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1. UVOD

Na katedie biochemickych véd Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kraloveé
se jiz tradicné€ studuji pyridoxalové enzymy, tzn. enzymy, jejichz koenzymem je pyridoxal-5-
fosfat. Mezi pyridoxalové enzymy patii napt. aminotransferasy a dekarboxylasy.

Zaroven byl na katedie k pokusiim dostupny pyridoxalisonikotinoylhydrazon (PIH). Jde o
latku ze skupiny aroylhydrazonl, jejiz zéastupci mj. chrdni pfed kardiotoxicitou
anthracyklinovych antibiotik. Uvazuje se pravdépodobné o vyuziti jeho chelataénich

vlastnosti v terapii nadbytku Zeleza v organismu.

Obr. 1 Vzorec pyridoxalisonikotinoylhydrazonu

Ve vzorci PIH je mozno vypozorovat strukturu pyridoxalu a isoniazidu. PIH je relativné
nestabilni, miZe se rozkladat na zminéné latky. Isoniazid je znaéné reaktivni, coz bylo
dokazano dfivéjsimi pracemi. Z dtuvodu podobnosti struktury PIH s koenzymem
pyridoxalfosfatem (PLP) je mozZzno uvazovat o pusobeni PIH na aktivitu pyridoxalovych
enzymu.

Struktura PIH vypovida o jeho zna¢né lipofilité. Existuje tudiz moznost, ze by se pfi podani
do organismu mohl hromadit v mozku a interferovat sriznymi enzymy, napf. i

s dekarboxylasou aromatickych L-aminokyselin (Parkinsonova choroba).



Ukézalo se tedy jako zajimavé sledovat, zda PIH neovliviiuje aktivitu dekarboxylasy
aromatickych L-aminokyselin (DAAK) a v jakém rozsahu.
Experimentalni ¢ast diplomové prace zahrnovala sledovani aktivity DAAK za vyuziti dvou
substrati znaenych **C na karboxylu in vitro metodou a sledovani vlivu PIH na jeji aktivitu.
Na katedfe byly jiz dfive provadény pokusy se znaenymi substraty tyrosinem-1-"*C a dopou-
1-*C, které byly pouzivany i v ramci této diplomové prace.

Prakticka ¢ast byla doplnéna resersi soucasné literatury tykajici se zejména PIH a DAAK.



2. PREHLED SOUCASNEHO STAVU PROBLEMATIKY

Ke zpracovani ptehledu jsem vyuzivala separaty skolitele, vyhleddvani informaci v databazi
Medline a v ptipad¢ nedostupnosti zejména starSich praci v elektronické podobé jsem Cerpala
informace v Chemical Abstacts.

Cilem bylo c¢astecné zmapovat vyvoj a soucasnych stav problematiky bezprostiedné
souvisejici s touto praci. ReSerse byla proto zamétena na PIH a DAAK.

Déle jsem se snazila podat zdkladni informace tykajici se oxida¢niho stresu a vlivu ionti
zeleza na jeho rozvoj.

Vzhledem k tomu, Ze ve struktuie PIH Ize sledovat ¢ast odpovidajici pyridoxalu a isoniazidu,
zaradila jsem i kapitolu o reaktivité isoniazidu. Interakce isoniazidu byly zkoumany hlavné
dfive, informace jsou proto ¢erpala zejména v Chemical Abstacts.

Pyridoxal-5-fosfat je mj. koenzymem DAAK, informace o ném jsem proto zahrnula do ¢asti

tykajici se DAAK.

2. 1. Pyridoxalisonikotinoylhydrazon ( PIH)

Pyridoxalisonikotinoylhydrazon (PIH) byl pivodné studovan v padesatych letech minulého
stoleti jako koenzym pyridoxalovych enzymu (Davison 1956, Duhault se sp. 1967). Pozdé&ji
vice autortt popsalo jeho schopnost chelatovat Zelezo (Hoy se sp. 1979, Porka se sp. 1979).
PIH ma také schopnost predchazet poskozenim vyvolanym volnymi radikaly (Schulman se
sp. 1995).

PIH vznika kondenzaci pyridoxalu a hydrazidu kyseliny isonikotinové, jde o Schiffovu basi
(imin). Jedna se o vud¢i slouceninu skupiny aroylhydrazond, novych chelatord zeleza. PIH a
nékteré jeho analogy vykazuji vysokou chelata¢ni aktivitu jak in vitro (Porika se sp. 1988,
Edward se sp. 1995, Edward se sp. 1997, Buss se sp. 2002a), tak in vivo (Blaha se sp.1998).
PIH je schopen véazat volny nebo voln& vazany Fe** pomoci fenolového a karbonylového
kysliku a iminového dusiku. Ve vodném roztoku komplexy zelezo-PIH vykazuji stechiometrii
1:2 (Buss se sp. 2002b).

Analogy PIH podléhaji hydrolyze v kyselém i zasaditém prostfedi (Richardson se sp. 1989).



Hodnocenim stability PIH ve své praci zabyvala také Kovatikova se sp. (2005) s vyuzitim
HPLC.

Hydrolyza vlivem pH prostfedi je dulezitym faktorem vybéru vhodné lékové formy. Pri
podani per os je tieba, aby latka odolala velmi kyselému prostiedi zaludku a mohla byt
efektivné absorbovana (Buss a Ponka 2003).

Buss se sp. (2002¢) uvadi, ze komplexy zelezo-chelator zptisobuji oxidacni stres, coz muze
byt hlavni pfi¢inou jejich toxicity. PIH vykazoval nejnizsi toxicitu, zatimco mnohem
lipofilngj8i  analog  2-hydroxy-1-naftaloylbenzoylhydrazon byl nejvice  toxicky.
Aroylhydrazony mobilizuji Zelezo a dochazi k ptechodné akumulaci komplexu Zelezo-
chelator v cytosolu, coz pravdépodobné koreluje s toxicitou. Rozsah akumulace roste
s lipofilitou tohoto komplexu.

Schréterova se sp. (2004) se ve své studii zabyvali vlivem pyridoxalisonikotinoylhydrazonu
(PIH) a salicylaldehydisonikotinoylhydrazonu (SIH) na aktivitu enzymi podilejicich se na
metabolismu anthracyklinovych antibiotik. Nejvyznamnéjsim nezadoucim ucinkem terapie
témito antineoplastiky je na davce zavisld kardiomyopatie. PoSkozeni srde¢niho svalu
antracykliny je pravdépodobné zplisobeno produkci volnych kyslikovych radikala. Vzhledem
k antioxida¢nim schopnostem PIH a SIH a jejich vhodnym biologickym, fyzikalnim a
chemickym vlastnostem jsou tyto slouCeniny povazovany za kandidaty pro preklinické
zkousSeni a klinické hodnoceni. Vysledky Schréterové se sp. (2004) poukazuji na vyznamnéjsi
pokles aktivit enzymu podilejicich se na metabolismu daunorubicinu a doxorubicinu a jinych
1é¢iv nebo xenobiotik pouze v piipadé pouziti vySSich koncentraci PIH a SIH nez je
koncentrace predpoklddand pro pouziti v praxi. Predpoklada se, Ze PIH a SIH nebudou
interferovat s metabolismem spole¢né podavanych 1é¢iv a jinych xenobiotik. Anthracykliny
znatelné redukuji aktivitu cytochromu P450. Ptidani PIH a SIH dochézi ke zvratu redukce a

obnové az 90 % ptvodni aktivity.
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Obr. 2 Vzorec derivatu kyseliny salicylové, salicylaldehydisonikotinoylhydrazonu (SIH)

SIH zajiSt'uje velmi ucinnou a rychlou ochranu myokardu ptfed oxida¢nim stresem vyvolanym
peroxidem vodiku H,0, pravdépodobné pies zelezem katalyzovanou Fentonovu reakci.
Produktem Fentonovy reakce je mj. hydroxylovy radikal. Zelezo je za normalnich podminek
Vv organismu Vv nereaktivni form¢, protoze je vazano na bilkoviny (transferrin, ferritin). Béhem
reperfuze ischemického myokardu reaktivni formy kysliku uvoliuji Zelezo z bilkovin. Volné
selezo Fe?* zajistuje vznik toxického hydroxylového radikalu. Ochranny efekt SIH je
vyrazngj$i nez u deferoxaminu z divodu pomalého a omezeného vstupu deferoxaminu do
bunék. SIH chelatuje intracelularni Zelezo, ¢imZz se omezi jeho podil na Fentonové reakci
(Horackova se sp. 2000).

Simiinek se sp. (2005) zkoumali kardioprotektivni efekt pyridoxalisonikotinoylhydrazonu u
kralika. PIH a jiné aroylhydrazony ptsobi jako potencidlni ochranné latky proti kardiotoxicité
vyvolané anthracykliny.

Studiem antiproliferativniho potencialu latek ze skupiny PIH se zabyvali Richardson se sp.
(1995). Zelezo piedstavuje potencialni misto zasahu terapie zhoubného bujeni z diivodu své
klicové role v bunécné proliferaci. Autofi dosli k zavéru, ze pyridoxalové analogy jsou
vhodnymi kandidaty pro terapii onemocnéni doprovazenych nadbytkem zeleza v organismu,
ale maji nizkou antiproliferativni aktivitu. Velky antiproliferativni potencial, vétsi nez
deferoxamin, vSak vykazuji derivaty 2-hydroxy-1-naphthylaldehydu.

V praci Tsafacka se sp. (1996) je uvedena dalSi moznost terapeutického vyuZiti
aroylhydrazonli. Terapeutickou hodnotu mé pravdépodobné pouziti kombinace chelatorti
Zeleza jako antimalarik. Antimalaricky efekt chelatori Zeleza je vSak omezen faktory

vztahujicimi se k permeaci lécCiva a citlivosti parazita ke ztraté zeleza. Efekt kombinace
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salicylaldehydisonikotinoylhydrazonu nebo 2-hydroxy-1-naftylaldehyd-m-
fluorobenzoylhydrazonu s deferoxaminem byl vice nez aditivni. SIH odnima Zelezo
Z postizenych bunék a ptenasi kov na extracelularni deferoxamin, ptedpoklada se synergicky

efekt hydrazonu pronikajicitho do bunék a nepronikajiciho chelatoru zeleza.

2. 1. 1. Hydrolyza PIH

K hydrolyze PIH dochazi i pfi neutralnim pH, ale v kyselém nebo zasaditém prosttedi probiha
hydrolyza PIH rychleji. Pti hydrolyze dochazi ke S$tépeni iminové vazby. Produktem
hydrolyzy PIH a jeho analogii jsou piislusné aldehydy a hydrazidy. Kyselou hydrolyzu
v zaludku po perordlnim podéni Ize minimalizovat podanim PIH a jeho analogli spolu
s uhli¢itanem vépenatym nebo formulaci enterosolventnich tablet (Richardson se sp. 1989).
Pii ptiblizné neutralnim pH (7,4) byl polo¢as hydrolytického rozkladu PIH kolem 24 hodin
(Buss a Ponka 2003). Pii pH 7,4 nedochazi ke kompletni hydrolyze (Richardson se sp. 1989).
Kovatikova se sp. (2005) uvadi, Ze nejnizsi rozsah hydrolyzy byl pozorovan v piipadé pouziti
fosfatového pufru pH 7,0 a farmaceutickych kosolventt (30 % PEG-300 a 10 % Cremophor
EL). PIH hydrolyzuje rychleji nez jeho analogy. Je to z divodu silného elektrony odtahujiciho
efektu dusikového atomu pyridinu hydrazidového kruhu, coz se projevi jako pokles
elektronové hustoty na iminovém uhlikovém atomu z divodu existence konjugovaného
systému.

Pii laboratorni teplot¢ hydrolyza probihd rychleji v zasaditém prostiedi (pH 9) nez v
piimétené kyseléem (pH 2; 3,9). ZvySend teplota signifikantné urychluje hydrolyzu
(Kovatikova se sp. 2005).

Vedle hydrazonové vazby obsahuje PIH jesté jeden typ vazby citlivy k hydrolyze, vazbu
hydrazidovou. Oc¢ekavanym produktem tohoto Stépeni je kyselina isonikotinova, jejiz pik se
objevil na HPLC chromatogramu pii gradientové eluci provedené Kovatikovou se sp. (2005).
Byly jimi potvrzeny hlavni rozkladné produkty hydrolyzy, pyridoxal a isoniazid (INH), a jako
minoritni produkt kyselina isonikotinova. Kovatikova se sp. (2005) se ve své praci zabyvali
také oxidacni, fotolytickou a termdlni stabilitou PIH. Dosli k zavéru, Zze PIH je citlivgjsi vici
hydrolyze nez vici oxidaci a pevna substance (PIH.2 HCI) je stala pod vlivem vnéjSich

podminek (UV zéfeni, teplo).
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2. 1. 2. Vlastnosti PIH

PIH je barevna krystalicka latka, zbarvena od svétle zluté do oranzové, existujici ve forme

ruznych hydrath a soli. Volna base je malo rozpustna ve vodném prostiedi pti neutralnim pH.

2. 2. Dekarboxylasa aromatickych L-aminokyselin (DAAK, Aromatic L-amino acid
decarboxylase, AADC, EC 4.1.1.28)

V ramci klasifikace enzymi je dekarboxylasa aromatickych L-aminokyselin (DAAK) fazena
do ¢tvrté tiidy, mezi lyasy. Enzymy této tidy katalyzuji nehydrolytické Stepeni a energeticky
nenaroény vznik vazeb C-C, C-N, C-O atd. Ze substratu odstépuji nebo do néj vnaseji malé
molekuly (CO,, NHs, H,0, atd.) bez tcasti dal$iho reaktantu. Lyasy tvoii malo pocetnou
skupinu enzymu. Do podtiid jsou enzymy déleny podle typu s§tépenych nebo vytvorenych
vazeb (Vodrazka 1996).

Systémové Cislo charakterizuje zafazeni enzymu v Klasifikaci EC (Enzyme Commision).
Dekarboxylase aromatickych aminokyselin (DAAK) piislusi ¢islo EC 4. 1. 1. 28 (Internetova
databaze Brenda 2006).

DAAK byla poprvé identifikovana v extraktu ze sav¢ich ledvin v roce 1938. Nejprve byla
nazyvana L-3,4-dihydroxyfenylalanin (L-dopa) dekarboxylasa (Holtz se sp. 1938). Bylo
zjisténo, ze extrakt zpusobuje dekarboxylaci L-dopy a L-5-hydroxytryptofanu na dopamin a
5-hydroxytryptamin (serotonin).

DAAK je enzymem zodpovédnym za dekarboxylaci pii syntéze katecholaminl a indolamind.
Dekarboxylace ftady aromatickych L-aminokyselin a jejich a-metylderivati muze byt
katalyzovana timto enzymem. Toto zjisténi vedlo k zavedeni nazvu dekarboxylasa
aromatickych L-aminokyselin (Lovenberg se sp. 1962).

DAAK zpusobuje ireverzibilni dekarboxylaci rtuznych aromatickych L-aminokyselin,
konkrétn¢ dopy, m-tyrosinu, p-tyrosinu, fenylalaninu, 5-hydroxytryptofanu a tryptofanu.
Nejvyssi  afinitu K DAAK maji substraty 3,4-dihydroxyfenylalanin  (dopa) a 5-
hydroxytryptofan (Udenfriend 1964).
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Molekula DAAK se sklada ze dvou identickych podjednotek s molekulovou hmotnosti
podjednotky piiblizn¢ 50 kDa (Nagatsu 1991).

Gen lidské DAAK je tvofen patnacti exony obsahujici vice nez 85 kilobasi (Sumi-Ichinose se
sp. 1992). Titéz autofi podali i prvni informace o struktufe genu a lokalizaci genu pro DAAK
na chromozomech u savci. Kang a Joh (1990) analyzovali sekvenci nukleotidi ¢cDNA
bovinni DAAK.

DAAK je piitomna jak v nervové tkani, kde hraje specifickou roli jako biosynteticky enzym
neurotransmittert, tak v extraneuronalni tkani, kde ptsobi jako nespecificky dekarboxyla¢ni
enzym (Zhu a Juorio 1995).

V centralnim nervovém systému je DAAK lokalizovana hlavné v neuronech obsahujicich
katecholaminy a 5-HT (Hokfelt se sp. 1973). Nejvyssi koncentrace mRNA DAAK byla
zjiSténa v substantia nigra, locus coeruleus a nucleus raphe, pfednim hypothalamu a bulbus
olfactorius. Ve striatu je nevelké mnozstvi mRNA DAAK (Eaton se sp. 1993). DAAK je
pfitomna v mozku, ale i v perifernich tkanich, v nadledvinkach, ledvinach, jatrech, pankreatu,
gastrointestinalnim traktu a plicich (Berry se sp.1996). Aktivita DAAK v nadledvinkach je
vysoka a je zde také nejvétsi pomér enzymové aktivity pro substrat L-dopu a pro L-5-
hydroxytryptofan z nékolika organt. V nadledvinkach je tedy aktivita DAAK primarné
spojena se syntézou monoamini. Presnd funkce DAAK v jednotlivych buiikach dalSich
perifernich organi neni Gpln¢ jasna. Enzym je pfitomen pomérné hojné v jatrech a ledvinach,
ackoliv v téchto organech nedochazi k syntéze monoamint (Zhu a Juorio 1995).

Je mozné, ze v gliovych bunkach dochazi k syntéze tyraminu, 2-fenylethylaminu nebo
tryptaminu. Glie jsou doplnkovym mistem, kde mutze dochazet k dekarboxylaci L-dopy
prostfednictvim aktivity DAAK. Toto je dileZzité u parkinsoniki, u nichZ dochazi k omezeni
syntézy dopaminu ve striatu a exogenni L-dopa miize byt dekarboxylovana gliovou DAAK
(Zhu a Juorio 1995). Jini autofi uvadi jako nepravdépodobné, ze by se gliova DAAK
ucastnila syntézy neurotransmiteri s vyjimkou parkinsonikil, u kterych existuje moznost, ze
se DAAK stane limitujici pro danou syntézu (Berry se sp. 1996). Nakamura se sp. (2000)
zminuji, ze v pifipadé Parkinsonovy choroby dochazi ke ztrat€ nigrostriatalnich
dopaminergnich neuronii obsahujicich DAAK. Autofi hodnotili, zda u parkinsonik striatalni
DAAK pfedstavuje vyznamny zdroj dopaminu. Zjistili, Ze striatdlni DAAK patrné neni

primarnim zdrojem dopaminu po dekarboxylaci L-dopy u parkinsonikli. Poznédni zdroje a



14

lokalizace DAAK je podle nich nezbytné k pochopeni komplikaci terapie L-dopou a pro
zavedeni novych terapeutickych piistupli pro pacienty s Parkinsonovou chorobou zahrnujici
bunéénou transplantaci a genovou terapii.

