Glukokinasa: gen ovlivnujici jak diabetes, tak zhoubné bujeni?
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Uvod: Mutace v genu glukokinasy (GCK) mohou vést k rozvoji fady onemocnéni. Inaktivaéni a inhibiéni mutace GCK

NI

jsou jednou z nejcastejsich pricin

MODY diabetu (z angl. maturity onset diabetes of the young), zatimco aktivacni

mutace jsou spojeny s perzistujici hyperinzulinemickou hypoglykemii v détstvi (PHHI). V posledni letech byly v ramci
genomickych studii odhaleny i somatické mutace spojené s nadory (doposud 103 zaménovych mutaci [1]). Vyznam
somatickych mutaci GCK v rozvoji rakovinného bujeni zustava neznamy.

Cil: Chtéli jsme zjistit, jaké somatické zaménové mutace jsou pouze pasazérskeé a jaké vedou k podstatnym zménam
v enzymove kinetice a teplotni stabilité, cimz by mohly prispivat k malignité postizenych bunék.

Metodika: Pripravili jsme sérii 18 expresnich konstruktu
GCK nesoucich vybrané somatické zaménové mutace,
exprimovali jsme je v Escherichia coli a nasledné jsme
analyzovali enzymovou kinetiku rekombinantnich
proteinl. Mutace byly lokalizovany zc¢asti ve smycce
interagujici s allosterickymi aktivatory, zatimco kontrolni
skupinu tvorily potencialné aktivacni mutace ve
zbyvajicich oblastech proteinu, vybrané pouzitim
predikénich algoritmt SNAP2 a EVmutation s nastavenim
navrzenym nedavno na |Il. interni klinice k odliseni
inaktivacnich a potencialné aktivacnich mutaci [2].
Aktivitu GCK jsme stanovili spektrofotometricky pomoci
sprazené reakce s glukdza-6-fosfatdehydrogenasou
pri gradientu koncentraci glukosy a ATP. Zaroven jsme
analyzovali vliv mutaci na teplotni stabilitu GCK.
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Obr. 3: Hilluv koeficient GCK vyjadrujici miru kooperativity a afinita GCK
pro glukosu vyjadrena jako S, ; pfi 5 mM ATP. Vyrazné zmeny v kinetickych
parametrech GCK |ze pozorovat u mutaci z allosterické oblasti (G68S, T65I,
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Obr. 1: Skore mutaci v GCK predikcnich algoritmli SNAP2 a Evmutation.
Na zakladé prekroceni limitnich hodnot EVmutation score >-2,39, SNAP2
score <-50 (modré linky) byly vybrany potencialné aktivacni mutace.
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Obr. 4: Potrebna hladina glukdzy v B-bunkach pti niz dochazi k sekreci
inzulinu (GSIR-T). Hodnota RAI vyjadrfuje relativni aktivitni index. Hodnota
GSIR-T byla ziskana z minimalniho matematického modelu, ktery zahrnuje
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Obr. 2: Krystalova struktura GCK v komplexu s glukézou (PDB ID: 4NO7)
a sekvence pankreatické GCK (isoforma 1) s vyznaCenymi pozicemi
mutovanych mist. Barevné jsou odliSeny oblasti podilejici se na vazbé
allosterickych aktivatoru a glukdzy.
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Obr. 5: Graf teplotni stability variant GCK p¥i 42 °C a 45 °C. Vyrazny efekt,
a to jak naruast, tak i pokles, Ize vidét u nékolika potencidlné aktivacnich
mutaci vybranych na zakladé predikce (modre).

S64F), jenz vykazuji aktivacni efekt. Namérena data jsou porovnana  adaptovany stav, tj. kompenzace zdravou alelou. Namérena data jsou
s publikovanymi daty [2]. porovnana s publikovanymi daty [2].
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Obr. 6: Vliv teploty na stabilitu GCK. Mutace S433N a K104E maiji stabilizacni efekt, naopak mutace V338L a R358P stabilitu snizuji oproti WT. Stabilita GCK byla mérena pri 30 °C (=@ ), 37 °C ( == ), 42° C (
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Hodnoty relativnich aktivit jsou vyjadreny jako primér ze tfi experimentd + SE.

Vysledky: Znachou zménu v enzymoveé kinetice a celkové
aktivacni efekt vykazovaly mutace nachazejici se
ve smycce interagujici s allosterickymi aktivatory (S64F,
T651, G68S). Efekt byl zplUsoben zvysenou afinitou
ke glukdze a snizenou mirou kooperativity enzymu,
pricemZ u mutace S64F jsme zjistili 20ndasobny narust
aktivity enzymu. Zaroven u mutaci v aktivacni smycce
dochazelo ke snizeni kompetitivni inhibice. Zbyvajicich 15
mutaci bylo ve vztahu k enzymatické aktivité neutralnich.
Avsak u poloviny z nich jsme pozorovali znacné ovlivnéni
teplotni stability. Vyznamnéjsi ztratu aktivity oproti
divokému typu GCK vykazovaly pri 45 °C po 100 minutach
inkubace mutace R358P, E312K, V338L, zatimco mutace
Q24H, R345H, K104E, S433N vyznamne zvysovaly
stabilitu enzymu.
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Zaver: Predkladana studie prezentuje prvni data
dokladajici vliv somatickych s nadory asociovanych
mutaci v GCK na kinetiku a stabilitu tohoto enzymu.
Navazujici experimenty se zameri na vliv studovanych
mutaci na bunécné urovni.
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Obr. 5: Koncentrace inhibitoru N-acetylglucosaminu (glcNAc) pri niz je
dosazeno 50% inhibice (IC;,). Namérfend data jsou porovnana s dfive
publikovanymi daty [2]. Mutace S64F, T651, A454E se nachazeji v allosterické
oblasti. Mutace F150L se nachazi v misté vazby glukodzy.
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