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Funkce a vyznam nukleotidd.

Nukleotidy jsou kli¢ové molekuly vstupujici do rady Zivotnich
procesu.

Nukleotidy jsou aktivované prekurzory nukleovych kyselin.

Adeninovy nukleotid, adenosintrifosfdt (ATP) je univerzdlni
energetické platidlo.

Guaninovy nukleotid, GTP, je také nositelem energie a soucdsti
regulacnich G proteind.

Derivdaty nukleotidd jako je UDP-glukosa se podili ha biosyntéze,
napr. glykogenu.

Nukleotidy jsou souédsti prenosu signdlt v signdlnich drahdch.



Nomenklatura bdzi, nukleosidt a nukleotidu.
RNA (ribonukleové kyseliny)

Baze Ribonukleosid Ribonukleotid

(5" -monofosfat)
Adenin (A) Adenosin Adenylat (AMP)
Guanin (G) Guanosin Guanylat (GMP)
Uracil (U) Uridin Uridyldt (UMP)
Cytosin (C) Cytidin Cytidylat (CMP)
DNA (deoxyribonukleové kyseliny)
Baze Deoxyribonukleosid = Deoxyribonukleotid

(5 -monofosfat)

Adenin (A) Deoxyadenosin Deoxyadenylat(dAMP)
Guanin (6) Deoxyguanosin Deoxyguanyldt (dGMP)
Thymin (T) Thymidin Thymidylat (TMP)

Cytosin (C) Deoxycytidin Deoxycytidylat(dCMP)



Metabolické drdhy vedouci k biosyntéze nukleotidu.

Metabolické drdhy biosyntézy nukleotidl délime do dvou skupin:
De novo dréhy - biosyntéza z jednoduchych prekurzord.
Zdachranné (salvage) drdhy - recyklovand bdze se znovu spojuje
s ribosou. PRPP = 5-fosforibosyl-1-difosfat (pyrofosfat).

Zachranna draha De novo biosyntéza

Aktivovana ribosa (PRPP) + baze Aktivovana ribosa (PRPP)
l + aminokyseliny + ATP + CO, + ....

l

'NUKLEOTID) 'NUKLEOTID)




Biosyntéza pyrimidinovych nukleotidi.

Princip: Prvni je syntetizovdn pyrimidinovy kruh a posléze je
pripojena ribosafosfdt za tvorby pyrimidinového nukleotidu.
Pyrimidinovy kruh je syntzetizovan z hydrogenuhlicitanu ,
aspartdtu a amoniaku.

Amoniak je produkovan hydrolyzou glutaminu.

Prvi stupen: Syntéza karbamoylfosfatu - z hydrogenuhli¢itanu a
amoniaku za souc¢asného stépeni dvou molekul ATP.

Enzym: karbamoylfosfatsynthetasa (CPS). Reakce je
dvoustupriovd. V prvni stupni je fosforylovany hydrogenuhli¢itan
ATP za tvorby karboxyfosfatu a ADP. Amoniak poté reaguje s
karboxyfosfatem za tvorby kyseliny karbamové a anorganického
fosfdtu.

Druhy stupen: katalyza karbamolyfosfatsynthetasa, vstupuje
druhd molekula ATP za tvorby karbamoylfosfdtu.



Tvorba karbamoylfosfatu. Enzym:
Karbamoylfosfatsynthetasa
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Tvorba orotatu a uridylatu.

Karbamoylfosfat reaguje s aspartatem za tvorby
karbamoylaspartatu v reakci katalyzované
aspartdttrankarbamoylasou. Karbamoylfosfat se poté cyklizuje
za tvorby dihydroorotdtu, ktery je oxidovdn NAD* na orotat.

0
oo NH )J\ H,O NADH
Q( 2sp P, H H, NH NAD HN NH

|<
be
K
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Tvorba orotatu a uridylatu.

Na tomto stupni se na orotat vdze ribosa ve formé 5-
fosforibosyl-1-difosfat (PRPP). Aktivni forma ribosy pro tvorbu
nukleotidu.

Ribosa-5-fosfdt ma plvod v pentosafosfdatové drdze - PRPP je
syntetisovan za (¢asti synthetasy a ATP.