V lidském mozku je aktivita DAAK pomérné¢ nizkd (Vogel se sp. 1970, Lloyd a
Hornykiewicz 1972) . Nizké a proménlivé hladiny dekarboxylasy aromatickych aminokyselin
Vv lidském mozku poukazuji na jeji rozhodujici vliv pfi syntéze monoaminii. Enzymova
inhibice muZe proto vyznamn¢ ovlivnit syntézu biogennich amint (Berry se sp. 1996).

Vedle syntézy neurotransmitteri ma DAAK pravdépodobné jesté¢ dalsi funkce zahrnujici
pfeménu novych substrati a vztahujici se k autokrinnimu a parakrinnimu ptisobeni dopaminu
v fad¢ perifernich tkani (Berry se sp. 1996).

Jak popisuje Berry se sp. (1996), pivodné byla DAAK povazovana za neregulovany enzym .
Zhu a Juorio (1995) uvadi, ze na regulaci enzymu se podili rychly mechanismus a
dlouhodoby mechanismus. Rychly mechanismus spociva v aktivaci adenylatcyklasy a
proteinkinasy C, dlouhodoby mechanismus v aktivaci zménou genetické exprese.

DAAK muze byt regulovana pre- i posttranslaéné. Pretranslacn€ znamena hladinou syntézy
mRNA, pravdépodobnym mechanismem posttranslacni regulace DAAK je fosforylace.
Struktura DAAK totiz obsahuje fadu mist pro fosforylaci cAMPdependentni proteinkinasou
(PK-A), proteinkinasou C (PK-C), Ca®*/ kalmodulin-dependentni proteinkinasou II ( Ca-CM
PK 1II) a prolinem fizenou proteinkinasou.

Proteinkinasy jsou enzymy regulujici mnoho bunéénych procest. Katalyzuji fosforylaci
specifickych serinovych, treoninovych a tyrosinovych zbytkd a tim méni funkce cilovych
proteinti (Kemp a Pearson 1990). Latky, které vedou k fosforylaci proteint, zvysSuji aktivitu
DAAK.

Regulace aktivity DAAK je vSak primdrné ovlivilovdna na presynaptické urovni.
Presynaptické receptory dopaminu jsou predevsim D2 receptory (Creese se sp. 1983).
Antagonisté téchto receptorii deinhibuji adenylatcyklasu, coz vede ke zvySené produkci
cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP) a nasledné k aktivaci proteinkinasy A (PK-A).
Aktivovana PK-A poté fosforyluje DAAK a zvysuje tim jeji aktivitu. DAAK muze existovat
¢astecné fosforylovana i za normalnich podminek (Berry se sp. 1996).

Pretransla¢ni regulace se tyka regulace genetické exprese. Byl pozorovan rozdil v regulaci

genetické exprese u neuronalni a mimoneuronalni DAAK, coz vedlo k poznatku, ze DAAK
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plni rozdilné funkce Vv neuronech a ostatni tkdni. Alternativni splicing v prvnim exonu
reguluje tkanové specifickou expresi (Ichinose se sp.1992) .

V souvislosti s DAAK byla dlouhou dobu feSena otazka, zda za pfeménou vSech substrati
stoji jeden enzym. Ve starSich pracech je zminéno, ze pravdépodobné existuji rtizné isoformy
tohoto enzymu, které jsou pfitomny jak v nervové, tak v ostatnich tkanich. O "Malley se sp.
(1995) uvadi, ze isoformy DAAK vznikaji v disledku alternativniho splicingu ve tfetim
exonu. Pouze jedna isoforma ma aktivitu vici L-dopé a L-5-hydroxytryptofanu, druhd je
neaktivni. Je mozné, ze DAAK ma jest¢ dalsi doposud neznamé substraty. Existuje také
moznost, ze tato druha isoforma dekarboxyluje substraty jako p-tyrosin a fenylalanin.

Nektefi star$i autofi zminuji, ze dekarboxylaci L-dopy a 5-hydroxytryptofanu katalyzuji rizné
enzymy. Naproti tomu se vyskytly i nazory, Ze se jedna o samostatny enzym s jednim
katalytickym mistem, ale s riznymi polohami pro pfipojeni dvou substratt (Bender a Coulson
1972) a ze enzymaticka dekarboxylace L-dopy a 5-hydroxytryptofanu je zajisténa proteinem
ziskanym ze stejného genu a stejné mRNA. Existuji vSak druhové a tkédnové specifické
varianty DAAK. mRNA DAAK vznikd na zdklad¢ tkanové specifického alternativniho
splicingu transkriptu jednoho genu. Pfes postupny vyvoj s protichidnymi nazory je dnes
pravdépodobna existence jediné DAAK (Zhu a Juorio 1995). Byly podany piesvédcivé
dikazy o existenci jedné DAAK na zakladé biologickych a molekuldrnich studii. Coge se sp.
(1990) zjistil, Ze primarni sekvence DAAK v neuronalni a mimoneuronalni tkani je identicka.
Nékteré patologické stavy jsou spojeny se sniZzenou nebo zvySenou aktivitou DAAK. U
Parkinsonovy choroby, vzhledem k dopaminergni degeneraci, dochazi ke ztraté aktivity
DAAK ve srovnani s kontrolou (Gjedde se sp. 1993), u schizofrenie dochazi ke zvySeni
aktivity DAAK (Reith se sp. 1994).

2. 2. 1. Pyridoxal-5-fosfat (PLP)
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Obr. 3 Vzorec koenzymu DAAK pyridoxal-5-fosfatu

Pro katalytickou aktivitu DAAK je nezbytnd piitomnost pyridoxal-5-fosfatu (PLP).
Pyridoxalfosfat je koenzymem fady enzymi podilejicich se na metabolismu aminokyselin,
mj. dekarboxylas a transaminas. Je vazan aldehydovou skupinou na g-aminoskupinu
lysinového zbytku DAAK, dochazi k vytvofeni Schiffovy baze mezi koenzymem a
aminoskupinou postranniho lysinového fetézce. a-aminoskupina pfeménované aminokyseliny
vytlaci e-aminoskupinu lysinu vytvoii s pyridoxalfosfatem novou Schiffovu basi (aldimin).
Pyridoxalfosfat mezitim zlistane spojen s enzymem nekovalentné. Podle typu katalyzované
reakce dochdzi nésledné k oslabeni C-C vazby a dekarboxylaci aminokyseliny, oslabeni C-H
vazby a transaminaci, oslabeni C-R vazby a aldolovému $tépeni nebo labilizaci vazby C-N a
racemizaci. Pyridoxalové enzymy katalyzuji i eliminace a substituce na - a y- uhlikovych
atomech aminokyselin (Vodrazka 1996).

Pii redukci aktivity DAAK in vitro v disledku nedostatku PLP je mozné tento deficit
prekonat pfidanim exogenniho PLP (Rahman se sp. 1982). DrSata se sp. (1996) ve své praci
tésné vazaného PLP pfidanim exogenniho koenzymu.

V préci Ptibové se sp. (1991) tykajici se inhibice DAAK latkami ze skupiny néesteroidnich
antiflogistik je uvedeno, Ze inhibice byla slabsi v nepfitomnosti koenzymu neZz v jeho
pfitomnosti a Ze je mozné piedpokladat urcity podil koenzymu na inhibi¢énim mechanismu.
Pro aktivitu DAAK je ziejm¢ dulezitd pifitomnost thiolovych skupin ve struktufe enzymu,
interakce s témito skupinami je soucasti mechanismu inhibice (DrSata se sp. 1996). Pro
katalytickou aktivitu DAAK je esencidlni thiolova skupina Cys-111 leziciho blizko

vazebného mista pro pyridoxalfosfat (Dominici se sp. 1991).
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2. 2. 2. Fyziologicky vyznam DAAK

DAAK hraje roli i v dalich buiikach kromé& neuronti, v burikach glie a perifernich organech.
DAAK je pravdépodobné piitomna v nadbytku v monoaminergnich neuronech pro syntézu
neurotransmitert  (Berry se sp. 1996). Reith se sp. (1994) piirovnava DAAK
k fosfofruktokinase. Tento enzym stejn¢ jako DAAK je pfitomen ve znaéném nadbytku a je
regulovan. Fosfofruktokinasa je enzym, jehoz aktivita ma hlavni ulohu v regulaci rychlosti
glykolyzy a katalyzuje pfeménu fruktosa-6-fosfatu na fruktosa-1,6-bisfosfat. Predpoklada se,
ze katalyza DAAK jako prvni kontrolovany krok syntézy neurotransmiterti je také
regulovana.

DAAK vV ledvinach se podili na syntéze dopaminu, ktery néasledné reguluje retenci sodiku
(Hayashi se sp. 1990) a vylucovani fosfatu (Isaac se sp. 1992) .V jatrech se DAAK tucastni

dekarboxylace L-aminokyselin pro naslednou exkreci (Berry se sp. 1996).

2. 2. 3. Klinicky vyznam DAAK

Regulace DAAK je vyznamna pro pribéh ruznych patologickych stavi, napi. Parkinsonovy
choroby, zhoubného bujeni a schizofrenie.

Charakteristickym znakem Parkinsonovy choroby je pokles syntézy dopaminu v bazalnich
gangliich.

Nejbéznéjsi terapii Parkinsonovy choroby je kombinace L-dopy S perifernim inhibitorem
DAAK (karbidopa, benserazid), samostatné nebo v kombinaci s L-deprenylem. Uginnost
terapie Parkinsonovy choroby L-dopou je pfi¢itana dopaminu po dekarboxylaci exogenni L-
dopy ve striatu vlivem DAAK (Birkmayer a Hornykiewicz 1961), zejména pti sou¢asném
podani periferniho inhibitoru DAAK (Jaffe 1973). Abercrombie se sp. (1990) zjistil, ze difuze
dopaminu do striata z extrastriatalnich zdroji (serotoninergnich neuroni, bunék glie, které
jsou u parkinsonikii zachovany) hraje vyznamnou roli v terapii Parkinsonovy choroby L-
dopou. V disledku vyrazného zvysSeni centralnich hladin L-dopy a snizenych hladin DAAK
jako nasledek degenerace neuronti lze ocekavat, ze DAAK bude limitujicim enzymem a
zvySeného vyznamu nabude gliova DAAK (Berry se sp. 1996). Terapie dopou omezuje sebe
samu, protoze dochazi ke zvySené stimulaci dopaminovych receptori v dusledku zvySené

syntézy dopaminu. Regula¢ni mechanismus vede k poklesu aktivity DAAK a odtud syntézy
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dopaminu z L-dopy. Tento regula¢ni mechanismus pravdépodobné hraje roli v 1écbé
Parkinsonovy choroby. Pro pacienty 1é¢ené L-dopou ztohoto vyplyva, Ze je vhodné
pravidelné vysazovat L-dopu, aby mohlo dojit k obnoveni homeostazy DAAK (Kopin 1993).
Vhodna je také kombinace L-dopy a neuroleptik. L-deprenyl zvysuje expresi mMRNA DAAK
(Li se sp. 1992). Podle nové¢jsich nazori u parkinsonikii patrné nedochazi K vyrazné
dekarboxylaci L-dopy ve striatu. V souvislosti s1é¢bou Parkinsonovy choroby se

V soucasnosti hovoii o buné¢né transplantaci a genové terapii (Nakamura se sp. 2000).

Neexistuje jednotnd teorie vzniku schizofrenie. Diive byla uplatilovana hyperdopaminergni
teorie (Randrup a Munkvad 1972), hypodopaminergni teorie zahrnujici DAAK ptedstavuje
jeji zajimavou alternativu (Davis se sp. 1991). Je vSak jasné, ze schizofrenie neni jednoduse
dasledek dopaminergni dysfunkce, ale pravdépodobné dochazi ke zménam v fadé
neuronalnich systémd, které se mohou ve vysledku manifestovat jako zmény v dopaminergni
aktivité¢ (Sedvall a Farde 1995, Olney a Farber 1995). U pacientti se schizofrenii dochazi ke
zménam v aktivit¢ DAAK v disledku zmén v expresi mMRNA a syntéze proteint. Regulaci
DAAK lze také vysvétlit zpozdéni nastupu ucinku neuroleptik (Berry se sp. 1996).

Redukce exprese mRNA DAAK je pravdépodobné mechanismem vzniku psychozy navozené

l1éky (Buckland se sp. 1996).

Nekteré neoplazie perifernich organti byvaji Casto spojeny S extrémné vysokou aktivitou
DAAK. K tomu dochazi zejména u malobuné&cného karcinomu plic (Watanabe se sp. 1994).

Zhoubné bujeni miize byt povazovano za protiklad neurodegenerativnich onemocnéni.
Zatimco degenerace piedstavuje progresivni smrt bunék, zhoubné bujeni je charakterizovano
nekontrolovatelnym délenim bunék. Vzestup aktivity DAAK v transformovanych bunkach
muze byt dilezity pro chemoterapii. Napi. v terapii né€kterych typi malobunééného
karcinomu plic hraje DAAK roli jako cil, proti kterému mohou byt zamifeny enzymem

aktivované cytotoxické slouceniny (Gilbert se sp. 1995).

2. 2. 4. Regulace DAAK

V ramci ontogeneze s ohledem na aktivitu DAAK rozeznavame dvé obdobi. Aktivita vzrista

od narozeni do dospélosti, poté klesa s vékem (Brus 1975).
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Mozkova DAAK muize byt regulovana pies dopaminové receptory. K aktivaci dochdzi
nasledkem blokady dopaminového receptoru a k inhibici stimulaci dopaminového receptoru
(Zhu a Juorio 1995). Regulace striatalni synaptosomalni DAAK ptes dopaminové receptory je
zavisla na vapniku (Zhu se sp.1994). Stimulace dopaminovych receptorit ve striatalnich
synaptosomech jejich agonisty nebo blokada jejich antagonisty vyvolava zmény v systému
druhych posli (second messengers), ¢imz dochazi k ovlivnéni fosforylace, ktera vede ke
zméné v aktivité DAAK. Jde o enzym, ktery muZe byt regulovan také na urovni exprese genu.
Regulace striatdilni DAAK je rychla a dlouhodoba. Rychla (kratkodoba) je zalozena na
fosforylaci, ke které dochazi do jedné hodiny od blokddy dopaminového receptoru.
Fosforylaci katalyzuje proteinkinasa C a dalsi proteinkinasy (Zhu a Juorio 1995).

Na dlouhodobé regulaci se podili zména genetické exprese (Coge se sp. 1990).

2. 2. 5. Deficit DAAK

Je zajimavé, Ze v souvislosti s enzymem, ktery byl pivodné povazovan za nevyznamny a
hojné se vyskytujici, jsou dokumentovany i ptipady vyskytu jeho deficitu.

Deficit DAAK byl poprvé u ¢lovéka zaznamenan v roce 1990 Hylandem a Claytonem.
Provedli screening vzorkli cerebrospinalni tekutiny na abnormality v metabolitech
neurotransmittert  u  déti s neidentifikovatelnymi  neurologickymi  poruchami.
Charakteristickym znakem abnormalit v cerebrospinalni tekutiné u pacientd s deficitem
DAAK je nizka hladina kyseliny homovanilové a 5-hydroxyindolyloctové, zvysena hladina
L-dopy, 5-hydroxytryptofanu, 3-ortometyldopy a normalni hladiny pterinu.

Zékladnim nastrojem k identifikaci pacientd s deficitem DAAK je screening
neurotransmitterd v cerebrospinalni tekutiné (Swobodova se sp. 2003).

Deficit DAAK se projevuje vaznym vyvojovym opozdénim, okulogyrickymi krizemi a
autonomnimi dysfunkcemi (Pons se sp. 2004). Autofi uvadi, Ze u pacientll byla zjiSténa
rezidualni aktivita DAAK od nedetegovatelné hodnoty po 8 % pivodni aktivity. VSichni
pacienti vykazovali hypotonii, hypokinezi, okulogyrické krize a znaky autonomni dysfunkce
od raného veku. U poloviny pacientil bylo zjisténo zlepSeni stavu po spanku a kolisani béhem
dne.

Lécba takto postizenych pacientti je vedena agonisty dopaminu a IMAO. Lécba je prospésna,

ale dlouhodobd prognosa je nejasnd. Pons se sp.(2004) uvadi variabilni odpovéd’ pacientli na
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lécbu. Rozlisili dveé skupiny, v prvni pifevazovali jedinci muzského pohlavi s zadouci
odpovédi na 1écbu. Ve druhé skupiné prevladaly zeny se slabou odpovédi na 1écbu, casto
doprovazenou dyskinezi indukovanou Iéky.

V praci Swobodové se sp. (2003) je zminéno, ze klinické znaky deficitu DAAK nastupuji
kolem Sestého mésice véku charakteristickymi pohybovymi poruchami. Poruchy pohybu u
vSech sledovanych pacienti zahrnovaly intermitentni okulogyrické krize, koncetinové
uplna absence sympatické modulace srdecniho rytmu a tlaku krve, kterda se mlze u pacienti
s deficitem DAAK vyskytnout. Toto je vyznamné zejména béhem anestezie, kdy jsou reflexy
i tak otupené. Casto se u pacientd vyskytuji gastrointestindlni symptomy, coZ je
pravdépodobné dano dysregulaci autonomniho systému.

Terapie je vedena rUznymi skupinami 1éC¢iv, agonisty dopaminovych receptort,
anticholinergiky, antiepileptiky, inhibitory MAO, serotoninergnimi latkami a 1éCivy
ovliviiyjicimi gastrointestinalni trakt (prokinetika, antacida) a dalSimi. V soucasné dob¢ se
spoléha na podplrnou 1é¢bu symptomi bézné dostupnymi Iéky. Nahrada vlastniho enzymu
pomoci kmenovych bunék nebo genové terapie predstavuje smér vyvoje 1écby deficitu

DAAK (Swobodova se sp. 2003).

2. 3. Isoniazid ( INH)

/

C
o/ \NHNHZ

Obr. 4 VVzorec antituberkulotika isoniazidu

Isoniazid (INH) je pomémé bezpecnou a Ucinnou latkou pro terapii i profylaxi tuberkulézy.
Casto se chronicky podavd vazné nemocnym pacientim s dal§i medikaci. U ¢lovéka byla

zaznamenana schopnost INH zvySovat plazmatické koncentrace a tim 1 toxicitu soucasné
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podavanych 1éCiv a to 1 1éCiv s Gizkou terapeutickou $ifi (napf. fenytoinu). INH je uc¢innym
inhibitorem cytochromu P 450, zejména jeho isoforem 2C19 a 3A. INH timto zpomaluje
eliminaci sou¢asné podanych 1é¢iv (napf. fenytoinu, karbamazepinu, diazepamu). Rozsah
inhibice je zavisly na koncentraci (Desta se sp. 2001).

INH inhibuje napt. dekarboxylasu aromatickych L-aminokyselin a aspartataminotransferasu,
jak dokladaji starsi prace.

Palm (1958) ve své praci uvadi, ze INH inhibuje aktivitu DAAK tim, Ze blokuje koenzym
pyridoxalfosfat (PLP). Inkubaci PLP s INH vznika pyridoxalisonikotinoylhydrazon.

