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l. Posudek oponenta rigorézni prace

Predlozena rigorézni prace Mgr. Kamily Vanéurové je standardné koncipovana a ¢lenéna. Po
formaini strance je petlivé a uhledné zpracovana.

Teoreticka ¢ast je vénovana hlavné cirkularnimu dichroismu. Autorka vysvétluje princip metody a
podrobné popisuje pfistroje, chromofory v proteinech i moznost vyuziti spekter cirkularniho dichroismu pfi
studiu konformaci a interakci proteinil. V teoretické &asti jsou také predstaveny aminotransferasy, koenzym
pyridoxalfosfat a chelator zZeleza pyridoxalisonikotinoylhydrazon (PIH). Teoreticka ¢ast je velmi obsahla a
k jejimu zpracovani vyuzila Mgr. Vanéurové vice nez 90 literarnich zdroj(.

Cilem experimentalni prace bylo zjistit, zda PIH ovliviuje spektralni viastnosti
alaninaminotransferasy. V metodické ¢asti jsou popsany pfipravy vzorki i vlastni méfeni absorpénich spekter
a spekter cirkularniho dichroismu. Ve vysledkové Casti je uvedeno velké mnozstvi ziskanych spekter. V
diskusi jsou vysledky shrnuty a hodnoceny, v men$i mife i srovnavany s literaturou. Nasleduje kapitoly
souhrn, zavér a abstrakt v anglickém jazyce.

Celkoveé pfedlozena prace spliuje podminky kladené na rigordzni praci a doporucuiji ji k obhajobé.

Pripominky:

- zbyte€né znovuuvedeni obrazkl v diskusi

- zavéry by mély odpovidat cilim (jednim ze dvou cilll byla reSerse, v zavéru mélo byt uvedeno, Ze reserse
byla udélana a poznatky zpracovany do teoreticke &asti)

- str. 7 DOPA je zkratka a piSe se velkymi pismeny

- zkratky v Gvodu nejsou zavedeny standardnim zplGsobem, v textu jsou stiidavé pouzivany pojmy ve
zkratkach i v nezkracené podobé

- nevhodné pouzivani nékterych zvlastnich vyrazi (napf. divoky protein, strukturalni technika) a nékterych
vyrazll v anglicting, kdyz se béZzné pouziva cesky preklad

- str. 47 nazev podkapitoly neodpovida obsahu (enzym jste nepfipravovala, pouze jste ho fedila)

Dotazy:

- str. 25 Jaky je mechanismus obnoveni kvarterni struktury pomoci glutaraldehydu?

- str. 485% DMSO je relativné vysoka koncentrace. NemU(ze ovlivnit viastnosti ALT?

- Spektra 7 a 8 mi piipadaji dost odligna, piesto pisete, Ze dialyza spektra neovlivnila. Prosim vysvétlit.
- Proc se enzym inkuboval se substratem tak dlouho?

- Zjistovala jste vy nebo nékdo z kolegt inhibicni viiv PIHu na aktivitu ALT?
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7. SOUHRN

Obsah prace je zaméfen na sledovani vlivu pyridoxaisonikotinoylhydrazonu na
alaninaminotransferasu (EC 2. 6. 1. 2.).

Alaninaminotransferasa patii do skupiny pyridoxalovych enzymii. Jak plyne znazvu,
koenzymem tohoto enzymu je pyridoxalfosft.

PIH je nestabilni in vitro a in vivo, v jeho vzorci lze rozpoznat &ast odpovidajici pyridoxalu a
isoniazidu. PIH je studovan pro svou schopnost chelatovat Zelezo. Byly také zkoumany jeho
kardioprotektivni G&inky vyuZitelné pii terapii kardiotoxickymi antracykliny.

