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1.UVOD

Prace do jisté miry navazuje na diplomovou praci (Vancurova 2006), jejiz hlavnim cilem bylo
overit predpoklad interakce pyridoxalisonikotinoylhydrazonu s pyridoxalovym enzymem,
dekarboxylasou aromatickych aminokyselin (EC 4. 1. 1. 28), ziskanou z jater potkana. Pokusy
byly provadény se substraty tyrosinem a dopou znatenymi na karboxylovém uhliku **C
radiometrickou metodou (Drsata a Hais, 1973). Byla zjisténa inhibice enzymu PIHem, pro
substrat tyrosin byla inhibice kompetitivni, pro dopu formalné akompetitivni. Neslo vSak o
inhibici kompetitivni S koenzymem pyridoxalfosfatem. Bylo mozno konstatovat, ze v ptipade
terapeutického vyuziti PIH nelze vyloucit jeho interakci s DAAK vzhledem K tomu, Zze
predpokladané plazmatické koncentrace PIH se blizi hodnotam zjisténych inhibic¢nich
konstant.

Vedle zmén katalytické aktivity umoziuji purifikované pyridoxalové enzymy sledovat
spektralni vlastnosti aktivniho mista enzymu. Jako purifikovany enzym, jehoz koenzymem je
pyridoxalfosfat, byla pouzita alaninaminotransferasa (EC 2. 6. 1. 2). V praxi je nejcastéji pro
pokusy vyuzivana aspartataminotransferasa (EC 2. 6. 1. 1.), pro spektralni analyzu v nasem
ptipadé se vsak nejevila jako nejvhodnéjsi, protoze hlavni absorpéni maximum pyridoxalové
formy AST by se prekryvalo s absorpénimi maximy PIH.

Obsah rigorozni prace je orientovan taktéz na PIH, ale obsahuje zcela nové vysledky. Cilem
prace je pozorovani vlivu PIHu na alaninaminotransferasu s vyuzitim spektralni analyzy,
absorpcénich spekter a spekter cirkularniho dichroismu. Hlavni vyhodou cirkularniho
dichroismu je fakt, Ze na rozdil od absorp¢nich spekter, signal cirkularniho dichroismu
poskytuji pouze latky opticky aktivni, coz umoznuje identifikaci specifickych signala
koenzymu a jeho zmén.

Experimentalni ¢ast prace byla doplnéna v piehledu stavu problematiky resersi o cirkularnim
dichroismu jako hlavni pouzit¢ metod¢. Dale jsem se v této Casti prace zaméfila na aktualni

informace o PIH. Zaradila jsem také ¢lanek o transaminasach.



2. PREHLED SOUCASNEHO STAVU PROBLEMATIKY

V ptehledu soucasného stavu problematiky jsem vychazela zejména ze separatii zaptjcenych
od skolitele a z elektronické databaze Medline (www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez). K Eerpani
informaci ze starSich praci jsem vyuzivala Chemical Abstracts.

Co se tyCe obsahu resSerSe, zameéfila jsem se zejména na problematiku cirkuldrniho
dichroismu, aminotransferas jako pyridoxalovych enzymt a pyridoxalisonikotinoylhydrazonu
(PIH).

Nejrozsahlejsi cast reserse byla vénovana cirkularnimu dichroismu jako pouzité metode¢.
Vzhledem Ktomu, ze reSer§i o PIHu jsem vénovala prostor také v diplomové praci
(Vancurova 2006), zaméfila jsem se tentokrat zejména na aktudlni informace o
aroylhydrazonech a potencialnich moznostech jejich vyuziti.

V casti reSerSe veénované cirkuldrnimu dichroismu jsem z divodu nedostatku dostupné

literatury vychazela zejména z prace Kelly a Price (2000).

2. 1. CIRKULARNI DICHROISMUS

Cirkularni dichroismus (kruhovou dvojbarevnost, CD) mizeme vysvétlit vznikem elipticky
polarizovaného svétla po interakci kruhove polarizovaného svétla s opticky aktivni latkou.
Cirkularni dichroismus je metoda, ktera je zaloZena na rozdilné absorpci levo- a pravotoCive
cirkularn€ polarizovaného zareni u opticky aktivni latky v oblasti jejiho absorp¢niho péasu
(Cesky 1ékopis 2002). Za absorpci jsou zodpovédné chromofory. Dle definice uvedené na
internetovych strankach VSCHT je chromofor latka absorbujici elektromagnetické zatent,
Castéji ¢ast molekuly odpovédna za absorpci zafeni, Casto i ultrafialového (napt. chromoforem
hemoglobinu je hem, chromoforem bilkovin v blizkém UV oblasti (280 nm) jsou aromatické
kruhy tyrosinu a tryptofanu). Chromofory mohou vykazovat vnitini chiralitu nebo se nachazet
V chiralnim prostfedi. Napf. proteiny obsahuji fadu chromoford, proto lze pii studiu jejich
struktury a funkce vyuzivat CD spektra.

Rozdil v absorpci levo- a pravotocivého kruhové polarizovaného svétla je maly, spektra lze
tudiz hodnotit pouze kvalitativné. Cirkularni dichroismus se objevuje jen v té oblasti spektra,
ve které vzorek absorbuje elektromagnetické zareni. Tato vlastnost je vyhodou u bezbarvych
latek, u nichz se objevuji elektronové ptechody o nejnizsich energiich v UV oblasti.

Analyza CD spektra ve vzdalené UV oblasti (240-180 nm) podava informace o sekundarni

struktufe proteint, jako je a- helix a B-skladany list. CD spektrum v blizké UV oblasti (320-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez

260 nm) charakterizuje postranni fetézce aromatickych aminokyselin a podava tudiz
informace o tercidrni struktufe proteind. CD signdly mohou vyvolavat i chromofory
nachazejici se mimo strukturu proteint, napt. flavin a hem.

Vzhledem K relativni nenaro¢nosti metody byva cirkularni dichroismus pouzivan k ziskavani
potifebnych informaci o struktufe proteind, rozsahu strukturdlnich zmén a vazbé¢ ligandi. CD
spektra slouzi také ke zhodnoceni struktury a stability proteinovych fragmenti. Velmi
uzitetny je CD v hodnoceni integrity membranovych proteini béhem extrakce a
charakterizace. Interakce mezi chromofory mohou vyvolat vznik charakteristickych CD
signala (Kelly a Price 2000).

Silna stranka CD spektroskopie spociva v extrémni citlivosti ke konforma¢nim zméndm
proteinl. V blizkém UV se projevuji zmény v tercidrni struktufe zpusobené interakcemi
protein-protein. Tato oblast obsahuje signaly z disulfidickych vazeb a aromatickych
aminokyselin. Data z této oblasti jsou vyznamna pro sledovani termostability a denaturace
(www.cryst.bbk.ac.uk)

Z vyse uvedeného je zifejmé, ze CD je univerzalni metodou pouzivanou zejména ve

strukturdlni biologii a Ze se rozriista oblast jejiho vyuziti .

2.1. 1. PRINCIP METODY

Podstatou CD je rozdilna absorpce levo- a pravotocivé cirkularné polarizované slozky rovinné
polarizovaného zareni. K tomuto mize dochéazet, pokud je chromofor chirdlni, tzn. opticky
aktivni, z divodu své struktury, kovalentniho napojeni na centrum chirality nebo umisténi
V asymetrickém prostiedi.

Rovinng polarizované svétlo je §tépeno na dvé kruhové polarizované slozky prichodem skrz
modulator umistény ve stfidavém elektrickém poli. Modulator je zpravidla tvofen
piezoelektrickym kfemennym krystalem a tenkou deskou z isotropniho materidlu pevné
spojenou s krystalem. Stiidavé pole vyvolava strukturalni zmény v krystalu kemenu a deska
ptenasi cirkuldrné polarizované svétlo. Pokud nejsou po prichodu vzorkem levo- a
pravotocivé cirkuldrné polarizované slozky absorbovany (nebo jsou absorbovany ve stejném
rozsahu), spojenim obou slozek vznikne plivodni zafeni. Pokud je vsak jedna slozka vzorkem
absorbovana ve vétSim rozsahu, vysledné zafeni bude nyni elipticky polarizovéano, tzn.
vyslednice vytvoii elipsu. Pokud maji ob¢ slozky rovinné polarizovaného zéafeni stejnou
amplitudu, jejich spojenim vznikd rovinné polarizované zareni. Maji-li slozky rozdilnou

velikost, vyslednice je elipticky polarizovana (Kelly a Price 2000).


http://www.cryst.bbk.ac.uk/
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(b)

Absorbance (A)

CD(8)

Obr. 1 Pavod CD efektu.

a) LevotoCivé a pravotoCivé cirkularné polarizovana slozka rovinné polarizovaného
zafeni. (I) Ob¢é komponenty maji stejnou amplitudu a jejich spojenim vznika rovinné
polarizované zatfeni. (II) Obé slozky maji rGznou velikost a vyslednice je elipticky
polarizovana.

b) Vztah mezi absorpénimi a CD spektry. Pik 1 odpovida latce, ktera neni opticky
aktivni. Pik 2 dava latka, ktera vykazuje pozitivni CD spektrum s levotoc€ivou slozkou

absorbovanou vic nez pravotocivou. Pik 3 poskytuje latka, ktera vykazuje negativni

CD spektrum (Kelly a Price 2000).

CD spektropolarimetr detekuje ob€ slozky oddé€leng. Ptistroj zobrazuje dichroismus pii dané
vinové délce zafeni vyjadieny jako rozdil v absorbanci dvou slozek (AA = A -A r) nebo jako
elipticitu ve stupnich (0) (6 = tg'l(b/a), kde b a a jsou mensi a vétsi osa vysledné elipsy. Mezi
AA a 0 ve stupnich existuje jednoduchy vztah 6 = 32,98 AA. CD spektrum ziskdme, pokud je
dichroismus méfen jako funkce vinové délky.

Sigmoidalni CD spektrum miZze vzniknout, pokud dojde k interakci dvou nebo vice
identickych sousedicich chromofort.

V praxi byvaji vétsinou zjistény elipticity v fadu desitek milistupnii, rozdil v absorbanci mezi
dvéma polarizovanymi slozkami zéfeni je fadove 3.10™ jednotek absorbance. Je tedy potieba

striktné dbat na zajisténi pozadovanych experimentalnich podminek pro zisk smysluplnych
vysledku (Kelly a Price 2000).
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2.1. 2. PRISTROJOVE VYBAVENI CD :

Jako zdroj svétla pro méteni se zpravidla pouzivd xenonova lampa S dobrym vykonem
V oblasti vlnovych délek 178 az 1000 nm, které se pouzivaji téméf ve vSech studiich proteint.
Svétlo prochazi dvojitym monochromatorem s kifemennymi hranoly. Linearni paprsek
Z prvniho monochromatoru je §tépen na dvé slozky, které jsou ve druhém monochromatoru
polarizovany v pravych thlech. Vystupni $térbina v monochromatoru eliminuje mimoradny
paprsek. Ziskané polarizované monochromatické svétlo prochazi opticky aktivnim
moduldtorem, vysledkem je stfidavé cirkuldrné polarizované svétlo. Paprsek dale prochazi
zkoumanym vzorkem a dopadé na fotonasobi¢ spojeny se zesilovacem, ktery produkuje dva
elektrické signaly. Jednim je stejnosmérny proud V. a druhym je stfidavy proud s modulaéni
frekvenci Vg charakteristickou pro zkouSeny vzorek. Fdze udavd znaménko cirkularniho
dichroismu. Pomér V,/V, je tmérny diferenéni absorpci AA, ktera vytvofila signal (Cesky
Lékopis 2002).

Je nezbytné prohnat piistrojem dusik k odstranéni kysliku z prostoru lampy a prostoru pro
vzorek, aby se pfedeslo vzniku ozonu, k minimalizaci poSkozeni optického systému a aby
bylo mozné provést méteni pii vinové délce niz8i nez 200 nm. V dusikové atmosféte je
mozné pouzivat vinové délky pod 180 nm, moderni piistroje s u¢innym procistovanim
dusikem umoziuji dokonce méteni pod 175 nm. K zaznamu dat pod t€émito vinovymi délkami
je nezbytné pouzivat vakuové UV techniky nebo zdroje vysoce intenzivniho
synchrotronového zateni (Clarke a Jones 1999).

Aby ziskana data byla spolehliva, je potifeba vénovat pozornost pfistroji i vzorku. Pfistroj je
tieba pravidelné kalibrovat vhodnym chiralnim standardem. K tomuto tcéelu se pouziva mj.
1S-(+)-10-kafrsulfonova kyselina.

Je dullezité, aby vzorek proteinu byl homogenni, prosty rozptylenych ¢astic. Odstranéni ¢astic
1ze docilit centrifugaci nebo pouzitim vhodného filtru (0,2 pm). Celkova absorbance vzorku
pfi dané vlnové délce nesmi pfevySovat 1, jinak dojde ke vzniku nadmérného spektralniho
Sumu. Nad urcitou hranici dojde k automatickému pteruseni a poklesu CD signalu na nulu.

Co se ty¢e méfeni, je nezbytné minimalizovat absorpci jinych slozek ve smési, jako jsou
pufry, rozpoustédla atd. Problémy mohou vznikat ve vzdalené UV oblasti. Absorpcni
vlastnosti fady bezné pouzivanych pufrt jsou Casto studovany a zabyva se jimi napf. Martin
(1996). Fosfatové, borité a nizkomolekularni tris pufry téméf neabsorbuji nad 190 nm.
Pouzivaji se pro vytvoreni pH mezi 6 a 9,5. Pufry vhodné pro hodnoty pH 4 az 6 obsahuji
zpravidla karboxylové skupiny a absorbuji tudiz vyrazn€ pod 200 nm. V téchto ptipadech je
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tteba pracovat se zfedénymi vzorky, které vSak udrzi pottebné pH, aby slozky pufru netvoftily
nadbyteény $um ve spektru. Casto byva piehlizeno, e chloridové ionty silné absorbuji pod
195 nm. Vyssi koncentrace chloridovych iontd nelze tudiz doporucit jako slozku roztoku
pufru pro CD méfeni. Pokud je to nezbytné nutné, fluoridové a sulfatové soli jsou vhodnéjsi
K udrzeni iontové sily.

Abychom mohli za pomoci CD odhadnout sekundarni strukturu proteinu, je nezbytné piesné

znat koncentraci proteinu (Kelly a Price 2000).
2.1.3. JEDNOTKY MERENI{ CD

Existuje n¢kolik jednotek méteni cirkuldrniho dichroismu. V literatufe jsou uvadény molarni
elipticita, stfedni zbytkova elipticita a delta epsilon. Moderni pftistroje méfi rozdil v absorpci
levo- a pravotoCivé cirkularné polarizovaného svétla jako funkci vinové délky
(www.cryst.bbk.ac.uk).
Cesky 1ékopis 2002 uvadi, ze CD lze vypogitat dle vzorce :
Ae =g —er=AA/(c.)),
kde Ae- molarni cirkularni dichroismus nebo molarni diferen¢ni dichroicka absorptivita
(litr.mol™.cm™)

g -molarni absorptivita levotocive cirkularné polarizovaného svétla

er-molarni absorptivita pravotociveé cirkularné polarizovaného svétla

AA-diferenéni cirkularné dichroickd absorbance

c-koncentrace roztoku (mol.litr™)

I-tloust’ka vrstvy v kyveté (cm)
Lze také vyuzit terminy elipticity, molarni elipticitu [@], kterda se udava v jednotkach
stupn&.cm?.dmol ™.
Nekteré ptistroje méti rovnou elipticitu ® ve stupnich. Molarni elipticitu Ize potom vypocitat
[0] =6.M/c.1.10,
kde [©]-molarni elipticita ve stupnich.cm®.dmol™

O-elipticita odectend z pfistroje

M-relativni molekulovou hmotnost zkouSené latky

c-koncentrace zkouseného roztoku (g.ml™)

I-tloust’ka kyvety (cm)
Vzajemny vztah mezi molarni elipticitou a molarnim cirkularnim dichroismem:

[@] = 2,303A¢ (4500/m), priblizne¢ 3300A¢.
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Molérni elipticita se Casto vyuziva pfi analyze bilkovin a nukleovych kyselin. Moldrni
koncentrace se vtomto pfipadé vyjadiuje jako monomerni zbytek, ktery ziskame, kdyz
vydélime molekulovou hmotnost poctem aminokyselin. Stfedni relativni molekulova
hmotnost monomerniho zbytku pro bilkoviny je 100 az 120, nejéastéji 115. V piipadé
nukleovych kyselin ve formé sodnych soli jde o hodnotu 330 (Cesky lékopis 2002).

2.1. 4. MNOZSTVIi VZORKU POTREBNE PRO MERENI CD

Mnozstvi vzorku pro méfeni CD vychazi z potfeby udrzet absorbanci nizs$i nez 1. Vhodna
Sitka kyvety pro méfeni ve vzdaleném UV spektru je 0,01 az 0,05 cm a koncentrace proteinu
0,2 az 1 mg/ml. V zavislosti na pouzité kyveté byva objem vzorku od 1 ml az po tak maly
objem jako je 50 pl. K ziskéni uchazejiciho CD spektra ve vzdalené UV oblasti sta¢i mnoZstvi
proteinu 10 pg. Pro zaznam spektra se vSak zpravidla pouziva mnozstvi 100 az 500 pg
vzorku.

CD signaly v blizké UV a viditelné oblasti spektra jsou mnohem slabsi neZ ve vzdaleném UV,
coz vyjadifuje mnohem niz§i molarni koncentrace chromofori ve srovnani S témi
z peptidickych vazeb, které se projevi ve vzdalené UV oblasti. Pro méfeni v této oblasti
spektra se pouziva koncentrace proteinu 0,5 az 2 mg/ml a Sitka kyvety 0,5 az 2 cm. Pro tyto
pokusy je potieba mnozstvi proteinu v fadu nékolika mg (Kelly a Price 2000).

Velmi uzitecné informace lze ziskat pii méteni CD spekter za nizké teploty (tekuty dusik, 77
K) s vyuzitim smési rozpoustédel. Pii nizkych teplotach mize byt zna¢né zesileno rozliseni.
Nizké teploty umoziiuji také sledovat strukturu zmrazenych konformacnich stavi, které by se

pii vyssich teplotach rychle vzajemné preménovaly (Strickland 1974).

2.1. 5. CHARAKTERISTIKA METODY

Mefteni spekter CD je vyznamnou strukturdlni technikou. Jeji vyhodou je, Ze je to metoda
rychla a pohodlna. Méfeni CD muze byt provedeno rychle, poskytuje kvalitni spektra ve
vzdalené i blizké UV oblasti béhem 30 min ve srovnani s rentgenovou krystalografii a NMR.

Studie spekter CD ve vzdalené UV oblasti vyzaduji pouze malé mnozstvi materialu. CD je
nedestruktivni metoda, je tudiz mozné provadét vice experimenti s tymzZ vzorkem. Vzhledem
k tomu, Ze lze pouzivat rizné velikosti kyvet, je mozno studovat Siroké rozmezi koncentraci

proteinti. Navic studie CD mohou probihat za riiznych experimentalnich podminek (pH,
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teplota) jak v roztoku, tak pevném stavu pii splnéni podminky omezeni absorpce a rozptylu
vedlejsiho zareni (Kelly a Price 2000).

Vyvoj umoznil vyuzit stopped flow CD ke sledovéni strukturdlnich zmén proteini, které se
vyskytuji v fadu desitek milisekund (Clarke a Jones 1999).