INH reaguje rychle s pyridoxalovou formou aspartataminotransferasy. Jde o kompetitivni
inhibici s aspartatem. Disocia¢ni konstanta komplexu enzym-INH zavisi na pH. Kysela forma
enzymu ma vyssi afinitu k INH nez bazickd forma. Ve fosfitovém pufru bylo moZzno
pozorovat 2 typy inhibice INH, rychlou a pIné reverzibilni a pomalou a ireverzibilni. Pomala
inhibice pravdépodobné vychazi z pieskupeni primarniho komplexu enzym-INH (Jenkins se
sp. 1959). Pavodni aktivita sérové aspartataminotransferasy muze byt obnovena in vitro
pomoci pyridoxalfosfatu (PLP). Prolongované inkubace s PLP pfed podanim INH umoziuje
timto ziskat zpét vétSinu pivodni aktivity (Yamada se sp. 1984). Vliv INH na sérovou
aspartataminotransferasu mutize zkreslovat klinicko-biochemické vysledky.

Carrington se sp. (1984) uvadi, ze INH inaktivuje lysyloxidasu (EC 1. 4. 3. 13) in vivo. Tento
enzym je zodpovédny za iniciaci tvorby crosslinkii v kolagenu a elastinu. Navic INH
vyvolava pokles jaterniho obsahu PLP. K depleci PLP v jatrech dochazi béhem nékolika
hodin, k inhibici lysyloxidasy dochazi pomaleji. Injekci stechiometrického mnozstvi PLP
muze byt vyvolan zvrat G¢inki isoniazidu. Pyridoxal slouzi mj. jako kofaktor lysyloxidasy.
Inhibice lysyloxidasy INH je pravdépodobné zpiisobena kompetici 0 potiebny kofaktor,
pyridoxalfosfat.

2. 4. Oxidacni stres a ROS

Pro zpracovani této ¢asti jsem Cerpala informace z pfednasky pro studenty 3. ro¢niku farmacie
zpracované Mgr. Ivou BouSovou. Déle jsem vyuzivala databazi Medline.

Oxidacni stres vznikd v dasledku naruSeni rovnovdhy mezi vznikem a odstranovanim
reaktivnich forem kysliku a dusiku (RONS). K nadmérné tvorbé RONS miize dochazet za

nekterych metabolickych situaci, v ramci reoxygenace tkdn€ po probehlé ischemii nebo napf.
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pfijmem redoxné pusobicich xenobiotik. Mize byt poskozena také Cinnost antioxidacniho
systému organismu nebo mohou nastat ob¢ situace najednou.

V soucasné dobé se pii studiu nekterych patologickych stavii piipisuje znacny vliv
oxidaénimu stresu. Jde o tzv. nemoci z volnych radikall, onemocnéni, ktera souvisi
s oxidacnim stresem (free radical diseases). Mezi n¢ lze zaradit zejména aterosklerézu a z ni
vychézejici onemocnéni na podkladé ischémie, diabetes mellitus 1. 1 2. typu, zhoubné nadory,
revmatoidni artritis, Parkinsonovu chorobu, Alzheimerovu chorobu a fadu dalSich.

Na rozvoji téchto onemocnéni se podili reaktivni formy kysliku (Reactive Oxygen Species,
ROS). Pojem zahrnuje jak volné radikaly, tak latky bez neparového elektronu podilejici se na
metabolismu volnych radikald. Maji fadu fyziologickych funkci pfi pfenosu energie, puisobi
jako signalni molekuly, dale se naptiklad peroxid vodiku uplatiuje pfi syntéze hormonti $titné
zlazy. Také v souvislosti s oplodnénim vajicka se uplatiiuji ROS.

ROS mohou také pisobit toxicky.

Tab. 1 Reaktivni formy kysliku

Volné radikaly Latky, které nejsou volnymi radikaly
Superoxid O, Ozon O3

Hydroxyl HO- Singletovy kyslik 'O,

Peroxyl ROO- Peroxid vodiku H,0,

Alkoxyl RO- Kyselina chlornd HCIO

Hydroperoxyl HO,-

ROS se uplatiuji také jako druzi poslové (second messengers) Vv bunéénych signalnich
cestach. K indukci dochédzi zménou koncentraci ROS, které jsou nizké. Mechanismus jejich
pusobeni je zalozen na zménach aktivity transkripénich faktort nuclear factor kappa B (NF-
kB) a activator protein 1 (AP-1).

Na vzniku a vzdjemnych pfeménach reaktivnich forem kysliku se podili ionty prechodnych
kovi, zejména zeleza a médi. V organismu jsou tyto prvky vazany v neaktivnich formach

(feritin, transferin, ceruloplasmin).
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Jelikoz se na produkci reaktivnich forem kysliku, jak bylo jiz zminéno, podili Zelezo a
doposud se ze skupiny chelatoru Zeleza v klinické praxi pouziva témét vyhradné deferoxamin,
jsou na pozici chelatora zeleza hledany nové struktury. Za vhodné kandidaty jsou povazovany
analogy pyridoxalisonikotinoylhydrazonu (PIH).

Pfi podavani kombinace redukované formy glutathionu a chelatori zeleza byl pozorovan
pokles intracelularni hladiny reaktivnich forem kysliku (ROS) (Yun se sp. 2003). Efekt
redukované¢ formy glutathionu je piipisovan redukci ROS. Podavani cheldtorti Zeleza,
deferoxaminu a aurintrikarboxylové kyseliny, vede k inhibici Fentonovy a Haber-Weissovy

reakce podporujici syntézu ROS.

Fentonova reakce: H,O,+ Fe?*— HO-+OH +Fe®*

Haber-Weissova reakce : HO,+ Fe**—O,+Fe? +H*

Podavani kombinace glutathionu a chelatorti Zeleza snizuje hladinu ROS u¢innégji ve srovnani
s podanim téchto latek jednotlivé (Yun se sp. 2003).

Postizené buiiky jsou vysoce citlivé k oxidacnimu stresu.

2. 5. Zelezo

Zelezo je prvkem nezbytnym pro fadu esencialnich biologickych funkci jako je transport
kysliku, transfer elektronti a syntéza DNA. Pokud vSak neni vdzdno na specifické ligandy,
hraje zelezo dilezitou roli v tvorbé toxickych kyslikovych radikala a tim se podili na
oxidativnim poskozeni bunéénych struktur (aminokyselin, lipidd, proteini, koenzymu atd.).
Zelezo v organismu katalyzuje jednoelektronové redoxni reakce. Jejich nejreaktivn&jsim
produktem je hydroxylovy radikal, ktery poskozuje proteiny, nukleové kyseliny a lipidy (Buss
se sp. 2002c).

U cloveka dochazi k omezenym vyménam zeleza s vnéjSim prostiedim, dobie funguje
reutilizace z vnitinich zdroji. U vrozené poruchy, zahrnujici vrozenou hemochromatozu, je
tieba mobilizovat nadbytecné zelezo z postizenych tkani pomoci flebotomie (Buss se sp.
2002b). Vzhledem ktomu, ze organismus ma omezené moznosti exkrece nadbytecného

mnozstvi Zeleza, muze se nadbytek Zeleza v organismu vyvinout také jako nasledek chronické
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hyperabsorpce zeleza z diety a ptfijmu velkého mnozstvi Zeleza parenteraln¢. Sekundarni
nadbytek Zeleza se objevuje zejména po cCasto opakovanych transfizich, u pacientl
s thalassemia major, aplastickou anemii a myelodysplastickym syndromem. U téchto pacientti
nelze pouzit flebotomii. Jedinou moznosti 1écby sekundérniho overloadu Zeleza je podani
chelatorti zeleza (Buss se sp. 2002Db).

Terapie pacienta trpicich chorobami jako je thalassemia major vyzaduje hledani novych
oralné ucinnych latek pro 1é¢bu poruch s nadbytkem zeleza. Deferoxamin je doposud
jedinou, bézn¢ klinicky dostupnou latkou pro chelataci zeleza (Buss se sp. 2002b). Chelata¢ni
terapie deferoxaminem sice zlepSila vyhlidky pacienti s thalassemii, ale problém tohoto
postupu predstavuje compliance pacienti. Deferoxamin se totiz podava ve formé
dlouhodobych subkutdnnich infuzi. To je jednim z divodld snah o vyvoj ordln¢ Gcinnych
chelatort. Pro pacienty s nadbytkem Zeleza navozenym transflizemi, u nichz je nedostateény
ucinek 1é¢by deferoxaminem, je v soucasnosti k dispozici n€kolik oraln¢ ucinnych latek.
Nejvyznamnéjsi z nich je deferipron a ICL670. Deferipron l1épe pronikd membranami a ma
vyssi kardioprotektivni efekt nez deferoxamin. Za optimalni je povaZzovana kombinovana
chelatacni terapie. Jde o pouziti slabého cheldtoru, ktery dobie pronikéd bunkami, a silngjSiho
chelatoru s G¢innou exkreci moéi. Tato kombinace vede Kk vylepseni terapeutického efektu,
jeji ucinek je aditivni. Zvysuje pravdépodobnost tspéchu terapie u pacientd, u nichz nebyla
uc¢inna terapie deferoxaminem a deferipronem v monoterapii (Hershko se sp. 2005).
Bernhardt se sp. (2005) ve své praci uvadi, Ze v soucasnosti byly syntetizovany a
charakterizovany dalsi nové latky, latky ze skupiny N-aroyl-N’-pikolinoylhydrazinovych
chelatori. Ve vSech piipadech byla pozorovana N, N, O trojbokéd koordinace chelatoru
se zelezem. Utinnost téchto latek pii mobilizaci Zeleza z bunék a inhibici uptake Zeleza z
transferinu byla vétsi nez u deferoxaminu, ktery je v soucasnosti pouzivan v bézné praxi, a
podobna jako u oralné ucinného chelatoru pyridoxalisonikotinoylhydrazonu (PIH).
Nejucinngj$i chelatory vykazovaly nizkou antiproliferativni aktivitu, ktera je podobna nebo
niz8i nez u deferoxaminu, coz je dulezité z hlediska jejich potencidlniho vyuziti pifi 1écbé
nadbytku zeleza (Bernhardt se sp. 2005).

Za idedlni jsou povazovany chelatory potlacujici poskozeni tkani zpiisobené volnymi radikaly
a zaroven zachovavajici dostupnost zeleza pro esencialni bunécné procesy. To neni ptipad

deferoxaminu. Deferoxamin sice potlacuje tvorbu volnych radikald, ale je také Gcinnym
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inhibitorem bunécéné proliferace pravdépodobné proto, ze odstranuje zelezo potfebné pro
bunééné procesy (Buss se sp. 2002b).

Mezi zakladni pozadavky kladené na oralné podavany chelator Zeleza patii dobrd absorpce
Z gastrointestinalniho traktu a afinita k Zelezu bez ovlivnéni metabolismu jinych kovd.
Nemeélo by dochézet ke kumulaci komplexu Zelezo-chelator ve tkani.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze je zddouci zavedeni oralné dostupnych a levnéjSich chelatort
Zeleza pro 1é¢bu sekundarniho nadbytku Zeleza v organismu.

PIH a jeho analogy jsou slibnymi kandidaty na pozici ordln¢ dostupnych chelatori Zeleza.
Z dtvodu specifity pro zelezo je PIH pomérné netoxicky, jak in vitro, tak in vivo (Buss se sp.
2002Db).



26

3. CIL PRACE
Cile této diplomoveé prace lze definovat v nékolika bodech:

1.) Prvnim ukolem této prace bylo zpracovat reSersi o PIH a DAAK jako pyridoxalovém
enzymu. V piipadé DAAK méla byt zpracovana reserSe obsahlejsi. Cilem bylo podat vice

informaci o DAAK nez jen informace bezprostiedné souvisejici s inhibici DAAK.

2.) Experimentalni ¢ast prace byla zaméfena na sledovani pyridoxalisonikotinoylhydrazonu.
Cilem bylo zjistit, zda PIH muze ovliviiovat aktivitu pyridoxalovych enzymu. Vliv PIH na
pyridoxalové enzymy byl studovdn na dekarboxylase aromatickych aminokyselin ziskané
z jater potkana se dvéma substraty znadenymi *C na karboxylu. Pro pokusy byl zvolen
znaeny substrat L-tyrosin a nejvice sledovany znaceny substrat D,L-dihydroxyfenylalanin
(dopa).

Vysledky této prace mély prispct ke sledovani negativnich tc¢inka PIH jako chelatoru Zeleza.

3.) Predpokladalo se, ze PIH bude ovliviiovat aktivitu DAAK ve smyslu inhibice. Cilem bylo

zjistit rozsah inhibi¢niho vlivu a ur¢it typ inhibice.

4.) Soucasti prace bylo odhadnout zakladni kinetické parametry enzymové reakce za
konkrétnich experimentélnich podminek in vitro pro dva substraty, L-tyrosin-1-*C a D,L-
dopu-1-*C. Cilem pokusi bylo ovéfit Michaelisovu konstantu K, a maximalni rychlost

reakce Vmax a urcit afinitu jednotlivych substrati k DAAK.

5.) Z podobnosti PIH a koenzymu DAAK pyridoxalfosfatu vychéazel piedpoklad o jejich

vzajemné kompetici. Cilem bylo platnost tohoto pfedpokladu ovéfit..
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4. MATERIAL A METODIKY

4. 1. Pouzité chemikalie

4. 1. 1. Substraty

L-(carboxyl-**C)tyrosin (Life Science, Amersham, Anglie) fedény neznadenym L-tyrosinem
(Merck) na specifickou aktivitu 113,6 uCi/mmol a rozpustény v 0,02 M fosfatovém pufru pH
6,8 na koncentraci 0,4 mg/ml, uchovavany ve zmrazeném stavu pod inertni atmosférou

dusiku.

DL-3-(3,4-dihydroxyfenyl)alanin-1-*C (American Radiolabelled Chemicals, St. Louis,
USA) fedény neznacenym DL-dihydroxyfenylalaninem na specifickou aktivitu 53,19
uCi/mmol a rozpustény v 0,02 M fosfatovém pufru pH 6,8 na koncentraci 1 mg/ml. K roztoku
byla pfidana kyselina L-askorbova v koncentraci 1 mg/ml a byl uchovan ve zmrazeném stavu

pod inertni atmosférou argonu.

4. 1. 2. Chemikalie pro ptipravu pufra

dihydrogenfosforecnan sodny p. a. (Lachema Brno)

hydrogenfosforeénan disodny dodekahydrat p.a. (Penta Chrudim)

4. 1. 3. Chemikalie pro pfipravu roztoku

hydroxid draselny (Litolab spol. sr.0., Litovel)
kyselina sirova, p. a. (Lachema Brno)
pyridoxal-5-fosfat (Koch Light Laboratories Ltd., Colnbrook Bucks, Anglie)
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pyridoxalisonikotinoylhydrazon (dar od prof. Poniky, McGill University, Montreal, Kanada)
dimethylsulfoxid Chromasolv for high performance liquid chromatography (Sigma Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Némecko)

4. 1. 4. Chemikalie pro scintilacni stanoveni 14C02

Sigma-Fluor High performance LSC Cocktail for aqueous samples (Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Némecko)

4., 2. Piistroje

Potteriv-Elvehjemv homogenizator Potter S, B Braun Biotech. International (Némecko)
centrifuga, Biofuge Stratos, Heracus (Némecko)
pH metr, WTW inoLab pH Level 2, Weilheim (Némecko)
analytické vahy CP 225D Sartorius AG Gottingen (Némecko)
ptedvazky BL 310 Sartorius AG Géttingen (Némecko)
magneticka michacka - IKA Color Squid (Némecko)
- MM 2A Laboratorni pfistroje Praha
ultrazvukové lazet VWR Ultrasonic Cleaner (Leuven, Malajsie)
shaker, MS 2 Minishaker, IKA Works (USA)
Upravena termostatovand vodni lazen typ U 10 (Némecko)

kapalinovy scintila¢ni pocita¢ 1219 Rackbeta (LKB Wallac), RIL FaF UK

4. 3. Enzym

4. 3. 1. Pfiprava enzymu

Dekarboxylasa aromatickych L-aminokyselin
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Vzhledem Kk tomu, Ze enzym neni dostupny v ¢isténé podobé a predchozi pokusy o jeho
purifikaci nebyly uspésné, pouzivala jsem pro pokusy s DAAK jako zdroj enzymu

supernatant ziskany centrifugaci potkanich jater v potfebném mnozstvi ¢isténé vody .

4. 3. 2. Postup ptipravy enzymu

Potkani samci kmene Wistar z chovné stanice Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové,
krmeni standardni peletovanou potravou a chovani za standardnich podminek, byli usmrceni
dekapitaci nizkami Vv celkové anestezii navozené etherem. Pomoci ntizek jim byla vyjmuta
jatra a ta byla pfenesena na misku chlazenou ledem. Jatra byla zvazena, hmotnost jater se
pohybovala kolem dvanacti gramt. Podle hmotnosti v gramech byl K jatrim ptidan
¢tyfnasobek vody v mililitrech. Jaterni tkan byla nejprve rozstithana nuzkami v kadince
svodou. Suspenze byla dale zpracovana v Potter-Elvehjemové homogenizatoru b&znym
zpusobem (cca 10-15 otacek pistu za vtefinu, pohyb pistu sedmkrat nahoru a dold, pficemz
veskery obsah zkumavky vzdy proSel mezi pistem a sténou zkumavky). Zkumavka, ve které
byla provadéna homogenizace, byla chlazena v nadob¢ s ledovou drti a vodou. Homogenizace
probihala v chladici mistnost pfi teplot¢ 5°C. Homogenat byl rozvazen do kyvet centrifugy a
bylo provedeno odstfed’ovani pfi teploté 1°C po dobu 33 minut pti 20000g. Poté byl z kyvet
sesbirdn supernatant zbaveny zbytkli bunéénych membran atd., které vytvofily peletu
usazenou ve spodni casti kyvety. Ziskany supernatant byl rozpipetovan po vhodnych
objemech podle ocekavané spotieby v pripravovanych pokusech do lahvicek a byl zamrazen
pii teploté -18°C do dalsiho zpracovani. Pro pokusy byl pouzit vzdy Cerstvé rozmrazeny

supernatant. Supernatant se netedil.

4. 4. Koenzym

4. 4. 1. Pfiprava roztoku pyridoxal-5-fosfatu

DAAK patii mezi pyridoxalové enzymy. Jednou ze slozek inkubac¢ni smési byl tudiz roztok

pyridoxal-5-fosfatu.
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4. 4. 2. Postup ptipravy roztoku pyridoxal-5-fosfatu

Roztok pyridoxalfosfatu byl pfipraven navazenim potfebného mnozstvi PLP a rozpusSténim ve

vhodném pufru za michdni na magnetické michacce. Roztok byl ptipravovan v ¢as potieby.

