Univerzita Karlova v Praze
Pfirodovédecka fakulta
Katedra biochemie

Moznosti studia kinetiky redukce cytochromu P450
na spektrofotometru s diodovym polem -
experimentalni "validace pristroje"

Bakalafska prace
studijniho oboru Klinicka a toxikologické analyza

Monika HoluSova
Skolitel: Doc. RNDr. Jifi Hudedek, CSc.

Praha 2007



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem tuto bakalafskou praci vypracovala samostatné na katedfe
biochemie PiF UK, pod vedenim svého $kolitele Doc. RNDr. Jitiho Hudecka,
CSc., a Ze jsem vSechny pouzité prameny fadn€ citovala.

Jsem si v€doma toho, Ze ptipadné vyuziti vysledkd, ziskanych v této praci,
mimo Univerzitu Karlovu v Praze je mozné pouze po pisemném souhlasu této
univerzity.

V Praze dne....%.’..\?'...2007

-------------------------------------------------

Réda bych podékovala svému skoliteli Doc. RNDr. Jifimu Hudeékovi, CSc. za

vedeni a ochotnou pomoc béhem mého vypracovavani bakalarské prace.



1. SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK .........ooovvvverreereeereeinssessssesssssssssnens 4

2. UVOD DO PROBLEMATIKY ...coourreeummmmnnreesesmmnessssssssesesssssssssssssssssssssssnsssssssssssnennns 6
2.1. Cytochrom P450.........oe ottt et bbb b b e sae st e 6
2.1.1. Struktura cytochromui P-450 ..........cooviiriiieiieieeieeiecte ettt 7
2.1.2. SPINOVE fOIMY ...c..eevriruiiiiiririiieieitestesteste e e et e stesseeaeste s e esseesaestasseessessensenseseeneeneen 9

2. 1.3  FUNKCE P-450......cooiiiieree ettt ettt et et a e saa s 10
2.1.3.1. Biotransformace 1é€iv a jinych XenobiotiK..........cccceevereeercinneeneesieeieceeneene 10
2.1.3.2. Katalyticky CYKIUS P-450 ........coooiieerrietieeeceeeeecee ettt esne v 12

2.1.4. Vazba CO cytochromem P-450..........c.ccooeeieviireeneieieneeceeecre et et enre s 16
2.1.4.1. Oxid uhelnaty v bioChemii ........ccceverreririniienieniiieeetees et 16
2.1.4.2. Kinetika asociace a disociace P-450 s CO ........cccecvvvcireriecinnrerecenieenrieenenns 17

2.1.5. Spektroskopické v1astnosti P-450 ...........cccoevierinniiniiniienininienteene et 20

2.2. Spektrofotometry pouzivané v absorpni spektroskopii........cccevververeecresereneeeerennnns 21
2.2.1. Tradi€ni SpektrofOtOMELT........ccevviviniriiieiitecer e 21
2.2.2. Spektrofotometr s diodoOVYm POIEM .........cccvevierrieeeiiieeeiese e 22

2.3. Methylenova ZEIEM .........cccvviiviiiiiiiienieeseeesce e a e st et sbe bbb e 25
2.3.1. Aerobni oxidace D-glukosy methylenovou zeleni v alkalickém ..............ccco...... 26
PIOSTEEA...c.eeiueeieeiiiiet ettt e se et ere et e bt esaa e e sbe s e e seess e sessaessansessaeseesnesaenneseas 26

3. CILE BAKALARSKE PRACE ........covsrveriereireneeiinsecssnesssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssens 28
4. METODY POKUSU......coctiiririniinietnerestesteesestetsiesiessessesseseesessessssssssessessassessessssassesesseses 29
4.1. POUZITE PHISIIOJ. . .ecuveveiieniiniiriteitenierteseetst et estesseseaeseesaesae st e sse s e eseesseensesbesaassessessnssanes 29
4.2. POUZITE PIOZIAIMNY ....cccveruiiieniiriererienieneesereeeestessessesssensessesasessessesssessaesessessassessessessenes 29
4.3. POuZit€ CheMIKALIE ......coeeuiiiieiririenieirceretceseseste ettt sa et b senens 29
5. POSTUP PRACE ......coereemereioneseessseesnssssessessssssssssssesssssssssessssssssssssss st sesssnasssesssnsnsees 30
5.1. Nastaveni PrOZTAIMU .......c.cceceevuerereeeeieeeeentenresteesestesesseseeseesseessessessnensessessessessessesses 30
5.2, METENT KINEUIKY ..ocuviiiiiiiiiiiiieeieceesecreet ettt ettt ss s bt st saae e e sae e es 31

6. VYSLEDKY ...ooovvvumiummriesnresmmessssesssssssssssessssssessssssessssssessssssssssssessssssssssessssssssssssssssssnsssses 32
6.1. Vyhodnoceni Kinetickych dat...........cccooeeuieeieiieiiceceecccenccsee s se e saesae e es 32
6.2. RYCHIOSt TEAKC ...c..veiiieciieeiicieeie et e s e e e st s b st e et e st e sae et e saeeaees 34
T.DISKUSE ...ttt ettt a s et et s b st ste st et et et e st esaensenssbessessesasenaasen 36
8. ZAVER ..ottt et est s st 37
9. SEZNAM POUZITE LITERATURY ...cevvuurerrirrirereeseseesaseesesesssssssssssssessssssssssssssssnns 38



1. SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

CPR

Cys
cytbs
EPR
ER
FAD
FdR
Fdx
Fdx®

Fldx
FMN
HO
MFO

MG
NAD" (NADH)
NADP' (NADPH)
OFOR

P-450

P-450cam

P-450.m

P-450 SCC aP-450 11
PFOR

Thr

NADPH(NADH):cytochrom P450 reduktasa
(FMN, FAD)

cystein

cytochrom b 5

elektronova paramagnetick4 rezonance
endoplazmatické retikulum
flavinadenindinukleotid

ferredoxinreduktasa (FAD)

ferredoxin (Fe-S protein)

Fdx obsahujici Fe-S protein typu: 2Fe-28S, 3Fe-48S,
4Fe-4S, 3Fe-4S/4Fe-4S

flavodoxin (FMN)

flavinadeninmononukleotid

hem oxygenasa (E.C. 1:14:99:3)

systém monooxygenas se smiSenou funkci
(mixed function oxygenases)

methylenova zelen

nikotinamidadenindinukleotid (redukovany)
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (redukovany)
2-oxokyselina:ferredoxin oxidoreduktasa
(thiaminpyrofosfat, 4Fe-4S protein)

cytochrom P450

P-450 izolovany z Pseudomonas putida
mikrosomalni P-450 z jater kralika
mitochondrialni P-450 izolovany z kiry nadledvinek
"phthalate-family oxygenase reductase"

(FMN, 2Fe-2S protein)

threonin



Cytochromy P-450 jsou dileZitou skupinou enzymu. Podileji se na detoxikaci fady xenobiotik
(Ié¢iv a environmentalnich polutanti), jiné latky mohou byt jejich piisobenim metabolicky
aktivovany (chemické kancerogeny). V neposledni fad¢ pravé proto patfi tyto enzymy k velmi
¢asto studovanym systémim.

Jednim z nejbéznéjsich a nej¢astéjSich tkont pfi studiu cytochromu P-450 patii
stanoveni jeho koncentrace. Jednou z moZnosti je stanoveni enzymové aktivity pomoci
specifickych substratli, nevyhodou takového pfistupu miZe ¢asto byt pravé jeho specifi¢nost,
dané absenci ,,univerzalniho substratu“ pro vSechny cytochromy P-450.

Proto se v laboratofi ¢asté&ji ke stanoveni ,,celkového P-450 vyuziva
spektroskopickych vlastnosti komplexu redukovaného cytochromu P-450 s oxidem
uhelnatym. Tento komplex ma charakteristické a vyzna¢né absorpéni maximum pfi 450 nm.
ZkuSenost ovSiem ukazuje, Ze vznik zminéného komplexu (resp. redukce cytochromu P-450)
neni vzdy stejné rychly, a Ze kinetika jeho vzniku miiZe zaviset napt. na potadi pfidavani
reaktantil (redukce, CO), resp. na pfitomnosti substratt ¢i inhibitoru v aktivnim misté
cytochromu P-450.

Protokoly pro stanoveni P-450, pouzivané v biochemickych laboratofich, tento fakt zatim
vétsinou ignoruji. Jednim z diivodu je i to, Ze v redlnych biologickych vzorcich (napf.
mikrosomalnich), v nichz stanoveni cytochromu P-450 probiha, se vedle zminéné kinetiky
tvorby CO aduktu mohou uplatnit i dal§i asové zavislé déje (napt. sedimentace mikrosomu a
s ni spojena zmeéna rozptylujiciho pozadi), které je na ,,klasickém* skanujicim p¥istroji obtiZzné
odlisit. V principu by tyto vlivy mélo byt mozné ,,odfiltrovat” pfi pouziti spektrofotometru

z detektorem typu diodového pole, ktery umoziiuje ve velmi kratkych ¢asovych intervalech

proméfit celé spektrum vzorku.

Tématem této bakalaiské prace bylo ovéfit, nakolik by obdobna méfeni byla
realizovatelna na piistroji HP 8453, resp. zvladnout pouZiti pfidavného softwarového baliku
»Biochemical Analysis“, ktery by mél podobné méfeni umoznit, a ktery byl k pfistroji pfed

nedavnem zakoupen.



2. UVOD DO PROBLEMATIKY

2.1. Cytochrom P450

Historie cytochromu P450 saha do poloviny 50. let minulého stoleti. Studie Axelroda a
Brodiho (1955) odhalily existenci enzymatického systému v endoplasmatickém retikulu jater,
ktery byl schopen katalyzovat konverzi riznych 1é¢iv a aromatickych smési v polarné;si
produkty v ptitomnosti NADPH, Mg®* a glukosa-6-fosfat dehydrogenasy. Ve stejném roce
poskytli Mason a Hayaishi dtikaz o existenci enzymu schopnych katalyzovat pfenos kysliku
na substraty.

O tfi roky pozdé&ji (1958) objevili Garfinkel a Klingenberg pigmenty vazajici CO
v mikrosomech jater prasat a potkani, respektive ukazali, Ze tyto pigmenty jsou
redukovatelné NADPH nebo dithioni¢itanem. Byli prvni, kdo popsali, Ze tento pigment jako
komplex s CO vykazuje typické absorbéni maximum pii 450 nm. Nebyli ale schopni
identifikovat hemovy charakter pigmentu.