Hlavnim omezenim CD je relativné malé rozliSeni struktury proteinti. Ackoli vzdalené UV
CD umoznuje spolehlivé odhadnout sekundarni strukturu proteinu (a-helix, B- skladany list,
atd.), jde pouze o souhrnny tvar. Neinformuje vsak, jaky je strukturni typ té které oblasti
proteinové struktury. Méfeni CD také samo o sob¢ nestaci pro ziskani detailn€jsiho pohledu
na terciarni strukturu proteinu (Strickland 1974).

I pres tato omezeni hraje CD dulezitou roli ve strukturalni praci, zvlast¢ v kombinaci
s ostatnimi technikami. CD je hojné¢ vyuzivan také na poli proteinového inzenyrstvi.
S vyuzitim CD lze rychle vyhodnotit charakteristiky sekundarni a tercidrni struktury fady
mutantnich proteini, coz umoziiuje rychlou selekci mutantnich proteinti se zménénou
strukturou, které mohou byt charakterizovany detailnéjSimi strukturalnimi technikami
(Robertson a Nimmo 1995).

Autofi sledovali dvé mutantni formy isocitratlyasy z E. coli, u kterych byl cystein Cys 195
nahrazen alaninem nebo serinem. Tato zaména vedla ke ztraté aktivity. Zavéry studie posilily
jiz diive vyslovenou myslenku, ze Cys 195 je esencidlni pro katalytickou aktivitu tohoto
enzymu.

Dalsi limitaci CD je to, Ze poskytuje malo detailnich informaci o kvarterni struktufe proteint.
Zmény v kvarterni struktufe proteini mohou byt zachyceny ve vzdaleném a blizkém UV
pouze tehdy, pokud je tvorba oligomerii doprovdzena zménami v sekundarni struktuie
podjednotek, jako v piipadé od GCN4 odvozeného peptidu (Weiss se sp. 1990), nebo v oblasti
zbytkl aromatickych aminokyselin, jako u inzulinu, kde asociace podjednotek do hexamert je
doprovazena zménami prostiedi tyrosinovych postrannich fetézct (Woody a Dunker 1996).
Cast&j§im piistupem pro vySetfeni vztahu mezi kvarterni a sekundarni nebo terciarni
strukturou by bylo pouzit techniky jako je gelova permeace, ultracentrifugace, rozptyl zafeni
nebo chemicky cross link ve spojeni s CD méfenim (Jaenicke 1987).

Ve srovnani s CD spektrometrii rentgenova krystalografie poskytuje detailni informace na
urovni atomul. Poskytuje vSak pouze staticky obraz proteinu. Je limitujici, co se tyce
dynamickych aspektii proteinové struktury, které jsou rozhodujici pro funkci proteinu (Wess
1997).

NMR je zase metodou, ktera vyzaduje relativné vysoké koncentrace vzorku (0,5 - 2 mM).

Problémem je, Ze fada proteinii neni za téchto podminek dostate¢né rozpustnd nebo mayji
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sklon k agregaci. Pro ureni struktury je nezbytné zméfit jednotlivé rezonance. To vyZzaduje
multidimensionalni NMR techniky a drahé znadeni stabilnimi isotopy (**C, °N) (James a
Oppenheimer 1994). Je ale tfeba zdlraznit, Ze metoda NMR je schopna ziskat fadu informaci

jak o struktufe, tak o dynamickych aspektech proteint.
2.1.6.CD VYUZIVAJICI SYNCHROTRONOVE ZARENT

Synchrotronové zaieni vznika, kdyz jsou nabité ¢astice urychleny magnetickym polem. Jedna
se 0 elektrony, které se pohybuji rychlosti blizkou rychlosti svétla. Intenzivni zafeni je
vytvateno irokou oblasti vlnovych délek od X-zateni po IC zafeni. Tento fakt piinesl nové
prilezitosti v oblasti strukturalni biologie.

Co se ty¢e CD, nejvétsi vyhodou urychlovace (synchrotronu) je velky nartst (az 1000x)
intenzity ve vzdalené UV oblasti (pod 200 nm) ve srovnani s xenonovym obloukem jako je
tomu pii béznych CD instrumentacich (Sutherland 1995).

Napt. Clarke a Jones (1999) vyuzili synchrotronové zafeni pro studium proteint klatrinového
plasté. Sledovali kompletovani klatrinovych plastovych proteint, které se ticastni receptorem
zprostiedkované endocytozy. Protein klatrinového plasté je slozen z trojhranu (trojnozky),
ktery je tvofen tfemi tézkymi fetézci, tfemi lehkymi fetézci a poskladanymi polypeptidy. Cely
plastovy protein stejné¢ jako rizné konstituéni polypeptidové fetézce a proteolytické
fragmenty byly studovany pii pH 6 a 8 v zavislosti na podminkach skladani a rozkladani.
Vysledkem detailnich analyz sekundérni struktury bylo zjisténi, Ze b€hem procesu skladani
nedochazi k vyraznym zméndm v sekundarni struktufe proteinti.

vlnovych délek a deformacemi zplsobenymi rozptylem ve zvifenych vzorcich.
V synchrotronovém CD systému byl problém odstranén blizkosti vzorku a detektoru, vétsi
intenzita zdroje umoznila rozsifit rozsah vinovych délek smérem dold az k 175 nm pro

rozvifené vzorky (Kelly a Price 2000).
2.1. 7. CHROMOFORY SLEDOVANE V CD STUDI{CH PROTEINU
Dalsim pozitivem CD je, Ze Ize sledovat rizné aspekty struktury proteinti. Ve vzdaleném UV

je hlavni absorbujici skupinou peptidova vazba. Studie v této oblasti vinovych délek mohou

podat informace o sekundarni struktute.
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Obr. 2 Vzdalena UV CD spektra spojena s riznymi typy sekundarni struktury proteint.
Plnad cara odpovida struktuie o-helixu, Carkovana antiparalelnimu [-skladanému listu,

teCkovana B-ohybim a stiidavé carkovana a teckovana nepravidelné struktuie (Kelly a Price
2000).

V blizké UV oblasti postranni fetézce aromatickych aminokyselin (Phe, Tyr, Trp) absorbuji
Vv oblasti vinovych délek 250 az 290 nm. Terciarni uspotadani polypeptidového fetézce umisti
postranni fetézce v chirdlnim prostiedi a tim d& vzniknout CD spektrim, ktera slouzi jako
charakteristicky otisk prstu nativni struktury. Na modelovych strukturdch obsahujicich
disulfidickou vazbu se tato vazba projevila CD spektrem v oblasti 240 az 290 nm (Kelly a
Price 2000).

Problematické je provedeni téchto analyz v pfipadé proteinti, které obsahuji vice
disulfidickych vazeb. Muze u nich dochézet k ptekryvani signalti disulfidovych vazeb se
signaly z postrannich fetézcti aromatickych aminokyselin (Chaffotte se sp. 1992).

Navic nebilkovinné slozky nebo kofaktory, jako pyridoxal-5-fosfat, hem, flavin,
bakteriochlorofyl nebo dalsi ligandy mohou absorbovat ve spektru oddélené od aminokyselin
a peptidickych vazeb, ¢imz zajist'uji detailni informace o prostfedi a moznych interakcich

mezi kofaktory nebo ligandy (Kelly a Price 2000).

2.1.7. 1. Peptidova vazba

Jak bylo uvedeno vyse, hlavni absorbujici skupinou ve vzdalené¢ UV oblasti (240 nm az 180

nebo jesté nize v ptipad¢é synchrotronového CD) je peptidicka vazba. Jde o slaby, ale Siroky
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pfechod n—n* kolem 210 nm a intenzivni pifechod n—n* kolem 190 nm. Studie CD ve
vzdaleném UV jsou uzivany ke kvantitativnimu zhodnoceni celkové sekundarni struktury
proteinu. Jiz mnoho let je jasné, ze peptidy se vyskytuji v riznych formach sekundarni

struktury a ze bilkoviny vykazuji rozdilna spektra viz obr. 2 (Kelly a Price 2000).

2.1.7. 2. Postranni fetézce aromatickych aminokyselin

CD v blizké UV oblasti proteini vznikd v prostiedi kazdého postranniho fetézce
aromatickych aminokyselin. Stejné¢ tak mohou pfispivat disulfidické miustky nebo
neproteinové kofaktory, které téz mohou absorbovat v této spektralni oblasti (Strickland
1974).

Malé modelové slou€eniny sloZené z aromatickych aminokyselin vykazuji CD spektra,
protoze chromofory jsou pfipojeny v sousedstvi chirdlniho a-uhlikového atomu. Co se tyce
proteinli v nativnim stavu, na postranni fetézce aminokyselin piisobi rizna asymetricka
prostiedi terciarni struktury slozeného proteinu. Detailni analyzou blizkého UV CD spektra se
zabyvalo vice autort, napf. Strickland (1974) nebo Kahn (1979). Kazda aromaticka
aminokyselina vykazuje charakteristicky profil vinovych délek. Tryptofan vykazuje pik
Vv blizkosti 290 nm, jemnou strukturu mezi 290 a 305 nm, tyrosin pik mezi 275 a 282 nm,
jemna struktura muze byt pii vysSich vinovych délkach zastinéna pikem tryptofanu.
Fenylalanin ma jemnou strukturu mezi 255 az 270 nm. Tato struktura vznika vibra¢nimi
pfechody, ve kterych jsou obsaZeny jednotlivé vibracni hladiny excitovaného stavu.

Existuje tada faktord, kter¢ mohou ovlivnit CD spektra aromatickych aminokyselin, napf.
rigidita proteinu, s mobilngjsi postrannimi fetézci maji niz$i intenzitu, a charakter prostiedi
(vodikové miistky, polarni skupiny, polarizovatelnost).

Navic CD spektrum muiZe byt pozménéno interakcemi mezi aromatickymi aminokyselinami,
zvlasté pokud je vzdalenost mezi nimi mensi nez 1 nm (Kelly a Price 2000).

Rozhodujicim faktorem je pocet aromatickych aminokyselin Vv proteinu. Proteiny s vysokym
poétem aromatickych aminokyselin mohou vykazovat slabsi CD signaly nez by se o¢ekavalo
z davodu rusivého vlivu pozitivnich a negativnich piispévkl, jak je tomu napf. u
aspartatkarbamoyltransferasy (Griffin se sp. 1972) nebo karboanhydrasy (Fresgard se sp.
1994).

Ptispévek jednotlivych aromatickych aminokyselin do vysledného blizkého UV CD spektra
proteinu muze byt vyhodnoceno méfenim CD spekter vhodnych mutantnich proteind. Touto

problematikou se ve své praci zabyva napi. Freskgard se sp. (1994). Autofi sledovali
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piispévek jednotlivych tryptofant, kterych se v molekule lidské karboanhydrasy II nachazi
sedm, s vyuzitim mutantd, v nichz byly postupné jednotlivé tryptofany nahrazeny. Tryptofany
se projevuji v CD spektru jak v blizké, tak ve vzdalené UV oblasti. Byla zmétena CD spektra
jednotlivych tryptofant. Spektra potvrdila, Ze tryptofany se podili na CD spektru téméf v celé
oblasti sledovanych vInovych délek (180-310 nm). Spojeni spekter CD jednotlivych
tryptofanti poskytlo spektrum kvalitativné podobné spektru lidské karboanhydrasy II. Z toho
plyne, ze tryptofany jsou zdkladni determinanty této casti CD spektra. Bylo zjisténo, ze kazdy
Z tryptofant zna¢né prispiva v blizkém UV CD spektru. Zaroven bylo prokazano, ze kazdy
Z postrannich fetézct se viditelné podili nejen v blizkém, ale 1 ve vzdaleném UV CD spektru.
Tyto poznatky maji obecnéjsi vyznam pro proteiny, které stejné jako lidska karboanhydrasa I1
maji ve struktufe nékolik tryptofanti.

Blizkd UV CD spektra slouzi jako otisky prstl (fingerprints) pro porovnadvani terciarni

struktury u blizkych proteint, napf. u divokého a mutantniho proteinu (Kelly a Price 2000).

2.1.7. 3. Disulfidické vazba

Jak jiz bylo zminéno, také disulfidickd vazba absorbuje v blizké UV oblasti. Absorbce se
vyskytuje v blizkosti vinové délky 260 nm a je pomérné slaba. Intezita zavisi obecné na
faktorech jako je dihedralni (torzni) thel disulfidické vazby, thel vazby C-S-S a efekty
sousednich skupin. Navic poloha absorpénich a CD signald zavisi na dihedralnim thlu (Kelly
a Price 2000).

Z teoretickych a experimentalnich studii spekter CD modelovych cystinylovych sloucenin,
které¢ zahrnuji malé peptidové hormony, bylo moZzno vyvodit tzv. kvadrantové pravidlo
tykajici se zapisu dlouhovinného signalu a dihedralniho thlu (Strickland 1974, Kishore se sp.
1988). Pro uhly mensi nez 90°, pozitivni dlouhovinny signal indikuje pravotoivy smysl
disulfidu a negativni signal levotoc¢ivy. Pro uhly vétsi nez 90° plati opacné pravidlo.

Neni jasné, do jaké miry je mozno toto pravidlo aplikovat v ptipad¢ vétSich proteind, protoze
CD signaly disulfidi jsou zpravidla mnohem §ir§i neZ signaly aromatickych aminokyselin a je

obtizné vyhodnotit jejich piispévek k celkovému spektru.

2.1.7. 4. Neproteinové chromofory

CD spektrum v blizké UV, ve viditelné a blizké IC oblasti mize podat znaéné mnozstvi

informaci z prostiedi kofaktort, které hraji zdsadni roli v aktivité proteinti, nebo o jinych
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nekovalentné véazanych ligandech. Volné ligandy nebo kofaktory zpravidla vykazuji maly
nebo zadny signal CD. Pozorované CD signaly poukazuji na chiralitu vazebného mista
ligandu nebo kofaktoru. Ztrata integrity vazebného mista béhem zmény struktury proteinu
muze byt monitorovana zménami v CD signalu. Je vSak potfeba pocitat s tim, ze zména

v absorbanci kofaktoru na disociaci z proteinu je podstatné mensi (Kelly a Price 2000).

Pyridoxal-5-fosfat

Pyridoxal-5-fosfat (PLP) je koenzymem tzv. pyridoxalovych enzymu. Je tudiz utilizovan
fadou enzymu podilejicich se metabolismu aminokyselin, jako jsou aminotransferasy a
dekarboxylasy. Reak¢éni cyklus zahrnuje protonované iminové intermediaty. PLP je také
kofaktorem glykogenfosforylasy, pficemz se predpoklada, Ze jeho fosfatova skupina hraje roli
kyseliny pfi pusobeni anorganického fosfatu na glykogenovy substrat (Johnson a Barford
1990). Pokud je PLP piipojen k proteinu, jeho absorp¢ni spektrum vykazuje maximum kolem
350 nm.

Na rozdil od opticky inaktivniho volného koenzymu pyridoxal-5-fosfatu, PLP vazany na
apoenzym aminotransferasy vykazuje optickou aktivitu. To umoziuje vyuzivat ke studiu
aminotransferas spektra cirkuldrniho dichroismu, kterd jsou ve viditelné oblasti podobna

spektrim PLP (Martinez-Carrion se sp. 1970).

Flaviny

Flaviny (flavinmononukleotid, FMN a flavinadenindinukleotid, FAD) hraji vyznamnou
redoxni roli v elektronovém transportnim fetézci stejné jako v fadé enzymy katalyzovanych
oxidacnich reakei substrati (aminokyselin, hydroxykyselin).

Konverze oxidovaného flavinu na redukovany zahrnuje transfer dvou elektronti. Flaviny mayji
schopnost tvofit semichinonové radikalové meziprodukty mezi oxidovanym a redukovanym
stavem, coZ umoziuje pienos elektronu mezi organickymi substraty (dvouelektronové
donory-akceptory) a jednoelektronovym donorem/akceptorem. V piipadé flavocytochromi se
elektrony pienasi jeden po druhém na akceptor ptes polovinu hemu.

Oxidovana forma volnych flavinli vykazuje dva absorp¢ni piky pii 360 a 450 nm, redukovana
forma zase Sirokou absorpci voblasti 300 az 500 nm. Neutralni semichinon ma
charakteristickou slabou absorpci kolem 600 nm, anionicky semichinon silnou absorpci pii
380 nm (Macheroux 1999).
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Shrnutim CD studia flavoproteint se ve své praci zabyvali Munro se sp. (1999). Autofi uvadi,
ze zatimco volné flaviny vykazuji pouze velmi maly viditelny CD, disociace kofaktoru
zpravidla vede k témeét kompletni ztraté signalu. Zmény v reakénim prostiedi flavinti mohou
byt zachyceny jako zmény ve viditelném CD signalu. Je slozité piedvidat velikost CD signalu
flavinu specificky navazaného na bilkovinu. CD signal také miize byt pozitivni nebo
negativni, takze v multiflavinovém systému se mohou signaly navzajem piekryvat. Dilezitym
faktorem je také sila vazby flavinu na protein. Pokud je flavin pfipojen pouze slabou
nekovalentni vazbou, pak za experimentalnich podminek znacné cast flavini neni vdzéna na
protein a nepodili se tudiz na viditelném CD spektru. Co se tyce proteinil jako je bakterialni
flavodoxin, v jehoz ptipadé je Kp FMN velmi mald, disociace bude za béznych podminek

sbéru CD dat minimalni.

Hem

Hem hraje tadu roli v proteinech, napt. vaze kyslik v hemoglobinu, cytochrom c oxidase nebo
cytochromu P450. Je také kofaktorem hydroperoxidas jako je katalasa nebo slouzi jako
redoxni kofaktor cytochromu b a c.

Polovina hemu siln¢ absorbuje ptfi 410 nm (Soretiv péas) a v zavislost na povaze
koordina¢nich skupin a spinu centralniho atomu zeleza v oblasti vinovych délek 500 az 650
nm (a a B pasy) a okolo 350 nm (5 pas).

Velky vyznam méa CD pii studiu cytochromu P450. Jde o Sirokou rodinu enzymi, jejiZ
Clenové katalyzuji na kysliku zavislou hydroxylaci fady organickych sloucenin. Nazev této
skupiny enzymi je odvozen z faktu, Ze po pfidani CO se absorpéni maximum piesouva do
oblasti vlnové délky 450 nm. Z CD spektra cytochromu P450 1ze pifedpovédét strukturalni

vlastnosti aktivniho mista, jako jsou vodikové vazby a polarita (Andersson a Peterson 1995).

Flavocytochromy

Flavocytochromy jsou skupinou enzymil, které obsahuji dva redoxni kofaktorové systémy,
flaviny (FMN nebo FAD) a hemovou skupinu. Vyhodou téchto systémit je pisobeni flavinu
jako jednoelektronového pienaseCe mezi substratem a hemem. Mezi flavocytochromy patii
napf. dehydrogenasy 2-hydroxykyselin. Hemova skupina absorbuje ve stejné spektralni
oblasti jako flaviny, ale se zhaSecimi koeficienty 10x vyS$imi nez v ptipad¢ flavinti. Miize byt

proto slozité provést spektrofotometrickou analyzu flavin v takovych proteinech. Dulezité



21

informace tykajici se flavini v téchto enzymech proto poskytuje CD ve viditelné oblasti

(Munro se sp. 1999).