4. 5. Inhibitor

4.5. 1. Pfiprava roztoku inhibitoru

Pokusy byly provedeny spotencialnim inhibitorem DAAK, latkou ze skupiny
aroylhydrazont, pyridoxalisonikotinoylhydrazonem (PIH). S ohledem na problematickou
rozpustnost PIH ve vodném prostfedi a existujici riziko zpétného vykrystalizovani PIH
v prubéhu pokusu nebyly pfipravovany zasobni roztoky PIH, ale roztoky potiebné
koncentrace byly ziskany ex tempore rozpusténim navazky PIH. PIH bylo tfeba nejprve
rozpustit ve vhodném mnozstvi dimethylsulfoxidu (DMSO) a teprve po dokonalém rozpusténi
v DMSO byl ptidan pufr. Naslednym fedénim zpravidla geometrickou fadou byly ptipraveny

roztoky potiebné koncentrace.

4.5.2. Postup pfipravy roztoku inhibitoru

K navézce PIH v radiolahvicce byl nejprve pfidan DMSO usnadnujici rozpusténi ve vodném
prostiedi. Obsah radiolahvicky s PIH a 100 % DMSO byl dostateéné promichan na shakeru.
Toto vétsinou nevedlo k uplnému rozpusténi krystald PIH. Rozpousténi bylo proto dale
podpoteno pomoci ultrazvuku ponofenim radiolahvicky do ultrazvukové lazné.

K jednomu dilu roztoku PIH ve 100 % DMSO bylo piidano devét dilt pufru a byl ziskan
roztok zakladni koncentrace v 10 % DMSO, ze kterého byly ziskany fedénim pufrem s 10 %
DMSO dalsi pottebné koncentrace PIH v 10 % DMSO. SloZeni inkubaéni smési v pokusech
bylo navrzeno tak, aby vysledna koncentrace DMSO v inkuba¢ni smési byla 5 %. Byl
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proveden pokus, z jehoz vysledkl byla tato koncentrace DMSO urc¢ena jako optimalni pii
srovnani rizika ovlivnéni aktivity enzymu a piipadného zpétného vykrystalizovani PIH v

prabéhu pokusu.

4. 6. Metoda stanoveni aktivity dekarboxvylasy aromatickych L-aminokyselin pomoci

substratu znadeného isotopem **C na karboxylu

4. 6. 1. Princip stanoveni

Metoda pouzita pro stanoveni aktivity DAAK byla popsana Drsatou a Haisem (1973).
Aktivita dekarboxylasy aromatickych L-aminokyselin odpovidd radioaktivit¢ uvolnéného
znaceného oxidu uhliGitého **CO,, ktery vznika dekarboxylaci sledovanych na karboxylu
znacenych substratl v pfitomnosti exogenniho kofaktoru pyridoxal-5-fosfatu.

Uvolnény *CO; se po vytdsnéni z inkubaéni smési kyselinou sirovou zachycuje v roztoku
hydroxidu draselného.

K méteni uvolnéné radioaktivity byl pouzit kapalinovy scintilaéni pocitac.

4. 6. 2. Reagencie

Substraty:
L-tyrosin-1-'*C viz kapitola 4. 1. 1.
D,L-3-(3, 4-dihydroxyfenyl)alanin-1-“C viz kapitola 4. 1. 1.

Enzym:

Dekarboxylasa aromatickych L-aminokyselin viz kapitola 4. 3.

Koenzym:
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Pyridoxal-5-fosfat, vodny roztok réiznych vyslednych koncentraci (fadové 10° M v piipads
substratu L-tyrosin-1-*C, resp. 10® M v pripadé substratu D,L-3-(3,4-dihydroxyfenyl)alanin-

1-*C) ve vhodném pufru viz kapitola 4. 4.

Inhibitor:
Pyridoxalisonikotinoylhydrazon, vodny roztok s pfidavkem DMSO riaznych koncentracich

viz kapitola 4. 5.
3 M resp. 2 M roztok kyseliny sirové viz kapitola 4. 1. 3.

30 % resp. 40 % roztok hydroxidu draselného viz kapitola 4. 1. 3.

4. 6. 3. Postup stanoveni aktivity DAAK

Pro stanoveni byly pouzity specialné pro tuto metodu zhotovené inkubacni lahvicky
pfipravené z radiolahvi¢ek opatfenych ve Sroubovacim uzévéru s pryZovym tésnénim
nékolika otvory. Stfedovym otvorem prochdzi dratek, na némz je zavéSen prouzek
chromatografického papiru (Whatman 31, rozmér 2,7 x 0,8 cm), ktery se pfed stanovenim
zvlhéi roztokem 30 %, resp. 40 % hydroxidu draselného. Dalsi otvory jsou urceny pro injekci
substratu a kyseliny sirové a v piipadé pouziti dopy-1-'*C jako substratu pro jehly zajistujici
pfivod inertni atmosféry argonu a odvod vzduchu z lahvicky.

Do lahvicek byly napipetovany jednotlivé sloZky inkuba¢ni smési, které zahrnovaly enzym ve
formé supernatantu potkanich jater, roztok pyridoxal-5-fosfatu a pufry, popiipadé roztok
inhibitoru. Prouzek chromatografického papiru byl navlh¢en ¢aste¢nym ponotenim do 30 %
(v ptipadé substratu tyrosinu-1-'*C), resp. 40 % (v ptipadé substratu dopy-1-'*C) roztoku
hydroxidu draselného tak, aby po uzavieni lahvicky nedoslo k odkapnuti do reakéni smési.
V piipadé substratu dopy-1-'*C bylo nutné vytésnit vzduch z lahvicky pomoci argonu, jelikoZ
tento substrat neni na vzduchu stabilni.

Po uzavteni lahvicek byla provedena preinkubace pét minut vloZenim pfipravenych lahvi¢ek
do vodni lazn¢ termostatované na 37 °C a tfepanim ve vodni lazni. Néasledovala vlastni

inkubace, kterd byla zahdjena pfidanim substratu znadeného *C na karboxylu. Do
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jednotlivych lahvi¢ek byl substrat injikovan v intervalu jedné minuty. Reakce v lahvickach
byla zastavena injekci 3 M (v piipadé substratu tyrosinu-1-*C), resp. 2 M (v piipadé substratu
dopy-1-14C) roztoku kyseliny sirové tak, aby ve vSech lahvickach probihala inkubace ptfesné
30 minut. Kyselina sirova vytésnila **CO, vznikly dekarboxylaci Tyr**C nebo dopy-1-'*C
z roztoku. Lahvicky byly dale ponechany za stalého tfepani v termostatované vodni lazni
hodinu od zastaveni reakce v prvni lahvi¢ce. Poté byly postupné uzavéry lahvicek
odsroubovany a prouzky chromatografického papiru pfipevnéné na dratku po jednom opatrné
vyjmuty pomoci pinzety bez jakéhokoliv dotyku prouzku s pinzetou, sténou lahvicky a pod.
Prouzky byly vlozeny do pfipravenych tapwalek s 1,3 ml scintilacniho roztoku (Sigma-
Aldrich). Obsah tapwalek tvofeny prouzkem chromatografického papiru ve scintilaCnim
roztoku byl zamichan na shakeru po dobu deseti vtefin a tapwalka byla vlozena do ¢isté
radiolahvic¢ky. Radiolahvicky byly pevné zasroubovany, aby nedoslo k tniku radioaktivity, a
oznaceny. Takto byly vzorky pfipraveny ke zméfeni uvolnéné aktivity pomoci kapalinového

scintilaéniho pocitace 1219 Rackbeta (LKB Wallac) v Radioisotopové laboratoti Faf UK HK.

4. 7. Pokusy se substratem L-(karboxyl-**C)tyrosinem

OH ®CHZ—CH—COOH

NH,

Obr. 5 Vzorec aminokyseliny tyrosinu

4.7.1. Pfedb&zné ovéfeni substratu Tyr**C

Piedtim neZ bylo mozno zah4jit pokusy s radioaktivnim substratem tyrosinem-1-**C, byl
proveden pokus, ktery ovéfil pouzitelnost substratu Tyr14C. Byly pfipraveny vzorky bez
enzymu sménici se koncentraci substratu Tyr*C. Vyslednd koncentrace koenzymu

pyridoxal-5-fosfatu v pokusu byla 1,43.10° M.
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Pro mnozstvi substratu Tyr“C 0,1 a 0,5 ml byly pfipraveny tfi vzorky, pro 0,2 ml substratu

bylo pfipraveno pét vzorkd.

Pokus byl proveden podle postupu uvedeného v kapitole 4. 6. 3. Postup stanoveni aktivity

DAAK.

Mnozstvi jednotlivych slozek v inkubac¢ni smési a Casové rozvrzeni pokusu uvadi tabulka 2.

Tab. 2 Slozeni inkuba¢ni smési slepych vzorkt (vzorkl bez enzymu).

0,02 M pufr pH 6,8

(ml) 19 1,8 15

PLP v 0.1M pufru

pH 7.2 (ml) 0,1 0,1 0,1
preinkubace 5 minut za stalého tfepani ve vodni lazni pfi 37°C

substrat Tyr“C

(ml) 0,1 0,2 0,5
inkubace pfesné 30 minut za stalého tfepani ve vodni lazni pfi 37°C

3M kyselina sirova

(ml) 05 0,5 0,5

ponechani vzork 60 minut za stalého trepani ve vodni lazni pfi 37°C, dale dle 4.

6. 3. Postup stanoveni aktivity DAAK

Tab. 3 Naméfené hodnoty radioaktivity vzorkll se zachycenym produktem a katalytické

aktivity pro ménici

se mnoZstvi substratu Tyr'*C.

Tyr *C (ml) 0,1 0,2 0,5
pramér aktivit (pkat) 0,24 0,38 0,69
priimér radioaktivit

(DPM) 123,2 1911 350,5
smérodatna odchylka 28,7 21,4 32,3
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Obr. 6 Zavislost radioaktivity uvolnéné samovoln¢ v prubéhu inkubace na koncentraci
substratu (neenzymaticky déj). Body znazoriiuji primér ze téi hodnot. Pouze u mnozstvi
substratu 0,2 ml §lo o pramér z péti hodnot.

Vysledky ukazaly linearni zavislost uvolnéné radioaktivity na koncentraci Tyr**C. Hodnoty
uvolnéné radioaktivity v nepfitomnosti enzymu byly nizké, substrat Tyr'*C bylo mozno

pouzit.

4. 7. 2. Hodnoty naméfené radioaktivity slepych vzorki pro substrat tyrosin-1-C.

V této kapitole jsou uvedeny hodnoty radioaktivity namétené pro slepé vzorky, tzn. vzorky
bez enzymu, pro predstavu o rozsahu neenzymatické dekarboxylace pro koncentrace tyrosinu-
1-"C pouzivané v jednotlivych pokusech s timto substratem.

Jde o doplnéni informaci ziskanych z pfedchoziho pokusu, jsou zde uvedeny hodnoty pro
vSechny koncentrace substratu pouzité v jednotlivych pokusech. Hodnoty byly naméfeny
v pokusu 4. 7. 6. Metodika sledovani kinetiky inhibované a neinhibované reakce Se
substratem Tyr**C pro koncentrace substratu 0,05, 0,1, 0,2, 0,3 a 0,5 ml. MnoZzstvi
jednotlivych slozek v inkubaéni smési slepych vzork pro substrat Tyr**C je uvedeno

v tabulce 4.
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Tab. 4 Slozeni inkubatni smési vzorki bez enzymu pro substrat Tyr**C. Vysledna

koncentrace koenzymu PLP v inkubaéni smési byla 1,5.10° M.

0,02M pufr pH 6,8 (ml)

PLP v 0,1 M pufru pH 7,2 (ml)
supernatant (ml)

substrat Tyr *C (ml)

0,1 M pufr pH 7,2 (ml)

0,45
0,2

0,05
1,3

0,4
0,2

0,1
1,3

0,3
0,2

0,2
1,3

0,2
0,2

0,3
1,3

0,2

0,5
1,3

Tab. 5 Naméfené radioaktivity vzorku se zachycenym produktem pro jednotlivé koncentrace

substratu Tyr14C.

substrat Tyr**C (ml) 0,05 0,1 0,2 0,3 0,5
radioaktivita (DPM) 57,4 79,55 80,4 111,3 136,5
smeérodatna odchylka 19,9 54 3,9 9,6 0,1
Aktivita (pkat) 0,11 0,16 0,16 0,22 0,27
150 l
5
e 100 1
(O]
= :
<
S
2 50 -
c
O 1 1 1 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
substrat Tyr**C (ml)




37

Obr. 7 Zavislost nam&fené radioaktivity na koncentraci substratu Tyr**C u slepych vzorkd.
Zavislost uvadi rozsah neenzymatické dekarboxylace béhem inkubace pro riizné koncentrace

znacené¢ho substratu Tyr14C.

4.7. 3. Metodika stanoveni enzymové aktivity dekarboxylasy aromatickych L-aminokyselin

se substratem Tyr”C.

Dal8im ukolem bylo zjistit optimalni koncentraci enzymu pro sledovéani kinetiky enzymové
reakce. Protoze §lo o prvni pokus (s vyjimkou pokusu ovétujici pouZitelnost substratu) se
substratem L-tyrosinem-*C, ktery byl proveden, bylo potfeba optimalizovat podminky reakce
a zjistit koncentraci enzymu a substratu, pii které bude dosazeno vyhovujici métitelné aktivity
enzymu.

Vzorky obsahovaly konstantni mnozstvi substratu Tyr **C 0,5 ml a rliznd mnoZstvi
supernatantu (enzymu). Vysledna koncentrace koenzymu PLP v inkuba¢ni smési byla 2.10°
M.

Pokus byl proveden podle postupu popsan¢ho v kapitole 4. 6. 3. Postup stanoveni aktivity
DAAK.

Usporadani pokusu je uvedeno v tabulce 6 véetné mnozstvi jednotlivych slozek pfidavanych

do inkubaéni smési a ¢asového rozvrzeni.

Tab. 6 Slozeni inkuba¢ni smési pro zjisténi optimalni koncentrace enzymu

0.02 M pufr pH 6.8

(ml) 0,8 0,7 0,6 0,5 0,4 0,9
PLP v 0.1M pufru

pH 7.2 (ml) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
supernatant (ml) (0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0

preinkubace 5 minut za stalého tfepani ve vodni lazni pfi 37°C

substrat Tyr “C
(ml) 05 05 05 05 05 05

inkubace pfesné 30 minut za stalého tfepani ve vodni lazni pfi 37°C

3M kyselina sirova
(ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

ponechani vzorkl 60 minut za stalého tfepani ve vodni lazni pfi 37°C, dale dle 4.
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6. 3. Postup stanoveni aktivity DAAK

4. 7. 4. Metodika sledovani enzymové kinetiky se substratem Tyr**C

Narozdil od pfedchoziho stanoveni byl tento pokus proveden s péti riznymi koncentracemi
substratu  Tyr“C Kk pfesn&jsi charakterizaci kinetiky dekarboxylasy aromatickych L-
aminokyselin z jater potkana. Pokus byl opét proveden diive popsanou metodou 4. 6. 3.
Postup stanoveni aktivity DAAK. Byl pouzit konstantni piidavek supernatantu 0,3 ml a rizné
koncentrace substratu. Vysledna koncentrace PLP v pokusu byla 1,5.10° M.

Cilem pokusu bylo ovéfit Michaelisovu konstantu K. Tato hodnota charakterizuje afinitu

substratu k enzymu.

Usporadani pokusu je uvedeno v tabulce 7.

Tab. 7 Slozeni inkubaéni smési pro sledovani kinetiky dekarboxylasy aromatickych L-

aminokyselin pro substrat Tyr**C.

0.02 M pufr pH 6.8

(ml) 0,45 0,4 0,3 0,2 0
0.1 M pufr pH 7.2

(ml) 1,1 1,1 1,1 1,1 1,1
PLP v 0.1 M pufru

pH 7.2 (ml) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
supernatant (ml) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3

preinkubace 5 minut za stalého tfepani ve vodni lazni pfi 37°C

substrat  Tyr'C

(ml) 0,05 0,1 0,2 0,3 0,5
inkubace pfesné 30 minut za stalého tfepani ve vodni lazni pfi 37°C

3M kyselina

sirova (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

ponechani vzork( 60 minut za stalého tfepani ve vodni lazni pfi 37°C, déle dle 4.

6. 3. Postup stanoveni aktivity DAAK
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4. 7. 5. Metodika sledovani inhibice dekarboxylasy aromatickych L-aminokyselin

pyridoxalisonikotinoylhydrazonem (PIH)

Jednim z kol pfi vypracovavani této diplomové prace bylo zjistit, zda dochazi k inhibici
dekarboxylasy aromatickych L-aminokyselin PIH a v jakém rozsahu.

Pokus byl proveden obdobné¢ jako v ptedchozich piipadech metodou 4. 6. 3. Postup stanoveni
aktivity DAAK. Navic bylo potieba pfipravit roztok potencialniho inhibitoru PIH a vnést jej
do inkubaéni smési.

Rozpusténi pevné substance PIH ve vodném pufru je obtizné a vyzadovalo pouziti DMSO,
ktery usnadiuje jeho rozpousténi. Toto bylo podrobnéji rozebrano v kapitole 4. 5.

Byly provedeny dvé¢ inkubace, coz umoznilo ziskat vétsi pocet hodnot a sledovat vliv
potencialniho inhibitoru ve vice koncentracich. Pokusy byly provedeny pro tyto vysledné
koncentrace roztoku inhibitoru: 10°, 10®°, 10 2,5.10% 5.10“ a 10° M. Ve vzorcich bylo
pouzito konstantni mnozstvi supernatantu (0,3 ml) a substratu (0,2 ml). Vysledna koncentrace
PLP dosaZena v inkubaéni smési byla 1,5.10° M.

Uspotadani pokust a vysledné koncentrace PIH v prvnim a druhém pokusu jsou uvedeny v
tabulkach 8 a 9.

Tab. 8 Uspotadani prvniho pokusu sledovani inhibice DAAK PIH.

10°M PIH

10" M PIH

10° M PIH

10° M PIH

0 M PIH sl.
supernatant (ml) (0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0
0.02 M pufr pH 6.8
(ml) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
PLP v 0.1 M pufru
pH 7.2 (ml) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
PIH v pufru pH 7.2
s 10% DMSO 1 1 1 1 0 0
0.1 M pufr pH 7.2
(ml) 0 0,3
10%DMSO v 0.1]0




M pufru pH 7.2
(ml)
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preinkubace

5 minut za stélého tfepani ve vodni lazni pfi 37°C

substrat  Tyr C

(ml) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
inkubace pfesné 30 minut za stalého tfepani ve vodni lazni pfi 37°C

3M kyselina sirova

(ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

ponechani vzorkl 60 minut za stalého tfepani ve vodni lazni pii 37°C, dale dle 4.

6. 3. Postup stanoveni aktivity DAAK

Tab. 9 Uspotadani

druhého pokusu sledovani inhibice DAAK PIH.