Hemoproteinovou povahu pigmentu vazajiciho CO dokazali Omura a Sato v roce
1964. Identifikovali jej jako cytochrom b s atypickym Soretovym maximem komplexu s CO
pii 450 nm, a na zékladé€ toho jej pojmenovali cytochrom P-450.
V roce 1963 bylo experimentalné podlozeno, Ze tento enzym je ve skute¢nosti terminalni
oxidasou v monooxygenasovém systému.

Porovnanim riznych thiolovych komplexti odli§nych hemoproteini Bayer (v roce
1969) a Hill (v roce 1970) nalezli velkou podobnost jejich EPR spekter se spektry cytochromu

P-450 a odvodili z toho, Ze jeden z axialnich liganda P-450 je thiolatové skupina.’

Cytochromy P-450 jsou v organismu zodpovédné ptedevsim za reakce I. faze
biotransformace chemickych latek, vedouci k jejich detoxikaci a po reakcich II. faze
biotransformace k jejich eliminaci z bun€k a exkreci z organismu. Jsou to enzymy, které
katalyzuji oxidac¢ni, peroxida¢ni a redukéni reakce zaélenéné do metabolické transformace
1é¢iv, environmentalnich chemikalii ( slou€enin dostavajicich se do Zivotniho prosttedi
predevsim lidskou €innosti), ale i latek pfirodnich ¢i endogennich.(z)

Enzymy P-450 jsou hlavnimi katalyzatory oxidace xenobiotik, tudiZ jsou stiedem

zajmu védci v oblastech toxikologie, metabolismu drog a farmakologie.”®)



Pro studium hemovych proteint se pouZiva oxidu uhelnatého jako nepftirozeného
ligandu hemového Zeleza, nebo oxidu dusnatého &i kysliku jako pfirozenych ligandd. Tyto
malé molekuly (oproti aminokyselindm nebo hemu) slouZi jako malé sondy, které je diky
specifickym absorpénim spektrim mozno sledovat relativné jednoduse. Kazda zména

v poloze vii¢i pyrolovému jadru vede k odlisnému spektru.

Dnes je znamo okolo 1000 riznych gent pro enzymové formy P-450. Na zaklad¢
podobnosti aminokyselinovych sekvenci jsou P-450 rozdéleny na rodiny (sekvenc¢ni
homologie v&tsi nez 40%), podrodiny (sekvenéni homologie vétsi nez 60%) a jednotlivé
P-450.

Superrodinu cytochromi P-450 oznaduje zkratka CYP, za ni se uvadi ¢islo oznaCujici
rodinu, dale ptip. pismeno oznadujici ptislusnost k dané podrodin€ a nakonec €islo
jednotlivého enzymu; naptiklad CYP1A1, CYP1A2, CYP2BI,... . ProtoZe pocet dosud
objevenych a pojmenovanych P-450 neni kone¢ny, byla zfizena oficidlni webova stranka
standardizované nomenklatury P-450:

http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html

Jsou zde neustale dopliiovany nové objevené formy P-450 vSech ZivociSnych druhi.®®

Pocet dosud znamych gend P-450 v lidském téle je 577, pro srovnani: v bakterii
Mycobacterium tuberculosis je jich okolo 20, v rostling Arabidopsis thaliana jich je popsano
286, ale tieba kvasinka Saccharomyces cerevisiae ma jen 3 a bakterie Escherichia coli nemé

74dné.®

Cytochromy P450 lze zhruba rozd¢lit:
e membranové vazané (mikrosomalni a mitochondrialni)

e volné (soudasti cytoplasmy)

2.1.1. Struktura cytochromu P-450

Prvni trojrozmé&rna struktura P-450, a to bakteridlniho CYP 101 (P-450cam), byla popsana
Poulosem v roce 1987.%)
P-450 patfi mezi hemoproteiny, tudiZ jeho prosthetickou skupinou je hem, konkrétné

typu b (obr.1).



Hem b je obvykle v proteinu ukotven pomoci axialni ligace jednoho nebo dvou
aminokyselinovych postrannich fetézcii na atom Zeleza, v ptipadé cytochromti P450 jde o
jednu axialni vazbu, a to na thiolatovou siru z cysteinového aminokyselinového zbytku.
Orientace hemové skupiny vii¢i samotnému proteinu je dana nevazebnymi interakcemi

vinylovych a propionatovych postranni fetézc hemu s molekulou apoproteinu.(9)

Obrazek 1 Hem b 9

Vsechny struktury P-450 maji obdobnou sekundarni strukturu, jejimiz zakladnimi
¢astmi jsou a-helixy (oznadené A-L). Helixy I a L jsou v kontaktu s hemem. Zbytky
v helixech B a I jsou také v kontaktu se substratem a cilené mutace v téchto mistech mohou
mit dramatické vysledky. Dal§im mistem, které kontaktuje substrat, je helix F. Mutace na
tomto helixu také mohou ovlivnit selektivnost katalyzy.