Orotat reaguje s PRPP za tvorby orotidylatu, pyrimidinového
nukleotidu. Reakce je pohdnéna hydrolyzou difosfatu.

Poslednim stupném je dekarboxylace orotidylatu za tvorby
uridyldtu - enzymem orotidyldatdekarboxylasou.



Tvorba orotatu a uridylatu.
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Nukleotid mono-, di- a trifosfaty jsou vzdjemné
prevoditelné.

Uridylat (UMP) je zdkladnim nukleotidem pro syntézy ostatnich
pyrimidinovych nukleotidu.

V prvé radé musi byt preveden na uridintrifosfat (UTP). Déje se
tak postupné. Enzym: UMPkinasa.

UMP + ATP UDP + ADP

Ddle enzym: nukleosiddifosfdtkinasa.

XDP + YTP ——XTP + YDP

Uridintrifosfat (UTP) je prekurzorem tvorby cytidintrifosfatu
(CTP).

Dochazi k zaméné oxoskupiny za aminoskupinu. Enzym:
cytidintrifosfatsynthetasa.

Reaktanty jsou ATP a glutamin jako zdroj aminoskupiny (obdoba
syntézy karbamoylfosfatu).



Zachranna drdha recyklace bazi.

DileZitd je napf. zdchrana pyrimidinové bdze thyminu, ktery je
soucadsti nukleotidu v DNA.

Thymin uvolnény z DNA je recyklovan ve dvou stupnich:

Enzym: thymidinfosforylasa
Thymin + deoxyribosa-1-fosfat
Enzym: thymidinkinasa

Thymidin + ATP TMP + ADP
Aktivita thymidinkinasy se méni s bunécnym cyklem. Viyuzivd se
terapeuticky.

Napr. virdlni infekce herpex simplex se I€Ci acyclovirem, ktery
prevadi thymidinkinasu na sebevrazedny inhibitor, ktery
ukoncuje DNA syntézu.

thymidin + P,




Acyclovir. Nevytvdri vazbu A - T.

)5: guanosine

N acyclovir



Hlavni drdhy katabolismu pyrimidinovych nukleotidd
u Zivolich.
(Odbourdvdni TMP je v zdvorkdch).
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Hlavni drdhy katabolismu pyrimidint u Zivocichd.

Malonyl-CoA je prekurzorem syntézy mastnych kyselin
a methylmalonyl-CoA je preveden na sukcinyl-CoA, viz CC.
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Biosyntéza a zdchrana purinovych nukleotidu.

Purinové nukleotidy mohou byt syntetizovany de novo nebo
recyklaci zachrdnény.

Syntéza de novo.

Princip: Purinovy skelet je budovdn na ribose = PRPP postupné po
malych molekuldrnich ¢dstech. Biosyntéza probihd v deviti
stupnich.

Vétsina téchto stupnit je katalyzovdna enzymy se zdchytnou
doménou pro ATP.

Nejdrive dochazi k aktivaci na vazbé uhlik - kyslik (typicky
karbonyovy kyslik) fosforylaci a poté ndsleduje ndhrada
fosforylové skupiny amoniakem nebo aminoskupinou, které plsobi

jako nukleofil.
>—o = > \\ O P o} LL, \\ Nu

Fosforylace R O' Vyména R




Biosyntéza purinovych nukleotidd.
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Biosyntéza purinovych nukleotidd.
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Biosyntéza purinovych nukleotidd.
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Biosyntéza AMP a GMP z inosinatu (IMP).
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Zdachrannd recyklace purind.

Do syntézy purinovinych nukleotidi de novo je tfeba investovat
mnoho energie ve formé ATP. Proto je velmi vyhodné pro
organismus recyklovat purinové bdze z odbouranych nukleovych
kyselina z diety.
Dva vyznamné enzymy recyklace: Adeninfosforibosyltransferasa
katalyzujici tvorbu AMP:

Adenin + PRPP — adenylat + PP,
Druhy enzym: Hypoxanthin-guaninfosforibosyltransferasa
(HGPRT) katalyzuje tvorbu guanyldatu (6GMP) a inosindtu (IMP).
Prekurzory jsou guanyldt a adenylat.