10°M 5.10°M [2.5.10"M [10”" M 10° M
PIH PIH PIH PIH PIH OMPIH |sl
supernatant (ml) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0
0.02 M pufr pH 6.8
(ml) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
PLP v 0.1 M pufru
pH 7.2 (ml) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
PIH v pufru pH 7.2
s 10% DMSO 1 1 1 1 1 0 0
0.1 M pufr pH 7.2
(ml) 0 0 0 0 0 0 0,3
10%DMSO v 0.1
M pufru pH 7.2
(ml) 0 0 0 0 0 1 1
preinkubace 5 minut za stalého tfepani ve vodni lazni pfi 37°C
substrat Tyr“C
(ml) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
inkubace prfesné 30 minut za stalého tfepani ve vodni lazni pfi 37°C
3M kyselina sirova
(ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

ponechani vzork(l 60 minut za stalého tfepani ve vodni lazni pfi 37°C, dale dle 4.
6. 3. Postup stanoveni aktivity DAAK

4. 7. 6. Metodika sledovani kinetiky inhibované a neinhibované reakce se substratem Tyr*C




V pokusu byla porovnavana kinetika inhibované a neinhibované reakce.
predchozich pokusti bylo zjisténo, ze hodnota ICsy je blizka, pii vybéru z koncentraci
inhibitoru pouzitych v pokusech, vysledné koncentraci inhibitoru 2,5. 10 M.

Pokus byl usporadan tak, aby ve vzorcich roztok inhibitoru zaujimal polovinu objemu, proto
byl do lahviek pipetovan roztok PIH o koncentraci 5. 10 M (v 10 % DMSO). Pro mnoZstvi
substratu 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 a 0,5 ml byly pfipraveny tii druhy vzorkii, vzorek bez inhibitoru,
s inhibitorem a slepy vzorek bez enzymu a bez inhibitoru. Kromé¢ slepych vzorka obsahovaly

vSechny vzorky konstantni mnoZzstvi supernatantu (0,3 ml). Vysledna koncentrace PLP

v pokusu byla 1,5.10” M.
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Z vysledki

Tab. 10 Slozeni inkuba¢ni smési pro sledovani kinetiky inhibované a neinhibované reakce.

vzorek bez | s sl. bez | sl sl. bez | S|
0,02M pufr pH 6,8 (ml) [ 0,45 0,45 0,45 0,4 0,4 0,4 0,3 0,3
PLP v 0,1 M pufru pH

7,2 (ml) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
supernatant (ml) 0,3 0,3 0 0,3 0,3 0 0,3 0,3
substrat Tyr **C (ml) | 0,05 0,05 0,05 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2
0,1 M pufr pH 7,2 (ml) |1 (1) 0 1,3(1) |1 0 1,3(1) |[1@ 0
PIH v0,1 M pufru pH

7,25 10% DMSO (ml) |0 1 0 0 1 0 0 1
vzorek sl. bez | s sl. bez | sl sl.

0,02M pufr pH 6,8 (ml) [ 0,3 0,2 0,2 0,2 0 0 0

PLP v 0,1 M pufru pH

7,2 (ml) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
supernatant (ml) 0 0,3 0,3 0 0,3 0,3 0

substrat Tyr **C (ml) |0,2 0,3 0,3 0,3 0,5 0,5 0,5

0,1 MpufrpH 7,2 (ml) [1,3(1) [1 () 0 1,3(1) |1 0 1,3(2)

PIH v0,1 M pufru pH

7,2s10% DMSO (ml) (O 0 1 0 0 1 0

Pozn.1l: V zavorce je uveden podil 0,1 M pufru pH 7,2 s 10% DMSO z celkové mnozstvi

pufru pH 7,2 uvedeného pted zavorkou. Tzn. vzorky bez inhibitoru obsahovaly 1 ml 0,1 M




42

pufru pH 7,2 s 10% DMSO. Slepé vzorky obsahovaly 1 ml 0,1 M pufru pH 7,2 s 10% DMSO
a0,3ml 0,1 M pufru pH 7,2 bez 10% DMSO.
Pozn. 2: | = inhibitor

sl.= slepy vzorek (bez enzymu a bez inhibitoru)

4. 7. 7. Metodika sledovani inhibice dekarboxylasy aromatickych L-aminokyselin

pyridoxalisonikotinoylhydrazonem pro dvé rozdilné koncentrace substratu Tyr*C.

Vyse popsanou metodou 4. 6. 3. Postup stanoveni aktivity DAAK pouzitou pro vSechny
pokusy s Tyr**C bylo provedeno také sledovani inhibice pro dvé rizné koncentrace substratu.
Cilem bylo potvrdit typ inhibice zji§tény z vyneseni dle Lineweavera a Burka.

Pro pokus byla zvolena mnozstvi substratu Tyr'*C 0,1 a 0,5 ml, konstantni mnoZstvi
supernatantu 0,3 ml a koncentrace PIH 10° 10 2,5.10% 5.10* a 10° M. Vysledna

koncentrace PLP dosaZena v inkubaéni smési byla 1,5.10° M.

Mnozstvi jednotlivych slozek v inkubac¢ni smési vyjadiuje tabulka 11.
Tab. 11 Slozeni inkuba¢ni smési pro sledovani inhibice PIH pro dvé koncentrace substratu

Tyr*cC.

10° M|[5.10" M[2510" [10° M[10° M

PIH PIH M PIH PIH PIH OM PIH sl.
supernatant (ml) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0
0,02M pufr pH 6,8 (ml) | 0.4/0 0.4/0 0.4/0 0.4/0 0.4/0 0.4/0 0.4/0
PLP v 0,1 M pufru pH
7.2 (ml) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
substrat Tyr c (ml) 0,1/0,5 0,1/0,5 0,1/0,5 0,1/0,5 0,1/0,5 0,1/0,5 0,1/0,5
PIH v0,1 M pufru pH
7.2 s 10%DMSO 0
0,1 M pufr pH 7.2 (ml) |0 0 0 0 0 0,3
10%DMSO vO0,1 M
pufru pH 7.2 0 0 0 0 0 1 1
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4.7. 8. Pokus s ménici se koncentraci pyridoxalfosfatu, koenzymu DAAK

Posledni pokus provedeny se substratem Tyrl4C byl zaméfen na zjiSténi vlivu koncentrace
pyridoxalfosfatu na aktivitu enzymu pro neinhibovanou reakci a pro reakci inhibovanou
pyridoxalisonikotinoylhydrazonem (PIH) ve vysledné koncentraci 2,5.10* M v 5 % DMSO.
Byl vysloven piedpoklad, ze by na zékladé¢ podobnosti struktury PIH s pyridoxalfosfatem
mohlo dochazet ke vzajemné kompetici a vytésnéni PIH nadbytkem PLP.

SloZeni inkubacni smési a postupné ftedéni roztoku pyridoxalfosfatu odpovidalo
pozadovanym vyslednym koncentracim PLP ve vzorcich.

Byly zvoleny fadové se ménici koncentrace PLP 1,5 .10'3, 1,5.10'4, 1,5.10'5, 1,5.10'6 a 1,5.10'7
M.

Koncentrace substratu i supernatantu s vyjimkou slepych vzorkid bez supernatantu byla
konstantni.

Praktické provedeni pokusu bylo podobné jako ve vSech uvedenych ptipadech viz 4. 6. 3.
Postup stanoveni aktivity DAAK.

Tab. 12 Slozeni inkuba¢ni smési v pokusu s ménici se koncentraci PLP pro neinhibovanou a

inhibovanou reakci.

inhibovana reakce
1.5.10'M [1.5.10°M [1.5.10°M [1.5.10*M [1.5.10°M

OMPLP |PLP PLP PLP PLP PLP sl.
0,02M pufr pH 6,8 (ml) [ 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
PLP v 0,1 M pufru pH
7.2 (ml) 0 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
substrat Tyr*“C (ml) | 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
supernatant (ml) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0
PIH v0,1 M pufru pH
7.2's 10%DMSO 1 1 1 1 1 1 0
0,1 M pufrpH 7.2 (ml) [0,2 0 0 0 0 0 1,3
neinhibovana reakce




44

1.5.10’'M [1.5.10°M [1.5.10°M | 1.5.10*M | 1.5.10"°M

OMPLP [PLP PLP PLP PLP PLP sl.
0,02M pufr pH 6,8 (ml) [ 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
PLP v 0,1 M pufru pH
7.2 (ml) 0 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
substrat Tyr**C (ml) |0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
supernatant (ml) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0
PIH v0,1 M pufru pH
7.2's 10%DMSO 0 0 0 0 0 0 0
0,1 M pufrpH 7.2 (ml) |1,2 1 1 1 1 1 1,3

4. 8. Pokusy se substratem DL-3-(3,4-dihydroxyfenyl)alaninem-1-**C

4. 8. 1. Specifika pokusii se substratem dopou-1-'“C.

Pokusy provedené se substritem dopou-1-**C  byly v podstat& analogické pokusiim
provedenym s Tyr**C. V metodice pokusii s dopou-1-**C jsou viak v porovnani s pokusy s
Tyr'*C nkteré dilezité odlisné momenty.

Po napipetovani potiebného mnozstvi pufru, roztoku pyridoxal-5-fosfatu, supernatantu a
roztoku PIH u inhibované reakce byly prouzky chromatografického papiru v uzavérech
inkubacnich lahvic¢ek navlhéeny 40 % roztokem KOH a lahvic¢ky byly uzavieny.

Z divodu nestability dopy-1-**C na vzduchu bylo nezbytné ze viech vzorki, véetné vzorki
slepych, odstranit vzduch a nahradit jej inertni atmosférou. V pokusech byl jako zdroj inertni
atmosféry pouZit plynny argon.

Prakticky bylo odstrafiovani vzduchu provedeno tak, Ze pfes jeden otvor v uzavéru bylo
propichnuto tésnéni dutou jehlou s $ir§im primérem pro odvod vzduchu nad reak¢éni smési.
Druhym otvorem prochdzela jehla napojena ptes hadicku na tlakovou nadobu s argonem.

U kazdého vzorku vcetné slepych vzorkl byla atmosféra vyménovana po dobu jedné minuty,
vyména atmosféry byla kontrolovana ovérenim odchodu proudu vzduchu z lahvicky.

Po ,probublani“ vSech vzorkii nasledovala preinkubace 5 minut ve vodni lazni

vytemperované na 37°C. Vlastni inkubace byla zahajena injekci potiebného mnozstvi dopy-1-
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YC. Inkubace byla ukonéena piesn& po 30 minutach 0,5 ml 2 M kyseliny sirové. Vzorky byly
ponechany V temperované vodni lazni za stdlého tfepani dalSi hodinu od zastaveni reakce
v prvni lahviéce. Po hodiné byly vzorky po jednom vyjmuty z temperované lazné, prouzek
chromatografického papiru na dratku prochazejici stiedem uzévéru byl opatrné vyjmut
pomoci pinzety tak, aby nedoslo ke kontaktu papirku s okolnim prosttedim, a papirky byly
postupné vlozeny do ptipravenych tapwalek s 1,3 ml scintilacniho roztoku. Nasledovalo
promichani obsahu tapwalky po dobu 20 vtetfin na shakeru a vloZeni tapwalky do prazdné

radiolahvi¢ky. Po uzavieni a oznaéeni byly takto vzorky pfipraveny ke zméieni.

4. 8. 2. Hodnoty namé&fené radioaktivity slepych vzorka pro substrat dopu-1-**C.

Stejné jako u substratu tyrosinu-1-14C jsem i v piipadé dopy-1-14C zaradila kapitolu, ktera
informuje o rozsahu neenzymatické dekarboxylace pro jednotlivé koncentrace substratu dopy-
1-**C. Hodnoty byly namé&feny v pokusu 4. 8. 7. Metodika sledovani kinetiky inhibované a
neinhibované reakce se substratem dopou-l-lAC pro mnozstvi substratu 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 a
0,4 ml.

Mnozstvi jednotlivych slozek v inkubac¢ni smési slepych vzorkl pro substrat dopu-1-'*C je

uvedeno v tabulce 13.

Tab. 13 SloZeni inkubadni smési slepych vzorki se substratem dopou-1-*C. Vysledna

koncentrace PLP v pokusu byla 1,26.10° M.

PLP v 0,02M pufru pH 6,8 (ml) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
0,02 M pufr pH 6,8 (ml) 1,45 1,4 1,3 1,2 1,1
supernatant (ml) 0 0 0 0 0
substrat dopa-1-14C (ml) 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4

Tab. 14 Hodnoty aktivity odpovidajici slepym vzorkiim S meénici se koncentraci substratu
dopy-1-**C.

substrat dopa-1-"C (ml) 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4
radioaktivita (DPM) 64,1 84 106,3 127,1 155,2
smérodatna odchylka 15,8 25 21,9 4 22,2
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aktivita (pkat) 0,80 1,05 1,33 1,59 1,94
|
200

< 150 A b

o 1

a

8

< 100 4

=

<

o

2

S 5o -

0 T T T
0 0,1 0,2 0,3 0.4
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Obr. 8 Zavislost uvolnénéné radioaktivity slepych vzorki pro jednotlivd mnoZstvi substratu
dopy-l-“C. Rozsah neenzymatické dekarboxylace vzrusta s rostoucim mnozstvim dopy-1-

€. Také v pripads substratu dopy-1-**C je k dekarboxylace v nepfitomnosti enzymu slaba.

4. 8. 3. Metodika stanoveni enzymové aktivity dekarboxylasy aromatickych L-aminokyselin

se substratem dopou-1-*C.

OH

OH CH C C
\ / 2 CH COOH

NH

Obr. 9 Vzorec dopy
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Dfive neZ bylo moZno zahajit pokusy se substratem dopou-1-*C, bylo potieba ovéfit enzym a
substrat a zjistit, jak se radioaktivita vzorkti méni s rostouci koncentraci enzymu a substratu.
Cilem bylo zjistit mnozZstvi enzymu a substratu, pro néz bude dosazeno vyhovujici métitelné
radioaktivity.

V tvodnim pokusu provedeném se substratem dopou-1-"*C byly pfipraveny vzorky se
vzristajicim mnozstvim supernatantu potkanich jater, ktery byl piipraven postupem
popsanym vyse viz kapitola 4. 3. 2. Postup pfipravy enzymu.

Vzorky obsahovaly konstantni mnozstvi substratu dopy-1-'*C. Vysledna koncentrace
koenzymu pyridoxalfosfatu pouZitd v tomto pokusu s L-dopou-1-*C byla 1,35.10° M.

Pokus k ovéfeni aktivity enzymu byl proveden podle nasledujiciho schematu:

Tab. 15 RozvrZeni pokusu k ovéfeni enzymu.

0,02 M pufr pH

6,8 (ml) 11 1 0,9 0,8 0,6 0,1
PLP v 0,02 M

pufru pH 6,8 (ml) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
supernatant (ml) 0 0,1 0,2 0,3 0,5 1

odstranovani kyslikové atmosféry ze vzorku po dobu jedné minuty

preinkubace 5 minut za stalého tfepani ve vodni l14zni pfi 37°C

substrat dopa-1-
¢ (ml) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3

inkubace presné 30 minut za stalého tfepani ve vodni lazni pfi 37°C

2 M kyselina
sirova (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

ponechani vzorkd 60 minut za stalého tfepani ve vodni lazni 37°C, dale dle 4. 8.
1.

4. 8. 4. Metodika ov&feni substratu dopy-1-"*C

V pokusu byla sledovana zavislost uvolnéné radioaktivity na koncentraci substratu dopy-1-
e
Byla pouzita rozdilna mnozstvi zna¢eného substratu za tcelem zjiSténi dosaZenych hodnot

radioaktivit pro rizna mnozstvi piidavaného substratu a konstantni mnoZstvi supernatantu
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s vyjimkou slepych vzorkli. Vyslednd koncentrace koenzymu pyridoxalfosfatu v
tomto pokusu byla 1,35.10° M.
Vysledky pokusu byly dulezité pro usporadani dalSich pokust se substratem dopou-l-”C.

Mnozstvi jednotlivych slozek v reakcni smési vyjadiuje tabulka 16.

Tab. 16 Slozeni inkuba¢ni smési pro ovéfeni substratu dopy-1-C.

0,02 M pufr pH
6,8 (ml) 1,2 1,25 1,2 1,1 1 0,8
PLP vO0,02 M
pufru pH 6,8 (ml) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
supernatant (ml) |0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

odstranovani kyslikové atmosféry ze vzorku po dobu jedné minuty

preinkubace 5 minut za stalého tfepani ve vodni lazni pfi 37°C

substrat dopa-1-
C (ml) 0,2 0,05 0,1 0,2 0,3 0,5

inkubace presné 30 minut za stalého tfepani ve vodni lazni pfi 37°C

2 M kyselina

sirova (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
ponechani vzorkd 60 minut za stalého tfepani ve vodni lazni 37°C, dale dle 4. 8.
1.

4. 8. 5. Metodika sledovéani enzymové kinetiky se substratem dopou-1-“C

Ke zjisténi Michaelisovy konstanty a maximalni rychlosti reakce se béZné pouziva
transformace dle Lineweavera a Burka, které bylo vyuzito i v pokusu s Tyr**C (kapitola 4. 7.
4.). Lineweaveriv a Burkdv graf piedstavuje zavislost pievracené hodnoty katalytické
aktivity (uvolnéné radioaktivity) na pievracené hodnoté koncentrace (mnozstvi) substratu.
Pro vyneseni zavislosti byly pouzity hodnoty naméfené v pfechozim pokusu po pfevedeni na

reciproké hodnoty. Uspotadani tohoto pokusu je uvedeno v tabulce 16.

4. 8. 6. Metodika sledovani inhibice dekarboxylasy aromatickych L-aminokyselin

pyridoxalisonikotinoylhydrazonem
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Obdobné jako v piipadé substratu Tyr“C, byla i u druhého sledovaného substratu dopy-1-'C
sledovana inhibice DAAK PIH.

Byly pouzity podobné vysledné koncentrace PIH jako v piipadé substratu Tyr”C - 10°, 10°,
10 a 10 M. Série roztoki inhibitoru fadové rozdilnych koncentraci byla piipravena fedénim
ze zakladniho roztoku pfipraveného v Cas potieby dfive popsanym zpusobem (Viz kapitola 4.
5.). Rozpousténi PIH ve vodném prostfedi bylo opét usnadnéno pouzitim DMSO. Za
nejvhodnéjsi vyslednou koncentraci DMSO ve vzorcich byla zvolena koncentrace 5 %.

Ve vzorcich s vyjimkou slepého vzorku bylo konstantni mnozstvi supernatantu (0,3 ml).
Mnozstvi substratu dopy-1-'*C bylo také konstantni (0,3 ml).

Vysledna koncentrace koenzymu pyridoxalfosfatu v reakci byla 1,44.10° M.

Tab. 17 Uspotradani pokusu sledovani inhibice dekarboxylasy aromatickych L-aminokyselin

pyridoxalisonikotinoylhydrazonem.