Nejvice zachovavanou ¢asti P-450 je oblast obsahujici cystein, ktery ptisobi jako
thiolovy ligand hemového Zeleza. Tato sekvence je pouZivana jako identifikator P-450
v genovych bankach.®) Dalii vysoce zachovanym zbytkem je threonin 252V, u kterého se
pfedpoklada rozmanitost funkci. Thr mize byt napfiklad donorem protonu pro komplex

Fe?*O," pro uleh&eni $tépeni vazby 0-0.%)



2.1.2. Spinové formy ©

Hemové Zelezo v P-450 se jakoZto pfechodny kov s ¢asteéné zaplnénymi d-orbitaly muze

vyskytovat v zavislosti na symetrii a sile ligandového pole v riznych spinovych forméch.

YV  wew

Zékladni charakteristiky dvou nejbézné&jsich forem shrnuje tabulka 1:

Tabulka 1 Spinové formy P-450 (ptevzato z ©)

Charakteristika Forma
nizkospinova vysokospinova
Spin Fe™ 0 2
Fe’* 12 512
Iontovy polomér Fe™ 0,61 0,77
Fe'' 0,55 0,64
Koordina¢ni stav Fe hexakoordinované pentakoordinované
Ion Fe se nachazi... v roving kruhu mimo rovinu
protoporfyrinu IX | porfyrinového skeletu
Maximum absorpce ~418 nm ~ 390 nm
(Soretiv pas)

Ve vétsing ptipadi jsou v molekulach P-450 v rovnovéze rizné spinové stavy. Tato

rovnovaha je ovlivnéna riznymi faktory (teplota, rozpoustédlo), ale zejména povahou

axidlniho ligandu a rozloZenim néboje v okoli centralniho Fe. V klidovém stavu je obvykle

vét§ina (90%) molekul P-450 v nizkospinové formé. Pomér obou spinovych forem se znaéné

méni pfi vazbé€ substratu do vazebného mista, kdy dochazi k vytlaceni Sestého ligandu a

narustu obsahu vysokospinové formy.




2.1.3. Funkce P-450

2.1.3.1. Biotransformace 1é¢iv a jinych xenobiotik

P-450 hraje dtlezitou roli v biotransformaci mnoha xenobiotik, zahrnujici 1é¢iva, mutageny a
karcinogeny stejné jako latky endogenni povahy, jako jsou steroidy a prostaglandiny.
Enzymovy systém P-450 katalyzuje pfeménu lipofilnich sloZzek na vice hydrofilni metabolity
pro umoZnéni rychlej$iho vylouceni ledvinami.

V mnoha pfipadech se vytvorfi toxické metabolity jako epoxidy a radikaly. Mnoho
z téchto meziprodukti ma mutagenni a (nebo) karcinogenni vlastnosti. V nékterych pfipadech
se vytvofi farmakodynamicky aktivni slozky z neaktivnich prekurzorti.

Biotransformaci latek jsou vytvafeny vice hydrofilni metabolity, coZ umozZituje
rychlejsi vylouéeni ledvinami. Bez této pfemény by doba vyloudeni lipofilnich drog byla
mnohonasobné delsi v disledku tabularni reabsorpce a enterohepatické cirkulace. Tyto vztahy

jsou pro nékteré hypnotika s riznou hydrofobitou ukazany v tabulce ¢.2.

Tabulka 2 Teoretické a skute&né polo¢asy vylou€eni nékterych lé¢iv v organismu v zavislosti na jejich
rozpustnosti v lipidech (ptevzato z ')

Rozpustnost Polo¢as vyloudeni
Droga v chloroformu [%] Teoreticky Skuteény
— bez metabolismu | —s metabolismem

Barbital 40 55-75 hodin 55-75 hodin
Phenobarbital 60 10-20 dni 3-6 dni
Pentobarbital 100 2-5 mésict 11-70 hodin
Glutethimide 100 2-5 mésict 7-15 hodin
Hexobarbital 100 2-5 mésicl 5-6 hodin

Obecné jsou derivaty vytvofené biotransformaci farmakodynamicky méné efektivni

nez pavodni sloZky (— detoxifikace). Ale na druhé strané se z bezvyznamnych latek mohou
néhle stat biologicky aktivni metabolity (— toxifikace). Je prokazano, ze mnoho metabolitti
ma cytotoxické, teratogenni, mutagenni nebo karcinogenni vlastnosti (viz tabulka 3 na dalsi

stran¢).

10



Tabulka 3 Ptiklady zmén biologickych aktivit lé&iv a jinych latek enzymatickou biotransformaci (podle ')

Slozka

Metabolit

Metabolity jsou méné ucinné nez pivodni sloZka

barbituraty

hydroxybarbituraty

Metabolity a puvodni slozky jsou stejné ucinné

aminopyrin antipyrin
kodein morfin
diazepam oxazepam

Metabolity jsou ucinné, puvodni sloZky ne

parathion paraoxon
prontosil sulfanilamide
Metabolity jsou toxické
benzo(a)pyren aren oxid
vinylchlorid epoxid
aflatoxin furan epoxid

VétSina experimentd byla provadéna s jaternim MFO. PrestoZe hlavnim orgdnem pro

biotransformaci xenobiotik jsou jatra, /3 biotransforma&ni aktivity probihé v jinych organech,

jako jsou plice, ledviny, kiiZze a stfeva. Mimoto, P-450 a jeho pfislu$né enzymatické aktivity

byly pozorovany také v pradusnici, pankreatu, pankreatické trubiéce, tlustém stievé, mozku,

aorté, kostni dfeni, monocytech a lymfocytech, trombocytech, chamovodu a placenté.

