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Nukleove kyseliny

* Nukleové kyseliny hraji v naSem téle velice dulezitou roli —
molekuly DNA uchovavaji genetickou informaci (vyuzivaji
k tomu proces zvany replikace) a molekuly

* RNA zajistuji vyjadreni teto informace (nejprve pomoci
prepisu a nasledné pomoci translace). O jednotlivych
procesech se budeme bavit podrobneji v dalsich Castech
teto kapitoly.

* Nejprve se ale zameérime na strukturu nukleovych kyselin.

« Zakladnimi stavebnimi jednotkami nukleovych kyselin
jsou nukleotidy. Ty se skladaji z pentosy (ribosy nebo
deoxyribosy), fosfatu a baze (purinové nebo
pyrimidinove).



Rozdilné pentézy RNA & DNA

5'
HOCH, O OH
RNA 4"

OH OH

Ribose

DNA

OH H
2-Deoxyribose

Uhliky cukrt maji
hlavni Cisla pro
odliSeni od atomu
bazi

Biochemie:Nukleové kyseliny-MojeChemie. [online]. [cit. 2014-07-23]. Dostupné z:

http://www.mojechemie.cz/Biochemie:Nukleov%C3%A9_kyseliny



Puriny & Pyrimidiny

Purines

2N ffb N X
aaY N/j\> /Y\\
N2 N/ R“N Y HEN\ A

3 9°H H | H

purine adenine guanine
Pyrimidines

) (2

R
/> Hm Hﬁﬂq Chy
2\ \ Dé/l\w 4 D&\H/
H

pyrlmldme cytosme uracil thymine
RNA DNA

Index of /~jbleecker/ETEC533/DNA_Smartboard_Lesson/dna_history_model. [online]. [cit. 2014-
07-23]. Dostupné z:
http://chs.sd57.bc.ca/~jbleecker/ETEC533/DNA_Smartboard_Lesson/dna_history_model/

Note: ring atom #s



Spojeni cukr - baze

MNH,
I o
7
< IH;

H-glywogdic Linkage

Baze nad rovinou
cukru, vazba je 3

Adenosme

Nucleotides. [online]. [cit. 2014-07-23]. Dostupné z:
http://homepages.rpi.edu/~bellos/nucleotides.htm

Nucleosid

RNA: adenosin, guanosin, cytidin, & uridin
DNA: deoxyadenosin, deoxyguanosin, deoxycytidin, & thymidin

5



“-Nukleosidtriphosphat J

Zakladni struktura NK

-- Nukleosiddiphosphat

-- Nukleosidmonophosphat -

glykosidische Bindung

Pentose
R=0H: Ribose
OH R  R=H: Desoxyribose

-- Nukleosid

- Nukleotid

File:Nucleotide nucleoside general.svg. [online]. 5.9.2013 [cit. 2014-07-23]. Dostupné z:
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Nucleotide_nucleoside_general.svg



Biosyntéeza purinovych a pyrimidinovych
nukleotidu

« VSechny bunky potrebuiji
ribonukleosidy, deoxyribonukleosidy a
jejich fosfaty

* Purinové a pyrimidinové baze prijaté
potravou (nukleoproteiny) prakticky
nejsou vyuzivany pro syntezu

« Syntéza purinovych a pyrimidinovych
nukleotidu je koordinovana



Latky potrebné pro syntézu
nukleotidu

* Pro tuto syntézu jsou velmi dulezité tfi slouCeniny:
 tetrahydrofolat (esencialni kys.listova)

e glutamin

 PRPP - fosforibosyldifosfat



Vyznam kyseliny listové pro syntéezu
bazi

Folat

0

NH
a
(] HM 10 B COOH
4a _N o} ¥
4 5T '
HN 3 HN ‘ . COOH
e,
"“\.‘_\_N 8a /"

