi jako templat pro syntézu
komplementarnich vlaken

V novych fetézcich se baze fadi na
principu komplementarity vuci bazim v
templatovém retézci

U eukaryontu probiha v jadre




Velikost DNA x velikost bunky

Eukaryoticka bunka = 20 um prumér
jadro =35 —10 um
Lidska haploidni b. = 23 chromosomu = 3 x 10° para bazi
1.3 x 10® part bazi/ chromosom

1 par bazi v B formé - 0.34 nm - Ichromosom = 5cm
23 chromosomu =115 cm ‘_

Diploidni b. = 46 chromosomi = 2 m délka !!!

22? Jak se DNA miize sméstnat do jadra ?
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VysSsi struktury DNA

 chromatin - komplex DNA (40 %) a proteinti (60 %)

» zakladni jednotkou chromatinu je nukleosom
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Nukleosomy
StoCeni dvou zavitu dihelixu DNA (= 140

2,.0.0.000¢ 00094 bazi) kolem oktameru histonu
zkraceni molekuly DNA na 1/3

spojovaci usek DNA (= 60 bazi -
,,volna DNA* - linker DNA)

oktamer histonu

H2A,H2B,H3 a H4

Histony:

bazické bilkoviny, vysoce
konzervovana struktura

~100AK, 25% Lys a Arg

Kladn¢ nabité skupiny Lys a Arg
histon HI reaguji se zaporn& nabitymi
fosfaty

Typy: H1, H2A, H2B, H3 a H4




Urovné kondenzace chromatinu

» dvousroubovice DNA obtocena kolem nukleosomu - ,,koralkova‘* forma — vlakno
10 nm

*zkondenzované nukleosomy - vlakno 30 nm

*kondenzace vldken do smycek (tyCinky 700 nm)

« Smy¢ky (20 000-80 000 pért bazi)

jsou v jadie zakotveny k podplirné matrix (nebazické proteiny)

http://www.hhmi.org/biointeractive/dna/DNAi1 packaging vo2.html 35



Nucleofilament

(30 nm fiber)

Naked DNA
(all histones removed)

Nuclear scaffold protein

> Chromosomes
—

Nucleofilament is coiled and
anchored to scaffold protein

N
Y B
N _\\\

g Nucleosome "beads"
(histones plus DNA) ‘

Histone H1 DNA

Capyright 2011 Wolters Kluner Health | LippinsottWilliams & Wikins
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Ribonukleové Kyseliny

oty

Ribosomalni /  Transferové Mediatorové

Malé RNA

Slozeni RNA

® cukerna slozka : ribosa
* baze: A.G,C.U
neni obsazen thymin

Casty vyskyt modifikovanych bazi
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Sekundarni struktura RNA

Molekuly jsou kratsi
Zpravidla jednovlaknove
pomér A/U = G/C
Vyskyt dihelikalnich struktur (stopky a smycky)
Parovani: A-U, C-G (U-G)- neperfektni parovani

Terciarni struktura RNA

Prostorové uspofadani molekul RNA

Vzajemna interakce mezi riiznymi ¢astmi molekuly — vodikove vazby,
van der Waalsovy sily

Interakce s proteiny
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Transkripce

Proces tvorby RNA na podkladu struktury DNA

Je prepisovan pouze jeden fetézec dvouSroubovice DNA —
templatovy retézec

Druhy fetézec se nazyva kodujici (jeho sekvence bazi
odpovida transkriptu, pouze misto U je T)

Enzym zodpovédny za transkripci je DNA-
dependentni RNA polymerasa (transkriptasa)

59
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Sulfonamidy x folat

e Chemoterapeutika (napt. Sulfamethoxazol)

Strukturni analogy kyseliny p-aminobenzoovée, derivaty sulfanilamidu.

Kompetice pi1 syntéze kyseliny listové v bakteriich (ristovy faktor).

Sulfonamidy jsou proto u€inné na bakterie, které syntetizuji kys.listovou
(streptokoky, hemofily ad.)

U U
| g
p-aminobenzoova kyselina (PABA) sulfanilamid

Kombinace trimethoprim + sulfamethoxazol 1:5 (kotrimoxazol) inhibuje dva stupné v metabolismu
bakterialni kys.listove