Fotosyntetické pigmenty

Viditelné a blizké IC CD spektrum rozpuiténych ,light  harvesting complexes“
z fotosyntetickych ~ bakterii ~ vykazuje  fadu  pikG  kvali  karotenoidovym a
bakteriochlorofylovym slozkam, které absorbuji v rliznych spektralnich oblastech. CD
spektrum v oblasti 750 az 900 nm poskytuje citlivy prizkum interakci mezi sousedicimi
bakteriochlorofylovymi molekulami v komplexu. CD signdly v oblasti 450 az 550 nm
vznikaji z divodu deformace karotenoidi zkroucenim rovin v komplexu. Extrahované

karotenoidy rozpusténé v organickych rozpoustédlech jsou opticky inaktivni (Cogdell se sp.
1997).

2. 1. 7. 5. Chromofory nukleovych kyselin

CD lze vyuzit k analyze struktury nukleovych kyselin a interakci nukleova kyselina-protein.
Baze v DNA a RNA vykazuji pomérn¢ §iroké absorp¢ni piky s maximy v blizkém UV (kolem
260 nm) vzhledem k multiplicité pfechodu © —n*. Dopliikové piky se vyskytuji ve vzdalené
UV (kolem 200 nm a niZzsi).

Baze sami o sobé jsou planarni a nevykazuji zadny vlastni signal CD. Chiralita cukernych
zbytki v nukleotidu vyvolava maly CD. Spojovani bazi, které se vyskytuje ve struktuie
helixu, dava vzniknout rozsahlym CD signalim. CD spektrum nad oblasti 230 az 300 nm
podava informace o sekundarni struktuie s rozliSenim rtiznych forem DNA (A-, B- a Z-DNA)

aiv pripadé RNA ma v této oblasti charakteristickou strukturu (Rodger a Nordén 1997).

2.1.8. TYPY PROBLEMU RESITELNE POMOCI SPEKTER CD

2. 1. 8. 1. Sekundarni struktura peptidu a proteint

Jak jiz bylo uvedeno dfive, rtizné typy pravidelné sekundarni struktury v proteinech vytvari
odlisny typ vzdaleného UV CD spektra. Ziskani spektra a odvozeni ptispévku jednotlivych
strukturnich forem je limitovdno poctem soucasné se ustalujicich rovnovah ovliviiujicich

vzdalené UV spektrum. V praxi se ukazalo, ze toto je slozité z fady divodu. Za prvé je jasné,
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ze postranni fetézce aromatickych aminokyselin (hlavné Trp) pfispivaji ke vzdalenému UV
spektru (viz kap. 2. 1. 7. 2. Postranni fetézce aromatickych aminokyselin). Za druhé ke
spektru prispivaji také disulfidické vazby (viz kap. 2. 1. 7. 3. Disulfidicka vazba). Za tieti
charakteristiky spekter zavisi na délce a pravidelnosti strukturalnich elementi v peptidech a
proteinech, jak je uvedeno v praci Hirsta a Brookse (1994).

Redukce signalu CD pfi vinové délce 222 nm souvisi se ztratou helicity. Predpoklada se, ze
zbytkova elipticita pfi 222 nm je piimo umeérna poctu zbytkd v helixu. Autofi zjistili, Ze
fragmentace dlouhych helixti bez redukce poctu helikéalnich zbytkl snizuje stiedni zbytkovou
elipticitu pfi 222 nm. Pohyb proteinii a piesnd konformace helikdlnich zbytka hraje téz
dilezitou roli.

Vice piistupti je zaloZeno na propracovanych ,,curve fitting procedures® zahrnujici soubory
spekter dobfe charakterizovanych proteini znamé sekundéarni struktury. Tzv. CONTIN
metoda byla pfedstavena Provencherem a Glocknerem (1981). Tyka se ptimé analyzy CD
spektra v oblasti 240 az 190 nm jako linearni kombinace CD spekter 16 proteind, jejichz
struktura byla objasnéna s vysokym rozliSenim rentgenovou krystalografii. Tento pfistup se
vyhyba problému s definovanim referencnich spekter a zajistuje flexibilni analyzu spektra
proteinu. Pfi CONTIN metod¢ je diraz automaticky kladen na ty proteiny v referen¢nim setu,
jejichz spektra se vérné podobaji analyzovanému proteinu.

V metodé ,,variabilniho vybéru“ Manavalana a Johnsona (1987) mohou byt spektra
odstranéna z referen¢niho setu systematicky tak, aby se stanovilo nejlépe padnouci. Je to dalsi
metoda, kterd pouzivd k odhadu sekundarni struktury proteinu spektra cirkularniho
dichroismu. Jde o vylepSeni techniky Provenchera a Glocknera (1981).

Analyza vzdaleného UV CD spektra muze byt provedena spolehlivéji, pokud jsou data
dosazitelna pii nizkych vinovych délkach (Johnson 1990). Napft. soubor CD dat do 175 nm
zlepSuje piesnost urceni sekundarni struktury okolo 5 % nebo je urceni lepsi nez to, které bylo
ziskano za pomoci rentgenové krystalografie.

S tradi¢nimi CD spektrofotometry bylo nékdy slozité ziskat data dostatecné kvality pod
190nm, nebo pii 200 nm v biologickych systémech, pokud byla nevyhnutelna pfitomnost
absorbujicich slozek, jako jsou pufry. S ohledem na fadu vyhod zaznamu dat pod 190 nm je
zpravidla uzite¢né pokusit se o pfistup do této oblasti. Toho mlze byt dosaZeno sniZzenim
koncentrace absorbujicich komponent, vyuzitim pufrii s nizkou absorbanci nebo pouzivanim
uzkych kyvet, popt. kombinaci vice metod. Pokud jsou dostupna data pouze z oblasti nad 200

nm, pofad je mozno provést docela spolehlivy odhad obsahu a-helixi v proteinech a
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peptidech z elipticit pfi 208 a 222 nm. Tyto vlnové délky odpovidaji charakteristickému

dvojitému minimu spektra a-helixu (Barrow se sp. 1992).

2. 1. 8. 2. Konformacéni zmény v proteinech

Cirkularni dichroismus se ukézal jako idealni technika pro monitorovani konformacnich zmén
proteintl, které mohou vznikat jako disledek zmén experimentalnich parametrt ( pH, teplota,
vazba ligandii atd). Béhem zmény uspoiadani proteinu lze analyzovat rozsah konformacnich
zmén k provedeni kvantitativniho odhadu stability nové uspotfadaného proteinu. CD je pro
tento ucel znacné vyuzivan.

V poslednich letech roste zajem o schopnost uréitych proteinti pfechdzet mezi riznymi
formami sekundérni struktury. Tvorba struktury B-skladaného listu urcitych proteinit miize
pusobit jako prekurzor tvorby amyloidnich fibril, které doprovéazi degenerativni choroby jako
je Alzheimerova choroba, scrapie, BSE (bovine spongiform encephalopathy) atd.
Neocenitelnym nastrojem pro sledovani ptechodtl ze struktury a-helixu na B-skladany list
proteint a peptidu je vzdalené UV CD spektrum.

Strukturalni nebo konformaéni zmény mohou byt pozorovany za pomoci CD ve vzdaleném
UV, vblizkém UV nebo v obou oblastech. Malé konforma¢ni zmény se pravdépodobné
projevi v blizkém UV spektru, protoze ptispévky postrannich fetézcti aromatickych
aminokyselin na CD spektru jsou citlivé k prostfedi. Naopak zmény ve vzdalené UV oblasti
zpravidla poukazuji na velké zmény Vv centralnim fetézci proteinu (Kelly a Price 2000).

Jedna z prvnich aplikaci CD bylo jeho vyuziti pro pozorovani vlivu pfidavku kompetitivniho
inhibitoru N-acetylglukosaminu k lysosymu. Dochazi ke 100 % narustu pika v blizkém UV
CD pfi vlnové délce 285 a 295 nm, které charakterizuji tryptofanovy postranni fetézec (Glazer
a Simmons 1965).

CD je také hodné vyuzivan napft. pii sledovani R (oxyhemoglobin) a T (deoxyhemoglobin)
allosterickych piechod v hemoglobinu. CD spektrum proteinu vykazuje fadu piki v oblasti
270 az 300 nm z divodu pfitomnosti postrannich fetézch tyrosinu a tryptofanu a velky pik
Vv oblasti 260 nm kvtli hemové skupin€. Z analyzy chovani mutantniho hemoglobinu a u¢inku
latek jako je inositol hexakisfosfat, ktery inhibuje strukturalni pfechody, byl ucinén zaver, ze
zmény v blizkém UV CD spektru mohou byt pfipsany zménam v prostiedi Trp-37 na fetézci

B a Tyr-42 na fetézci a (Perutz se sp. 1974).
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Zvlast dilezitou roli hraje CD pfi charakterizaci celkového strukturniho stavu proteinti. Tato
metoda umoznila mezi prvnimi demostrovat pfechodny stav mezi nativnim a pln¢ rozvinutym
stavem.

Napt. pokud dochazi k inkubaci a-laktalbuminu pii pH 2, protein si udrzi vétSinu své nativni
sekundarni struktury, jak ukazuje vzdalené UV CD spektrum. Blizk¢é UV CD spektrum
proteinu je za téchto podminek velmi redukovéano, coz poukazuje na chybé&jici nativni
terciarni interakce (Dolgikh se sp. 1981).

Pii pH 2 je molekula kompaktni, coz vede k terminu ,,molten globule* nebo kompaktni
intermediat. Stav ,molten globule“ pfedstavuje dulezity meziprodukt V cesté skladani
proteint. Podle internetové encyklopedie Wikipedia predstavuje ,,molten globule® stabilni,
Castecné slozeny stav proteinu vytvoieny v mirné denatura¢nich podminkach jako je nizké pH
(obecné pH 2), mirny denaturant nebo vysoka teplota.

,Molten globules* (MG) jsou zficené struktury, které maji zpravidla ¢aste¢nou, nativnimu
stavu podobnou sekundérni strukturu, ale dynamickou tercidrni strukturu, jak je mozné
pozorovat spektroskopii cirkularniho dichroismu ve vzdalené a blizké UV oblasti. Tyto znaky
jsou podobné tém, které lze pozorovat v pfechodném intermedidrnim stavu, ktery se vytvari
béhem skladani nékterych proteint, zvlast¢ globularnich proteind. Globuldrni proteiny
prodélavaji hydrofobni kolaps. Soubory MG béhem skladani a rozkladani proteinti jsou
povazovany za zhruba podobné. MG postradaji sbaleni postrannich fetézcti aminokyselin, coz
je typické pro nativni stav proteinu.

Studie CD hraji dilezitou roli pti definovani charakteristik MG proteint (Kelly a Price 2000).

2. 1. 8. 3. Nové usporadani (,.refolding*) proteinu a peptida

Vseobecny pohled

Mechanismus skladani proteini pfedstavuje jeden zmnoha nevyfeSenych problémi
molekularni biologie. Pochopeni principu uspotfadani proteind je pfitom podstatné, mj. kvili
usp&$né produkci exprimovanych proteinli a pro pochopeni molekularni podstaty stile
rostouci fady onemocnéni, které vznikaji v disledku Spatného usporadani proteinti (Radford a

Dobson 1999).

Je jasné, Ze proces skladani proteinu je vicestupiiovy a zahrnuje:

1.) tvorbu prvkii rozpoznatelné sekundarni struktury (a-helix, B-skladany list, ohyby)
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2.) zborceni rozsahlého polypeptidového fetézce tak, ze vznikne kompaktnéjsi stav, kdy

nepolarni postranni fetézce jsou ukryty pred rozpoustédlem

3.) vznik interakci dalekého dosahu, které charakterizuji nativni terciarni strukturu a jsou

nezbytné pro tvorbu specifickych vazebnych a katalytickych mist

4.) asociaci podjednotek v oligomeru (Jaenicke 1987, 1991).

Lze polemizovat o tom, zda existuje vSeobsahly model skladani proteint. Cilem je vSak
vytvofit fadu technik, které by pomohly ziskat potiebna strukturalni a kineticka data, aby
mohl byt navrhnut a testovan model skladani proteinti. CD se ukazal jako technika nezbytna

pro sledovani ¢asnych déji pii skladani proteint (Kelly a Price 2000).

Experimentalni pfistup ke skladani proteinu

Zdaleka nejdetailnéjsi pohled na kinetiku a mechanismus skladéni proteinii podaly studie
nového usporadani ,,refolding”, ve kterych je zraly protein neslozeny, rozlozeny zpravidla
vysokou koncentraci urey nebo guanidiniumchloridu. Sbalovani proteind je iniciovano
prudkym zfedénim denaturac¢niho ¢inidla. Pokus by tudiZ mohl zahrnovat inkubaci proteinu
v 6 M roztoku guanidiniumchloridu a zfedéni pufrem, coz by nastartovalo opétovné skladani.
Je nutné zdUraznit, ze protein je pfed zfedénim Upln€ rozlozen a ze zbytkova koncentrace
denaturantu po zfedéni ma zanedbatelny vliv na protein. Aby bylo mozné stanovit
mechanismus nového uspofadani, je potfeba sledovat ¢as obnovy struktury z denaturovaného
stavu a porovnat ziskana data s mirou obnoveni biologické aktivity. Znovunabyti sekundarni
struktury Ize pozorovat méfenim CD ve vzdalené UV oblasti, terciarni struktury v blizké UV
oblasti a za pomoci fluorescence. Obnovu kvarterni struktury Ize sledovat rychlym
crosslinkem s glutaraldehydem nebo pomoci hybridizace (Jaenicke 1987).

Vzhledem K rychlosti riznych procesii je nezbytné pouzivat rychlé kinetické metody
(,,Stopped flow* a zhaseci metody), stejn¢ jako manualni sméSovaci metody (Kelly a Price
2000).
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Povaha ¢asnych meziproduktt skladani

,otopped flow“ CD je znaéné vyuzivan pro sledovani vlastnosti ¢asnych meziprodukti
skladani proteini.

V jednom z prvnich pokusu tohoto typu provedenych Kuwajimou se sp. (1987) bylo ukazano,
ze béhem opétovného sklddani denaturovaného ferricytochromu c a -laktoglobulinu dochazi
k obnové nativni elipticity ve vzdaleném UV odhadem béhem 18 ms, coz odpovida mrtvému
Casu pristroje. Naopak k obnové elipticity ve viditelné oblasti (ferricytochrom c) nebo
Vv blizkém UV (B-laktoglobulin) doslo v fadu minut. Vysledky poukazuji na fakt, ze béhem 20
ms vznikd meziprodukt, u n€hoz je pfitomen podstatny podil nativni sekundarni struktury.
Intermediat také vykazuje lehce stabilni tercidrni strukturu.

Podobnych vysledkt bylo dosazeno v fad¢ studii s rliznymi proteiny, napt. s a-laktalouminem
provedené Gilmanshinem a Ptitsynem (1987) s vyuzitim CD a vnitini (intrinsic) fluorescence.
Potvrdili, ze intermedidt méa zna¢ny podil sekundarni struktury a ve své struktufe ma
nepolarni klastry, ale nema rigidni terciarni strukturu. Na zakladé téchto vysledkli bylo
navrhnuto, ze proces skladani proteinii prochazi stadiem meziproduktu vykazujiciho

charakteristiky ,,molten globule*.

2. 1. 8. 4. Navrhovéni proteint a peptidu

CD je velmi uZitecnym nastrojem pro charakterizaci struktury peptidi a proteinovych
fragmentli, které byli pfipraveny jako specifické struktury a tudiz vykazuji pfisluSnou
biologickou funkci. Tento postup neni vyznamny jen pro pochopeni vztahu mezi strukturou a
funkci, ale ma také technologickou dulezitost, protoze fragmenty proteini mohou byt
podstatné stabilnéjsi nez odpovidajici tzv. full size proteiny (Kelly a Price 2000).

Zaroven narusta dulezitost predstavy, Ze stabilni proteinové fragmenty nebo vytvorené
peptidy mohou byt zakladem nastroje molekularniho switchingu (Aggeli se sp. 1997).

Studie proteinovych fragmentli umoziuje také nahlédnout do nékterych z Casnych stadii
skladani proteint. Nékteré z fragment mohou slouzit jako jadra pro fizeni dal$iho skladani.

Z informaci o preferenci sekundarni struktury jednotlivych aminokyselin nebo sekvenci
aminokyselin bylo mozné navrhnout oligopeptidy, které vykazuji tendenci k tvorbé a-helixi
v roztoku (Dyson a Wright 1991).

Modelové peptidy pro strukturu B-sklddaného listu jsou méné prozkoumany, ale mohou mit

zajimavé strukturni a mechanické vlastnosti. Peptidy tvofici strukturu B-skladaného listu
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V lipidové dvojvrstvé zpisobi, Ze amfifilni rozpoustédla jako methanol se vmezefi do
struktury molekularni ,,stuhy“. Spektralni (CD) vlastnosti téchto peptidi poukazuji na
pfitomnost struktury anti-paralelniho [B-sklddaného listu, elektronovda mikroskopie a
rentgenova difrakce potvrdily existenci stuh. Tyto stuhy jsou jednotlivé molekuly. Z téchto
vysledkti bylo mozné navrhnout nové peptidy rtizné polarity, které tvoii stuhu -skladané¢ho
listu. Tyto proteiny mohou byt vyuzity jako soucdsti mechanickych a fyzickych spoustécich
zafizeni, stejn¢ tak umoziuji nahlédnout do tvorby fibril u rliznych degenerativnich

onemocnéni (Aggeli se sp. 1997).

2. 1. 8. 5. Membranové proteiny

V poslednich letech dosahl vyzkum integralnich membranovych proteini znaéného pokroku.
Membranové proteiny ale pofad tvofi pouze malou ¢éast proteinil s objasnénou strukturou
(Garavito 1998). Hlavnim divodem je obtizné ziskavani vhodnych krystalickych preparati
integralnich membranovych proteinti za podminek, za kterych se predpoklada, ze jejich
struktura odpovida nativnimu proteinu v membrané.

Vétsina strukturdlnich studii integrélnich proteinii se provadi na prepardtech, které byly
ziskany extrakci z membrany vhodnymi detergenty. Piidavek krystalizaéniho cinidla a
amfifilt k extrahovanym proteinim vede ke vzniku krystalti dobré kvality pro difrakéni studie
(Cogdell and Lindsay 1996).

DalS$im problémem pifi praci s membranovymi proteiny je fakt, Ze je obtiZzné zjistovat
biologickou aktivitu extrahovanych proteinti, zejména téch, které maji transportni, vazebnou
nebo strukturni funkci.

CD ptedstavuje dulezitou metodu pii studiu membranovych proteini, mj. z divodu
zhodnoceni efektu riznych detergentli na protein. V praci Swordse a Wallaceho (1993) je
uvedeno, ze solubilizace bakteriorhodopsinu v neionogennim detergentu oktylglukosidu vedla
k signifikantnim zménam v sekundarni struktufe, coz bylo zachyceno ve vzdaleném UV CD
spektru malym posunem absorpéniho maxima ve srovnani se spektrem nativniho
membranového fragmentu.

Kromé membranovych proteintl, které jsou tvofeny transmembranovymi helixy a predstavuji
fadu membranovych proteini (bakteriorhodopsin, receptory spojené s G-proteinem), se
ukazuje, ze vn&jSi membrany jsou bohaté na [-,,soudkovité struktury. Typickym

ptredstavitelem proteinu tohoto typu je porin. Porin se sklada z 16 vlaken antiparalelniho B-
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skladaného listu, ktera jsou poskladana tak, ze tvofi B-soudkovitou strukturu (Weiss se sp.
1991).