H,MN N
folic acid

Kyselina listova - ordinace-lekarny.cz. [online]. [cit. 2014-08-27]. Dostupné z:
http://mwww.ordinace-lekarny.cz/clanky/Kyselina_Listova.html

Uginnou formou v organismu &lovéka je tetrahydrofolat



http://www.ordinace-lekarny.cz/clanky/Kyselina_Listova.html

DEHYDOGENACE

(dihydro)folat
reduktasa

(u zivocichu
a nekterych

mikroorganismu,

katalyzuje obe
reakce)

Vznik tetrahydrofolatu
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LN N7 INT CH,
NADPH+H? Coo™
DIHYDROFOLATREDUKTASA
NADP*
OH |
— 0 CoO’
,giaﬁ N TN |
NZ -Hf CHf—NH——{k /)——C—NH—CH tetrahydrofolat
S
Lx N/ S,
2 CH
H 2

| .
COO
NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 266.
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Methotrexat (protinadorové leCivo)

(I3H3 0
|

Inhibitory (dihydro)folatreduktasy:

methotrexat

Trimethoprim (bakteriostatikum)

NH,
| - OCH,
C—NH—CH NZ"
CH, N
|2 .
CH, HoN OCH;
olelo} trimethoprim OCHj3

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 267.

Enzym (dihydro)folatreduktasa je velice dulezity pro syntézu
tetrahydrofolatu a vznikajici tetrahydrofolat je velice dllezity pro
syntézu nukleotidu (bez jeho €innosti nevznikaji). Nukleotidy jsou zase
potfeba pro syntézu DNA, ktera je jednim z procesu probihajicich v
bunécneém cyklu (S-faze). Nékteré Iéky inhibuji ¢innost tohoto
enzymu a tim zabranuji mnozeni bunék — toho se vyuziva:

- v protinadorovych lé€ivech (methotrexat)

- v |éCivech antibakterialnich (trimethoprim; inhibuje bakterialni
dihydroflatreduktasu)

11



Vyuziti tetrahydrofolatu

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

OH _CH,

N,f’ ‘x\ 0 COO

g,f | ::F—-CHI—ﬂ;——<i:::}——g——NH—4?ﬁ

CH

wak*n N N
1 2

2 ¥ CH
Goo

N-5,N-10-methylen-tetrahydrofolat

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 267.

N-10-formyl H,F - syntéza purinu

OH Oz
H 1 0 Co0
N cHz_mﬂa_NH_iH
A H,
Ny i

&:DD'
N-10-formyl-tetrahydrofol at

12

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 267.



Vyznam glutaminu pro biosyntézu purint
a pyrimidint

- je donorem aminoskupiny pfi syntéze purinu i

pyrimidinu

O
A\ _
- C—CHy—CH,—CH—COO0
.-"'PF .-?."h I+
(HN ) HaN

NOVAK, Jan. Biochemie 1. Brno: Muni, 2009, s. 267.

Délici se bunky potrfebuji hodné glutamatu (aby mohly syntetizovat puriny a
pyrimidiny). Pfidanim glutaminu do organismu muzZzeme usnadnit déleni bunék —
toho se vyuziva napf. v pripade, potrebujeme-li zvysit poCet imunitnich bunék.
OvSem presné opacné cinnosti (zamezeni pfijmu glutamatu) se vyuziva k
zastaveni déleni bunék.

Podobného principu vyuzivaji néktere léCiva, ktera slouzi jako inhibitory
enzymu, které vyuZivaji glutamin (IéCiva jsou glutaminu strukturné podobna,
obsadi tak aktivni mista enzyml a neumozni glutaminu vstoupit do kostry purinu,
Ci pyrimidinu). Pfikladem takového latky je azaserin. 13



Antagonisté glutaminu inhibuji syntézu purinu a

pyrimidinu
0
(l: ® CH2—(|3H—COOH
ﬁH NH,,
h’ azaserin
N

az ase ri n NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 267.