10°MPIH [10*M PIH [10°M PIH |10°M PIH |OM PIH sl.
0,02 M pufr pH 6,8
(ml) 0 0 0 0 0,7 1,1
PLP v 0,02 M
pufru pH 6,8 (ml) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0
supernatant (ml) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0
PIH v 0,02 M pufru
pH 6, 8510 %
DMSO (ml) 0,7 0,7 0,7 0,7 0 0

odstranovani kyslikové atmosféry ze vzorku po dobu jedné minuty
preinkubace 5 minut za stalého tfepani ve vodni lazni pfi 37°C

dopa-1-"C (ml) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3

inkubace pfesné 30 minut za stalého tfepani ve vodni lazni 37°C

2 M kyselina

sirova (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
ponechani vzorkd 60 minut za stalého tfepani ve vodni lazni 37°C, dale dle 4. 8.
1.

4. 8. 7. Metodika sledovani kinetiky inhibované a neinhibované reakce se substratem dopou-
1-c
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Jako u substratu Tyr**C bylo i u druhého substratu dopy-1-**C provedeno sledovani kinetiky
inhibované a neinhibované reakce.

Vysledna koncentrace PIH ve vzorcich s inhibitorem byla 10° M.Vysledna koncentrace PLP
ve vSech vzorcich byla 1,26.10'6 M. Pro jednotlivd mnozstvi substratu 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 a 0,4
ml byly pfipraveny tfi druhy vzorki, vzorek bez inhibitoru, s inhibitorem a slepy vzorek bez
enzymu a bez inhibitoru. Mnozstvi supernatantu ve vzorcich bylo konstantni S vyjimkou
slepych vzorkd.

V tabulce 18 je uvedeno mnozstvi slozek v inkubaéni smési pro jednotlivé vzorky. Pokus byl
proveden podle obecného postupu uvedeného v kapitole 4. 8. 1. Roztok inhibitoru potiebné
koncentrace byl pfipraven v ¢as potieby diive popsanym zptisobem (viz kapitola 4. 5.) tak,
aby jeho vyslednd koncentrace v inkuba¢ni smési byla 10° M.

Byly provedeny dvé inkubace pro ziskani vétSiho poétu hodnot katalytické aktivity.

Naméiené hodnoty jsou potiebné pro odhad typu inhibice.

Tab. 18 Slozeni jednotlivych vzorkd pro sledovani kinetiky inhibované a neinhibované

reakce.

vzorek bez | s sl. bez | sl sl. bez | sl

PLP v 0,02M pufru pH

6,8 (ml) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
1,15 1,45

0,02 M pufrpH 6,8 (ml) |08 [035 |(©,8 |1,1(0,8)[0,3 1,4(0,8) | 1(0,8) |0,2

supernatant (ml) 0,3 0,3 0 0,3 0,3 0 0,3 0,3

substrat dopa-1-"*C (ml) |0,05 0,05 0,05 0,1 0,1 0,1 0,2 0,2

PIH v0,02 M pufru pH

6,8 s 10 % DMSO (ml) 0 0,8 0 0 0,8 0 0 0,8

vzorek sl. bez | s sl. bez | sl sl.

PLP v 0,02M pufru pH

6,8 (ml) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

0,02 M pufr pH 6,8 (ml) [1,3(0,8) |0,9(0,8) | 0,1 1,2(0,8) |0,8(0,8) |0 1,1(0,8)

supernatant (ml) 0 0,3 0,3 0 0,3 0,3 0

substrat dopa-1-**C (ml) [0,2 0,3 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4

PIH v0,02 M pufru pH|O 0 0,8 0 0 0,8 0
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6,85 10% DMSO (m) | | | | | | | |

Pozn. 1: Udaje uvedené v zavorkach udavaji mnozstvi pufru pH 6,8 s10 % DMSO
Z celkového mnozstvi tohoto pufru v jednotlivych vzorcich, jehoz objem je uveden pied
zavorkou.

Pozn. 2: | = inhibitor

sl.= slepy vzorek (bez enzymu a bez inhibitoru)

5. VYSLEDKY

5. 1. Vysledky pokusii se substratem L-(karboxyl-*C)tyrosinem

5. 1. 1. Vysledky stanoveni aktivity dekarboxylasy aromatickych L-aminokyselin se

substratem L-tyrosinem-*C.

Prvni pokus se substratem tyrosinem-1-"*C mél ovéfit, zda byly spravné zvoleny reakéni
podminky a zda hodnoty aktivit budou dobfe méfitelné a zpracovatelné. Protoze tyrosin-1-**C
je méné vhodnym substratem pro dekarboxylasu aromatickych L-aminokyselin neZ dopa-1-
e, byly zvoleny pomérné vysoké koncentrace substratu (mnozstvi ptidavaného substratu 0,5
ml). P#i vysSich mnozstvich supernatantu bylo dosazeno zna¢nych aktivit.

SloZeni inkubac¢ni smési je uvedeno v tabulce 6 (viz kapitola 4. 7. 3.).

Hodnoty aktivit jsou zpracovany v tabulce 19. Jedna se o praméry aktivit tii vzorku.

Za optimalni mnozstvi pfidavaného supernatantu byla zvolena prostifedni testovana hodnota

0,3 ml. Ta byla také vyuzivéana v dalSich pokusech.

Pozn. Pokud se v experimentalni Casti této prace hovofi o radioaktivit¢ vzorku, je tim

myslena radioaktivita zachyceného produktu, kterd podava informaci o vytézku reakce.

Tab. 19 Vysledky zjistovani optimalni koncentrace supernatantu (enzymu)
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supernatant (ml) 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
priimér radioaktivit
(DPM) 2881,5 3552 6475,5 12529,6 18704,1
smeérodatna odchylka 2850,4 1008,5 363 2182,8 5233,3
pramér aktivit (pkat) 5,64 6,96 12,69 24,56 36,66
25000 1
_ 20000 A
S 4
a
< 15000 - 1
=
% 10000 - -
i
8
5000 -
O 1 1 1 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
supernatant (ml)

Obr. 10 Zavislost naméfené radioaktivity (DPM) na mnozstvi supernatantu (ml).

Pfiddvané mnozstvi substratu Tyr'*C bylo konstantni (0,5 ml). Vysledna koncentrace

koenzymu PLP v inkuba¢ni smési byla 2.10° M.

Body jsou primérem hodnot namétenych pro tfi vzorky.

Za optimalni byla zvoleno mnozZstvi supernatantu 0,3 ml. Pfi této koncentraci bylo dosaZzeno

vhodné aktivity enzymu.

5. 1. 2. Vysledky sledovani enzymové kinetiky se substratem Tyr'‘C.

V pokusu bylo pouzito konstantni mnozstvi supernatantu 0,3 ml, které bylo podle vysledku

predchoziho pokusu oznaceno za optimalni z hlediska dosahovanych hodnot radioaktivit, a
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ménici se mnozstvi znadeného substratu. Vysledna koncentrace PLP v pokusu byla 1,5.10°

M. Pokus byl proveden za ucelem stanoveni Michaelisovy konstanty Kp,.

Pro jednotlivd mnozstvi substratu byly pfipraveny vzdy tfi vzorky, vysledné hodnoty

katalytické aktivity jsou tudiz primérem ze tii hodnot.

Slozeni inkubacéni smési je uvedeno v kapitole 4. 7. 4. v tabulce 7.

Pramérné hodnoty naméfené radioaktivity vzorkd a Kkatalytické aktivity enzymu pro

jednotlivé koncentrace substratu Tyr™*C jsou uvedeny v tabulce 20.

Tab. 20 Vysledky sledovani kinetiky enzymové reakce

mnozstvi Tyr **C (ml)

0,05 0,1 0,2 0,3 0,5
koncentrace Tyr **C (mmol/l) 0,056 0,111 0,222 0,333 0,555
primér radioaktivit (DPM) 2142,1 2890,9 3245 3479,1 4107,3
smérodatna odchylka 4454 302,7 168,4 218,6 323,9
pramér aktivit (pkat) 4,2 5,67 6,36 6,82 8,05

9

8 .

7 7 Y

= 6 -

g .
£ 5 -

S

> 41

S 3 A

2 .

1 -

0 I I I 1 1

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
koncentrace Tyr**C (mmol/l)

Obr. 11 Netransformovana zavislost katalytické aktivity v pkat na koncentraci substratu

v mol/l.
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Pro ovéfeni Michaelisovy konstanty Kp, je vhodné provést transformaci dle Lineweavera a

Burka. Pro sestrojeni grafu a odecteni potiebnych hodnot je nezbytné ziskat prevracené

hodnoty aktivit a koncentraci substratu Tyr**C a provést dvojité reciproké vyneseni.

Tab. 21 Reciproké hodnoty koncentrace substratu a aktivity pro vyneseni dle Lineweavera a

Burka.
1/koncentrace Tyr **C (I.mol™) 17,86 9,01 4,50 3,00 1,80
1/aktivita (pkat™) 0,238 0,176 0,157 0,147 0,124
etk ] =
U290
0,2 -
FIT\
©
é 0,15 A
8 .
=
<
©
~
—
fal
1 \v) 1
0 10 20

-10

1/koncentrace Tyr'*C (I.mol™)

Obr.

1/koncentrace substratu.

Pro substrat Tyr'*C byla vypoétena Michaelisova konstanta K, = 0,055 mmol/I.

12 Transformace dle Lineweavera a Burka vyjadiujici zavislost 1/aktivita

na
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5. 1. 3. Vysledky sledovani inhibice dekarboxylasy aromatickych L-aminokyselin

pyridoxalisonikotinoylhydrazonem.

Vsechny vzorky obsahovaly konstantni mnozstvi enzymu (0,3 ml supernatantu), s vyjimkou
slepych vzorkii. Reakce byla nastartovdna postupné ve vSech vzorcich pfidanim konstantniho
mnozstvi substratu Tyr'*C (0,2 ml). Proménlivé byly koncentrace PIH V jednotlivych
vzorcich. Vysledna koncentrace PLP v inkuba&ni smési byla 1,5.10° M.

Pokusy byly provedeny podle postupu 4. 6. 3. Postup stanoveni aktivity DAAK.

Byly provedeny dvé inkubace. Namétfené hodnoty byly nejprve zpracovany pro kazdou
inkubaci zvlast’, poté byly vSechny vysledky spojeny.

Slozeni vzorkl véetné Casového rozvrzeni pokusu je v tabulce 8 a 9 v kapitole 4. 7. 5.
Vysledky ziskané po zméfeni vzorkii z prvni inkubace jsou v tabulce 22. Dalsi tabulka je
analogickad, ale tyka se druhé inkubace.

Obr. 13, 14 a 15 vyjadiuji zavislost naméfené radioaktivity v DPM na koncentraci inhibitoru
pro konstantni mnozstvi supernatantu a substratu.

Uvolnéna a zmétena radioaktivita klesa s rostouci koncentraci inhibitoru, pouze u vzorkl bez
inhibitoru byla radioaktivita nizsi se pfedpokladalo (v pfipadé vysledk prvni inkubace a

spojenych vysledk).

5. 1. 3. 1. Vysledky prvni inkubace

Tab. 22 Vysledky prvniho pokusu sledovani inhibice DAAK PIH.

koncentrace PIH (M) 10° 10* 10® 10° 0

priimér radioaktivit (DPM) 971,5 3168 4198,7 4531 4115,8
smérodatna odchylka 65,6 299,1 2477 1177,7 199,1
pramér aktivit (pkat) 1,90 6,21 8,23 8,88 8,07
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Obr. 13 Zavislost namé&fenych hodnot radioaktivity na koncentraci inhibitoru. Cisla 0, 1, 2, 3
a 4 odpovidaji vyslednym koncentracim roztoku inhibitoru 0, 10° 10° 10* a 10° M.
Vsechny body v grafu jsou primérem ze tii hodnot namétfenych radioaktivit, hodnoty

smérodatnych odchylek a odpovidajicich hodnot katalytickych aktivit v pkat jsou uvedeny
v tabulce 22.

5. 1. 3. 2. Vysledky druhé inkubace

Pro druhou inkubaci se ukéazalo jako vhodné zvolit n&které dalSi koncentrace inhibitoru
zrozmezi 10* az 10° M. Byla vynechana koncentrace 10° M. Mnozstvi supernatantu a
substratu bylo opét konstantni.

Uspotadani pokusu je uvedeno v tabulce 9.

Tab. 23 Vysledky druhého pokusu sledovani inhibice DAAK PIH.

koncentrace PIH (M) ‘ 10°

5.10" 2,510  [10™
pramér radioaktivit (DPM)

10°
726,2 1240,6 2150,1 2975.4

0
3727,9 ‘ 4001,4 ‘
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smeérodatna odchylka 238,4 88,7 70,5 93,6 667,3 304,2
pramér aktivit (pkat) 1,42 2,43 4,21 5,83 7,31 7,84

5000

N
o
o
o

3000 -

2000 A

radioaktivita (DPM)

1000 -

0 1 1 1 1 1 1 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

koncentrace PIH

Obr. 14 Zavislost naméfené radioaktivity na koncentraci inhibitoru. Cisla 0, 1, 2, 2,25, 2,5 a 3
odpovidaji koncentracim roztoku inhibitoru 0, 10,10 2,5.10* 5.10*a 10> M.

Vsechny body v grafu jsou primérem ze tii naméfenych hodnot radioaktivit, hodnoty
smérodatnych odchylek a odpovidajicich hodnot katalytickych aktivit v pkat jsou uvedeny
v tabulce 23.

5. 1. 3. 3. Spojeni vysledkl prvni a druhé inkubace

Z divodu vétsiho po¢tu zmétenych hodnot radioaktivit pro nékteré koncentrace inhibitoru a
tudiz reprezentativnéjs$i pruméry a vétstho poctu pouzitych koncentraci inhibitoru bylo
vhodné spojit vysledky prvniho a druhého pokusu stanoveni inhibice DAAK PIH.

V prvnim pokusu byly pouzity koncentrace roztoku inhibitoru 107, 10, 10° a 10° M. Dale
byly do pokusu zafazeny vzorky bez inhibitoru a slepé vzorky bez enzymu a bez inhibitoru.

Do druhého pokusu byly zafazeny koncentrace 10'3, 5.10'4, 2,5.10'4, 10'4, 10° M a opét
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vzorky bez inhibitoru a slepé vzorky bez enzymu a inhibitoru. Pro vysledné koncentrace

roztoku inhibitoru 10, 10“, 10° a 0 M bylo tudiz k dispozici Sest namé&fenych hodnot

radioaktivit, ze kterych byla vypoctena praimérna hodnota. Pro zbyvajici koncentrace, které se

v obou pokusech neopakovaly, byly naméteny tii hodnoty. Tyto hodnoty byly zpracovany do
tabulky 24 a pouzity k sestrojeni zavislosti.

Tab. 24 Spojené vysledky obou pokust sledovani inhibice DAAK PIH.

koncentrace PIH (M) | 107 5.10" 25.10* |10 10® 10° 0
priimér radioaktivit

(DPM) 848,9| 1240,6| 2150,1| 3071,7| 39633 4531 38493
smérodatna odchylka 227,1 88,7 70,5 247,9 549,9| 1177,7 532
pramér aktivit (pkat) 1,66 2,43 4,21 6,02 7,77 8,88 7,54
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o
o
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1,5 2
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Obr. 15 Zavislost naméfené radioaktivity na koncentraci inhibitoru. Cisla 0, 1, 2, 3, 3,25, 3,5 a

4 odpovidaji koncentracim roztoku inhibitoru 0, 10, 10°°,10%,2,5.10% 5.10* 2 10° M.
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5. 1. 4. Vysledky sledovani kinetiky inhibované a neinhibované reakce

V pokusu byly zpracovany tii typy vzorki, vzorky s inhibitorem, bez inhibitoru a slepé

vzorky bez enzymu a bez inhibitoru. S vyjimkou slepych vzorki obsahovaly vzorky

konstantni mnozstvi supernatantu (0,3 ml).

Pro pokus byla zvolena vysledna koncentrace inhibitoru 2,5. 10* M (v 5 % DMSO).

Vysledna koncentrace PLP v inkubac¢ni smési byla 1,5.10° M. Co se tyCe praktického

provedeni vzhledem Kk velkému poctu vzorku v pokusu byly vzorky piipraveny v duplikatech.

Pro kazdou koncentraci substratu byl ptipraven slepy vzorek. Pokus byl proveden podle

postupu 4. 6. 3. Postup stanoveni aktivity DAAK.

Tab. 25 Katalytické aktivity vzorkt bez inhibitoru a s inhibitorem pro jednotlivé koncentrace

substratu Tyr*C.

substrat Tyr**C (ml)
koncentraceTyr**C (mmol/l)
radioaktivita vz. bez inhibitoru
(DPM)

radioaktivita vz. s inhibitorem

(DPM)

aktivita vz. bez inhibitoru (pkat)

aktivita vz. s inhibitorem (pkat)

0,05

0,055

2364,3

620,5

4,63

1,22

0,1

0,111

2837,2

737,7

5,56

1,45

0,2

0,222

3940,2

1494,2

7,72

2,93

0,3

0,333

4473,8

1992,4

8,77

3,91

0,5

0,555

5923

2962,3

11,61

5,81

Pro odhad typu inhibice bylo provedeno grafické vyneseni dle Lineweavera a Burka, tzn.

linearizace grafu. Pro transformaci dle Lineweavera a Burka byly pouzity reciproké hodnoty

koncentrace substratu a katalytické aktivity.

Tab. 26 Reciproké hodnoty koncentrace Substratu a katalytickych aktivit

1/koncentrace Tyr**C (I.mol™)

17,86 ‘

9,01 ‘

0

3,00 ‘

1,80‘
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1/aktivita vz. bez inhibitoru (pkat™) 0,216 0,180 0,130 0,114 0,086
1/aktivita vz. s inhibitorem (pkat™) 0,822 0,692 0,341 0,256 0,172
1
0,8 - -
o 2
g
S 0.6 1 + bez inhibitoru
o .
S ® s inhibitorem
= 04
x 7
o
—
0,2 _/l/
/ ¢
1 O 1
-20 -10 0 10 20
1/koncentrace Tyr*C (I.mmol™)

Obr. 16 Transformace dle Lineweavera a Burka. Zavislost reciprokych hodnot aktivity a
koncentrace substratu umoznuje odhad typu inhibice. Formalné se v tomto ptipad¢ jedna o
smiSenou inhibici. Lze ale také uvazovat 0 kompetitivni inhibici, pro kterou je pfi vyneseni
dle Lineweavera a Burka typické protnuti obou piimek na ose y.

Pro smiSenou inhibici byla vypoctena inhibicni konstanta K; = 3,01.10’4 M.
5. 1. 5. Vysledky sledovani inhibice dekarboxylasy aromatickych L-aminokyselin

pyridoxalisonikotinoylhydrazonem pro dvé rozdilné koncentrace substratu Tyr'*C

Pro odhad typu inhibice z Dixonova grafu byl proveden pokus diive popsanym zplisobem viz
4. 6. 3. Postup stanoveni aktivity DAAK pro 0,1 a 0,5 ml substratu.
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Mnozstvi supernatantu ve vzorcich bylo konstantni (0,3 ml) s vyjimkou slepych vzorkl bez
enzymu, u nichz byl objem supernatantu nahrazen 0,1 M pufrem pH 7,2.