Z podobnosti PIH s pyridoxalfosfitem prameni pfedstava, ¢ by PIH mohl ovliviiovat
spekirdlni vlastnosti pyridoxalovych enzymii vazbou na aktivni misto enzymu nebo i mimo
néj. Jako modelovy pyridoxalovy enzym vhodny pro spektrdlni studie byla zvolena
alaninaminotransferasa. Transaminasy vyrazné méni spektrum v pritb&hu katalyzované reakce
ve srovnani s dekarboxylasou aromatickych aminokyselin, ktera byla vyuZivéana pro pfedchozi
pokusy s PIH (Van¢urova 2006, diplomova prace). Castdji v praxi vyuZivana transaminasa
aspartataminotransferasa nebyla pro tyto pokusy vhodn4, protoZe absorbuje v oblasti absorpce
PIHu. Proto byla s vyhodou pouzita ALT, jejiZ pyridoxalova forma absorbuje odd&lens od
ostatnich pikd.

Byla méfena UV-VIS spektra a spekira cirkularniho dichroismu. Signaly cirkuldrniho
dichroismu poskytuji pouze latky opticky aktivni. V naSem ptipadé doslo pti m&feni CD
spekter vyhodné k eliminaci spektra samostatného PIHu, ktery neni opticky aktivni.

Potvrdili jsme hlavni absorpéni maxima pyridoxalové (430 nm) a pyridoxaminové (325 nm)
formy ALT. Tim jsme si ovéfili funkénost vlastniho enzymu, kdyZ v pi{tomnosti substratu
alaninu zanikl pik pyridoxalové formy a objevil se pik pyridoxaminové formy.

Zjistili jsme, Ze pfeddialyza enzymu nema vliv na jeho spektralni vlastnosti.

Jak jiZ bylo zmin&no vyse, PIH je nestabilni. Provedli jsme pokus k ovéfeni stability PTHu
pomoci méfeni absorpénich spekter. Zméfené spektrum PIH odpovida tdajim z literatury.
Samotny PIH vykazuje maxima absorpce pti 300 a 380 nm. Dochazi k postupnému rozkladu
PIH na smés pyridoxalu a isoniazidu.

Sledovali jsme vliv PIHu na spektra ALT. Vyuzili jsme zejména spekter cirkularniho
dichroismu, kde samotny PIH nedava signal. Zjistili jsme, Ze PIH nema vliv na transaminaéni

reakci, coZ je piiznivé s ohledem na jeho potencidlni vyuZiti v terapii.
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10. ABSTRACT

The aim of this study was to examine the influence of pyridoxalisonicotinoylhydrazone (PIH)
on alanine aminotransferase (EC 2. 6. 1. 2.). Alanine aminotransferase belongs to the group of
pyridoxal enzymes. Pyridoxal-5'-phosphate is a prosthetic group of these enzymes.

There is a similarity to the structure of pyridoxal and isoniazide in the formula of
pyridoxalisonicotinoylhydrazone.

PIH has been investigated for its potential iron-chelating activity. There are also studies about
PIH’s protective effect against cardiotoxicity caused by the treatment with anthracyclines.
Cardiotoxicity is the main harmful side effect of the anthracycline medication.

There is a part which is similar to pyridoxalphosphate in the structure of PIH. That’s why the
influence of PIH on spectral properties of pyridoxal enzymes was studied.

For this spectral study we chose transaminases as suitable pyridoxal enzymes. During the
catalyzed reaction they change their absorption spectra. Most common transaminase aspartate
aminotransferase (AST) was not optimal for this study. AST absorbs in the same region where
PIH does. Alanine aminotransferase absorbs in the spectrum separately and therefore it was
convenient for this study.

UV-VIS spectra and circular dichroism (CD) spectra were measured.

The ability of providing CD spectra is the feature of optically active substances. PTH does not
belong to the group of optically active substances. Free PIH does not offer CD spectra.

In the case of ALT, we confirmed maxima at 430 nm (pyridoxal form) and at 325 nm
(pyridoxamine form).

We also confirmed the absorption maxima for PIH at 300 and 380 nm, its lability and
successive decomposition.

The influence of PIH on ALT was investigated. PIH does not affect the transamination

reaction. This is favourable in relation to its possible therapeutical application.