Membranové proteiny, které nejsou hluboce zapusténé v membrané, jsou snaze
charakterizovatelné, protoze je jednodussi piipravit je Vrozpustné formé. Prikladem je
kinetoplastidovy membranovy protein-11 (KMP-11). KMP-11 je hlavni sloZzkou povrchu
membrany leishmanii a pravdépodobné hraje vyznamnou roli pii internalizaci paraziti do
hostitelské buiiky. Pomoci CD bylo zjisténo, Ze rekombinantni KMP-11 vykazuje vysoky
helikéalni obsah (75 %). Pravdépodobné je sloZen z fetézcii aminokyselin uspotadanych do
dvou helixi, které jsou oddéleny kratkou oblasti nahodného klubka. Ptitomnost helixi bude
usnadnovat interakce proteint s lipidy a zodpovidat za schopnost proteind porusit stabilitu

membrany (Fuertes se sp. 1999).

2. 1. 8. 6. Interakce mezi doménami v proteinech

Vétsina polypeptidovych fetézci vétSich nez 30 kDa ma tendenci existovat jako
mnohonasobné domény, tj. jako nezavisle skladané jednotky (Price a Stevens 1999). I kdyz
v n¢kterych multidoménovych proteinech je mozno izolovat jednotlivé domény limitovanou
proteolyzou nativniho proteinu, hlavni objevy v této oblasti byly ziskany aplikaci
rekombinantnich DNA technik. Tyto metody umoznily ptipravu velkych mnozstvi proteinu
definovanych domén. Lze charakterizovat jednotlivé domény a interakce mezi nimi
v proteinu. K feseni téchto otazek se také ¢asto pouziva CD jako strukturalni metoda (Kelly a
Price 2000).

Systém cytochromu P-450 BM-3 z Bacillus megaterium je vybornym modelem savciho
systému cytochromu P-450, ktery se podili na metabolismu 1é¢iv a jinych xenobiotik. Dva
redoxni syst¢émy BM-3 flavocytochromu, tj. flavinova doména, sloZzena ze subdomén FMN a
FAD, a P-450 hem obsahujici doména, jsou v intaktnim polypeptidu navzajem kovalentné
spojeny. BM-3 je solubilnim enzymem a jeho konstituentni domény a subdomény mohou byt
ziskany s vysokym vytézkem (Miles se sp. 1992). Experimenty, ve kterych byly v riznych
pomérech smichény flavinovéa a P-450 doména BM-3 flavocytochromt, poukazaly na fakt, Ze
rozsah celkové reakce méfené jako NADPH-dependentni hydroxylace dodekanové kyseliny
byl miniméln¢ 500x nizsi nez v intaktnim BM-3 systému. CD napomahé odiivodnéni tohoto
jevu. CD spektrum ve vzdalené UV oblasti ziskané pro intaktni BM-3 bylo shodné se
spektrem smési nebo algebraického souctu domén. Kovalentni vazba ma tudiz maly vliv na

celkovou sekundarni strukturu domén. Byly vsak zjistény znacné rozdily v CD spektru
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v blizk¢ UV oblasti a ve viditelné oblasti spektra. V intaktni BM-3 jsou charakteristicka
prostiedi postrannich fetézcli aromatickych aminokyselin a flavinovych a hemovych
kofaktorti. Ackoli CD spektra nedokazi urcit povahu zmén v prostiedi chromofort, lze
predpokladat, ze umoziuji uCinny transfer elektroni v BM-3. Elektronovy transfer mezi
izolovanymi doménami je podstatné mensi nez v intaktnim flavocytochromu.

Studie spekter cirkularniho dichroismu ukazaly, ze vazba domén v intaktnim P-450 BM-3
vytvoii prostifedi hemu a aminokyselin vhodné pro U€inny pienos elektronu z flavinové
domény (Munro se sp. 1994).

CD byva pouzivan ve spojeni s dalsimi biofyzikalnimi metodami za ucelem zjisténi vztahu
mezi jednotkami v fadé proteint slozenych z jednotek. Jedna se o fadu proteind imunitniho
systému, komplementu, srazeci kaskady a extracelularni matrix. I kdyz v téchto proteinech
kazda jednotka vykazuje urcitou sekvenci a tim i urCity strukturni rdmec, diky variabilité
nekonzervativnich oblasti v jednotkach nebo zpiisobu jejich skladéni 1ze dosdhnout znacné
rozmanitosti (Kirkitadze se sp. 1999).

Je mozno zminit jeden vyznamny znak téchto jednotkovych systémt z oblasti vzdaleného UV
CD. Vykazuji neobvyklou pozitivni elipticitu pii vlnové délce 240 nm. Presny divod tohoto
jevu neni zndm, odrdzi vSak ptispévek neméného jadra tryptofanu postrannich fetézct, kterd
se nachazi v blizkosti jednoho ze dvou zcela zachovanych disulfidickych mustkt v kazdé

jednotce (Craig se sp. 1989).

2.1.8.7. Vazba ligandu a hledani novych 1é¢iv

Vazba ligandu na protein zptisobuje vznik signalu CD navazaného ligandu. Ke vzniku signalu
dochazi vazbou ligandu tak, Ze vznika asymetrické centrum.

Navazani ligandi mize vést ke konforma¢nim zménam, které jsou esencialni pro biologickou
funkci proteint. Tyto zmény mohou byt zachyceny vzdalenym a blizkym UV CD spektrem
(Kelly a Price 2000).

V poslednich letech roste zajem o moznost vyuziti dostupnych strukturalnich informaci o
proteinech k navrzeni vhodnych inhibitorti, které mohou pisobit jako specificky zacilena
lé¢iva nebo piinejmensim jako potencidlni vidc¢i struktury pfi hledani specifickych 1é¢iv
(Appelt se sp. 1991).

V této oblasti bylo dosazeno uréitych uspéchii, napf. navrZzeni inhibitord angiotensin-

konvertujiciho enzymu (ACEI), hojné vyuzivanych jako antihypertenziv. Jinym piikladem
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bylo navrZeni inhibitort HIV proteasy, ktera je nezbytna pro tvorbu virionli a maturaci viru a
je tudiz povazovana za vyborny cil.

Proces navrhovani zahrnuje kombinaci strukturdlnich informaci ziskanych pomoci
rentgenového zareni, NMR a detailnich aritmetickych modeli interakci mezi ligandem a
proteinem. CD doposud nehralo vyznamnéj$i roli v tomto procesu, protoze strukturalni
informace poskytované CD jsou niz$iho rozliseni (WIlodawer a Vondrasek 1998).

Také prace Jonese se sp. (1998) naznacuje roli CD v oblasti navrhovani novych 1é¢iv. Prace
se tyka potencidlnich cilovych proteinti, rozhodujicich v procesu virové infekce HIV-1. Tyto
tzv. terCe obsahuji glykosylované plastové proteiny (gpl20 a gp4l), které zlstavaji na
povrchu virové castice a jsou zapojeny ve vazbé a fuzi s hostitelskymi receptorovymi
buikami. Vysledky pokusu vypovidaji, ze komplex gp4l-gpl120 podléhd konformacnim
zméndm doprovazenym pfipojenim proteinu gpl20 na cilovou buiiku. Tato konformacni
zmeéna se jevi jako rozhodujici v pfeméné gp41 na formu kompetentni k fuzi. Predchdzeni této

preméne¢ je dobrou strategii pti vyvoji uspésnych 1é€iv proti virovym infekcim.

2.1.9. SOUHRN O METODE

CD je strukturalni technikou, ktera hraje dilezitou roli pii dopliovani metod s vysokym
rozliSenim, jako je rentgenova krytalografie a NMR. Sila metody tkvi v jeji ekonomicnosti na
pozadované vzorky a rychlosti ziskavani dat. Lze ptedpokladat, Ze v budoucnu zna¢né vzroste
oblast proteinli ke studovani. Nartist odrdzi potfebu identifikace fady genli a pseudogenil
z projekttl sekvenovani genomu a vyvoj zlepSenych systémil exprese pro takové geny. CD

bude hrat vyznamnou roli pti charakterizaci téchto genovych produktt (Kelly a Price 2000).

2. 2. TRANSAMINASY

Enzymy katalyzujici transaminacni reakce jsou v oficialni ,,Enzymové nomenklatufe 1978%
(International Union of Biochemistry 1979) nazyvany aminotransferasy. Pro kazdodenni
pouzivani je povoleno synonymum transaminasy. V doporuceni IUB zroku 1978 bylo
uvedeno 60 zaznamu v podpodskupiné transamina¢nich enzymu (EC 2. 6. 1. . .). Tento
seznam je vSak pfedmétem dalSi expanze i1 ptilezitostného odstraiiovani. Isoenzymy, druhoveé
specifické varianty a dalsi ,,multiple forms* nejsou uvedeny oddélené (Braunstein, 1985).

Harperova Biochemie (23. vydani) popisuje transaminaci jako vzijemnou pireménu paru

aminokyselin a paru ketokyselin, obecné libovolné a-aminokyseliny a a-ketokyseliny.
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Transaminace se mohou zucastnit i1 jiné aminoskupiny kromé a-aminoskupiny a jiné
karbonylové skupiny kromé& a-karbonylové skupiny, toto je vSak méné obvyklé.
Transaminace je plné reverzibilni a jeji rovnovazna konstanta je rovna piiblizné 1. Jak jiz bylo
feCeno, z diivodu reverzibility se aminotransferasy (transaminasy) ucastni jak katabolismu
aminokyselin, tak jejich biosyntézy. Koenzymem vSech aminotransferas je pyridoxal-5'-
fosfat, je tudiz soucasti jejich katalytického mista. Pyridoxalfosfat je koenzymem i dalSich

enzymdu, které maji jako substrat aminokyseliny.

2.2.1. PRUBEH TRANSAMINACE

V prvnim kroku transaminace dochazi ke vzniku enzymové vazané Schiffovy baze mezi
pyridoxalfosfatem a aminoskupinou stabilizované interakci s kationtovou oblasti aktivniho
mista enzymu. Bé&hem transaminace vazany pyridoxalfosfat slouzi jako pfenaSec
aminoskupiny. Dojde kuvolnéni ketokyseliny a na enzymu zustane navazany
pyridoxaminfosfat. Ten poté vytvoii novou Schiffovu bazi s druhou ketokyselinou.

Kazda aminotransferasa je specificka pouze pro jeden par a-aminokyseliny a a-ketokyseliny,
ale nespecifickd je pro jiny par. K nejbéznéj§im aminotransferasam u ¢loveéka patii sérova
alaninaminotransferasa (ALT) a aspartataminotransferasa (AST). Transaminasy (AST, ALT)
jsou znamy jako markery organového poskozeni. Stanovuje se jejich aktivita v Krvi.

Aminotransferasy katalyzuji zvratné reakce. ALT tvoifi pyruvat z alaninu a pfenasi jeho
aminoskupinu na 2-oxoglutarat. AST vytvafi z aspartatu oxalacetat a z 2-oxoglutaratu
glutamat. Vysledny L-glutamat je jedinou aminokyselinou sav¢ich tkani, ktera je oxidativné
deaminovana dostate¢nou rychlosti. Amoniak z a-aminoskupin je tvofen piedevSim z dusiku
a-aminoskupiny glutamatu.  Transaminace neni striktné véazana na o-aminoskupiny,

k transaminaci dochazi napt. i na 3-aminoskuping ornitinu (Harperova biochemie).

2.2.2. HISTORIE TRANSAMINAS A TRASAMINACNICH REAKCI

Pro zpracovani této Casti reSerSe byla vyuzita publikace Biochemistry : A Series of
Monographs, Volume 2, Transaminases. Cast zpracovana Alexandrem E. Braunsteinem
(1985) se tyka historického vyvoje pohledu na metabolismus aminokyselin a transaminaéni

reakce.
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Do roku 1930 neexistoval dostatek experimentalnich nastroji, komeréné dostupnych
metaboliti a specialnich ¢inidel. Tyto nedostatky byly hlavni piekdzkou pro objasnéni
metabolickych cest a charakterizaci jednotlivych reakci a enzymii v nich obsazenych. V letech
1936-1937 Braunstein se sp. studovali na Institutu experimentalni mediciny A. M. Gorkého
V Moskveé transformace aminokyselin ve zvifecich tkénich. Autofi vSak neméli zatim
k dispozici dikladné vyzkumné nastroje. Vyuzivali vizualni odhad né¢kolika amino- a
oxokyselin v Dubosqovych kolorimetrech nebo zdlouhavé série stanoveni frakci dusiku
aminoskupiny s vyuzitim volumetrické metody Van Slykea a podobné metody. S timto
vybavenim bylo mozné ziskat pouze omezené informace o metabolismu aminokyselin.

Jiz v roce 1930 bylo odvozeno, Ze aminoskupiny glutamatu a aspartatu mohou reagovat
s reaktivnimi karbohydratovymi zbytky za vzniku nové aminokyseliny a zbytek dikarboxylatu
se pfeméni na sukcinat. Nebyl vSak proveden pokus, ktery by demonstroval ubytek
aminodikarboxylati nebo urcil metabolické akceptory aminoskupiny podilejici se na reakei.
Od samého zacatku vSak bylo ziejmé, Ze pii inkubaci tkané svalu za aerobnich podminek
pfidany glutamat a endogenni laktat mizi v ekvivalentnich mnozstvich. V nepfitomnosti
kysliku reakce vyzaduje nabidku pyruvétu z vnéjsiho prostiedi. Ziejmy zévér, ze vzniklou
aminoslouceninou je alanin, byl potvrzen analytickymi daty ziskanymi Fiirthovou-
Kendallovou metodou. Jeho konfigurace byla L, jak bylo uvedeno v podobné studii
s aspartatem jako pocatecnim donorem aminoskupiny.

Kone¢ny bod shiftu aminodusiku z glutamatu k alaninu po tfihodinové inkubaci ur¢il
reverzibilni proces, ktery je pfiblizné¢ termodynamicky neutrdlni. Pfi inkubaci svalovych
vlaken soubézné s glutaméatem a pyruvatem nebo alaninem a 2-oxoglutaratem probiha
zaroven i zpétna reakce. Rovnovaha se ustaluje priblizné uprostied. Tyto vysledky a izolace
L-glutamatu jako hydrochloridu vyprodukovaného zpétnou reakci vypovidaji o rychlém
reverzibilnim transferu aminoskupiny ve svalu. Soucasné dochazi k pienosu elektronového
paru a protonu mezi donorem (aminokyselina) a akceptorem (oxokyselina). Svalova tkan
nebyla nejprve povazovana za aktivni v oblasti pfemény aminokyselin a amint, vySe uvedené
poznatky vSak podnitily dal$i vyzkum, ktery potvrdil tyto domnénky.

Od pocatku bylo ziejmé, Ze fada aminokyselin a oxokyselin se miZe podilet na enzymatickém
pfenosu aminoskupin, pfednostné dvojici substratli glutamat/oxoglutarat. Vysoky podil
pienosu aminoskupin a jeho vSudypfitomnost poukazuje na dulezitou fyziologickou roli
téchto reakci.

Urcitou dobu byla rozsifena myslenka, ze pfenos aminoskupin ma piesny metabolicky

vyznam a Ze je omezen zejména na vzajemné piemény tii oxokyselin zapojenych v cyklech
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bunééného dychani a v glykolyze, oxoglutaratu, oxalacetatu a pyruvatu a odpovidajicich
aminokyselin, glutamatu, aspartatu a alaninu. Vyznamnym objevem bylo objeveni in vivo
rychlého presouvani N znaGenych aminoskupin mezi zbytky téméF viech aminokyselin
Vv savc€ich proteinech. Toto je ukazkou témeét univerzalniho rozsahu pienosu aminoskupiny
predevsim v glutamatovych a aspartatovych zbytcich.

V ptredvaleéném obdobi (1937-1941) byly piipraveny polocisténé enzymové extrakty
z kosterni a srde¢ni svaloviny. Podobnost mezi dobfe znaAmym pienosem aminoskupiny mezi
aminokyselinami nebo aminy a reaktivnimi karbonylovymi slou¢eninami jako jsou chinony,
glyoxaly a ninhydrin potvrdila, Ze enzymatickd transaminace je zalozena na tvorb¢ a
tautomernim ptreskupeni meziproduktti, Schiffovych basi. Tento zavér byl podpoten vysledky
pokust s isotopickym znacenim a-vodiku nebo aminodusiku. Doslo ke kompletni vyméné a-
vodiku a retenci aminodusiku.

Braunstein také naznacuje, ze v procesu enzymatické transaminace musi byt obsazen
specialni zprostiedkujici akceptor dusiku a /nebo vodiku. Byla zjisténa role fosforylovaného
pyridoxalu jako esencialniho kofaktoru enzymatické transaminace.

Po druh¢é svétové vélce doSlo k nastupu chromatografickych metod, elektroforézy a dalSich
adekvatnich technik pro frakcionaci smési blizkych metabolitl. UmozZnily zhodnotit vyskyt
viceméné selektivnich enzymové katalyzovanych pienosii aminoskupin mezi témét vSemi

amino- a oxokyselinami ve v§ech zivych bunkach.

2. 2. 3. BIOLOGICKY VYZNAM TRANSAMINACNICH REAKCI

Jak jiz bylo zminéno, v soucasnosti je znamo piiblizn¢ 60 aminotransferas, které jsou
vSudypfitomné. Nicméné stéle je platny jiZ dfive ucinény zavér, Ze zejména u vyssich rostlin a
zivocichll vétSina transaminacnich reakci zahrnuje tii oxokyseliny vznikajici v glykolyze a
respiraénim cyklu a jejich aminoanalogy.

Podobné byla také zjisténa vudypiitomnost NAD-dependentni glutamétdehydrogenasy. Slo o
jediny rozpustny enzym katalyzujici selektivné a efektivné reverzibilni s dehydrogenaci
spojenou  deaminaci pfirozené se hojné vyskytujici L-aminokyselin.  Cinnost
glutamatdehydrogenasy a transaminas pfedstavuje hlavni cesty nepfimé deaminace a syntésy
jinych piirozenych aminokyselin, pozdéji oznacované jako transdeaminace a transreaminace
(Braunstein 1957).

Funkce glutamatdehydrogenasy v fadé biologickych systéml je spiSe katabolickda nez

anabolickd. Tento enzym ma slabou afinitu k amoniaku, nemtze tudiz katalyzovat aminaci 2-
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oxoglutaratu vyznamnéjsi rychlosti. V zivych builkach je rovnovaha stale posunuta ve
prospéch transdeaminace. Dochazi k rychlému odstranovani produktti dehydrogenace
glutamatu NAD(P)H reoxidaci, 2-oxoglutaratu oxidativni dekarboxylaci, redukci,
transreaminaci @ amoniaku exkreci nebo pfeménou nha mocovinu, amidové skupiny atd. Byl
objasnén vyznam transdeaminace ve spojeni s minoritnimi cestami pro disimilaci NH; skupin

(Braunstein 1957).

2.2. 4. SPEKTRALNI VLASTNOSTI PLP JAKO KOENZYMU VAZANEHO
V TRANSAMINASACH (AST, ALT)

Zatimco AST je v literatufe zpracovana dikladné, o ALT je referovano ziidka. Proto se

v dal$im textu vénuji také AST jako dalsi predstavitelce skupiny transaminas.