Byly pripraveny vzorky s vyslednou koncentraci PIH 103, 5.10* 2,5.10, 10, 10® a vzorky
bez inhibitoru. Vysledna koncentrace koenzymu PLP ve vzorcich byla 1,5.10° M.

Vzorky byly pfipraveny v triplikatech kromé slepych vzorka pro 0,1 a 0,5 ml substratu, které
byly pfipraveny v duplikatech.

Tab. 27 Hodnoty katalytické aktivity vzorkd pro 0,1 a 0,5 ml substratu Tyr**C a pislugnou

koncentraci inhibitoru.

koncentrace PIH (M) 10° 5.10% [25.10* |10™ 10° 0
radioaktivita (DPM) pro 0,1 ml

Tyrc 351,1 664,7 1205,2 |[2502,3 |[2631,8 |3238,5
radioaktivita (DPM) pro 0,5 ml

Tyr**C 1515,2 1730 2755,7 |4227,4 |4562,1 |4816,6
aktivita (pkat) pro 0,1 ml Tyr'*C 0,69 1,30 2,36 4,91 5,16 6,35
aktivita (pkat) pro 0,5 ml Tyr'C 2,97 3,39 5,40 8,29 8,94 9,44

Dixonovo vyneseni ptedstavuje zavislost pievracené hodnoty naméfené radioaktivity na
koncentraci inhibitoru. Zméténé hodnoty bylo tudiz potieba pievést na prevracené hodnoty

viz tabulka 28.

Tab. 28 Reciproké hodnoty naméfené radioaktivity odpovidajici mnozstvi Tyr'*C 0,1 a2 0,5 ml

a prislusné koncentraci inhibitoru.

koncentrace PIH (M) 10° 5.10* 2,5.10* [10™ 10® 0
koncentrace PIH (mM) 1 0,5 0,25 0,1 0,01 0
1/radioaktivita pro 0,1 ml

Tyr*c 0,002848| 0,001504| 0,000830| 0,000400| 0,000380| 0,000309
1/radioaktivita pro 0,5 ml

Tyr'“c 0,000660| 0,000578| 0,000363| 0,000237| 0,000219| 0,000208
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o Tyrl4C
0,1 ml
® Tyr14C
0,5 ml

1/radioaktivita

-0,5 0 0,5 1

koncentrace PIH (mM)

Obr. 17 Dixonovo vyneseni sestrojené jako zavislost pfevracené hodnoty namétené
radioaktivity na koncentraci inhibitoru.
Protnuti pfimek na ose y formaln¢ odpovida kompetitivni inhibici (v ptipad¢ smisené inhibice

by mélo dojit k protnuti mimo osu).

5. 1. 6. Vysledky pokusu s ménici se koncentraci PLP

Pokus s ménici se koncentraci PLP byl zaméfen na zjisténi vlivu koncentrace koenzymu
DAAK pyridoxalfosfatu na aktivitu tohoto enzymu v pfitomnosti inhibitoru a v neinhibované
reakci. Ze struktury obou latek vyplyva, ze by na zakladé¢ jejich podobnosti mohlo dochazet
ke vzajemné kompetici.

V inhibované reakci byla koncentrace inhibitoru 2,5. 10* M v 5 % DMSO. Ve vsech vzorcich
bylo konstantni mnozstvi supernatantu (0,3 ml) a substratu Tyr**C (0,2 ml). Vyjimku tvorily
slepé vzorky, ve kterych byl supernatant nahrazen 0,1 M pufrem pH 7,2.

Pro pokus byly pouZity koncentrace pyridoxalfosfatu 1,5.10%, 1,5.10% 1,5.10°, 1,5.10° a
1,5.107 M.

Slozeni reakcni smési je uvedeno v tabulce 12.
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Naméfené hodnoty radioaktivity a katalytické aktivity jsou v tabulce 29.

Tab. 29 Vysledné hodnoty radioaktivity a katalytické aktivity vzorkti s ménici se koncentraci

PLP.

inhibovana reakce

koncentrace PLP (M) 0[1.5.107 1.5.10° 1.5.10° 1.5.10* 1.5.10°
radioaktivita (DPM) 730,3 553,7 690,7 467,3 734,8 830,8
aktivita (pkat) 1,43 1,09 1,35 0,92 1,44 1,63
neinhibovana reakce
koncentrace PLP (M) 0[1.5.107 1.5.10° 1.5.10° 1.5.10* 1.5.10°
radioaktivita (DPM) 2598,0 2179,9 3119,1 2833,6 2183,2 973,4
aktivita (pkat) 5,09 4,27 6,11 5,55 4,28 1,91
10000

s

o

a

f_q inhib

g 1000 —o— INNID.

% \/\// —a— neinhib.

(@]

ke

©

100 1 1 1 1
0 1.5.10-7 1.5.106 1.5.10-5 1.5.10-4 1.5.10-3
koncentrace PLP(M)

Obr. 18 Zavislost vytézku reakce na koncentraci koenzymu PLP pro neinhibovanou a

inhibovanou reakci. Z grafu vyplyva, ze inhibici nebylo mozno zvratit zvySovanim

koncentrace koenzymu. Nejvyssi pouzitd koncentrace koenzymu naopak inhibovala enzym.
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5. 2. Vysledky pokusti se substratem DL-3-(3,4-dihydroxyfenyl)alaninem-1-**C (dopou-1-
14C)

Pro moznost porovnani vysledkii s vysledky pokust se substratem tyrosinem-l-”C byly
namétfené hodnoty radioaktivity piepocitany na jednotky katalytické aktivity enzymu pmol/s

(pkat).

5. 2. 1. Vysledky pokusu k ovéfeni dekarboxylasy aromatickych L-aminokyselin se

substratem dopou-1-*C.

Pokus byl proveden podle zakladniho postupu uvedeného v kapitole 4. 8. 1., ktery uvadi
modifikace postupu uvedeného v kapitole 4. 6. 3. pro substrat dopu-1-**C. Jedna se zejména
o potiebu odstranéni vzduchu nad reakéni smési v ptipadé dopy-1-'*C.

Ve vzorcich byla pouzita konstantni mnozstvi substratu dopy-1-**C (0,3 ml), rozdily mezi
jednotlivymi vzorky byly v mnoZstvi supernatantu. Slepy vzorek neobsahoval supernatant.
Vysledna koncentrace koenzymu pyridoxalfosfatu v pokusu byla 1,35.10° M.

Vysledky pokusu jsou uvedeny v tabulce 30.

Tab. 30 Hodnoty naméfené radioaktivity a katalytické aktivity pro jednotlivd mnoZzstvi

enzymu.

supernatant (ml) 0,1 0,2 0,3 0,5 1
radioaktivita (DPM) 906 1820 2495,8 3460,2 4399,4
smérodatna odchylka 90,3 53,5 54,0 417,4 278,8
aktivita (pkat) 11,33 22,75 31,20 43,25 54,99
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Obr. 19 Zavislost naméfené radioaktivity v DPM na mnozstvi supernatantu v ml.

Body v grafu odpovidaji priméru ze tii hodnot naméfenych radioaktivit.

Z grafu vyplyva, ze enzym je mozné pouzit pro dalsi pokusy. Hodnoty naméfené radioaktivity
vzristaji S rostoucim mnozstvim supernatantu. Béhem reakce se vycerpava substrat, proto

neni zavislost linearni.

5. 2. 2. Vysledky pokusu k ovéfeni substratu dopy-1-**C.

Vysledky pokusu tvoii hodnoty katalytickych aktivit vzorkti pro jednotlivé koncentrace
pouzitého substratu dopy-1-14C. Tyto hodnoty byly dalezité pro volbu mnozstvi substratu pro
dalsi pokusy s dopou-1-**C.

Pro pokus byla pouzita mnozstvi substratu 0,05; 0,1; 0,2; 0,3a 0,5 ml.

Mnozstvi supernatantu ve vzorcich s vyjimkou slepych vzorkad bylo konstantni (0,1 ml).
Konstantni byla také vyslednd koncentrace koenzymu pyridoxalfosfatu ve vSech vzorcich,
1,35.10° M.

Vysledky pokusu jsou uvedeny v tabulce 31.
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Tab. 31 Hodnoty radioaktivity vzorki a Kkatalytické aktivity pro uvedené

koncentrace
substratu dopy-1-**C.
substrat dopa-1-"*C (ml) 0,05 0,1 0,2 0,3 0,5
koncentrace dopy-1-C
(mmol/l) 0,083 0,166 0,333 0,5 0,833
radioaktivita (DPM) 408,8 798,2 977,8 1107 870,1
smeérodatna odchylka 97,84 2,69 126,81 127,71 140,62
aktivita (pkat) 5,11 9,98 12,22 13,84 10,88
15
.
.

. .

= 10 -

h'4
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=
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0 0,2 0,4 0,8 1
koncentrace dopy-1-**C (mmol/l)

Obr. 20 Zavislost katalytické aktivity v pkat na koncentraci dopy-1-**C v mmol/l. Kazdy bod

je prumérem ze tii namétenych hodnot.

Pii koncentraci dopy-1-**C 0,833 mmol/l (odpovida mnozstvi substratu 0,5 ml) dochazi

pravdépodobné k inhibici enzymu nadbytkem substratu. Z toho vyplyva, Ze pro dalsi pokusy

bylo vhodné pouzit mnozstvi substratu nizsi nez 0,5 ml (do 0,4 ml).
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5. 2. 3. Vysledky sledovani enzymové kinetiky pro substrat dopu-l-“C.

Pro pfesnéjsi urCeni pribéhu reakce katalyzované dekarboxylasou aromatickych L-
aminokyselin se substratem dopou-1-14C byl proveden pokus, jehoz cilem bylo zjistit
Michaelisovu konstantu Kp,. Vysledky tohoto pokusu vychazi z hodnot katalytickych aktivit
zjisténych pro jednotliva mnozstvi substratu dopy-1-"*C v piedchozim pokusu viz tabulka 31.
Pokus byl proveden pro pét hodnot mnozstvi substratu 0,05, 0,1, 0,2, 0,3 a 0,5 ml, jak vyplyva
z tabulky 16.

Mnozstvi supernatantu ve vzorcich bylo konstantni (0,1 ml), s vyjimkou slepych vzorkt bez
enzymu.

Pro vyneseni dle Lineweavera a Burka, ze které¢ho lze snadno vypocist hodnotu Kp, bylo
nutné prevést koncentraci substratu a katalytickou aktivitu enzymu na ptevracené hodnoty.
Tabulka, zjejichz hodnot vychazi piepocet, je uvedena jako tabulka 31 ve vysledcich

piedchoziho pokusu a tabulka s vyslednymi hodnotami je uvedena nize jako tabulka 32.

Tab. 32 Reciproké hodnoty koncentrace substratu a katalytické aktivity potiebné pro vyneseni

dle Lineweavera a Burka.

1/koncentrace dopy-1--"C
(Lmol™) 12,05 6,02 3 2 1,21

1/aktivita (pkat?) 0,196 0,1 0,082 0,072 0,092
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Obr. 21 Enzymova kinetika dekarboxylasy aromatickych L-aminokyselin v transformaci

dle Lineweavera a Burka umoziujici odecteni hodnot Ky a Vijax.

Byla vypoétena Michaelisova konstanta pro substrat dopu-1-*C Ky, = 0, 186 mmol/l.

5. 2. 4. Vysledky sledovani inhibice dekarboxylasy aromatickych L-aminokyselin

pyridoxalisonikotinoylhydrazonem.

Pro sledovani inhibice pyridoxalisonikotinoylhydrazonem byly pfipraveny vzorky obsahujici
konstantni mnoZstvi substratu dopy-1-*C (0,3 ml) a konstantni mnoZstvi supernatantu (0,3
ml) s vyjimkou slepych vzorkli bez enzymu. Proménlivou hodnotou byla koncentrace PIH.
Byly piipraveny vzorky s vyslednou koncentraci PIH 10° 10* 10° 10° a vzorky bez
inhibitoru.

Vysledna koncentrace koenzymu PLP ve vzorcich byla 1,44.10° M.
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Pokus byl proveden podle obecného postupu uvedeného v kapitole 4. 8. 1. Roztoky inhibitoru
ruznych koncentraci byly pfipraveny fedénim zakladniho roztoku pfipraveného v Cas potieby
podle postupu v kapitole 4. 5. tak, aby bylo po vneseni do inkubac¢ni smési dosazeno

pozadovanych koncentraci uvedenych vyse.

Tab. 33 Hodnoty naméfené radioaktivity a katalytické aktivity enzymu pro uvedené vysledné

koncentrace PIH.

koncentrace PIH
(M) oM 10°M 10°M 10”*M 10°°M
radioaktivita (DPM) 2007,1 20725 2024 1660,5 1046,6
smérodatna
odchylka 230,1 243 64,8 31,3 39,6
aktivita (pkat) 25,09 25,91 25,3 20,76 13,1
2500
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Obr. 22 Zavislost namétené radioaktivity na koncentraci inhibitoru pro koncentraci substratu
0, 3 ml a mnozstvi supernatantu 0,3 ml. Hodnoty 0, 1, 2, 3 a 4 na ose x odpovidaji vzorku bez

inhibitoru a koncentracim PIH 10°, 10°, 10* a 10° M v uvedeném potadi. Kazdy bod je
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prumérem ze tfi naméfenych hodnot radioaktivity, hodnoty smérodatnych odchylek jsou
uvedeny v tabulce 33. Z grafu je patrny pokles hodnot radioaktivity se vzristajici koncentraci
inhibitoru PIH. Namé&fena hodnota radioaktivity pro vzorky bez inhibitoru byla niz$i nez u

vzorkd s vyslednou koncentraci PIH 10° M a 10° M.

5. 2. 5. Vysledky sledovani kinetiky inhibované a neinhibované reakce

Pro pokus byla zvolena vysledna koncentrace inhibitoru 10° M. Kromé slepych vzorka
obsahovaly v§echny vzorky 0,3 ml supernatantu.

Pro kazdou koncentraci dopy-1-'*C byly piipraveny tii typy vzorki, vzorek bez inhibitoru,
s inhibitorem a slepy vzorek. Byla pouZita mnozstvi dopy-1-**C 0,05; 0,1; 0,2; 0,3 a 0,4 ml.
Vysledna koncentrace PLP ve vzorcich byla 1,26.10° M.

Protoze byly provedeny dvé inkubace, pro kazdy typ vzorku byly k dispozici ¢tyfi naméfené

hodnoty radioaktivity s vyjimkou slepych vzorku, u kterych byly k dispozici dvé hodnoty.

Tab. 34 Naméfené hodnoty radioaktivity a katalytické aktivity vzorkt s inhibitorem a bez

inhibitoru pro pouZité koncentrace dopy-1-**C a piisluiné smérodatné odchylky.

substrat dopa-1-"*C (ml) 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4
koncentrace dopy-1-C

(mmol/l) 0,078 0,156 0,313 0,469 0,625
radioaktivita vz. bez inhibitoru

(DPM) 605,6 1224,1 1859,0 1840,6 1840,6
radioaktivita vz. s inhibitorem

(DPM) 501,4 1024,8 11511 1074,7 1220,3
smeérodatna odchylka

radioaktivit vz. bez | 112,7 149,2 195,9 355,5 462,2
smeérodatna odchylka

radioaktivit vz. s | 62,2 99,9 139,8 339,4 216,0
aktivita vz. bez inhibitoru (pkat) 7,6 15,3 23,2 23,0 23,0
aktivita vz.s inhibitorem (pkat) 6,3 12,8 14,4 13,4 15,3

Pro transformaci dle Lineweavera a Burka je nezbytné ptevést hodnoty koncentrace
znaceného substratu a katalytické aktivity na prevracené hodnoty. Tyto hodnoty jsou uvedeny
v tabulce 35.



Tab. 35 Reciproké hodnoty pouzitych koncentraci substratu dopy-1-'*C a jim odpovidajicich

hodnot aktivit pro uvedené Kkoncentrace substratu v piipadé inhibované a neinhibované

reakce.
1/koncentrace dopy-1-*'C 12,82 6,41 3,19 2,13 1,6
1/aktivita vz. bez inhibitoru 0,132 0,065 0,043 0,043 0,043
1/aktivita vz. s inhibitorem 0,160 0,078 0,069 0,074 0,066
6,2
]
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Obr. 23 Zavislost pievracené hodnoty katalytické aktivity enzymu na pievracené hodnoté
koncentrace substratu ve vyneseni dle Lineweavera a Burka. Kazda hodnota aktivity je
prumérem Ctyt hodnot ziskanych béhem dvou inkubaci.

Ptimky proloZené body jsou pfiblizné rovnobézné. Rovnobé&znost pifimek formalné odpovida
akompetitivni inhibici.

Byla vypoctena inhibi¢ni konstanta Ki, kterd vyjadiuje afinitu inhibitoru k enzymu.

Inhibi¢ni konstanta K; = 7,69.10* M
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Pokud se zavislost vytvofi pro vysledky kazdé inkubace zvlast, je orientace piimek obdobna

jako v tomto souhrnném grafu (vzorky z jedné inkubace zatiZeny stejnou chybou).

Tab. 36 Hodnoty namétenych radioaktivit a katalytickych aktivit vzorkl z prvni inkubace.

substrat dopa-1-“C (mi)
koncentrace dopy-1-"*C
(mmol/l)

aktivita bez inhibitoru
(DPM)

aktivita s inhibitorem
(DPM)

smérodatna odchylka
radioaktivit vz. bez |
smérodatna odchylka
radioaktivit vz. s |
aktivita vz. bez inhibitoru
(pkat)

aktivita vz.s inhibitorem
(pkat)

0,05
0,078
575,6
495,1
152,3

5,4
7,2

6,2

0,1
0,156
1300,8
983,4
65,6
63,3
16,3

12,3

0,2
0,313
1767,2
1155,1
111,3
53,4
22,1

14,4

0,3
0,469
1557,5
1203,1
2244
279,4
19,5

15,0

0,4
0,625
1543,3
1395,3
474.8
126,4
19,3

17,4

Tab. 37 Reciproké hodnoty koncentraci substratu a katalytickych aktivit vzorki z prvni

inkubace

1/koncentrace dopy-1-*'C
1/aktivita vz. bez inhibitoru
1/aktivita vz. s inhibitorem

12,82
0,138985
0,161584

6,41
0,061501
0,081350

3,19
0,045269
0,069258

2,13
0,051364
0,066495

1,6
0,051837
0,057335
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Obr. 24 Zavislost reciprokych hodnot katalytickych aktivit a koncentraci substratu vzorkt

z prvni inkubace. Kazdy bod piedstavuje primér ze dvou hodnot.
Inhibiéni konstanta K; = 2,38.10° M

Tab. 38 Hodnoty namétenych radioaktivit a katalytickych aktivit vzorki z druhé inkubace.

koncentrace L-dopy-1-"*C 0,05 0,1 0,2
koncentrace dopy-1-**C

(mmol/l) 0,078 0,156 0,313
aktivita bez inhibitoru (DPM) 635,6 11475 1950,7
aktivita s inhibitorem (DPM) 507,8 1066,2 1147,1
smeérodatna odchylka

radioaktivit vz. bez | 106,3 197.,4 262,8
smeérodatna odchylka

radioaktivit vz. s | 106,8 138,0 236,1
aktivita vz. bez inhibitoru

(pkat) 7,9 14,3 24,4
aktivita vz.s inhibitorem

(pkat) 6,3 13,3 14,3

0,3

0,469
2123,7
946,3

90,7
448,9
26,5

11,8

0,4

0,625
2138,0
1045,2

248,3
37,3
26,7

13,1
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Tab. 39 Reciproké hodnoty koncentraci substratu a katalytickych aktivit vzorkt z druhé

inkubace

1/aktivita (pkat?)