14



PRPP - fosforibosyldifosfat
Nezbytny pro syntézu:

purinovych nukleotidu

pyrimidinovych nukleotidu PRPP je nezbytny pro syntézu
purinovych i pyrimidinovych

+ + nukleotidu, ale kromé toho také
NAD 1 NADP pro syntézu NAD+ a NADP+.

15

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 268.



Syntéza fosforibosyldifosfatu (PRPP)

Ribosa-5P + ATP — PRPP + AMP
PRPP-synthetasa

®)
@)

ATP AMP |

O—P—0—CH, OH

@]
o]
O—T
o]
O—T
)
o—-]’u_—_o
S

OH OH
ribosa-5-P PRPP

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 268.

Ziskame jej reakci ribosa-5-fosfatu (ktery jsme ziskali v
pentosovém cyklu) s ATP. ATP preda molekule ribosa-5-P
dva fosfaty a stane se z néj AMP, ribosa-5-P se pfemeéni na
PRPP. O PRPP muzeme fict, Ze se jedna o aktivovanou
pentosu.

Reakci katalyzuje enzym PRPP-synthetasa. 16



Rozdily v syntéze purinu a pyrimidinu

Syntéza purint a pyrimidina probiha jako puzzle — do molekuly vysledné baze jsou
postupné pfidavany kousky z jinych molekul, aby nakonec vytvorily pozadovanou
strukturu.

Rozdil v syntéze purint a pyrimidinu je jiz v za€atku. Pfi syntéze purinu je nejprve
nasyntetizovano PRPP, na které se nasledné napoji rizné skupiny, které daji
zaklad budouci bazi, u syntézy pyrimidinl je nejprve vytvofena baze, na kterou se
poté navaze ribosa-5-P z PRPP.

Puriny Pyrimidiny

Zakladem PRPP, na n¢j se Nejprve syntéza heterocyklu,
postupn¢ navazuji dalsi po té navazani ribosa-P z
skupiny PRPP

O0—P—0—CH; 0

0

A ;
L

; N
AN

M Coo
H

o
0

OH OH
PRPP 17

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 268.



BIOSYNTEZA PYRIMIDINU

puvod atomu v pyrimidinovych derivatech

OROTIDINMONOFOSFAT

0
¥
1 ASPARTAT
_I I_.I '.'__ i - HN
LUTAMIN N
> KARBAMOYLFOSFAT J\
-
HCO., ~
0 N COO-

I
I

RIBOSA-5-FOSFAT

3

Orotidinmonofosfat PREP

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 268.

Dekarboxylaci vznika uridinmonofosfat

18



Syntéeza karbamoylfosfatu _

V cytoplasmé vznikne karbamoylfosfat z glutaminu (zdroj dusiku) a HCO3-.
Reakce je energeticky naro¢na — pro jeji pribéh je potfeba dodat 2 ATP.
Reakci katalyzuje enzym karbamoylfosfatsynthetasa Il1, ktera je inhibovana
pomoci UTP (,inhibice produktem®) a aktivovana pomoci ATP.

karbamoylfosfatsynhetasa

1 Glutamin + 2ATP + HCO;  — karbamoylfosfat + glutamat + 2 ADP + P,

0
i

C—CH,—CH,—CH—COOH 4 HCO-
HoN

_C O gltamin  NH:

2ATP
P
/Y H‘D_ KARBAMOYLFOSFATSYNTHETASA ||
O 2ADP + 1P,
Giu < [y

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 75.