AST jako transaminasa patii do skupiny enzymu, které obsahuji koenzym pyridoxal-5-fosfat
(PLP). PLP je kovalentné pfipojen k e-aminoskupiné lysinu 258 v aktivnim centru AST
(Kirsch se sp. 1984). PLP zajistuje charakteristicka absorp¢ni spektra AST, ktera se 1isi od
spekter samostatného PLP a kterd jsou stejna bez ohledu na druh. Enzym ma4 proteinovou ¢ast
slozenou ze dvou identickych, nekovalentné spojenych podjednotek s molekulovou hmotnosti
asi 93 kDa. Jisté rozdily v tomto enzymu jsou mezi zivo¢isnymi druhy (Brenda).

Enzym je dostupny v relativné Cisté a stabilni form¢ z nékolika komer¢nich zdroji. Prestoze
tyto preparaty nejsou pravdépodobné urceny pro specialni spektralni pouziti, jevi se jako
relativné vhodné pro tyto Ucely (Drsata se sp. 1991).

Pyridoxalfosfatova forma AST vykazuje v zavislosti na pH hlavni absorpéni pik pii 360 nm
(aktivni, neprotonizovana forma koenzymu pievazujici pii vySsich hodnotach pH) a /nebo pik
pfi 430 nm (inaktivni, protonizovana forma, vzristajici pfi nizkych hodnotach pH).

Po reakci se substratem L-aspartitem v pribéhu prvni faze ping-pongové transaminacni
reakce se objevuje pyridoxaminfosfatova (PMP) forma koenzymu a ptvodni absorpéni
maximum se piesouva do oblasti 325 az 330 nm (Kirsch se sp. 1984).

Zatimco volny pyridoxal-5-fosfat a pyridoxamin-5-fosfat nejsou opticky aktivni substance,
koenzym navazany v aktivnim misté AST vykazuje spektra cirkularniho dichroismu v oblasti
300 az 500 nm, ktera jsou podobna absorpcnim spektrim. CD efekt je zplisoben zménami v
elektronové konfiguraci molekuly (Breusov se sp. 1964). Vyhodou CD je odstranéni

absorp¢nich znakl opticky neaktivnich slozek, coZ umoziuje identifikaci specifickych signali
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koenzymu a jejich zmén, a také dovoluje odkryti pikii aromatickych aminokyselin v oblasti
260 az 280 nm.

Vyhodnoceni intenzity, znakti a zmén absorpcnich spekter a spekter cirkularniho dichroismu
umoznuje, vedle méfeni katalytické aktivity, urcit kvalitu enzymovych preparati a pomaha
pochopit interakce AST s dalSimi molekulami. U ALT je situace analogicka.

Co se ty¢e ALT, Matsuzawa a Segal (1968) ve své praci uvadi, ze absorpéni spektrum volné
ALT vykazuje maximum pii 430 nm. Reakci ALT s L-alaninem vznika pyridoxaminova
forma, ktera zpiisobi pfesun maxima k 325 nm. Stejné vysledky pozorovali jesté diive také
jini autofi (Gatehouse se sp. 1966).

Vliv Z-4,4-bis(4-ethylphenyl)-2,3-dibromo-2-butenoové kyseliny na absorp¢ni spektra a
spektra cirkularniho dichroismu ALT a AST v oblasti charakteristické absorpce koenzymu ve
své praci sledovali DrSata se sp. (1991). Uvedend sloucenina byla syntetizovana jako
cytostatikum edikron. Edikron ma schopnost inhibovat né€které pyridoxalové enzymy, mezi
které patii také ALT a AST. Byla zjisténa také inhibice tetrahydrofolatreduktasy,
folatreduktasy, formiminotransferasy, glukosa-6-fosfatdehydrogenasy a glykolytickych
thiolovych enzymt (Drobnica se sp. 1975). Inhibice téchto enzymu je dilezita z pohledu
cytostatického uc€inku slouceniny. Inhibice n¢kterych pyridoxalovych enzymt poukazuje na
nespecifické ucinky potencialniho cytostatika.

Co se ty¢e AST, edikron snizoval absorpci a CD maxima pifi 360 nm, které reprezentuje
aktivni formu enzymu. NepiedeSel ale tvorbé pyridoxaminové formy enzymu vznikajici
v ptitomnosti L-aspartatu. Doslo K celkovému mirnému naristu absorpce a potlaceni pika
v celé oblasti méfeni v pritomnosti edikronu v dasledku rostouciho zakalu po céastecné
denaturaci proteinu.

V piitomnosti L-aspartatu se maxima koenzymu zfeteln€ pfesunula na jeden pozitivni pas pfi
vinové délce 325 az 300 nm odpovidajici pyridoxaminova form¢. Navic vzrostl pozitivni pik
v oblasti 270 az 280 nm a negativni pik v oblasti 290 aZ 300 nm. Oba piky reprezentuji
aromatické aminokyseliny apoenzymu v aktivnim misté (Martinez-Carrion se sp. 1970). Vliv
edikronu na pyridoxaminovou formu koenzymu a na apoenzym se projevil poklesem piku
Vv oblasti 325 az 330 nm. Pozitivni pik v oblasti 270 az 280 nm se mirn¢ zvysil a negativni pik
pfi 290 az 300 nm vymizel v pfitomnosti edikronu (Drsata se sp. 1991).

V ptipadé ALT edikron zplsobuje nevyznamné spektralni zmény enzymu, ale ¢astecné tento
enzym denaturuje. Ve smési enzymu a L-alaninu edikron neptedchdzi vzniku pyridoxaminové
formy, ptresouva pik pyridoxalové formy (430 nm) k325 nm, coZz odpovidd pravé

pyridoxaminové formé, a to bez ohledu na pfitomnost nebo nepfitomnost edikronu. Edikron
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vSak zvySuje absorpc¢ni kiivky v diisledku ¢aste¢né denaturace enzymu doprovazené narustem
turbidity vzorkd. Edikron nema vyrazny vliv na spektra ALT v oblasti optickych znaki
pyridoxalfosfatu v oblasti 300 az 500 nm. Na druhé strané edikron mirné ovlivituje spektra
ALT v oblasti 270 az 290 nm, coz poukazuje stejn¢ jako v ptipadé¢ AST na konformacni
zmény aromatickych aminokyselin apoenzymu. Zavérem prace Drsaty se sp. (1991) je fakt, ze
vzhledem chemické reaktivité¢ edikronu je pravdépodobna interakce slouceniny s proteiny

vedouci ke zna¢nym konformacnim zmeénam.

2.2.4. 1. Absorpéni spektra

Tato ¢ast je vénovana absorpénim spektrim pyridoxalovych enzymi obecné, nejveétsi prostor
je opét vénovan AST, jejiz spektralni vlastnosti jsou v literatufe popsany nejpodrobnéji. Totéz

plati pro nasledujici kapitolu 2. 2. 4. 2. Cirkulérni dichroismus.

Rada pyridoxalovych enzymii ma podobna spektra.

Pii nizkém pH cytosolickd aspartdtaminotransferasa vykazuje maximum pii 430 nm,
mitochondridlni aspartitaminotransferasa ptfi 435 nm. Tato maxima jsou podobnd maximu
Schiffovy base pti 415 nm.

Pro né¢které pyridoxalové enzymy je poloha pikt blizka pikiim jednoduché Schiffovy base ve
vodé. U jinych, napf. aspatataminotransferasy, jsou zietelné¢ posunuty. Posun l1ze pozorovat
také u glutamatdekarboxylasy E.coli, které absorbuje voblasti 420 nm, a
DOPAdekarboxylasy. U téchto tii enzymt dochazi pravdépodobné k protonaci koenzymu na
dusiku kruhu vnitini Schiffovy base koenzymu s lysinem postranniho fetézce proteinu.
,»Sedlo” v oblasti vinovych délek 430 az 435 nm a pik aromatickych aminokyselin v proteinu
zahrnuje zfetelné mnozstvi dalsi absorpce. To miize byt zptisobeno necistotami, mezi které 1ze
zaradit malé mnozstvi B-subformy cytosolického isoenzymu. Je také mozné, Ze odpovidaji
minoritnim tautomeram (Christen a Metzler 1985).

Spektra cytosolické a mitochondridlni aspartataminotransferasy pifi vysokém pH jsou
podobna, ale lisi se polohou pikt a jejich tvarem. Pik cytosolické AST se nachazi v oblasti
363 nm, mitochondridlni pfi 354 nm a je zfetelné Sirsi. Oba piky jsou blizko vinové délce 357
nm piedpovézené pro dipolarni ionické tautomery jednoduché Schiffovy base ve vodé.

Vazba dikarboxylatl, glutaratu, sukcinatu nebo 2-oxoglutaradtu zpusobi batochromni posun

piku (posun polohy piku do oblasti vyssich vinovych délek) pii nizkém pH.
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Po vazb¢ dikarboxylatii je pro oba isoenzymy absorpce minoritnich pika v ,,sedle” ponékud
snizena, jako by byla posunuta tautomerickéd rovnovaha. Tvorba dikarboxylatovych komplext
pfi vy$$im pH zplisobuje malé zmény ve spektru (Bonsib se sp. 1975).

Spektrum pyridoxaminovych forem obou enzymi je v podstaté stejné. Pik se objevuje
Vv oblasti 323 az 333 nm. Pik nachazejici se v oblasti 327 nm odpovida neutralnimu vodnému
pyridoxaminu s dipolarnim ionickym kruhem a protonovanou 4’- aminoskupinou.

Na spektrech komplext aspartataminotransferasy s dvojicemi substratii aspartatt+oxalacetat a
glutamat+2-oxoglutarat lze pozorovat Ctyfi komponenty. Slaby chinoidni pik s hlavnim
maximem pii 493 nm se objevuje v piipad¢ cytosolické AST, ale témét chybi ve spektru
mitochondrialniho isoenzymu. Piky v oblastech 417 az 428, 356 az 372 a 327 az 337 nm
odpovidaji protonovanému aldiminu, neprotonovanému aldiminu a pyridoxaminové formé
volného enzymu. V oblasti 334 az 337 nm pro aspartit+oxalacetat je pik extrémné Siroky, coz
naznacuje piitomnost dalsi spektralni formy ptesahujici tuto oblast (Christen a Metzler 1985).
Zatimco mitochondrialni AST se objevuje v jedné hlavni formé, o cytosolické AST se dlouho
uvazovalo, Ze se vyskytuje v riznych formach (Martinez-Carrion se sp. 1965).

a-forma je plné¢ funkcni, druhd forma, B-forma, vykazuje pouze polovicni aktivitu, nizsi
isoelektricky bod a druhy silny absorpéni pik v oblasti kolem 340 nm. Nedochézi k posunu
tohoto piku vlivem pH, ani vazbou substrati.

VétSina aminotransferas se podoba AST tim, ze maji absorpéni maximum pfi nizkém pH
v oblasti 410 az 435 nm. Nicméné mohou zde byt zietelné rozdily. Jak uvadi Saier a Jenkins
(1967), napt. savéi ALT, kterd méa pK kolem 7,4, absorbuje maximalné pii vinové délce 425
nm pii nizkém pH, ale pii vysokém pH pii 325 nm.

oblasti pH.

Skupina enzymii zahrnujici GABA-AT, bakteridlni w-aminotransferasy a bakterialni
taurinAT, maji absorpéni maxima v oblasti 330 az 345 nm, ktera reprezentuji inaktivni
koenzym ve formé podobné té, ktera zpusobila pik pii 340 nm B-formy cytosolické AST
(Christen a Metzler 1985).

2. 2. 4. 2. Cirkularni dichroismus

Volny PLP je symetricky a tudiz opticky neaktivni chromofor. Jeho navazanim v aktivnim
misté¢ enzymu dojde k vytvoreni indukované optické aktivity. Optickou aktivitu lze detekovat

ve form¢ zaznamu optického rota¢niho rozptylu (optical rotatory dispersion) nebo
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cirkularniho dichroismu. Indukovany neboli ,,extrinsic* Cottonliv jev zobrazeny pomoci
enzymové¢ vazaného PLP byl poprvé pozorovan pro cytosolickou AST z praseciho srdce
(Fasella a Hammes 1964).

Podle Laboratorni encyklopedie na internctovych strankach www.labo.cz/sl/vy02.htm
vyjadiuje Cottonliv jev zavislosti mezi velikosti cirkularniho dichroismu a optické rotace
(cirkularniho dvojlomu) na vinové délce svétla. Tyto dvé veliCiny vykazuji charakteristické
pribehy v oblasti absorp¢nich pikli zkoumané latky.

Pozdéji byly podobné Cottonovy efekty zjistény pro mnoho dalSich pyridoxalovych enzymu
(dekarboxylasy, glykogenfosforylasy) (Johnson a Graves 1966).

Na CD spektru volné cytosolické AST a jejich oximovych a acylhydrazonovych derivati je
patrny pozitivni pik v oblasti 362 a 430 nm odpovidajici enzymovée vazanému PLP. Po reakci
S hydroxylaminem dochazi ke zmenSeni piku CD pii pH 8. Pti pH 5 pik téméf kompletné
mizi. Reakce sobjemnymi karbonylovymi slouceninami jako je aminooxyacetat,
isonikotinoylhydrazid nebo semikarbazid vede k obraceni signalu cirkularniho dichroismu.
Dochéazi ke vzniku negativniho signalu cirkuldrniho dichroismu komplexd enzym-inhibitor.
Negativni pik v oblasti 493 nm Ize pozorovat také po reakci AST s kvazisubstratem erythro-3-
hydroxyaspartatem. Z téchto poznatki bylo odvozeno nasledujici empirické pravidlo :
Pferuseni iminové vazby mezi PLP a lysinem v aktivnim mist¢ AST po reakci
s karbonylovymi slou¢eninami je doprovazeno silnym tubytkem pozitivniho CD nebo inverzi
signalu. Toto pravidlo je uZite€né pro interpretaci vlivu inhibitorl a substratovych analogli na
AST (Torchinsky a Malakhova 1968).

Pokles cirkularniho dichroismu po vazbé substratii je pravdépodobné zplisoben pferusenim
vnitini iminové vazby a tvorbou ,externiho“ (substratového) aldiminu. Komplexy
pyridoxalové formy AST s 2-methylaspartaitem a 2-oxoglutardtem maji podobnd absorpéni
spektra, ale rozdilné hodnoty koenzymového CD. Timto je podpotfena hypotéza, Zze CD
hodnoty koenzymu rozliSuji spektrofotometricky podobné formy enzymu, které se lisi
chemickou strukturou nebo konformaci (Christen a Metzler 1985).

Pozitivni cirkularni dichroismus v oblasti 333 nm je pozorovan pro pyridoxaminovou formu
enzymu a také vsigndlu komplexii apoenzymu s pyridoxinfosfatem, 4'-

deoxypyridoxinfosfatem a n€kterymi dal§imi PLP analogy (Ivanov a Karpeisky 1969).


http://www.labo.cz/sl/vy02.htm
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2. 2. 5. PYRIDOXALFOSFAT (PLP)

Obr. 3 Vzorec pyridoxal-5-fosfatu

Termin ,,vitamin B6* byl poprvé pouzit v roce1934 Paulem Gyorgym. Vitamin B6 oznacoval
neidentifikovanou smés, kterd ma schopnost piedchazet, ptip. 1éCit floridni dermatitidu
vyvolanou u potkanti krmenych potravou obsahujici pouze v té dobé znamé esencidlni slozky
potravy. Tehdy byly zndmy pouze vitamin B1 (thiamin) a vitamin B2 (riboflavin).

Tento vitamin byva také oznaCovan jako pyridoxin. Radu let byly tyto dva terminy
povazovany za synonymum. Pozd¢ji se ukazalo, ze vitamin B6 je komplexni, zatimco
pyridoxin je pouze jednou jeho slozkou (Snell a Rannefeld 1945).

V roce 1945 provedl Snell pokusy, pii kterych zahiival pyridoxal s glutamatem. Doslo ke
konverzi na pyridoxamin. Naopak zahfivanim pyridoxaminu a 2-oxoglutaratu vznikal
pyridoxal. Slo o pIné reverzibilni reakci. Podobné reakce pozoroval i u dal§ich aminokyselin.
Shrnuti dvou takovych reakci dava analogickou transaminacni reakci mezi amino- a
oxokyselinami jako v pfipadé¢ enzymatické transaminace. V enzymatické reakci vSak
pyridoxal a pyridoxamin piisobi jako katalyzatory.

Snell (1945) ptedpovédél, Ze pyridoxal, pyridoxamin a jejich derivaty by se mohli podilet na
enzymatické transaminaci. Rada vzajemné navazujicich pokusi vedla k zavéru, Ze
fosforylovany pyridoxal je nezbytnym koenzymem metabolismu aminokyselin, zahrnujici
enzymatickou transaminaci. PLP se podili na transaminaci stejnym zptisobem, jako pyridoxal
funguje v odpovidajicich neenzymatickych reakcich. Pyridoxaminfosfat (PMP) se ziejmé
reverzibilng tvoii béhem enzymatické transaminace a vyskytuje se proto piirozeng.
Rabinowitz a Snell (1947) pfipravili PMP neenzymatickou transaminaci mezi PLP a L-
glutamatem. Zjistili, Ze se tato substance vyskytuje pfirozené a ze ptedstavuje velky podil

celkového vitaminu B6 v bunéénych extraktech. Pozdé€ji bylo zjiSténo, Zze vitamin B6 je
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esencidlni pfirozené¢ se vyskytujici ristovy faktor, ktery je mnohem aktivnéjSi nez
pyridoxamin nebo pyridoxal a také podstatné aktivngj$i nez PLP. Tato informace pochazi
z pokusi na riiznych druzich laktobacilt (McNutt a Snell 1947).

Zatimco puvodni pokusy o demonstrovani aktivity PMP  jako koenzymu
aspartataminotransferasy byly nepriikkazné, studie provedena Meisterem se sp. (1954), ktefti
pouzivali purifikovanou apoaspartataminotransferasu, poukazala na kompletni aktivaci
ekvimolarnimi mnozstvimi krystalického PMP nebo PLP. Vzijemné ptemény PMP a PLP
béhem enzymatické transaminace v pfitomnosti nadbytku 2-oxoglutaratu nebo glutamatu
presvédcivé dokladaji vyznam  neenzymatickych transaminacnich reakci jako modela
spoluucasti koenzymu na enzymatické transaminaci. Dnes je plné¢ akceptovéan tzv. ping-

pongovy mechanismus pisobeni koenzymu.

Apo-E. PLP + glutamét «>Apo-E .PMP + 2-oxoglutarat

Apo- E. PMP + oxalacetat <> Apo-E. PLP + aspartat

Glutamat + oxalacetat <> aspartat + 2-oxoglutarat

Apo- E v téchto rovnicich znamena apoformu aspartataminotransferasy, Apo-E.PLP a Apo-
E.PMP piedstavuji dvé vzijemné pireménitelné formy aspartdtaminotransferasy. 1 kdyz
v prubéhu katalyzované reakce nedochazi k disociaci holoenzymu na apoenzym a koenzym,
je zteymé, Ze apoaspartataminotransferasa katalyzuje (i kdyz pomérné neucinn¢) obé¢ reakce :
Glutamat + pyridoxal <> 2-oxoglutarat + pyridoxamin

Pyridoxamin + oxalacetat «» pyridoxal + aspartat

Proto katalyzuje i vyslednou reakci : glutamat + oxalacetat <> aspartat + 2-oxoglutarat

(Meister se sp. 1954).