P-450 z kiiry nadledvinek, vaje¢niki a varlat pfeméiiuje steroidni hormony a jejich

prekurzory.
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2.1.3.2. Katalyticky cyklus P-450

Souhrnné schéma reakce katalyzované cytochromem P-450 bylo poprvé postulovano

Masonem v roce 1957:
RH + O, + NADPH + H" — ROH + H,0 + NADP"

Od té doby bylo prozkoumani reakéniho schématu cytochromu P450 vénovano mnoho
experimentalnich i teoretickych studii a soutasné ptedstavy o reakénim cyklu a jeho dil¢ich

reakcich jsou shrnuty na obrazku 2.

non Fe3* RH®
=

3
Fe** ROH * RH  \ADPH-P450 reductase™

1 a
@ RO or R OOH NADPH-P450 reductase®™

FeOH3* Re

>
@ T Fe2* RH

Fe0™ RHA /4
\'Hgo @
’

Fe'-O0H Fez*’ -0z RH

R%?\:M R e
‘”%

NADPH-P450 reductase'™ NADPH-P450 reductase®
(or direct transfer from reductase to Fe2*-0,)

Obriazek 2 Celkové schéma katalytického cyklu P-450

V klidovém stavu (resting state) je Zelezo v cytochromu P-450 formalné trojmocné.
V prvnim reakénim kroku dochazi k vazbé substratu na enzym, né¢kde v blizkosti distalni
oblasti hemu. Tento krok miZe i nemusi zahrnovat zménu spinového stavu Zeleza. Prvni krok
miZe usnadiiovat krok druhy (zalezi na typu P-450); krok 1 je zndzornén pfed krokem 2,
protozZe je rychlejsi.. Elektrony pfechazeji z NADPH prostfednictvim flavoproteinu NADPH-
P-450 reduktasy. Proud elektronti jde z prosthetické skupiny FAD na FMN reduktasy a odtud
na P-450.
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Redukované P-450 (formaln€ dvojmocné Zelezo) vaze O, (krok 3). Tento komplex je
nestabilni a miize se rozt&pit za vzniku Fe’* a anionu superoxidu O,”. Komplex Fe?*.0, byl
pozorovan na mikrosomalnim P-450, ale kromé tohoto kroku je charakter meziprodukti malo
jisty. Druhy elektron vstupuje do systému ve ¢tvrtém kroku. Mize pochazet z NADPH-P-450
reduktasy, nebo v n€kterych ptipadech z cytochromu bs.

V patém kroku se vaze proton. Vazba O-O je rozstépena v kroku 6 za doprovodu
tvorby H,0 a FeO**. Tento vysokovalen&ni komplex miZe byt také psan jako Fe'=0, ale
pfesna elektronicka konfigurace neni znama.

V sedmém kroku tento komplex s nedostatkem elektronti vytdhne atom vodiku nebo
elektron ze substratu. Nasledné zhrouceni meziproduktu nebo paru meziproduktu v kroku 8

vytvo¥ produkt. V kroku 9 je produkt oddélen od enzymu.®’

Zdroj elektroni je zavisly na typu P-450. V mitochondrialnich a vét§iné bakterialnich
P-450 je elektron pfenaSen z NADH nebo NADPH na ferredoxin pomoci FAD dependentni
reduktasy. Ale v mikrosomalnich cytochromech je elektron pfenasen z NADPH pomoci FAD-
a FMN- flavoproteinti, cytochromu P-450 oxidoreduktasy, bez pfitomnosti ferredoxinu.

Nékdy mutize byt také donorem druhého elektronu cytochrom bs.
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Tabulka 4 Ttidy systémt P450klasifikované podle topologie komponent zapojenych v pfenosu elektronu na

enzym P450 (ptevzato z '%)

Trida

Zdroj

Retézec pienosu elektronu

Lokalizace / pozn.

bakterie

NAD(P)H—FdR—Fdx*—P450

cytosol, rozpustné

mitochondrie

NADPH—FdR—Fdx—P450

P450: vnitini
mitochondrialni
membrana
FdR perif. membr.
Fdx: mitoch. matrix

rozpustné

IL.

bakterie

NADH—CPR—P450

cytosol, rozpustné
Streptomyces

carbophilus

mitochondrie A

NADPH—CPR—P450

ER, integr. memb.

mitochondrie B

NADPH—CPR—cytb5—P450

ER, integr. memb.

mitochondrie C

NADH—-cytb5Red—cytb5—P450

ER, integr. memb.