Guanin + PRPP — guanylat + PP,

Hypoxanthin + PRPP — inosinat + PP,



Biosyntéza deoxyribonukleotidt redukci ribonukleotidt
(radikdlovy mechanismus).

Jedna se specifickou redukci ribonukleotidu v poloze 2'-
hydroxylu na ribose.

Substrdty jsou ribonukleosiddifosfaty !l Enzym je
ribonukleotidreduktasa.

Ribonukleotidreduktasa E. coli je slozena ze dvou podjednotek -
oba jsou dimery.

Podjednotka R1 obsahuje aktivni misto a dvé allostericka
kontrolni mista. Podjednotka obsahuje tri Cys a jeden Glu -
vSechny ¢tyri participuji na redukci ribosy na deoxyribosu.
Roli podjednotky R2 je produkce volnych radikalt v obou svych
retézcich.

KaZzdy z retézcl R2 obsahuje stabilni tyrosylovy radikdl s
nepdrovym elektronemdelokalizovanym na aromatickém kruhu.

Radikdl je produkovdn v blizkém centru obsahujicim Fe3* v
mustku s iontem 0%,



Pfenos elektront z NADPH na ribosu.
(Ribonukletidreduktasa)

Elektrony nutné k redukci pochazeji z NADPH !l
Prestup neni primy, ale pres thioredoxin (12 kD protein se dvéma

Cys).
NADPH + H’ Ribosov a
X X X jednotka
NADP FADH, Deoxyribosov a
jednotka

Thloredoxmreduktasa(TR) Thloredoxm (Th) Rlbonukletld
reduktasa (RR)



Tvorba thymidyldtu methylaci deoxyuridyldtu.

Deoxyribonukleové kyseliny neobsahuji uracil, ale thymin.
Thymidyldt je syntetizovdn za katalyzy thymidylatsynthasy :
deoxyuridylat (dUMP) + methyl = thymidylat (TMP).
Donorem methylu je AP, A¥ -methylentetrahydrofoldt.
dUMP je aktivovan vazbou thioldatu enzymu.



Syntéza thymidyldatu (TMP).
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Regenerace tetrahydrofoldtu za katalyzy
dihydrofolatreduktasy.

Pri syntéze thymidylatu se uvolfiuje dihydrofolat, ktery je nutné
regenerovat.

Regeneraci katalyzuje dihydrofoldtreduktasa a zdrojem
elektront je NADPH.
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Thymidykdtsynthasa a dihydrofolatreduktasa jako
mista plsobeni chemoterapie rakoviny.

Fluoruracil je prevddén in vivo na fluordeoxyuridylat (F-dUMP).
F-dUMP je analog dUMP ireversibilné inhibujici
thymidylatsynthasu. Plsobi jako normdlni substrat a prochdzi
celym katalytickym cyklem.

Pri tvorbé TMP je nutné odstranit proton z mista C-5 nukleotidu.
Enzym nemiZe odstranit F* a proto je katalyza na tomto misté
blokovdna.

Priklad suicide inhibition (sebevrazedné inhibice), na mechanismu
enzymové reakce zadvisly inhibitor.

Syntéza TMP je také blokovana inhibici regenerace
tetrahydrofoldtu. Analoga dihydrofolatu jako napf. aminopterin
a methotrexat (amethopterin) jsou silnymi kompetitivnimi
inhibitory (K <1 nM) dihydrofoldtreduktasy.



Mista plsobeni protirakovinnych Iéka.
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Suicide inhibition (sebevrazedna inhibice)

O¢ﬁf>

deoxyrlbosa -P

Y\I j/H Enzym -
HN\/\

thymidyldatsynthasy 5-fluorUMP.

\ /
\
R

N ethylentetrahydrofolat

N S -—--enzym

deoxyribosa-P

Stabilni
adukt



Regulace biosyntézy nukleotidd.

Biosyntéza nukleotidl je regulovdna zpétnovazebnou inhibici.
Obdoba regulace biosyntézy aminokyselin.

Regulace biosyntézy pyrimidinovych nukleotidd.
Klicovy enzym je aspartdttranskarbamoylasa (ATCasa).

ATCasa je inhibovdna CTP - konenym produktem biosyntézy.
Stimulovdna je ATP.