Lze odvodit analogické reakce pro ALT:
Glutamat+ pyridoxal <> 2-oxoglutarat + pyridoxamin
Pyridoxamin+pyruvat— pyridoxal+alanin

Vysledna reakce : glutamat+pyruvat«—2-oxoglutarat+alanin
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2. 2.5. 1. Mechanismus pusobeni koenzymu pyridoxalfosfatu

Pyridoxalfosfat (PLP) jako koenzym fady enzymii podilejicich se na metabolismu
aminokyselin ma kli¢ové postaveni v pfeménach aminokyselin. Pfi transaminaci funguje PLP
jako nosi¢ aminoskupiny a pfendsi ji na oxokyselinu.

PLP je aldehydovou skupinou vazan na e-aminoskupinu zbytku lysinu molekuly enzymu a
tvofi s ni Schiffovu bazi. a-aminoskupina pifeménované aminokyseliny vytlaci e-
aminoskupinu lysinu a vytvoti s PLP novou Schiffovu bazi (aldimin). PLP zlstane mezitim
spojen s enzymem nekovalentné. Nasleduje labilizace vazby C-H a transaminace. Mize také
dojit k labilizaci vazby C-C a nasledné dekarboxylaci aminokyseliny, labilizaci vazby C-R a
aldolovému $tépeni nebo vazby C-N a racemaci.

Jak jiz bylo uvedeno, navazdnim aminokyseliny na PLP dochdzi k tvorbé aldiminu. Dvojna
vazba v Schiffové bazi aminokyselina-PLP se posune za vzniku ketiminu, ze kterého se pak
hydrolyticky odstépi a-oxokyselina. Aminoskupina ziistdva v komplexu pyridoxaminfosfat-
enzym. Reakce je snadno vratnd. Pyridoxaminfosfat mize s jinou a-oxokyselinou vytvofit
Schiffovu bazi, z niz se hydrolyticky uvoliiuje aminokyselina, odvozena od této oxokyseliny.
Transaminace PLP-katalyzou je piikladem dvousubstratové reakce s ping-pongovym
mechanismem. Ping-pongova reakce probiha tak, ze na enzym se navaze prvni substrat, dojde
k reakci a oddéli se prvni produkt. Béhem reakce substrat preda aminoskupinu. Dochazi ke
zméné enzymu. Poté se pfipoji druhy substrat, pfevezme od enzymu skupinu, kterou mu
ptedal prvni substrat, a uvolni se druhy produkt. Enzym se vraci do piivodni formy.

Nejcastéji byva a-oxokyselinou, na niz se pifevadi aminoskupina z pyridoxaminu, 2-
oxoglutarat. Spole¢ny akceptor aminoskupin vétSiny aminokyselin umoziuje jejich
shromazdéni do jedné latky, glutamatu. Glutamat poté poskytuje aminoskupiny k syntézam
nebo je zavadi do findlnich reakci, jimiz se tvofi kone¢ny produkt vylu€ovani odpadniho
kysliku. Oxidacni deaminaci glutamatu katalyzuje glutamatdehydrogenasa. Je lokalizovéana
V mitochondriich témét vSech sav€ich bunék. Glutamatdehydrogenasa katalyzuje 1 opacnou

reakci, aminaci 2-oxoglutaratu amoniakem. Smér reakce zavisi na koncentraci reakénich

slozek v bunce (Vodrazka 1996 )
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2. 3. PYRIDOXALISONIKOTINOYLHYDRAZON (PIH)

Obr. 4 Vzorec pyridoxalisonikotinoylhydrazonu

Stejné jako v diplomové praci, i v piipadé této prace byl v pokusech pouzivan jako struktura,
kterd se mlze vazat v aktivnim centru enzymu, pyridoxalisonikotinoylhydrazon (PIH). PIH
vznikd kondenzaci pyridoxalu a hydrazidu kyseliny isonikotinové (isoniazidu). Vznikla
struktura ma charakter tzv. Schiffovy base (iminu). Je relativné nestabilni, rozklada se

vychozi slozky.

H(
CHO H
C N HoN
B OH O
b H,0

Obr. 5 Rozklad PIH na pyridoxal a isoniazid

Predpoklad plsobeni PIHu jako inhibitoru pyridoxalovych enzymil jsme do urcité miry
potvrdili pfedchozimi pokusy. Ptes strukturni podobu nebyla zjisténa inhibice dekarboxylasy
aromatickych aminokyselin kompetitivni s pyridoxalfosfatem (Vancurova 2006).

PIH je podobny pyridoxalfosfatu, ktery je koenzymem jak dekarboxylasy aromatickych
aminokyselin, tak aminotransferas (ALT, AST). Kromé& pyridoxalové Casti 1ze ve struktufe
PIH rozpoznat ¢ast podobnou isoniazidu, ktery je znamy jako antituberkulotikum.

PIH ptedstavuje vadci strukturu skupiny aroylhydrazont, potencidlnich chelatorti zeleza. Je

schopen vazat volny nebo voln¢€ vazany Fe?* pomoci fenolového a karbonylového kysliku a
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iminového dusiku. Komplexy Zelezo-PIH ve vodném roztoku vykazuji stechiometrii 1:2
(Buss se sp. 2002).

Jelikoz v soucasnosti existuje nedostatek v klinické praxi vyuzitelnych chelatord zeleza, které
by nahradily deferoxamin, PIH a jeho analogy se jevily jako nadéjné struktury, které stoji za
to dale studovat. Z literatury vyplyva, Ze si tyto struktury zaslouzi dal$i vyzkum jako
potencialni oralné aktivni chelatory zeleza. Jako jediny cheldtor zeleza je V soucasnosti
pouzivan deferoxamin (DFO). Pouzivani DFO ma urcité nevyhody, jako je nutnost podavani
vV subkutanni infuzi, slaba intestinalni absorpce a pomérn¢ vysokd cena. PIH vykazuje
vysokou chelata¢ni €innost k Zelezu jak in vitro na bunécnych kulturach, tak in vivo u mysi a
potkanti. Navic je tento chelator relativné netoxicky a ekonomicky, co se tyCe piipravy, a lze
jej podavat per os. Vykazuje vysokou selektivitu a afinitu k zelezu. V neddvné minulosti byl
PIH se svymi analogy a jejich chelatacnim potencidlem ignorovéany, pozornost byla upifena
mj. na strukturu 1,2-dimethyl-3-hydroxypyrid-4-onu. Byly vSak zjistény komplikace
doprovazejici terapii touto latkou, proto se nyni pozornost upird smérem k aroylhydrazoniim
(Richardson a Ponka 1998).

Chelatacni terapie byla pivodn€ urena pro zmirnéni toxického pisobeni nadbytku zZeleza
v organismu. Nové poznatky o toxikologickych vlastnostech komplexu chelator Zeleza-kov
presunuly ¢ast pozornosti na jejich vyuziti v nddorové chemoterapii. Zatimco redoxné
inaktivni komplexy cheldtoru zeleza jsou vhodné pro terapii nemoci z nadbytku zeleza,
komplexy s vysokou redoxni aktivitou vykazuji slibné vysledky jako chemoterapeutika
neoplazii. Kalinowski a Richardson (2007) ve své praci hodnoti riizné zpisoby plisobeni a
toxikologicke profily chelatort Zeleza zahrnujici analogy
2-pyridylkarboxaldehydisonikotinoylhydrazonu,  di-2-pyridylketonisonikotinoylhydrazonu,
di-2-pyridylketonthiosemikarbazonu a klinicky testovany chelator 3-aminopyridin-2-
karboxaldehydthiosemikarbazon.

Bernhardt se sp. (2005) studovali chelata¢ni aktivitu diaroylhydrazind. Stejné jako v ptipadé
aroylhydrazont byla u téchto latek zjisténa N, N, O trojboké koordinace chelatori se zelezem.
Chelata¢ni schopnost téchto latek byla podstatné vétsi nez v ptipadé v soucasnosti v klinické
praxi pouzivaného deferoxaminu. Ve srovnani s PIH byla tato aktivita pfiblizné¢ stejna.

PIH a jiné aroylhydrazony ptsobi jako potencidlni ochranné latky proti kardiotoxicité
vyvolané anthracykliny. Anthracyklinova antibiotika zlstavaji mezi nej€astéji vyuZivanymi a
nejucinngjSimi  antineoplastiky. Z tohoto dGvodu je studovan kardioprotektivni efekt
aroylhydrazonovych chelatorti zeleza. Kardioprotektivni efekt PIH u kralik zkoumali

Simtnek se sp. (2005, 2008).
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U kralika, kterym byl dlouhodobé podavan daunorubicin, PIH v ddvce 25 mg/kg pomohl
predejit smrti a funkénimu poskozeni levé komory srde¢ni. Dvou- az dvouapilnasobné
zvySeni davky chelatorti vedlo paradoxné k negativnimu vysledku, co se tyce kardioprotekce
a celkové mortality (Simtnek se sp. 2008).

Kaiserova se sp. (2006) pouzivali k pokusiim antineoplastika doxorubicin a bleomycin. O
téchto 1éCivych latkach je znamo, Ze zpusobuji oxidativnim stresem vyvolané nezédouci
ucinky na srdci a plicich. Je ¢asto zmifovano, Ze na toxicit¢ doxorubicinu a bleomycinu se
podili ionty zeleza. Autoii si stanovili za cil zjistit, jestli chelatace Zeleza piedchazi
oxidativnim stresem zplsobené toxicit¢ doxorubicinu a bleomycinu. Vysledkem prace je
poznatek, ze schopnost chelatovat Zelezo neni jediny zptisob, jak dana molekula chrani proti
doxorubicinem ev. bleomycinem vyvolané cytotoxicite.

Problémem aroylhydrazonii je jejich kratky biologicky polocas. Stabilitou aroylhydrazona
vV plazmé a piibuznych biologickych médiich se zabyvali mj. Kovaiikova se sp. (2008).
Ackoli jsou aroylhydrazony relativné stabilni ve fosfatovém pufru, v plazmé podléhaji rychlé
degradaci. Stabilitu autofi hodnotili za pomoci HPLC.

Nékteré dostupné prace se vénuji derivatim aroylhydrazond a jejich schopnosti snizovat
oxidativni poskozeni bun€k vlivem UV zéfeni. Vystavovani bunck lidské kiize slunecnimu
UV A zéifeni vede k okamzitému na davce zavislému vzestupu labilniho zeleza, které
nasledné podporuje oxidativni poskozeni a nekrézu bunck. Silné chelatory zeleza maji
schopnost potlacovat bunééné poskozeni a nekrozu fizenim poolu volného Zeleza ve tkani.
Dlouhodobé podavani ma viak za nasledek systémovou depleci Zeleza. ReSenim jsou
,prodrugs®, které se aktivuji v bunkach ktze pii fyziologicky vyznamné hladiné¢ UV A zaieni
(tzv. caged-iron chelators). K uvoliiovani chelatoru dochazi v zavislosti na davce. Yiakouvaki
se sp. (2006) ptedstavili prototypy chelatori Zeleza, které jsou odvozené od
pyridoxalisonikotinoylhydrazonu a salicylaldehydisonikotinoylhydrazonu. Autofi prokazali,
ze intraceluldrni pool voln¢ho zeleza a nasledna nekrdéza bunck lidskych fibroblasti je
vyrazn€ niz§i po vystaveni testovanych bunék kombinaci zminénych sloucenin a fyziologicky
relevantnim davkam UV A. Zuvedeného vyplyva, Ze tyto nové, svétlem aktivované
,prodrugs‘ maji schopnost chranit kozni bunky pred skodlivym vlivem slune¢niho zafeni.
Dalsi potencialni moznost vyuziti PIHu a dalSich aroylhydrazoni je v terapii
neurodegenerativnich onemocnéni (Whitnall a Richardson 2006). Zelezo je prvek nezbytny
pro proces transportu kysliku, elektronovy transport a syntézu DNA. Pokud vSak chybi
moznost uskladnéni nebo chelace, nadbyte¢ny volny prvek se podili na tvorbé volnych

radikali, které vyvolavaji oxidacni stres s apoptozu. Piedpoklada se tudiz, ze zelezo se miize
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podilet na vzniku neurodegenerativnich onemocnéni jako Parkinsonova choroba,
Hungtingtonova chorea a Alzheimerova choroba. Prace Whitnalla a Richardsona (2006)
pojednava o potencidlnich moznostech vyuziti chelatorti zeleza jako terapeutické moznosti

Vv ptipad¢ 1écby neurodegenerativnich chorob.
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3. CIL PRACE
Cile prace lze definovat v n¢kolika bodech:

1) Hlavnim cilem prace bylo zjistit, zda PIH ovlivitluje spektralni vlastnosti
pyridoxalovych enzymi, coz mélo byt demonstrovano na alaninaminotransferase (EC
2. 6. 1. 2). Ukolem bylo ovéfit, jak se ptitomnost PIH ve vzorku projevi na

absorp¢nim a CD spektru enzymu, zda neovlivni vazbu koenzymu pyridoxalfosfatu.

2.) Cilem bylo také zpracovat dostupné informace o cirkularnim dichroismu jako pouzité
metod€. Vzhledem k tomu, ze reSerSi o pyridoxalisonikotinoylhydrazonu jsem se
vénovala jiz difive (Vancurova 2006), tkolem bylo zaméfit se v reSerSi o PIHu

zejména na aktudlni informace.
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4. MATERIAL A METODIKY

4. 1. POUZITE CHEMIKALIE

4.1.1. SUBSTRAT

L-a-alanin (Roana, Budapest’, Mad’arsko)

4.1. 2. CHEMIKALIE PRO PRiIPRAVU PUFRU

Hydrogenfosfore¢nan disodny p. a. (Penta, Chrudim)

Dihydrogenfosforeénan sodny p. a. (Lachema, Neratovice)

Azid sodny (Lachema, Brno)

4.1.3. CHEMIKALIE PRO PRIPRAVU ROZTOKU

Pyridoxalisonikotinoylhydrazon (dar od prof. Poniky, McGill University, Montreal, Kanada)

Dimethylsulfoxid Chromasolv for high performance liquid chromatography (Sigma Aldrich

Chemie, Steinheim, Némecko)

4.2. ENZYM

Alaninaminotransferasa EC 2. 6. 1. 2.

syn. Glutamat-pyruvat transaminasa (GTP) z praseciho srdce 25 mg/ 2,5 ml (Roche

Diagnostics, Mannheim, Némecko)

4.2.1. POSTUP PRIPRAVY ENZYMU

Byl pouzit purifikovany enzym glutamat-pyruvat transaminasa firmy Roche. Suspenzi
enzymu z lahvicky jsme piepipetovali do tapvalky, enzym jsme stocili v centrifuze pii 5000
otackach po dobu 20 minut. Odpipetovali jsme supernatant a precipitat jsme rozpustili v 0, 1
M fosfatovém pufru pH 7, 4 s 0, 05 % azidem. Preparat jsme dialyzovali 2x pul hodiny (resp.
2x 1 hodinu v pfipadé pfipravy enzymu pro meéfeni CD spekter) proti 500 ml 0,1 M
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fosfatovému pufru pH 7,4 s 0,05 % azidem. Charakteristika dialyzac¢ni trubice viz kapitola 4.
4. Dialyza¢ni trubice. Dialyza byla provadéna v chladici mistnosti za neustidlého michani
pufru magnetickym michadlem. Po ukonceni dialyzy jsme obsah dialyza¢ni trubice
kvantitativné odebrali a nastavili pufrem na pozadovany objem.

Pro piipravu vzorki pro méteni UV-VIS spekter byla dialyzovana pouze polovina celkového
objemu enzymu. Po ukonceni dialyzy byl objem nedialyzovaného enzymu doplnén na objem

dialyzovaného enzymu po ukonceni dialyzy.

4. 3. PYRIDOXALISONIKOTINOYLHYDRAZON

4.3.1. PRIPRAVA ROZTOKU PIH

PIH je latkou obtizné rozpustnou ve vodném prostiedi. Existuje také riziko jeho zpétného
vykrystalizovani  z vodného roztoku. Rozpousténi PIH bylo podpofeno pouzitim

dimethylsulfoxidu (DMSO).

4.3.2. POSTUP PRIPRAVY ROZTOKU PIH

Potfebnou navazku PIH jsme rozpustili nejprve v dimethylsulfoxidu. Optimalni mnozstvi
pouzitého dimethylsulfoxidu bylo zjisténo diiveéjsimi pokusy a tyto poznatky byly jiz vyuzity
Vv pokusech v rdmci diplomové prace (Vancurovd 2006). Pro zvoleni optimalni koncentrace
DMSO je potieba zohlednit riziko ovlivnéni aktivity enzymu a zpétného vykrystalizovani PIH
béhem pokusu. Po rozpuSténi a promichani na shakeru byl k roztoku pitidavan 0,1 M
fosfatovy pufr s 0,05 % azidem. Smés byla opét pofadné promichdna a rozpusSténi PIH ve
zfedéném DMSO podpofeno pouzitim ultrazvukové 1azné. Do vzorkl byl PIH ptidavan ve

formé roztoku v pufru s 5 % DMSO.

4. 4. DIALYZACNI TRUBICE

Dialyzacni trubice Dialysis Tubing . Visking, vel. 3 Inf Dia 20/32-15,9 mm (Medicell,
Londyn, Velka Britanie)
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4.5. PRISTROJE

predvazky BL 310 Sartorius AG Géttingen (Némecko)
analytické vahy CP 225D Sartorius AG Géttingen (Némecko)
magnetickd michacka- IKA Color Squid (Némecko)
- MM 2A Laboratorni piistroje Praha (CR)
shaker MS 2 Minishaker, IKA Works (USA)
pH metr WTW inoLab pH Level 2, Weilheim (Némecko)
ultrazvukova lazen VWR Ultrasonic Cleaner (Leuven, Malajsie)
centrifuga Biofuge Stratos, Heraeus (Némecko)
cirkularni dichrograf JASCO J-815 CD Spectrometer (Ustav organické chemie a biochemie
Akademie véd CR, Praha)
spektrofotometr Hewlett-Packard 8453 (Katedra biofyziky a fyzikalni chemie, FaF UK)

4.6. UV-VIS SPEKTRA

Purifikované pyridoxalové enzymy umoznuji sledovat spektralni vlastnosti aktivniho mista
enzymu. Nejprve, oddélené od ostatnich pokusu studujicich interakci PIH s pyridoxalovym
enzymem s vyuzitim cirkularniho dichroismu, byl proveden pokus, jehoz tkolem bylo ovétit
stabilitu PIH a jeho chovani v pfitomnosti enzymu alaninaminotransferasy, pfip. i substratu L-
alaninu za pomoci mé&feni UV-VIS spekter. Cilem bylo také sledovat zmény Vv jednotlivych
vzorcich v Case. Pro méfeni byl pouzit UV-VIS spektrofotometr v laboratoii Doc. Kubicka na
Katedie biofyziky a fyzikalni chemie FaF UK.