II.

bakterie

NAD(P)H—FdR—Fldx—P450

cytosol, rozpustné

Citrobacter braakii

IV.

bakterie

pyruvat, CoA—
OFOR—Fdx—P450

cytosol, rozpustné
Sulfolobus tokadaii

bakterie

NADH—FdR—Fdx-P450

cytosol, rozpustné
Methylococcus

capsulatus

VI

bakterie

NAD(P)H—FdR—Fldx-P450

cytosol, rozpustné
Rhodococcus
rhodochrous
(druh 11Y)

VIL

bakterie

NADH—PFOR-P450

cytosol, rozpustné
Rhodococcus sp. (druh
NCIMB 9784)
Burkholderia sp.
Ralstonia

metallidurans
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cytosol, rozpustné
VIIL bakterie, houby NADPH—CPR-P450 Bacillus megaterium
Fusarium oxysporum

IX. | NADH-zavislé houby NADH—P450 cytosol, rozpustné
Fusarium oxysporum

X. rostliny, Zivo¢ichové P450 ER, membranové

vazané
Vysvétlivky:

Fdx - ferredoxin (Fe-S protein)

FdR - ferredoxinreduktasa (FAD)

Fldx - flavodoxin (FMN)

CPR - NADPH(NADH):cytochrom P450 reduktasa (FMN, FAD)

OFOR - 2-oxokyselina:ferredoxin oxidoreduktasa (thiaminpyrofosfat,
4Fe-4S protein)

PFOR - "phthalate-family oxygenase reductase" (FMN, 2Fe-2S protein)
Fdx* —Fdx obsahujici Fe-S protein typu: 2Fe-2S, 3Fe-4S, 4Fe-4S, 3Fe-4S/4Fe-4S

cytbS —cytochrom b 5
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2.1.4. Vazba CO cytochromem P-450

2.1.4.1. Oxid uhelnaty v biochemii )

Oxid uhelnaty (CO), produkt procesi organické oxidace, vznika in vivo béhem bunéénych

metabolismi, nejéastéji degradaci hemu. CO se vaze na hemové Zelezo vétSiny hemoproteint.

Prvni objevy v druhé poloving€ 18.stoleti oznacily CO jako toxickou molekulu,

schopnou vytésnit molekulu kysliku v krvi a tim zptsobit tkafiovou hypoxii. CO se tvoii

oxidaci nebo spalovani organickych latek jako jsou dfevo, tabak, uhli, koks a zemni plyn.

Neékteré fyzikalni charakteristiky tohoto bezbarvého plynu bez zapachu jsou ukazany

v tabulce 5.

Tabulka 5 Fyzikalni vlastnosti oxidu uhelnatého (ptevzato z *)

Fyzikalni vlastnost Hodnota
Molekularni vaha 28,01
Bod varu -191,5°C
Bod téani -205°C
Bod samovzniceni 606°C
Rozpustnost (H,0) 3,3 ml/100 ml (0°C)
2,3 ml/100 ml (20°C)
Specifickéd vaha 1,250 g/1 (0°C)

Pievodni faktor koncentrace

1 ppm = 1,25 mg/m” pfi 25°C

Buiiky a tkané produkuji vyznamné mnozstvi CO jako odstépeny produkt bunéénych

metabolismi, hlavné odbouravanim hemu, které je katalyzované mikrosomalni hemovou

oxygenasou (HO; E.C. 1:14:99:3). Hem slouzi jako duleZity kofaktor v proteinech

transportujicich kyslik (hemoglobin, myoglobin) a v enzymech zapojenych v dulezitych

bunéénych procesech jako jsou dychani, zanéty nebo metabolismus 1é¢iv.

Klinické ptiznaky otravy oxidem uhelnatym zahrnuji zavrat’, t¢Zké dychéni, bolest

hlavy. S 245-krat vys$si afinitou nez O,, CO konkuruje kysliku pfi vazb¢ na Zelezo

hemoglobinu a tvoti karboxyhemoglobin (Co-Hb).
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CO se vaze (a inhibuje aktivity) také na dal§i hemoproteiny jako jsou
cytochrom c-oxidasa a cytochrom P-450.

Ve srovnani s podobnym plynem oxidem dusnatym je CO relativné inertni. CO a NO
sdili dileZitou podobnost v biochemické reaktivité: oba vystupuji jako hemové ligandy a tvofi
komplexy s hemoproteiny v centralnim Zelezu atomu hemu. CO se vaZe jen na Fe**, zatimco
NO i na Fe’". Jako néasledek vazby na hem ovliviiuje intracelularni CO aktivitu hemoproteinii.
S P-450 tvoti CO komplex s Amax pii 450 nm, jehoZ vznik vzdy vede k inhibici enzymatické
aktivity.

2.1.4.2. Kinetika asociace a disociace P-450 s CO ¥

*xr

Vazba CO slouzi jako experimentalné vhodny model pro fyziologicky zajimavéjsi ligand,
kyslik, protoze CO po navazani nepodléha redukci. Takto je jednodussi zkoumat
mechanismus vazby ligandu na atom Zeleza v hemu.!¥ CO je rovnéz véazan do 6.pozice
komplexu Zeleza a tam pulsobi jako kompetitivni inhibitor enzymového systému.")
Kinetika vazby CO je zajimava, nebot’ tento ligand byl vyuzit v pfedchézejicich
studiich tykajicich se kinetiky a mechanismu redukce Fe** cytochromu P-450 pomoci
NADPH zprostfedkované NADPH-cytochrom P-450 reduktasou. V téchto experimentech

slouzi CO jako ,,chyta¢“ redukovaného cytochromu a pro vyjadfeni rychlosti redukéni reakce.

Jsou popsény dva mechanismy interakce mezi proteinem a ligandem:

¢ dvoustavovy mechanismus, ve kterém proteiny existuji s nedostatkem ligandu ve dvou
konformacnich stavech s rozdilnou afinitou k ligandu. Tento mechanismus urcuje, Ze ks
vzrista s klesajici koncentraci ligandu.