Aspartat ATCasa |

" . »karbamoylaspartat— —» —» UMP —» UDP —» UTP -»CTP
karbamoylfosfat (&

ATP




Regulace biosyntézy purinovych nukleotidi.

Regulace biosyntézy purinovych nukleotidu je komplexné jsi.

Klicovym krokem je konverze PRPP na fosforibosylamin. Reakci
katalyzuje glutaminfosforibosylamidotransferasa.

Reakce je zpétnovazebné inhibovana mnoha purinovymi
ribonukleotidy. Inhibuji GMp, AMP a IMP.

Inosindt - vétvici bod syntézy AMP a GMP. AMP inhibuje
konverzi inosindtu na adenylosukcindt - vlastni prekurzor.

Obdobné, GMP inhibuje konverzi inosinatu na xanthyldat -
bezprostredni prekurzor.

GTP je substrdtem pri syntéze AMP a ATP je substrdtem pri
syntéze GMP. Jednd se o reciprokou substrdtovou zdvislost
vedouci k rovnovaze syntézy adeninovych a guaninovych
nukleotidu.



Kontrola a regulace biosyntézy purinovych nukleotidu.
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Syntéza deoxyribonukleotidl je regulovdna na drovni
ribonukleotidreduktasy.

Allostericka kontrola.

KaZzdy z polypeptidl R1 podjednotky reduktasy obsahuje dvé
allosterickd mista. Jedno reguluje celkovou aktivitu enzymu a
druhé substratovou specifitu.

Celkovad aktivita reduktasy se snizuje po vazbé dATP. Vazba ATP
potlauje tento efekt.

Vazba dATP nebo ATP do mista regulujiciho substratovou
specifitu snizuje redukci UDP a CDP - pyrimidiny.

Vazba TTP (thymidintrifosfdt) zvysuje redukci GDP a inhibuje
ddle redukci pyrimidinovych nukleotidd.

Soucasné zvyseni hladiny dGTP stimuluje redukci ATP na dATP.

Regulace pyrimidiny a puriny vede k rovnovdze obou typl
nukleotidl pro syntézu DNA.



Katabolismus purinovych nukleotidu.
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Osud mocové kyseliny u ostatnich organismd.
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Adenosindeaminasa a dusledky jeji snizené aktivity.

Odbourani AMP zahrnuje jeden zvlastni stupen. Adenosin neni
substratem nukleosidfosforylasy. Fosfat je oddélen
nukleotidasou za tvorby nukleosidu - adenosinu.

Zvlastni stupen zahrnuje adenosindeaminasou katalyzovanou
reakci za tvorby inosinu !l

Deficit adenosindeaminasové aktivity je spojen s radou
kombinovanych imunodeficitnich (SCID = severe combined
immunodeficiency) a imunologickych onemocnéni. Napr. ztrata T
bunék imunitniho systému.

Biochemickym disledkem deficitu adenosindeaminasové aktivity
je az 100ndsobné zvyseni hladiny dATP, které inhibuje
ribonukleotidreduktasu a tim i syntézu DNA.



Dna je dusledkem zvy3ené hladiny urdtu v séru.

Inosin tvoreny adenosindeaminasou je metabolizovan na
hypoxanthin.

Xanthinoxidasa za U¢asti flavoproteinu obsahujiciho Mo a Fe
oxiduje hypoxanthin na mocovou kyselinu. Molekuldrni kyslik je
pritom redukovdn na peroxid vodiku, ktery je rozkladdan
katalasou na kyslik a vodu.

Mocova kyselina uvolfiuje pri fyziologickém pH proton za tvorby
urdtu.

U lidi je urat konecnym produktem degradace purind.

Vysoka hladina urdtu v séru vede k onemocnéni hazvaném dna
(gout). Sodné soli urdtu krystaluji v kapalinach kloubti coz vede k
bolestivym zdnétlim. Také ledviny jsou urdty poskozovdny.

Jako terapie je podavan allopurinol, analog hypoxanthinu, ktery
se chova nejdrive jako substrdt a posléze jako inhibitor
xanthinoxidasy. Suicide inhibitor !



Krystalograficka struktura (monomer) hovézi xanthinoxidasy
(EC 1.17.3.2).
Vazany FAD (Cervené), FeS klastr (oranzové), molobdenopterinovy
kofaktor s atomy Mo (Zluté) a salicylat (modre).