4.6.1. POSTUP PRIPRAVY VZORKU PRO MERENI{ UV-VIS SPEKTER

Dialyzovany a nedialyzovany enzym byly pouzity pro pfipravu vzorki. Z nedialyzovaného
enzymu byly pfipraveny vzorky ¢.1 az 4 :

Vzorek ¢. 1 : ALT + pufr + pufr s 5 % DMSO

Vzorek ¢. 2 : ALT + PIH + pufr

Vzorek ¢. 3 : ALT + L-alanin + pufr s 5 % DMSO

Vzorek ¢. 4 : ALT + L-alanin + PIH

Preddialyzovany enzym slouzil k ptipraveé vzorkl €. 5 az 8 :

Vzorek €. 5 : preddialyzovana ALT + pufr + pufr s 5 % DMSO
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Vzorek €. 6 : pteddialyzovana ALT + PIH + pufr

Vzorek €. 7 : pteddialyzovana ALT + L-alanin+ pufr s 5 % DMSO
Vzorek €. 8 : preddialyzovana ALT + L-alanin + PIH

Bylo také zméteno UV-VIS spektrum samostatného PIHu (Vzorek €. 9)

Pozn. : ALT ... enzym alaninaminotransferasa EC 2. 6. 1. 2., zpracovany postupem
uvedenym v kapitole 4. 2. 1. Postup p¥ipravy enzymu, vysledna koncentrace 10 M

L-alanin... substrat alaninaminotransferasy, vysledna koncentrace L-alaninu ve
vzorku byla 3,3.10% M

PIH ... pyridoxalisonikotinoylhydrazon, strukturné podobny koenzymu ALT
pyridoxal-5-fosfatu, vysledna koncentrace PIH ve vzorku byla 10®° M, v piipadé vzorku
tvoteného pouze PIHem byla koncentrace 3.10°M.

Pufr ... 0,1 M Na-fosfatovy pufr pH 7,4 s 0,05 % azidem jako antimikrobni ptisadou

Pufr s5 % DMSO...0,1 M Na-fosfatovy pufr pH 7,4 s0,05 % azidem a 5%
dimethylsulfoxidem. DMSO je vyuzivan ke zlepSeni rozpustnosti PIHu ve vodném prostiedi,
jak jiz bylo popsano v kapitole 4. 3. 2. Postup ptipravy roztoku PIH. DMSO ve vysSich
koncentracich negativné ovliviiuje biologickou aktivitu enzymu. Byla proto zvolena takova
koncentrace DMSO, ktera na jedné stran¢ udrzi PIH rozpustény ve vodném roztoku a zaroven
neovlivni aktivitu enzymu.
Aby byla ve vSech vzorcich stejna koncentrace DMSO, byl do vzorkt, které neobsahovaly

roztok PIHu v pufru s 5 % DMSO, pfidan pufr s 5 % DMSO.
4.6.2. MERENI UV-VIS SPEKTER

Meéteni UV-VIS spekter prob&éhlo na Katedfe biofyziky a fyzikalni chemie na
spektrofotometru Hewlett-Packard 8453. Pro méfeni byla pouzita kyveta o tloust’ce 1 cm.
Bezprosttedné po ptipraveé byly jednotlivé vzorky proméfeny. Jako prvni byl vSak zméten
blank, spektrum 0,1M fosfatového pufru pH 7,4 s 0,05 % azidem. UV-VIS spektrum pufru
bylo postupné odecteno od kazdého zméteného vzorku, aby se eliminovala absorpce
samostatného pufru.

Po sedmidenni inkubaci vzorka v temnu pii teploté¢ laboratofe byly vzorky rozdéleny na
polovinu. Polovina vzorki byla dialyzovéna 2x 30 minut proti 0,1M fosfatovému pufru pH
7,45 0,05 % azidem vyse uvedenym zpusobem (charakteristika dialyzacni trubice viz kapitola

4. 4. Dialyzacni trubice). VSechny vzorky byly nasledn¢ proméfeny.
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4. 7. SPEKTRA CIRKULARNIHO DICHROISMU

4.7.1. POSTUP PRIPRAVY VZORKU PRO MERENI SPEKTER CIRKULARNIHO
DICHROISMU

Slozky jednotlivych vzorka byly pfipraveny den pfedem na Katedfe biochemickych véd Faf
UK. Pfiprava vzorkl pro méfeni probihala nasledujici den podle uvedeného schématu

ziedénim predem piipravenych komponent :

Vzorek €. 1 : ALT + pufr + pufr s 5 % DMSO

: ALT + L-alanin + pufr s 5 % DMSO
: ALT + PIH + pufr

: ALT + L-alanin + PIH

: PIH

Vzorek ¢.
Vzorek ¢.

Vzorek ¢.

[, I S US B 8]

Vzorek ¢.

Koncentrace ALT byla 10 M, koncentrace PIH 2.10™, ve vzorku tvofeném samostatnym
PIHem 6.10*M. Koncentrace L-alaninu ve ve vzorcich byla 10™ M.

Po napipetovani jednotlivych soucasti v piipad¢ vzorkd ¢. 1 az 4 do tapvalek, byly vzorky
dikladn¢ promichany za pouziti shakeru. Vzorky byly nasledné¢ rozdéleny na dvé c&asti
v poméru 1 : 2. Jeden dil vzorkl €. 1, 2, 3, a 4 vytvofil vzorky oznacené Al, A2, A3 a A4.
Zbyvajici dva dily vzorkt €. 1 az 4 byly oznaceny jako vzorky B1, B2, B3 a B4.

Vzorky Al az A4 a vzorek €. 5 byly bezprostiedné po piipravé prométeny. Vzorky oznacené
Bl1, B2, B3 a B4 byly bez méfeni odvezeny z prazského pracovisté UOCHB na FaF UK do
Hradce Kralové, kde byly uchovany dikladné uzaviené v temnu pii teploté laboratofe po
dobu Sesti dnil. Stejnym zplsobem byly po méteni uchovany vzorky Al az A4.

Po Sesti dnech byly vzorky B rozd€leny pfesné na polovinu. Timto vznikly vzorky oznafené
jako C1 az C4 a D1 az D4. Vzorky C tady byly bez dalSich uprav ptfipraveny pro méfeni CD
spekter. Vzorky D1 az D4 byly piepipetovany do pfedem piipravenych a navlhéenych
dialyzac¢nich trubic a dialyzovany dikladné tfikrat 1 hodinu proti 500 ml 0,1 M fosfatového
pufru pH 7,4 s 0,05 % azidem. Charakteristika dialyzacni trubice viz kapitola 4. 4. Dialyzac¢ni
trubice.

Dialyza probihala v chladici mistnosti, po 1 hodin¢€ byl vzdy pufr vyménén za Cerstvy. Po
ukonceni dialyzy byl obsah dialyzacnich trubic kvantitativné odebran. Byl zjistén ptesny

objem jednotlivych vzorki po dialyze za pomoci automatickych pipet. Vzhledem k tomu, ze
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objem vzorku D4 byl vétsi nez pavodni objem, bylo potieba doplnit vSechny vzorky fady D i
C na tento objem vzorku D4 uvedenym pufrem. Timto byly vzorky C a D pfipraveny

kK méfeni.

4.7.2. MERENI SPEKTER CIRKULARNIHO DICHROISMU

Vlastni méfeni probihalo v laboratofi Ustavu organické chemie a biochemie Akademie véd
Ceské republiky na cirkuldrnim dichrografu JASCO J-815 CD Spectrometer. Vsechny
vzorky, Al-A4, C1-C4, D1-D4 a vzorek ¢. 5, byly proméfovany stejnym zptisobem, byly
zméfeny jejich UV-VIS spektra a CD spektra. UV-VIS spektra byla vyjadiena jako zavislost
absorbance na vlnové délce, CD spektra jako molarni cirkularni dichroismus Ag
v litrech/mol.cm na vlnové délce v nm.

Me¢fteni probéhlo ve dvou dnech. Nejprve byly prométovany vzorky A1-Ad. Vzorky fady A
vytvofila tfetina objemu vzorkl ¢.1- 4 oddélend ihned po jejich smichani z vychozich
komponent. Zbyvajici dvé tietiny pidvodnich vzorkll vytvofily vzorky fady B. Ty byly
ponechany uzaviené v tapvalkach, odvezeny na FaF UK do Hradce Kralové a zde byly
ponechény Sest dnl v temnu pii teploté laboratofe. Z nich byly po péti dnech vytvofeny
rozdélenim na pul vzorky fady C a D.

Vzorky fady A byly proméfovany v oblasti vinovych délek 500 az 195 nm. Méfeni probihalo
pfi laboratorni teploté. Netedéné vzorky A bylo moZno méfit v oblasti 500 az 300 nm. Pro
méfeni byla vyuZita kyveta Siroka 0,5 cm. Nejprve byl prométen 0,1 M fosfatovy pufr pH 7,4
s0,05 % azidem jako blank. Zmétené spektrum bylo poté automaticky odecitano od
namétenych spekter pro vSechny vzorky, aby se eliminovala absorpce slozek pufru.

Po zméfeni nefedénych A-vzorki, bylo pro oblast vinovych délek 300 az 195 nm potieba
vzorky ziedit pro zisk piesnéjSiho a pirehlednéjSiho spektra. Bylo zvoleno fedéni 1:5. Ze
vzorki Al-A4 byly fedénim 0,1 M fosfatovym pufrem pH 7.4 s 0,05 % azidem ziskany
vzorky oznacené AA1-AA4. Pro méfeni nafedénych vzorkl byla pouzita 0,02 cm kyveta.
Podobné bylo méteni provedeno u vzorku ¢. 5 (AS5), ktery odpovidal roztoku PIHu
koncentrace 6.10*M. V piipadé oblasti 300-195 nm bylo nezbytné roztok PIHu zfedit vice
nez vzorky A1-A4. Bylo zvoleno fedéni 1:25 (vznikl vzorek AA5). Roztok PIHu 6.10™* M je
intenzivné zluté barvy, vyrazné absorbuje ve viditelné oblasti spektra, proto bylo potieba

ziedit roztok samostatného PIHu vice nez ostatni vzorky.
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Po péti dnech byly rozdéleny B-vzorky na vzorky C a D. Vzorky D byly dialyzovany viz vyse
4. 7. 1. Postup pfipravy vzorkd pro méfeni spekter cirkularniho dichroismu. Vzorky C jiz
nebyly dale upravovany.

Na UOCHB v Praze bylo po 6 dnech inkubace proméfovano 16 vzorkt, C1-C4, D1-D4 a
fedéné vzorky CC1-CC4 a DD1-DD4. Nejprve byl vSak opét prométfen blank. Méfili jsme
oblast vlnovych délek 500 az 190 nm. Pro oblast 500 az 280 nm jsme prométovali nefedéné
vzorky C1-C4 a D1-D4 za pouziti pul centimetrové kyvety. Poté jsme opét fedili jednotlivé

vzorky v poméru 1:5 pufrem. Nafedéné vzorky jsme méfili v kyveté o Sifce 0,02 cm.
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5. VYSLEDKY

5.1. VYSLEDKY MERENI UV-VIS SPEKTER

Pro vzorky piipravené viz 4. 6. 1. Postup piipravy vzorkt pro méfeni UV-VIS spekter jsme
méfili UV-VIS spektra na spektrofotometru Hewlett-Packard 8453.

5.1. 1. ABSORPCNI SPEKTRUM ALT

—ALT
AV —ALT+7D
v ) ALT+7D+dialyza

190 290 390 490

Obr. 6 UV-VIS spektrum pyridoxalového enzymu alaninaminotransferasy.

Jde o zavislost absorbance na vlnové délce v nm pro enzym bez pfedchozi dialyzy.
Koncentrace ALT byla 10 M.

Modra kiivka ptedstavuje spektrum pfedem nedialyzovaného enzymu, Cervena odpovida
enzymu po sedmidenni inkubaci pfi laboratorni teplot¢ a zelend enzymu po sedmidenni
inkubaci za stejnych podminek a nasledné dialyze.

V oblasti vlnové délky 280 nm je mozno pozorovat hlavni absorpéni maximum
charakteristické pro aromatické aminokyseliny v proteinu.

Spektrum pieddialyzovaného enzymu bylo obdobné.
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5.1. 2. ABSORPCNI SPEKTRUM ALT V OBLASTI ABSORPCE KOENZYMU

0,2 ~

0,15 -

—ALT

—— ALT+Ala
0,05 -

Obr. 7 Spektrum enzymu bez piedbézné dialyzy

0,2

0,15 -

—ALT

—— ALT+Ala
0,05 -

Obr. 8 Spektrum pteddialyzovaného enzymu

Spektra na obrazcich 7 a 8 poukazuji na vliv dialyzy na spektrum enzymu ALT. Koncentrace
ALT byla 10* M, koncentrace alaninu 3,3.10% M. Z obrazki vyplyva, Ze predchozi dialyza
enzymu neovlivnila vyrazng jeho absorpéni spektrum. Cerna kfivka znizoriiuje spektrum

samotné¢ ALT, na némz je viditelné absorpéni maximum v oblasti 430nm, které odpovida
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absorpci navazaného koenzymu pyridoxal-5°‘-fosfatu. Spektrum je obdobné i po dialyze
enzymu, coz poukazuje na relativné pevnou vazbu koenzymu v aktivnim misté enzymu.

Cervena kiivka odpovida vzorku obsahujicimu enzym a substrat alanin. Spektru dominuje pik
Vv oblasti 320 az 330 nm, ktery odpovida pyridoxaminové formé& enzymu. Pridanim substratu
K enzymu mizi maximum pii 430 nm. Pyridoxaminova forma enzymu vaze koenzym méné

pevné nez pyridoxalova. Existuje tudiz vétsi Sance, Ze by mohl byt koenzym vytésnén PIHem.

5. 1. 3. SROVNAN{ ABSORPCNICH SPEKTER PUVODNICH VZORKU, VZORKU PO
SEDMIDENNI INKUBACI A INKUBOVANYCH A NASLEDNE DIALYZOVANYCH
VZORKU

0,2 -
0,15 -

0,1
——ALT+Ala

——ALT+Ala 7D

0,05 .
——ALT+Ala 7D+dialyza

-0,05 -

Obr. 9 Spektrum enzymu se substratem alaninem pro nedialyzovany enzym, po sedmidenni
inkubaci a po inkubaci s naslednou dialyzou vzorku.

Koncentrace ALT ve vzorcich byla 10 M. Koncentrace substratu alaninu byla 3,3.10% M.
Pro plvodni vzorek a vzorek po inkubaci je mozno pozorovat maximum pii 320 nm
odpovidajici pyridoxaminové form& ALT. Dialyzou se odstranil alanin a doslo k pfechodu
enzymu do ptvodni pyridoxalové formy s charakteristickym maximem pii 430 nm, pik pfi

320 nm zanikl.
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0,3 +
0,25
0,2
——ALT+Ala+PIH
0,15
A —— ALT+Ala+PIH 7D
0,1
005 ——ALT+Ala+PIH
! 7D+dialyza
0]
0,05 -

Obr. 10 Vliv PIH na pyridoxaminovou formu nedialyzovaného enzymu.

Koncentrace ALT a alaninu byla shodné jako u obr. 7, 8 a 9, koncentrace PIHu byla 10° M.
Substrat se vaze na enzym, enzym piechdzi na pyridoxaminovou formu. V piipadé
pyridoxaminové formy ALT je po pfidani PIH trochu lépe nez u pyridoxalové formy vidét
zvyseni absorbance v oblasti kolem 350-360 nm, coz odpovida absorpci PIH.

Po inkubaci smési s PIH a nasledné dialyze dochézi k navratu enzymu zpét na pyridoxalovou
formu. Doslo ziejmé k oddialyzovani PIHu. Objevuje se znovu pik pii 430 nm odpovidajici

pyridoxalové form& ALT.
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0,25

0,2

0,15 A
——ALT+Ala+PIH

——ALT+Ala+PIH 7D

0,05

300 400 500
-0,05 -

Obr. 11 Srovnani ptivodni kfivky s kiivkou po sedmidenni inkubaci smési.

Koncentrace ALT a L-alaninu byla shodna jako u obr. 7, 8 a 9, koncentrace PIH byla 10° M.
Po tydenni inkubaci v podstaté mizi maximum v oblasti kolem 350-360 nm, coz odpovida
rozkladu PIH. Spektrum se podoba spektru ALT+Ala z obrazku 9, je vSak podstatné vyssi
v oblasti 320 nm, coz by mohlo svéd¢it o tom, ze vedle enzymu je ve vzorku jesté smeés

rozlozeného pyridoxalu a isoniazidu.

0,25 -
0,2 1 .
0,15 -
A ——ALT+Ala 7D+dialyza
0,1 -
—— ALT+Ala+PIH

0,05 - 7D+dia|\?za

0 . 1

300 400 500

A (nm)

Obr. 12 Srovnani spekter po sedmidenni inkubaci a dialyze pro enzym se substratem a enzym,
substrat a PIH. Koncentrace ALT byla 10“ M, koncentrace alaninu 3,3.10% M, koncentrace
PIHu 10" M.
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Kvalitativné jsou tato spektra podobna, coz podporuje predstavu, ze PIH pravdépodobné

nezpusobil zménu v aktivnim misté enzymu.

5.1.4. ABSORPCNI SPEKTRUM PIH

0,1
—PH
A —PIHH7D
—PIH7D+
0
250 300 350 400 450 500
A(nm)

Obr. 13 Absorpéni spektrum PIHu.
Cerna kiivka odpovida spektru PIHu zméfenému v &ase 0, modré spektru PIH po sedmi dnech
inkubace a ¢ervena po sedmi dnech inkubace a nasledné dialyze. Koncentrace PIH byla 3.10°

M. Spektrum samotného PIHu vykazuje maxima pii 300 a 380 nm.

5.2. VYSLEDKY MERENI SPEKTER CIRKULARNIHO DICHROISMU (A UV-VIS
SPEKTER)

Mé&#éni na cirkularnim dichrografu JASCO J-815 CD Spectrometer (Ustav organické chemie
a biochemie Akademie véd CR, Praha) poskytlo kromé& CD spekter i absorpéni spektra.
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5.2.1.CD A ABSORPCNI SPEKTRUM BILKOVINNE CASTI

CD spektrum bilkovinné ¢asti

10000

— AAf
— 2A2
— 23
— aAd
— AAS
5000
E
Q
=
E
I
<
iR
-5000 h T T T
200 250 300
A (nm)

Obr. 14 CD spektrum bilkovinné ¢asti méfené pro puvodni vzorky (neinkubované,
nedialyzované).

Ve vzorcich ALT+PIH (AA3) a ALT+Ala+PIH (AA4) byl PIH o koncentraci 4.10°M.
Koncentrace ALT byla 2.10”° M, L-alaninu 2.102 M.

PIH (AA5) o koncentraci 2,4.10° M nedava signal cirkularniho dichroismu, protoZe neni
opticky aktivni. Ostatni spektra Ize rozdé€lit na dvé dvojice, které vykazuji podobné spektrum.
Prvni dvojici s podobnym spektrem tvoti vzorky ALT (AAl) a ALT+PIH (AA3). Po navazani
substratu alaninu v aktivnim mist€¢ enzymu dochédzi ke zméné kvantifikace piku. Druhou

dvojici tvoii vzorky ALT+Ala (AA2) a ALT+Ala+PIH (AA4).
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Obr. 15 Absorp¢ni spektrum bilkovinné ¢asti vzorki.
Koncentrace ALT byla 2.10"°M, koncentrace L-alaninu 2.10% M a PIHu 4.10° M.

Z obrazku je patrné, Ze se bilkovinna slozka vzorkii neméni.

5.2.2.CD A ABSORPCNI SPEKTRUM ALT V OBLASTI ABSORPCE KOENZYMU

15 +

—ALT
—— ALT+Ala
— ALT+PIH

Az {I/mol.cm)

= ALT+Ala+PIH

——PIH

Obr. 16 CD spektrum ALT v oblasti absorpce koenzymu.

Koncentrace samostatného PIH ve vzorku byla 6.10% M, ve vzorcich ALT+PIH a
ALT+Ala+PIH byla vysledna koncentrace PIH 2.10™*M. Koncentrace ALT byla 10™M,
alaninu 10™*M.
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PIH nedava CD signal, coz je v souladu s vlastnostmi latky. U vzorka ALT a ALT+PIH
pozorujeme zietelny pik pti vinové délce 430 nm, coz odpovida pyridoxalové formé enzymu.
V piipad¢ vzorkli ALT+alanin a ALT+alaninem +PIH pik v pfitomnosti alaninu zanika.