¢ mechanismus vazby ligandu, ve kterém je pocate¢ni asociace ligandu nasledovana
isomerizaci nebo konformaénimi zménami, ve kterych dochazi ke zvysSeni afinity proteinu
k ligandu, jako je ukazano nize:

k+l k+2
P-450 + cotf__‘mso- ..COE2P-450-CO
1

-2

Obriazek 3 Dvoufézovy mechanismus vazby CO na P-450 (pfevzato z **)

kde P-450...CO predstavuje meziprodukt s mensi CO afinitou neZ rovnovazny komplex P-
450.CO.
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KINETIKA ASOCIACE CO

Vazba CO na P-450 probih4 kinetikou pseudo-prvniho fadu. Casovy priib&h vazby

ligandu (méfeno pti vinovych délkach blizko 450 nm) miiZe byt rozdélen na dvé relativné

rychlé faze exponencialné zavislé na koncentraci CO s rychlostnimi konstantami kra ks a

jednu nebo dvé pomalejsi faze. Rychlostni konstanta ks je hyperbolickou funkci koncentrace

CO a k¢je linearni funkce [CO].

{s-)

)

kg (7))

300

200

100 |

LM2+CO

k43

2s5r

40
£coa wm)

i 2
80 80

U IO T VY W S WU S

0o 130
€col (.M

Obrizek 4 Zavislosti kr a k, na [CO], vlevo pro P-450,;, a vprave pro P-450,y4 (pfevzato z )
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Obrazek 5 Kfivky vazby CO na rozpusteny P-450,,, (A) a P-450,y (B, podle '*)
Obr. A: Prvnich 100 bodi piedstavuje 20 ms a zbyvajicich 120 boda zna¢i 80 ms

Obr. B: Prvnich 100 bodu pfedstavuje 0,2 s a zbyvajicich 120 bodii 1,2 s
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KINETIKA DISOCIACE CO

Rychlost disociace CO z jeho komplexu s P-450 y byla uréena nahrazenim za NO.

Reakce vymény ligandu, pro kterou je rychlost-limitujicim krokem disociace CO, umoZziuje

uréeni k.. Experimenty jsou znazornény na obr. 6. Semilogaritmicky diagram v obou

ptipadech odhaluje mirn€ heterogenni reakci disociace ligandu.

A B
<03 - -.q <1 F - -.4
g a
by 8 . 2
Z .04 q-8 8 £ .08 | 4-8 B
= = a =
2 .03 b g g . ®
@ . X -t g .06 ﬂ-i.eg
a S B a A
o .02 - N - -1.6 504 b \\ - -1.6
a ™~ ~ & : ~. A
-~
.01 G \.\ H4-2 v .02 |- . 42 7
0 SRS g N VU SR RETH QP oecededod L5 8 oy
0 40 80 120 160 200 0 40 B0 120 160 200

Vazba CO je vratna rovnéz fotochemickou reaktivaci.

DATUM NUMBER (TIME>

DATUM NUMBER CTIME>

Obrizek 6 Kinetiky disociace CO pro A, P-450.\; a B, P-450 4.
Zaktiven4 &4ra znazoriluje prvotni data (leva osa) a rovna &ara znazoriuje kinetiku 1.¥adu (prava osa). (podle '*)

220 bodu ptedstavuje 22 s na obr. A a 44 s na obr. B

)

Tabulka 6 Kinetické a rovnovazné konstanty pro vazbu CO na P-450.u (4

ka M7 | ka[s) kez [s7] k:[s'] | Ki* [aM] | Ko’ [uM]
P-450.m2 3,2. 10° 18,2 53 0,11 5,6 0,01
P-4501m4 1,6.105 3,6 5,6 0,055 22,5 0,24

K. = k.1/k+; (disociaéni konstanta meziprodukti)

*Ko = k.1 ka/ks1.ksz (celkova disociaéni konstanta)

P-450pm3 je cytochrom P-450 z krali¢ich jater indukovany phenobarbitalem a P-
4501 m4 je také z krali¢ich jater, ale s 5,6-benzoflavonem. Rovnovazna konstanta vypoétena
z rychlostnich konstant ukazuje, Ze cytochromy indukované 1é¢ivy maji 23-krat afinitu k CO
neZ cytochromy indukované uhlovodiky.

Krystalograficka data hemoglobinu a myoglobinu ukazuji, Ze pfistup ligandu je
omezen distalnim histidinem a postrannimi fetézci jinych aminokyselin, které ¢ni do hemové
kapsy.

Infracervené studia vazby CO na P-450;y naznadily spiSe ohnutou vazbu Fe =C =0

nez linearni.
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2.1.5. Spektroskopické viastnosti P-450

Vétsina spektralnich vlastnosti hemoproteint je spojenou s jejich prosthetickou skupinou,
hemem (v ptipadé P450 jde tedy o ferroprotoporfyrin IX). Nicméné pfi porovnani vlastnosti
P-450 s ostatnimi hemoproteiny vykazuje P-450 spektralni zvlastnosti, naptiklad posun
Soretova pasu komplexu CO s P-450 na 450 nm. Pti¢inou téchto zvlastnosti jsou specifické
interakce prosthetické skupiny s apoproteinem. Rozdilné sekvence aminokyselin maji za
nasledek charakteristickou strukturu proteinu a tedy také specifické interakce

aminokyselinovych zbytki s prosthetickou skupinou v tzv. hemové kapse.”