Allopurinol jako ,suicide inhibitor" xanthinoxidasy.

OH OH
N
~ / I\\
N N N N
H H
Allopurinol Hypoxanthin
OH ?_2 OH
H,O
H,0 272 - Vazba do aktiv niho
N™~ % N N\ mista(x0) Nedov oluje
_ >
I\\ N/ Xanthin O¢I\N N/ prevod Mo’ na Mo "
N oxidasa H
H H
Allopurinol Alloxanthin

(Oxipurinol)



Hladina urdtt v evoluci.

Hladina urdtd v séru u lidi je blizko limitu rozpustnosti. Na rozdil
u poloopic jako napr. lemuri, kteri maji 10x nizsi hladinu.

Jaka je selektivni vyhoda vy33ich hladin urdtt u ¢lovéka ?

Urdty jsou efektivni zhdSele reakci kyslikatych radikadlt

Urdty jsou stejné efektivni jako askorbdt ve funkci antioxidanti.
Disledkem je del$i doba Zivota ¢lovéka oproti nizéim primdtim a
snizeni rizika rakoviny.

Dalsi defekt purinového metabolismu spociva v totdlni absenci
hypoxanthin-guaninfosforibosyltransferasy.

Vrozend vada - Lesch-Nyhamiv syndrom.



NAD*, FAD a koenzym A se tvori z ATP.

Nukleotidy nejsou jen soucdsti nukleovych kyselin. Tvori
poCetnou skupinu biomolekul.

NAD* a NADP* jsou koenzymy oxidoreduktas. Jejich
prekurzorem je ATP.

Prvim stupném jejich biosyntézy je tvorba
nikotinatribonukleotidu z nikotinatu a PRPP. Nikotinat, také
hiacin vitamin B, je produktem degradace aminokyseliny Trp.
Nedostatek Trp v potravé vede k onemocnéni zvané pellagra.
Obdobné endokrinni tumor spotrebovdvajici Trp vede také k
nedostatku neurotransmiteru serotoninu a ve svém dusledku k
podobnym symptomim jaké vykazuje pellagra.

V dalsim stupni syntéze je AMP prendsen z ATP na
nikotinatribonukleotid za tvorby desamido-NAD*. Konecnym
stupném je transfer amoniaku z amidoskupiny GIn na nikotindtovy
karboxyl za tvorby NAD*. NADP* vznika fosforylaci NAD* ATP
enzymem NAD*kinasa.



Biosyntéza NAD* z PRPP, ATP a nikotinatu.
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Biosyntéza FAD.

Flavinadenindinukleotid je syntetizovan z riboflavinu a dvou
molekul ATP.

Riboflavin + ATP — riboflavin-5"-fosfdt + ADP
Riboflavin-5"-fosfat + ATP — flavinadenindinukleotid (FAD) + PP,

CH,
H—F—OH
H——OH .
adenin
H—t+—OH

CH,——P - P -ribosa
Flavinadenindinukleotid (FAD)



Uloha difosfdtu pti biosyntézdch.

AMP, souédst koenzymu A, mad plvod v ATP.

Spole¢nym znakem biosyntéz NAD*, FAD a CoA je transfer AMP
z ATP na fosforylovany meziprodukt.

Soucasné tvoreny difosfat je bezprostredné hydrolyzovan na
dva orthofosfaty.

Pozndmka:
Pri mnoha biosyntézdch se ziskdvad zna¢nd ¢dst potrebné
termodynamické energie hydrolyzou uvolnéného difosfatu !



Hlavni rozdily v metabolismu purinovych
a pyrimidinovych nukleotidu.

Nukleotidy

Puriny

Pyrimidiny

Tvorba
N-glykosidové
vazby

V prvnim kroku
syntézy - start
na PRPP

Nejdrive syntéza
pyrimidinového
kruhu a poté

napojeni PRPP
Lokalizace Cytoplasma Cytoplasma +
syntézy mitochondrie -

karbamoylfosfat-

synthetasa
Produkty Mocova kyselina | CO,, NH;, Malonyl-
degradace (mdlo rozpustnd | CoA, sukcinyl-CoA

ve vodé), NH;