Enzym ptechdzi na pyridoxaminovou formu, Ize pouze tusit pik v oblasti 320 az 330nm.

3,5 -
3 -
2,5 -
5 | —ALT
A —— ALT+Ala
1,5 -
ALT+PIH
1 -
——— ALT+Ala+PIH
015 7 —
w x PIH
0 T T T T
290 340 390 440 4390
A (nm)

Obr. 17 Vliv PIH na absorp¢ni spektrum ALT v oblasti absorpce koenzymu.

Koncentrace jednotlivych slozek byla stejnd jako v ptipadé¢ obr. 16. Obrazku dominuje
absorpéni spektrum PIHu, zatimco absorpce vlastniho koenzymu je zanedbatelnd. PIH
vykazuje charakteristicka maxima absorpce pii 300 a 380 nm na rozdil od CD spekter, kde se
neprojevuje. Vzorky ALT+PIH a ALT+alanin+PIH vykazuji také maximum pii 300 a 380
nm, zméféna absorbance je vSak méné€ nez polovicni, coz je ddno tietinovou koncentraci PIH
ve vzorcich oproti vzorku tvofeném samostatnym PIHem. Absorpéni maximum

pyridoxaminové formy enzymu pii 320 az 330 nm pro vzorek ALT+Ala je nevyrazné.
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5.2. 3. CD SPEKTRA VZORKU INKUBOVANYCH 6 DNI

15 -
i A
10 V) JHWJ\ Lﬂ&
T ,.I'V H\
= l.ff(w J kr\N"II
g 5 1\/\}] lllrﬂ
= | M IJ
w | L \ i
4 " J"H I’N‘“‘ WI ! \(ﬁlﬂu"- .
0 T T T U" I.,Ip‘\ﬂl hW
300 350 400 450 500
a A (nm)

Obr. 18 CD spektrum vzorku tvofeného ALT o koncentraci 10 M v rozmezi vinovych délek
300 az 500 nm.
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Obr. 19 CD spektrum vzorku ALT+Ala vrozmezi vlnovych délek 300 az 500 nm.
Koncentrace ALT ve vzorku byla 10*M, koncentrace alaninu byla 10™M.
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Obr. 20 CD spektrum vzorku ALT+PIH vrozmezi vinovych délek 300 az 500 nm.
Koncentrace ALT ve vzorku byla 10*M, PIH byl ve vzorku v koncentraci 2.10™M.
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Obr. 21 CD spektrum vzorku ALT+Ala+PIH v rozmezi vinovych délek 300 az 500 nm.
Koncentrace ALT ve vzorku byla 10*M, koncentrace alaninu 10™M a PIHu 2.10™*M.

Na obrazcich 18 az 21 jsou zachycena CD spektra vzorkt inkubovanych 6 dni. Na obrazcich
18 (ALT po Sestidenni inkubaci) a 20 (ALT+PIH po Sestidenni inkubaci) je dobie patrny pik
pyridoxalové formy enzymu pii 430 nm. Vzorky C2 (ALT+alanin po Sestidenni inkubaci) a

C4 (ALT+alanin+PIH po Sestidenni inkubaci) vykazovaly velmi slaby signal pyridoxaminové
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formy pti 320 az 330 nm. Zmizelo maximum pyridoxalové formy ALT pii 430 nm. PIH

nezabranil transaminacni reakci, nezabranil zmizeni piku pii 430 nm.

5.2. 4. CD SPEKTRA VZORKU 6 DNI INKUBOVANYCH A NASLEDNE
DIALYZOVANYCH

Vzorky byly inkubovany Sest dni a poté dialyzovany jak bylo uvedeno v kapitole 4. 7. 1.

Postup ptipravy vzorkl pro méieni spekter cirkularniho dichroismu.
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Obr. 22 CD spektrum ALT v rozmezi vinovych délek 300 az 500 nm. Koncentrace ALT byla
10*M. Pik v oblasti 330 nm nejspi§ odpovida nékteré z dalsich forem ALT, nase vysledky

vsak nestaci na to, aby byla tato forma blize identifikovana.
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Obr. 23 CD spektrum vzorku ALT+Ala vrozmezi vinovych délek 300 az 500 nm.
Koncentrace ALT byla 10™M, koncentrace alaninu 10"*M. Pyridoxaminovéa forma enzymu

neni trvald, po dialyze se vraci do ptivodni formy.
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Obr. 24 CD spektrum vzorku ALT+PIH v oblasti vinovych délek 300 az 500 nm.
Koncentrace ALT byla 10™*M, koncentrace PIH byla 2.10™M.
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Obr. 25 CD spektrum vzorku ALT+Ala+PIH v rozmezi vinovych délek 300 az 500 nm.
Koncentrace ALT byla 10™*M, koncentrace alaninu 10™M a PIHu 2.10™M

U vzorkd ALT+Ala a ALT+Ala+PIH doslo ziejmé oddialyzovani alaninu, enzym se vratil do
puvodni formy, pyridoxaminova forma ptesla zpét na pyridoxalovou. Po dialyze se enzym ve

vSech vzorcich nachazel ve stejné formé.
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5.2.5. SROVNANi ABSORBANCE PUVODNICH VZORKU, VZORKU PO
SESTIDENNI INKUBACI A INKUBOVANYCH A NASLEDNE DIALYZOVANYCH
VZORKU
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Obr. 26 Srovnani absorpéniho spektra puvodniho vzorku ALT, inkubovaného vzorku,
inkubovaného a nasledné dialyzovaného vzorku a spektra PIHu.
Koncetrace ALT byla 10 M, koncentrace PIHu byla 6.10*M. Na obrazku je patrna vyrazna

absorp¢ni kiivka PIH, ve srovnani s ni je absorpce koenzymu ALT nevyrazna.
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Obr. 27 Spektrum puvodniho vzorku ALT, inkubovaného vzorku a inkubovaného a nasledné

dialyzovaného vzorku po eliminaci absorp&niho spektra PIH. Koncentrace ALT byla 10™ M.
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Pik v oblasti 430 nm odpovida pyridoxalové form¢ ALT. Neni jasné, pro¢ dialyza vzorku

vede Kk narastu absorbance.
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Obr. 28 Spektrum pavodniho vzorku ALT+Ala, inkubovaného vzorku a inkubovaného a
nasledné dialyzovaného vzorku. Koncentrace ALT byla 10™M, koncentrace alaninu 10™"M.

V oblasti 330 nm lze pouze tusit pik odpovidajici pyridoxaminové forme enzymu.
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Obr. 29 Absorp¢ni spektrum ptivodniho vzorku enzymu s PIH, vzorku po tydenni inkubaci a
vzorku inkubovaného a naslednd dialyzovaného. Koncentrace ALT byla 10™M, koncentrace
PIH byla 2.10*M.
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PIH vykazuje absorp¢ni maxima pti 300 a 380 nm. Lze pozorovat rozklad a ubytek PIH po

Sestidenni inkubaci. Nasledna dialyza odstranila veSkery PIH ze vzorku.
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Obr. 30 Srovnani absorpéniho spektra ptivodniho vzorku enzym+alanin+PIH, inkubovaného
vzorku a inkubovaného a dialyzovaného vzorku. Koncentrace jednotlivych slozek byly pro
ALT 10* M, L-alaninu 10"M a PIHu 2.10"* M.

PIH ani v pfitomnosti substratu alaninu neovlivni spektralni profil. Doslo vSak ke vétSimu

ubytku PIH v pfitomnosti alaninu.
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5.2.6. SROVNANI ABSORPCNICH SPEKTER PUVODNICH VZORKU
(NEINKUBOVANYCH, NEDIALYZOVANYCH)
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Obr. 31 Absorp¢ni spektra pavodnich vzorkl (neinkubovanych, nedialyzovanych).
Koncentrace ALT byla 10 M, L-alaninu 10*M a PIHu 2.10™ M.

Vzorek ALT-+alanin mé& podobny spektralni profil jako ALT, v piipad¢ spektra vzorku
ALT+alanin je v oblasti 320-330 nm nepatrny pik pyridoxaminové formy. Druha dvojice
podobnych spekter odpovida vzorkim ALT+ PIH a ALT+alanin+PIH. Oba vzorky vykazuji
maximum pii vlnové délce 300 a 380 nm, coZz odpovida charakteristickym absorpénim

maximam PIH.



72

5.2. 7. SROVNANi ABSORPCNICH SPEKTER VZORKU PO SESTIDENNI INKUBACI
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Obr. 32 Absorpéni spektra vzorkt po Sestidenni inkubaci v temnu pii laboratorni teploté.
Koncentrace ALT byla 10* M, L-alaninu 10*M a PIHu 2.10™ M.

Spektra vzorkt ALT a ALT+alanin jsou téméf shodnad a nelisi se od spekter pGvodnich
vzorkl. V pfipad¢ vzorku ALT+alanin lze opét pozorovat nevyrazny pik pyridoxaminové
formy kolem 320-330 nm. U spektra vzorku ALT+PIH je mozno pozorovat snizeni piku
v oblasti 380 nm oproti vzorku pfed inkubaci. Jesté vyrazngjsi pokles je vidét u vzorku
ALT+alanin+PIH, u kterého doslo k zaniku piku pii vinové délce 380 nm. Doslo
pravdépodobné k rozkladu PIH. VVzorek ALT+alanin+PIH po inkubaci vykazuje maximum

pti 320-330 nm odpovidajici pyridoxaminové formé enzymu.
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5.2.8. SROVNANI ABSORPCNICH SPEKTER INKUBOVANYCH A NASLEDNE
DIALYZOVANYCH VZORKU
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Obr. 33 Absorpéni spektra vzorkd po Sestidenni inkubaci a dialyze. Koncentrace ALT byla

10" M, L-alaninu 10"M a PIHu 2.10* M.
Absorpcni kfivky jsou totozné pro dvojice ALT a ALTH+PIH a dvojici ALT+alanin a

ALT+alanin+PIH. Dialyza tipln¢ odstranila PTH.
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5.2.9. SROVNANI{ CD SPEKTER PUVODNICH, INKUBOVANYCH A
INKUBOVANYCH A NASLEDNE DIALYZOVANYCH VZORKU.
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Obr. 34 Srovnani CD spekter v rozmezi vinovych délek 300 az 500 nm pro puvodni vzorek
enzymu ALT, pro inkubovany a inkubovany a dialyzovany vzorek. Koncentrace ALT byla
10 M.

Po Sestidenni inkubaci se spektrum nezmeénilo tvarem ani kvantitativné. Pik pfi vinové délce
430 nm odpovida pyridoxalové form¢ ALT. Nelze vSak jednoznaéné vysvétlit pik u
inkubovaného a nésledn¢ dialyzovaného vzorku pii vinové délce 330 nm. Pik pti 330 nm po

dialyze patrn¢ odpovida n¢jaké dalsi form¢ enzymu.
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Obr. 35 Srovnani spekter cirkularniho dichroismu v rozmezi vinovych délek 300 az 500 nm
pro pivodni vzorek enzym+ alanin, inkubovany a inkubovany a nasledné dialyzovany vzorek.
Koncentrace ALT byla 10* M, koncentrace L-alaninu byla 10™M.

V ptitomnosti alaninu mizi pik pyridoxalové formy, objevuje se slaby signal pyridoxaminové

formy.
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Obr. 36 Srovnani CD spekter puvodniho vzorku ALT+PIH, vzorku po Sestidenni inkubaci a
inkubovaného a dialyzovaného vzorku. Koncentrace ALT byla 10* M, koncentrace PIHu
2.10" M.
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Pivodni a inkubovany vzorek vykazuji kvalitativné shodné spektrum, které je shodné se

spektrem samotné¢ho enzymu ALT viz obr. 34. PIH pravdépodobné neovliviiuje spektrum

koenzymu.
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Obr. 37 Srovnani CD spekter puvodniho vzorku ALT+alanin+PIH s inkubovanym a
inkubovanym a dialyzovanym vzorkem. Koncentrace ALT byla 10* M, koncentrace
L-alaninu byla 10'M a PIHu 2.10™* M.

Pokles kiivky v rozmezi vinovych délek 360 — 370 nm pro plivodni vzorek je pravdépodobné

nevyznamny. PIH neovlivnil spektrum enzymu.



77

6. DISKUSE

Z diivodu vétsi prehlednosti byla fada problému diskutovana jiz ve vysledkové Casti pod

prislusnymi obrazky. V této ¢asti prace jsou zdiraznény hlavni poznatky.

V ramci rigordézni prace jsme se zabyvali vlivem pyridoxalisoikotinoylhydrazonu na
spektralni vlastnosti pyridoxalového enzymu alaninaminotransferasy (EC 2. 6. 1. 2.).
Ovlivnéni enzymu PIHem bylo zjiStovano méfenim absorpcénich spekter a spekter
cirkularniho dichroismu.

Pyridoxalova forma enzymu vykazovala absorpcni maximum pii vinové délce 430 nm. Po
ptidani substratu L-alaninu k enzymu, doslo k zaniku maxima pfi 430 nm a objevilo se nové
maximum v oblasti 320 az 330 nm. Zji$téna absorpéni maxima jsou v souladu s vysledky
uvedenymi v literatufe (Gatehouse se sp. 1966). Presun absorpéniho maxima k 325 nm
predstavuje prvni ¢ast transaminac¢ni reakce. Timto bylo dokdzano, Ze je enzym aktivni a jeho

koncentrace je dostate¢na na to, aby bylo mozno pozorovat transaminacni reakce spektralné.

0.2

——ALT
A1 A

—— ALT+Ala

300 350 400 450

Obr. 38 Dukaz funkénosti enzymu alaninaminotransferasy. Po pfidani substratu L-alaninu
k ALT doslo ke zméné polohy absorpéniho maxima (nedialyzovany enzym, koncentrace ALT
10 M, koncentrace alaninu 3,3.10 M).

Zjistili jsme, ze predchozi dialyza samotného enzymu nema vliv na jeho spektralni vlastnosti.

To svéd¢i o relativné pevné vazbé koenzymu na enzym v aktivnim miste.
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Prokazali jsme stabilitu pouzitého enzymu alaninaminotransferasy. Po sedmidenni inkubaci a
nasledné dialyze enzym vykazoval hlavni absorpéni maximum charakteristické pro

aromatické aminokyseliny v proteinu pii vinové délce 280 nm.
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Obr. 39 Absorpéni spektrum alaninaminotransferasy.

Pti pokusech jsme vychazeli z ptedstavy, Ze na zakladé své podobnosti s pyridoxalfosfatem
by mohl PIH vytésiovat koenzym z vazby na aktivni misto, pfipadné by mohl reagovat

uvolfujici se isoniazid.

Pozorovani absorpéniho spektra PIH ukazalo charakteristickou kiivku, znamou z literatury
(Buss a Ponka 2003).
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Obr. 40 Absorpéni spektrum PIH (koncentrace 3.10° M). Spektrum PIHu vykazuje
charakteristickd maxima pii 300 a 380 nm.
Naméiené spektrum odpovida literatute, i co se tyce postupného rozkladu na smés pyridoxalu

a isoniazidu (Buss a Poiika 2003).
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Obr. 41 Absorpéni spektrum PIH dle Busse a Poriky (2003).
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Sledovali jsme, jak PIH ovliviiuje enzym ALT. Pro tato pozorovani jsme s vyhodou vyuzili
spektra cirkularniho dichroismu, kde samotny PIH nerusi signal, protoze neni opticky aktivni.

Zjistili jsme, ze PIH neovliviiuje transaminacni reakci, CD spektra se neménila.
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Obr. 42 CD spektra 6 dni inkubovaného vzorku ALT+alanin, inkubovaného a dialyzovaného
vzorku ALT+alanin a puvodniho vzorku ALT+alanin+PIH, inkubovaného a inkubovaného a
nasledné dialyzovaného vzorku ALT+alanin+PIH (koncentrace ALT 10™ M, koncentrace L-
alaninu 10™M, koncentrace PIH 2.10™ M).

PIH patrn€ neovlivnil spektrum enzymu. Pokles kiivky v rozmezi vinovych délek 360 — 370
nm u ptvodniho vzorku ALT+Ala+PIH je pravdépodobné nevyznamny.

Ackoli se jednalo o predem dialyzovany enzym, po dalsi dialyze po Sestidenni inkubaci se
objevil vyrazny pik pfi 330 nm. Je mozné, Ze se absorpci pii 330 nm projevila néjaka dalsi
forma enzymu. Tento pik si netroufame blize zhodnotit.

Podobné spektrum vykazovaly piavodni vzorek ALT+alanin+PIH, inkubovany vzorek
ALT+alanin+PIH a inkubovany vzorek ALT+alanin (a ptivodni vzorek ALT+alanin viz obr.
35). Z téchto spekter zmizelo maximum pyridoxalové formy pti 430 nm, emuZ nezabranila
ani pfitomnost PIH, a objevil se slaby signal pyridoxaminové formy.

Dialyza odstranila ze vzorka PIH i alanin. Enzym se vratil do ptuvodni pyridoxalové formy.
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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 enzymi. Jak plyne znazvu,
koenzymem tohoto enzymu je pyridoxalfosfat.

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 Zzelezo. Byly také zkoumany jeho
kardioprotektivni u¢inky vyuzitelné pfi terapii kardiotoxickymi antracykliny.

Z podobnosti PIH s pyridoxalfosfatem prameni predstava, ze by PIH mohl ovliviiovat
spektralni vlastnosti pyridoxalovych enzymii vazbou na aktivni misto enzymu nebo i mimo
néj. Jako modelovy pyridoxalovy enzym vhodny pro spektrdlni studie byla zvolena
alaninaminotransferasa. Transaminasy vyrazn¢ méni spektrum v prib&hu katalyzované reakce
ve srovnani s dekarboxylasou aromatickych aminokyselin, kterd byla vyuzivana pro ptedchozi
pokusy s PIH (Vanéurova 2006, diplomova prace). Castéji v praxi vyuZivana transaminasa
aspartataminotransferasa nebyla pro tyto pokusy vhodna, protoze absorbuje v oblasti absorpce
PIHu. Proto byla s vyhodou pouzita ALT, jejiz pyridoxalova forma absorbuje oddélené od
ostatnich pikt.

Byla méfena UV-VIS spektra a spektra cirkularniho dichroismu. Signaly cirkularniho
dichroismu poskytuji pouze latky opticky aktivni. V nasem piipadé doSlo pfi méfeni 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 ové&fili funkénost vlastniho enzymu, kdyz v pfitomnosti 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 zminéno vySe, PIH je nestabilni. Provedli jsme pokus k ovéfeni stability PIHu
pomoci méfeni absorpcnich spekter. Zméfené spektrum PIH odpovida udajim z literatury.
Samotny PIH vykazuje maxima absorpce pii 300 a 380 nm. Dochézi 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 nedéava signal. Zjistili jsme, Ze PIH nema vliv na transamina¢ni

reakci, coz je pfiznivé s ohledem na jeho potencialni vyuziti v terapii.
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8. ZAVER

1.) Byla potvrzena nestalost PIHu v prubéhu inkubace, jak je uvedeno v literatuie.

2.) Na zakladé naméienych absorpénich a CD spekter bylo zjisténo, Ze PIH neovliviiuje

transaminacni reakci, coz je piiznivé pro praktické vyuziti PIH jako chelatoru Zeleza.
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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. PIH 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.
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