1/koncentrace dopy-1-*'C 12,82 6,41 3,19 2,13 1,6
1/aktivita vz. bez inhibitoru 0,125865 0,069717 0,041011 0,037670 0,037418
1/aktivita vz. s inhibitorem 0,157542 0,075033 0,069741 0,084540 0,076540
0,2
|
0,15 -

¢ bez inhibitoru
® s inhibitorem

-10 -5

5

10

1/koncentrace dopy-1-*C (I.mol™)

15

Obr. 25 Transformace dle Lineweavera a Burka podle vysledkt druhé inkubace. Piimky jsou

opét piiblizné rovnobézné, coz by poukazovalo na akompetitivni inhibici. Jednotlivé body

jsou primérem ze dvou hodnot.

Inhibi¢ni konstanta K =

54.10% M
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6. DISKUSE

V ramci diplomové prace byla ke stanoveni aktivity dekarboxylasy aromatickych
aminokyselin pouzita metoda popsana DrSatou a Haisem (1973). Metoda spociva v
dekarboxylaci substrati znagenych **C na karboxylu a detekei uvolnéného *CO,. K pokusiim
byly pouZity dva substraty znadené *C na karboxylu, tyrosin-1-**C a dopa-1-**C. Modifikace
metody byla provedena z hlediska objemti a koncentraci slozek inkuba¢ni smési. Vysledné
koncentrace koenzymu pyridoxalfosfatu se mirné liSily v jednotlivych pokusech, ale obecné
v pokusech se substratem tyrosinem-1-'*C se jeho koncentrace pohybovala v fadu 10 a
v piipadé druhého substratu dopy-1-'“C byla koncentrace o fad nizs, 10° M. Tato
provedenych na katedie (Kreuzigerova 1998). V piipadé tyrosinu-1-**C byla zvolena vyssi
koncentrace, aby bylo zaji§téno nasyceni enzymu koenzymem.

K pokusim bylo v piipadé substratu dopy-1-'"C zvoleno pH 6,8 nastavené 0,02 M
fosfatovym pufrem, které je povazovano za pH optimum pro dekarboxylaci dopy podle
Driaty a Haise (1973) i dalsich autorii (Lovenberg se sp. 1962). Pro reakce s tyrosinem-1-'C
bylo nastaveno pH optimum 7,2.

Pti vSech pokusech byla dodrzena teplota inkubace 37°C, délka inkubace 30 minut a
ponechani vzorkl za stalého tfepani ve vodni ldzni 60 minut od zastaveni reakce injekci
kyseliny sirové, ktera vytésituje z roztoku uvolnény **COs.

Co se tyCe afinity substrati k dekarboxylase aromatickych aminokyselin (EC 4. 1. 1. 28),
literatura uvadi, Ze nejvysSi afinitou k uvedenému enzymu se vyznaCuji substraty L-
dihydroxyfenylalanin (L-dopa) a 5-hydroxytryptofan (Weissbach se sp. 1960). Ze substratii
pouzivanych pro pokusy vramci této prace byla tudiz ocekdvéna nizs§i afinita tyrosinu
k DAAK.

Pokusy, jejichz cilem bylo stanovit zakladni parametr enzymové reakce, Michaelisovu
konstantu, byly provedeny u obou substrati za podobnych nikoliv v§ak shodnych podminek
(délka inkubace, inkubacni teplota shodné, ale rozdilné mnozstvi enzymu, pro tyrosin 0,3 ml a
pro dopu 0,1 ml supernatantu a rozdilné pH).

Jaterni supernatant jako zdroj enzymu byl pro vSechny pokusy ziskan centrifugaci

homogenatu potkanich jater s Ctyfnasobkem ¢isténé vody 30 min pii 20000g.
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K vypocteni hodnoty Michalisovy konstanty K., byla provedena linearizace zavislosti
katalytické aktivity enzymu v pkat (pmol/s) na koncentraci substratu vyjadiené v mmol/l.
Linearizace zavislosti bylo dosazeno dvojité reciprocnim vynesenim uvedenych hodnot dle
Lineweavera a Burka.

Predpokladalo se, ze dopa je vhodné&jSim substraitem pro DAAK nez tyrosin, jak udava
literatura (Weissbach 1960). Z porovnani vypoctenych hodnot Michaelisovy konstanty pro
substraty tyrosin-1-14C a dopu-1-14C vsak vyplyva opak.

Porovnani maximalnich rychlosti reakce Vmax za podminek, kdy nebyly pouzity stejné

koncentrace enzymu, bylo zbyte¢né, proto ptislusné hodnoty Vyax Nejsou uvedeny.

Tab. 40 Hodnoty Michaelisovy konstanty pro pouZité substraty

substrat tyrosin-1-"C dopa-1-'*C
Michaelisova konstanta K., (mmol/l) 0,055 0,186

Pongkud prekvapivé vysledky poukazuji na vys§i afinitu tyrosinu-1-*C k dekarboxylase
aromatickych L-aminokyselin. Toto je v rozporu se znamymi poznatky, ale i v diplomové
praci Kreuzigerové (1998) jsou zaznamenany Gdaje o vyssi afinité tyrosinu-1-'*C k DAAK
nez v piipadé dopy-1-C.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo sledovat vliv pyridoxalisonikotinoylhydrazonu (PIH) na
aktivitu dekarboxylasy aromatickych aminokyselin (DAAK). PIH je strukturou Schiffova
baze, ktera vznika reakci mezi pyridoxalem a isoniazidem. Kvuli témto dvéma ¢astem ma PIH
potencidl interagovat s pyridoxalovymi enzymy.

Uvazuje se o zavedeni této latky do klinické praxe jako chelatoru zeleza. PIH ma také
potencial chranit pied kardiotoxicitou antracyklinovych antibiotik (Siminek se sp. 2005).

U nové zavadéného 1éCiva je potieba zjistit jeho nezadouci ucinky, interakce s enzymy atd.
Cilem prace bylo ptispét ke sledovani negativnich u¢inkit PIH, konkrétné vlivu na aktivitu
DAAK.

Ocekavalo se, ze PIH vzhledem ke své struktufe bude interagovat s DAAK. Ukolem bylo
zjistit, jestli PIH inhibuje DAAK, pfipadné jak silnym je inhibitorem DAAK.



77

Byla vytvoiena zavislost dle Lineweavera a Burka pro inhibovanou a neinhibovanou reakci.
Podle vzajemné orientace piimek odpovidajicich neinhibované a inhibované reakci ve
vyneseni dle Lineweavera a Burka byl odhadnut typ inhibice. V piipadé tyrosinu-1-**C bylo
navic provedeno vyneseni dle Dixona, které vyjadiuje zavislost reciproké hodnoty rychlosti
reakce na koncentraci inhibitoru. Bylo tieba pouzit hodnoty pro dvé rizné koncentrace
substratu a ze vzajemné orientace piimek t€émito body prolozenych bylo mozno odhadnout typ
inhibice. Vysledky plynouci z Dixonova grafu mély potvrdit nebo vyvratit zavéry ziskané
z vyneseni dle Lineweavera a Burka.

Pokusy pro oba substraty byly opét provedeny za podobnych podminek (stejné mnozstvi
supernatantu, stejné¢ dlouhd doba inkubace, inkubacni teplota, pH bylo rozdilné¢). Podobna
byla i mnozstvi pfidavaného substratu. 0,05, 0,1, 0,2 a 0,3 ml bylo shodné pro oba substraty.
Rozdil byl v nejvyssich hodnotach pfidavaného substratu. V piipadé tyrosinu-1-'*C bylo
pouZito nejvyssi mnozstvi 0,5 ml. U dopy-1-**C bylo podle vysledku provedeného pokusu
s ménicim se koncentraci substratu zjisténo, Ze pro 0,5 ml substratu dochazi patrné k inhibici
enzymu nadbytkem substratu, proto bylo jako nejvyssi zvoleno mnozstvi substratu 0,4 ml.

Pro oba substraty byla zvolena rozdilna vysledna koncentrace PIH. V piipadé tyrosinu-1-'*C
$lo o koncentraci 2,5.10* M, u dopy-1-'*C byla pouZita vyssi koncentrace 10 M.

Odlisna byla také koncentrace koenzymu pyridoxalfosfatu v inkubacni smési. V piipadé
tyrosinu-1-"*C §lo o koncentraci 1,5.10° M, u dopy-1-**C byla vysledna koncentrace PLP
1,26.10° M.

Byly vypocteny inhibi¢ni konstanty K; pro oba substraty.

Tab. 41 Zjisténé hodnoty inhibi¢nich konstant K

substrat tyrosin-1-C dopa-1-'C
inhibi¢ni konstanta K; (M) 3,01.10" 7,69.10"

v

Z tabulky 41 plyne, Ze siln&jsi inhibice byla pozorovana v piipadé tyrosinu-1-"*C. Nejedna se
vSak o vyrazny rozdil, hodnoty inhibi¢nich konstant jsou fadové stejné.
Pro substrat tyrosin-l-“C prubéh pfimek ve vyneseni dle Lineweavera a Burka formalné

odpovidal smiSené inhibici. Lze vSak spekulovat o tom, jestli se nedd vyloucit bod, ktery ma
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ze statistického hlediska nejmensi vahu, a nelze ptimku body prolozit jinak, nez jak ukazuje
obrazek obr. 16 (26). Ve vyneseni podle Dixona jsou pifimky protinajici body odpovidajici
dvéma koncentracim substratu orientovany navzajem tak, jak formaln¢ odpovida kompetitivni
inhibici. Tento fakt dale podporuje uvahy o kompetitivnim typu inhibice pro substrat tyrosin-
1-*c.

[HEY

+ bez inhibitoru

= s inhibitorem

1/aktivita (pkat™)

-20 -10 0 10 20
1/koncentrace Tyr**C (Lmmol™)

Obr. 26 Transformace dle Lineweavera a Burka. Vzajemna orientace ptimek odpovida

smiSené inhibici.
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Obr. 27 Transformace dle Lineweavera a Burka po vynechani nejvzdalenéjsiho bodu
odpovidajiciho koncentraci substratu 0,056 mmol/l (mnozstvi substratu v reakéni smési 0,05
ml). Prasecik obou piimek se piibliZil ose y, coz mize byt pravdépodobné povazovano za
kompetitivni inhibici.

Inhibi¢ni konstanta K;= 1,67.10* M

Pongkud piekvapivy byl viak zjistény typ inhibice v piipadé substratu dopy-1-*C.
Z rovnobé&znosti obou piimek v grafu dle Lineweavera a Burka by formalné vyplyvalo, ze jde
o akompetitivni inhibici.

U akompetitivni inhibice vazba substratu na enzym pozméni vazebné pomery tak, ze teprve
po navazani substratu se muize vézat inhibitor. Literatura uvadi, Ze vyskyt akompetitivni
inhibice u jednosubstratovych reakci je pravdépodobné zvlastnosti, ale u vicesubstratovych

reakci je zcela béznd (Kotyk a Hordk 1977).
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Nicméné byly provedeny dva pokusy za shodnych podminek a vysledky obou poukazuji na
akompetitivni typ inhibice. I pfi spojeni vSech vysledkii dohromady pro ziskani vétSiho poctu
namétfenych hodnot pro jednotlivé koncentrace substratu byl zjistén stejny typ inhibice.
Problematika inhibice DAAK PIH nebyla doposud zpracovana v literatufe, nebylo proto
mozné vysledky zkonfrontovat s vysledky jinych autort.

Byl také zkoumén vliv meénici se koncentrace koenzymu pyridoxalfosfatu na aktivitu
dekarboxylasy aromatickych L-aminokyselin v pfitomnosti inhibitoru a v neinhibované
reakci. Na zaklad¢ podobnosti struktury bylo mozno ptedpokladat, ze bude existovat
kompetice mezi PIH a koenzymem.

Pokus byl proveden pro substrat tyrosin-1-*C, koncentrace inhibitoru v inhibované reakci
byla 2,5. 10* M. Koncentrace koenzymu se ménila fadové od 107 do 10 M (viz kapitola 4.
7.8)).

Vysledky pokusu ukazaly, ze ke kompetici nedochdzi, inhibici nebylo mozno zvratit
zvySovanim koncentrace koenzymu az do nejvyssi pouzité koncentrace 1,5.10° M. Naopak
byla pozorovana inhibice enzymu nejvyssi koncentraci PLP. V literatufe nebyla nalezena
prace, kterd by se touto problematikou zabyvala, proto nebylo mozZno porovnat ziskané

vysledky.
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7. SOUHRN

V diplomové praci byl sledovan vliv derivatu koenzymu pyridoxalovych enzymii na aktivitu
dekarboxylasy aromatickych L-aminokyselin in vitro.

Pyridoxalisonikotinoylhydrazon (PIH) je vyraznym piedstavitelem skupiny aroylhydrazond.
Latky této skupiny maji chelata¢ni schopnosti a z toho dtivodu se uvazuje o zavedeni PIH do
klinické praxe jako chelatoru Zeleza. Studuje se také schopnost PIH chranit pied
kardiotoxicitou anthracyklinovych antibiotik.

Byl sledovan vliv PIH na aktivitu dekarboxylasy aromatickych L-aminokyselin za vyuziti
dvou substratu znagenych *C na karboxylu, L-tyrosinu-1-**C a D,L-dopy-1-**C. Viechny
pokusy byly provedeny metodou popsanou Drsatou a Haisem (1973). Jedna se o metodu
vyuZivajici substraty zna¢ené na karboxylu. Uvolnéna radioaktivita, ktera je méfena,
odpovida rozsahu dekarboxylace. Plynny **CO; je v pribshu reakce zachycovan na prouzku
chromatografického papiru zvlh¢eném roztokem hydroxidu draselného. Je métena
radioaktivita tohoto prouzku.

Ve vSech pokusech byla dodrZena teplota inkubace 37°C a délka inkubace 30 minut. Vzorky
byly vzdy ponechdny 60 minut po zastaveni reakce pfi teploté 37°C za stalého tiepani.

V piipadé obou uvedenych substrati byla pozorovana inhibice DAAK PIH. Pokusy pro
substraty byly provedeny za podobnych podminek (teplota, délka inkubace, mnoZzstvi
supernatantu 0,3 ml v reak¢ni smési shodné). Rozdilna byla koncentrace inhibitoru. Pro pokus
s tyrosinem-1-"*C byla pouZita koncentrace 2,5.10“ M, s dopou-1-**C 10" M. Koncentrace
koenzymu v pokusech s tyrosinem-1-**C byla v fadu 107, pro pokusy s dopou-1-“C 10°M.
Byly spocitany inhibi¢ni konstanty pro oba substraty. Pro inhibovanou reakci PIH v pfipadé
tyrosinu-1-"*C byla zjisténa inhibi¢ni konstanta K; 3,01.10“ M, u dopy-1-**C 7,69.10™ M.
Co se tyc¢e vyuziti PIH v klinické praxi, zatim jsou k dispozici pouze pifiblizné hodnoty
predpokladanych terapeutickych koncentraci ziskané z pokusii na zvitatech (fadové 10 az
10™* M). Zjisténé inhibi¢ni konstanty pro oba substraty byly v fadu 10*M. To, Ze se tyto
hodnoty blizi hodnotdm inhibi¢nich konstant, které vypovidaji o afinité inhibitoru k enzymu,
neni ptiznivé z pohledu potencidlniho klinického vyuziti PIH.

Rovnéz byl zjistovan typ inhibice z grafu dle Lineweavera a Burka. Pro substrat tyrosin-1-'*C

byla pozorovana kompetitivni inhibice. Pon¢kud piekvapivy byl vysledek se substratem
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dopou-1-'*C, pro ktery byla zji§téna akompetitivni inhibice. Pokus byl zopakovan se stejnym
vysledkem.

Pro jednotlivé substraty byl odhadnut zakladni kineticky parametr enzymové reakce.
Michaelisova konstanta byla zjisténa z vyneseni dle Lineweavera a Burka. Pokusy pro oba
substraty nebyly provedeny za shodnych podminek (riizné koncentrace enzymu), coz omezuje
vz4jemné porovnavani maximalnich rychlosti reakce Vmax. V piipadé tyrosinu -1-**C byla
vypo&tena Michaelisova konstanta 0,055 mmol/l, pro dopu -1-**C 0,186 mmol/I. Z uvedeného
vyplyva, Ze vyssi afinitu K enzymu vykazoval substrat tyrosin -1-%C | coz je v rozporu se
znamymi udaji o afinité substrati k DAAK. Stejnych vysledki jako v ramci této prace bylo
Ve vzorci PIH jsou patrné ¢asti, které odpovidaji pyridoxalu a isoniazidu. Byl proveden
pokus, jehoz ukolem bylo zjistit, jestli dochazi ke kompetici mezi koenzymem dekarboxylasy
pyridoxal-5-fosfatem a PIH, derivatem pyridoxalu. Byly pouzity rizné koncentrace PLP
(1,5.10'7a2 1,5. 10° M), konstantni mnozstvi supernatantu 0,3 ml, substratu tyrosinu-l-“C 0,2
ml, popf. konstantni koncentrace PIH 2,5.10™ M. Vysledky pokusu ukazuji, ze ke kompetici
nedochazi. Koenzym ani ve vysoké koncentraci nevytésnil PIH. Naopak nadbytek koenzymu

v nejvyssi koncentraci inhiboval aktivitu enzymu.
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8. ZAVER
Zavery diplomové prace byly vyvozeny na zaklad¢ stanovenych cilu.

1.) Byla zjisténa  inhibice  dekarboxylasy = aromatickych  L-aminokyselin
pyridoxalisonikotinoylhydrazonem. Pro oba substraty byla inhibice pfiblizn€ stejné silnd, o

néco siln&jsi byla v pripads substratu tyrosinu-1-"C.

2.) Pro jednotlivé substraty byl urcen typ inhibice. Inhibice DAAK PIH se substratem

tyrosinem-1-'C byla kompetitivni, se substratem dopou-1-'*C formalng akompetitivni.

3.) Pfes strukturni podobnost nebyla inhibice DAAK PIH kompetitivni s koenzymem

pyridoxalfosfatem.

4.) Inhibice DAAK PIH nebyla zanedbatelna. Predpokladané plazmatické koncentrace pro
terapii se blizi hodnotdm zjiSténych inhibi¢nich konstant, coz neni pfiznivé s ohledem na

potencialni terapeutické vyuziti PIH.
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