O—0

TH}’ COO
. , CH;:
Srovnejte se syntézou C ¢ ’

v . . . o o p o T HC  COO
mocoviny - mitochondrie

| i
karbamoyifosfat %, O NH, aspartit

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 269. 19



DalSi kroky biosyntézg pyrimidinu - podrobnéji

- - = H' [
'\-\.x H-\._\._\- I
A e ! 1
"'\.\_\_H-H- -
~~~~~~ = CAD(E1) thEY
R k
e CAD '
UMPS(E2) <~~~ _-, x
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!

. CAD{EZ2) | 2.

'
CADIET)
DHODH =
4.
HO

27]. Dostupné z:

20

WikiSkripta: Poruchy metabolismu pyrimidinu. [online]. [cit. 2014-07-

http://www.wikiskripta.eu/index.php/Poruchy_metabolismu_pyrimidinu



Biosyntéza UTP a CTP

(_‘l

ﬂ ATP
mIJ/\B ADP
TN
(5 N
9 % N
O-P—O—l \ 0=P=0- P—u—] \
1. 0 | |

OH OH

UMP

uridinmonofosfat

UTP

uridin trifosfat

0 0
OH OH
@z
HN ADP +P HN
i » 1|
0 N 0 N
o Y i 3
0 > | P 0
0 0 0
OH OH  GLUTAMIN 04 OH
GLUTAMAT QT P

cytidin trifosfat

NOVAK, Jan. Biochemie 1. Brno: Muni, 2009, s. 270.
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Vznik dTMP (methylace)

deoxythymidintrifosfat

oM
deoxythym idinm onofosfat

NOVAK, Jan. Biochemie 1. Brno: Muni, 2009, s. 270.

Na methylaci je potrebny H,F

Methylenova skupina vazana na H,F je béhem

sveho prenosu na dUMP redukovana na

methylovou 22



NADP*

IHYDROFOLATREDUKTASA

D
SERIN
TETRAHYDROFOLAT N ADPH+H*
Po odstépeni methylenu se
H,F méni na H,F
GLYCIN METHYLEN-H,F H,F

THYMIDYLATSYNTHASA

UDP =——> dUDP '—) dUMP

Thymidylatsynthasa

(enzym zavisly na folatu)

Cile protinadorové lécby

DIH YDROFOLAT 0

OH
deoxythymidinm onofosfat

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 270.
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24



(Dihydro)folat reduktasa

redukuje dihydrofolat (H.F) zpet na
tetrahydrofolat (H,F)

Pro¢ metotrexat plisobi jako cytostatikum ? “

po

25



Dihydrofolatreduktasa - cil protinadorové terapie.

Dihydrofolat reduktasa byla prvnim enzymem, na ngjz se
zamerila protinadorova terapie.

Prvni pouzivany inhibitor byl aminopterin.

Vaze se k enzymu 1000x pevné€ji nez folat, pusobi jako
kompetitivni inhibitor.

V soucCasne dobe uzivan methotrexat a podobné derivaty.

VSechny léky, které ovlivhuji syntézu purinu a pyrimidinu, poskozuji rychle
délici se bunky — to vSak nejsou pouze bunky nadorove, ale i buniky kostni
dfené, Gl-traktu a napf. i buriky vlasovych folikuld.

26



Také thymidylat synthasa muze byt inhibovana

F Podavani fluorouracilu
0 l
X
V organismu premena na
HN NH o ,
T 5-fluorodeoxyuridin monofosfat
0 |

Wikipedia: Fluorouracil. [online]. [cit. 2014-07-27]. Dostupné z:
http://en.wikipedia.org/wiki/Fluorouracil

Thvmidvlé - Kompetitivni inhibice
ymidylatsynthasa je jim proto ) i

blokovana jako kompetitivnim thymidylatsynthasy

inhibitorem, coz ve vysledku

zabrani vzniku dTMP, coz se

projevi zpomalenim

(znemoznénim) bunécného

déleni. 27



2. Zpusob vznik pyrimidinovych nukleotidu
setricim procesem (salvage pathway)

1. Tvorba nukleosidu

Uracil Ribosa-1-fosfat Uridin
Nebo A\ >

\/ Nebo
Cytosin P Cytidin

Deoxyribosa-1-fosfat

.

Thymin \ = Thymidin

P.

28



2. Tvorba nukleotidu plusobenim kinaz

