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

Alaninaminotransferasa patfi do skupiny pyridoxalovych enzymi. Jak plyne znézvu,
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 zelezo. Byly také zkoumany jeho
kardioprotektivni ucinky vyuzitelné pfi terapii kardiotoxickymi antracykliny.

Z podobnosti PIH s pyridoxalfosfatem prameni piedstava, ze by PIH mohl ovliviiovat
spektralni vlastnosti pyridoxalovych enzymti vazbou na aktivni misto enzymu nebo i mimo
n¢j. Jako modelovy pyridoxalovy enzym vhodny pro spektralni studie byla zvolena
alaninaminotransferasa. Transaminasy vyrazné méni spektrum v prabéhu 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 pikd.

Byla méfena UV-VIS spektra a spektra cirkularniho dichroismu. Signaly cirkularniho
dichroismu poskytuji pouze latky opticky aktivni. V naSem ptipadé doslo pti 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 preddialyza 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. Zmétené spektrum PIH odpovida udajam z literatury.
Samotny PIH vykazuje maxima absorpce pii 300 a 380 nm. Dochazi k postupnému rozkladu
PIH na smés pyridoxalu a isoniazidu.

Sledovali jsme vliv PIHu na spektra ALT. Vyuzili jsme zejména spekter cirkularniho
dichroismu, kde samotny PIH nedéava signal. Zjistili jsme, Ze PIH nema vliv na transamina¢ni

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



