Štúdium kvasinkových adeníndeamináz
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Adeníndeaminázy, taktiež nazývané aj adenínaminohydrolázy alebo adenázy, katalyzujú nevratné hydrolitycké štiepenie adenínu na hypoxantín a amoniak. Gény adeníndeamináz boli definované v prokaryotických a nižších eukaryotických organizmoch, ako sú kvasinky a prvoky [1]. Prokaryotické adeníndeaminázy tvoria špeciálnu skupinu štruktúrne a evolučne rozdielnu od hubových. Adeníndeaminázy sú súčasťou kolobehu purínu a jeho derivátov organizme. Priama premena adenínu je nevyhnutný krok v jeho využití ako absolútneho zdroja purínu v Sacharomyces cerevisiae a Schizosaccharomyces pombe [2, 3]. Eukaryotické adenozíndeaminázy, ktoré katalyzujú nevratnú deamináciu adenozínu na inozín, vykazujú vysokú homológiu s hubovými adeníndeaminázami. V niektorých prípadoch dochádza k zámene týchto deamináz [4]. Spoločne patria do nadrodiny metalo-dependentných hydroláz, do rodiny adenozíndeamináz a podrodiny α/β barelových enzýmov [5].
Pri hľadaní optimálnych podmienok pre zvýšenie výťažku rekombinantného proteínu Dea2 (adeníndeamináza zo Schizosaccharomyces pombe) a Aah1p (Saccharomyces cerevisiae) bola použitá bezbunečná expresia, čo sa neosvedčilo, keďže boli dosiahnuté výrazne lepšie výťažky v expresných bunkách BL21 STAR(DE3) E. coli. Úpravou lyzačného pufru na pH 7 (Aah1p), alebo 7,5 (Dea2) došlo k zvýšeniu podielu rekombinantného proteínu v cytozole. Taktiež bolo zistené, že najvhodnejšie podmienky uchovávania týchto kvasinkových proteínov sú pri teplote –80 °C s prídavkom 10 % glycerolu. Keďže zatiaľ nebola zistená kryštálová štruktúra eukaryotických adeníndeamináz, pokúšali sme sa vytvoriť optimálne kryštalizačné podmienky. Kryštalizáciou proteínu adeníndeaminázy Dea2 a Aah1p boli získané mikrokryštály až po pridaní substrátu adenínu, avšak k získaniu kvalitných makrokryštálov vhodných pre určenie kryštálovej štruktúry röntgenovou difrakciou je nutná ďalšia optimalizácia.
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