sthymidin + ATP > TMP + ADP
cytidin + ATP -> CMP + ADP
deoxycytidin + ATP - dCMP + ADP
euridin + ATP - UMP + ADP

Salvage pathway hraje vyznamnou roli predevsSim v extrahepatalnich tkanich.

29



Regulace biosyntézy pyrimidinovych nukleotidu

A Allostericky:

« Karbamoylfosfatsynthetasa:
iInhibice UTP, purinové nukleotidy

aktivace PRPP

d Zavislost na bunecném cyklu

Karbamoylfosfatsynthetasa v S fazi je
senzitivngjsi k aktivaci PRPP
(zprostredkovano fosforylaci)

30



Odbouravani pyrimidinovych
nukleotidu

Pyrimidinové baze jsme schopni v nasem téle odbourat na
jednodussi slozky, které je mozné vyloucit moc¢i. Toho nejsme
schopni u purinovych bazi!

Odbouravani pyrimidinu v sobé zahrnuje:

a) odstépeni fosfatu

b) odstépeni cukerné slozky

c) Stépeni dusikaté baze

Konecné produkty stepeni bazi:
NH,, CO,, B-alanin, (B -aminoisobutyrat)

rozpustne metabolity — vylouCeny moci

31




NH, 0
HO
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+ 2
NH HO H, NH NADH+H"* NAD NH H,0 O NH H,0 NH, g-alanin
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HO ;
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: H,0 )\ H,0 2/
7 NA - Naphspr NADT O NH : o7 NH 2 NA,
thymin B-aminoisobutyrat
32

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 272.



Biosyntéza purinovych nukleotid

(multienzymovy komplex)

INOSIN-5-FOSFAT 6 "9

(IMP) ‘")

C 3 GLYCIN
ASPARTAT 7 HN <N —N

[ )

C 4 FORMYL-H,F
FORMYL-H,F 8 C

" 2

, | 2 cwmmn

GLUTAMIN RIBOSA-5-FOSFAT

1
PRPP

33

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 272.



“0,,—0—CH; o H

H HA%
H OH
OH OH
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StudyBlue: Biochemistry 153b. [online]. [cit. 2014-07-27]. Dostupné z:
http://www.studyblue.com/notes/note/n/handout-01/deck/7221742



Inosin-5-P (IMP)

vychozi latka syntézy purinovych bazi

aminace
N\
et aspartat, GTP
i r!.;..- |
IMP

OoH 0OH

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 274.

Glutamin, ATP
-

aminace— .

oxidace
35



Syntéza AMP a GMP
(podrobnéji)
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Inhibitory syntézy purinu (cytostatika)

inhibitory dihydrofolatreduktasy
analogy glutaminu (azaserin)

6-merkaptopurin- inhibice premeny
IMP na AMP a GMP

g

merkaptopurin

37



Syntéza purinovych nukleotidi Setricimi
reakcemi (salvage pathway)

extrahepatalni tkane

fosforibosyltransferasy

/

Purin + PRPP — purinnukleotidmonofosfat + PP

Recyklace purinovych bazi fosforibosyltransferasou

38



fosforibosyltransferasou

NH
no Vznik purinovych
N ’*“ nukleotidd Gcinkem
KN NJ fosforibosyltransferasy
| |
H H

Adenin
O
I
O—P—0—CH
] t 0 O O
O. [ I
O—P—0O—P—OH

Clanky a informace z riznych oblasti lékafstvi. [online]. [cit. 2014-07-27]. Dostupné z:
http://www.biology.estranky.cz/clanky/vzorce-sloucenin/pismeno-a.htmil

Mathews/van Holde/Ahern 3rd edition: Phosphoribosyl Pyrophosphate (PRPP). [online]. [cit.
2014-07-27]. Dostupné z: http://www.pearsonhighered.com/mathews/ch22/prpp.htm

AMP adeninfosforibosyltransferasa 39



Deficit fosforibosyltransferasy vyvolava
Lesch-Nyhanliv syndrom

 dediCha choroba
* nadprodukce purinovych bazi
* hromadeni kyseliny moCoveé — dna

* mentalni retardace, sebeposkozovani

40



Syntéza nukleotiddifosfatu a nukleotidtrifosfati

nukleosidmonofosfat

X

ADP o ]
nukleotiddifosfat

ATP A;?\

nukleotidtrifosfat

41



Regulace biosyntézy purinovych

nukleotidu
1. . koncentrace PRPP
\

_— Rychlost
RychlOSt odbourani
spotreby

Rychlost
2. syntezy

- Inhibice PRPP-glutamylamidotransferasy AMP
a GMP (koneCnymi produkty)

3. AMP . AMP

s
w‘
®

IMP
GMP 42



Vznik 2-deoxyribonukleotidu
(purinovych i pyrimidinovych)

Nukleotiddifosfat — 2-deoxynukleotiddifosfat

(PHP3O— CH;

je potreba thioredoxin,
thioredoxinreduktasa,
NADPH

OH

base

7

OH

dukce
/re

H

Thioredoxinreduktasa obsahuje selen deoxygenace
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Nukleotiddifosfat —» deoxynukleotiddifosfat
podrobneji

*PP0-CH

iH OH

Baze
+ Thioredoxin

=]

-

ribonukleotidreduktasa

SH nucleoside $ppO-cH Base

diphosphate . ;5
“cH reductase \9/ + Thmrednmnxgl
HH

dBDP

thioredoxin SH

Thmreuumnﬂ + NADPH + HY Coore0OXi o oredoxin®  + NADPY

5

0
|
* PPO represents the diphasphate graup —D_?_D_E_D_

reductase ™, SH

1]
||

kofaktor vazany na bilkovinu
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Odbourani purinovych nukleotidu

AMP,GMP,
IMP,XMP

odStépeni fosfatu

5-nukleotidasa

. guanosin, inosin,
xantosin + P,

Adenosin

+P.
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Odbourani purinovych nukleotidu a
deoxynukleotidu

5-nukleotidasa
AMP,GMP, . guanosin, inosin,
IMP XMP xantosin + P;

_ nukleosidfosforylasa
guanin,

hypoxantin,

xantn  T————i—u

+ ribosa-1-P nukleosidfosforylasa INOSIN

Adenosin + P;,

adenosindeaminasa
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Deficit adenosindeaminasy

Deficit enzymu vede k nahromadeni toxického
deoxyadenosinu, ktery postihuje
Imunokompetentni bunky

Jedna z pricin tezkeho kombinovaného
Imunodeficitu (severe combined
Imunodeficiency disease -SCID).
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Odbourani purinu

Inhibice
allopurinolem
O D2 0 0, O
N H.0, H, t:r H,0, H
HN | \> \ A _ HN \>
K\N N XANTHINOXIDASA ) - }{ANTHINDKIDASA )\
)
_ H
hypoxantin xantin ky,}elma mocova
T GUANASA Konecny metabolit u primata,
obojzivelnikl, ptakd a plazl
‘T (400-600 mg /den)
pYw,
QLIEII"IIFI
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Poruchy metabolismu purint

Dna

» zvy3ena produkce nebo snizené vyluéovani kys. mocoveé
» porucha v Setficim procesu
—— (deficit hypoxantin-guaninfosforibosyltransferasy) (HGPRT)
hypoxantin + PRPP —& IMP + PP

> shizena clearance v ledvinach

]

ukladani krystali kyseliny mocové ve tkanich
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Allopurinol — kompetitivni inhibitor
xantinoxidasy

OH

N=" N
P
s
H
Ei | | ':' I:I LI ri I-l Dl NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 276.

Lécba dny: allopurinol inhibuje oxidaci hypoxantinu na xantin

hypoxantin je rozpustnéjsi a je snadneji vyluCovan
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Hypourikemie

deficit xantinoxidasy (vyluCovani hypoxantinu
a xantinu)

o1