Vazba CO, O, a jinych nizkospinovych ligandt na Fe** P-450 je doprovazena
pfechodem z vysokospinového stavu do nizkospinového. Komplex CO vykazuje neobvyklé
absorp¢ni spektrum s posunem Soretova pasu k 450 nm." Vazba CO-Fe je fotochemicky

labilni, spektrum tohoto §t&peni je pozorovatelné spektroskopicky.!’ )

Tabulka 7 Absorp&ni spektra P-450 a modelovych komplexi (ptevzato z ')

Slozka VInova délka Soretova pasu [nm]

+ , . ,
Fe’* nizko-spinovd forma

P-450cam 417
P-450m2 418
Fe’" vysoko-spinovd forma
P-450cam + kafr 391
P-4501m4 394
Fe*" vysoko-spinovd forma
P-450cam 408
P-450cam + kafr 408
P-450 M2 413
P-4501m4 411
Fe*" nizko-spinovd forma
P-450cam-CO 447
P-450.m2-CO 451
P-4501m4-CO 448
P-450cam-0O; 418
P-450.m-0O; 420
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2.2. Spektrofotometry pouzivané v absorpc¢ni spektroskopii

2.2.1. Tradi¢ni spektrofotometr

Tradi¢ni spektrofotometry byvaji jednopaprskové i dvoupaprskové. Jednopaprskové
spektrofotometry jsou levnéjsi a jejich jednoduchy opticky systém je méné nachylny
k porucham.

Obrazek 7 ukazuje schéma bézného jednopaprskového spektrofotometru.
Polychromatické svétlo ze zdroje je soustfedéno do vstupni §té€rbiny monochromatoru, ktery
selektivn€ propousti uzké pasmo svétla. Toto svétlo dale prochazi skrz vzorek do detektoru.
Absorbance vzorku je uréena z méfeni intenzity svétla doslého do detektoru bez vzorku
(blanku) a jejim porovnanim s intenzitou svétla doslého do detektoru po prichodu vzorkem.
Mnoho spektrofotometri obsahuje dvé zdrojové lampy, nejcastéji deuteriovou lampu a
wolframovou nebo halogenovou lampu, a jako detektory pouZziva bud’ fotonasobice, nebo

&astéji fotodiody.'®

Manochromator

Exit slit
lpersion

device

Source Entrance

slit

Obrizek 7 Schématické znazornéni optického systému b&zného jednopaprskového spektrofotometru '

Toto provedeni je vhodné pro méfeni absorbance v jednotlivém bodu spektra. Je méné
vhodné pro méfeni odli§nych smési za riznych vinovych délek, nebo pro obdrZeni spekter
vzorkd. K vykonani této ulohy s béznym spektrofotometrem musi byt ¢asti monochrométoru
otoéné, coz pfedstavuje problém mechanické nereprodukovatelnosti v méfeni. A navic je zisk

sériovych dat velice pomaly proces.(w)
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2.2.2. Spektrofotometr s diodovym polem

Obrazek 8 ukazuje schématicky diagram spektrofotometru s diodovym polem.
Polychromatické svétlo ze zdroje prochazi vzorkem a je soustiedéno do vstupni §térbiny
polychrométoru. Polychrométor rozptyli svétlo na diodové pole, na kterém kazda dioda méfti
uzky pruh spektra. Vinovy rozsah svétla detekovany diodou souvisi s velikosti vstupni
Stérbiny polychromatoru a s velikosti diody. Ve vysledku kazda dioda plni tu samou funkci

jako vystupni §térbina monochroméatoru.'®

Diode array A

Polychromator
Sample rsion
< device
Entrance

Source

slit

Obrizek 8 Schématické znazornéni optického systému spektrofotometru s diodovym polem ¢

Polychromator (vstupni $té€rbina a disperzni zafizeni) a diodové pole jsou obsazeny
v dilu, kterému se fika spektrograf. Protoze vzajemna poloha vzorku a disperzniho prvku je
obracena ve srovnani s tradiénim uspofadanim spektrofotometru, je toto uspotadani casto
oznacovano jako nepiima optika.

Pro minimalizovani moZnych fotochemickych reakci se poZiva clona, ktera zablokuje
svétlo ze zdroje, dokud méfeni nemiZe byt provedeno. KdyZ je zahajeno méteni, clona se
automaticky otevie a svétlo za¢ne prochazet vzorkem do diodového pole. Spektrofotometr
s diodovym polem je velmi rychly diky zisku paralelnich dat a schopnosti elektronického

skenovani. Ma vynikajici reprodukovatelnost vinové délky a je velmi spolehlivy.('®
Pro spektrofotometry s diodovym polem je pfedevs§im vhodné jedno-paprskové
uspofadani, protoZe spektra jsou ziskana velmi rychle a protoZe je minimalizovany interval

mezi mé&fenim blanku a vzorku.!'®
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Spektrofotometr HP 8453E UV-visible

Obrazek 9 ukazuje moderni opticky systém spektrofotometru s diodovym polem, HP 8453.
Toto jedno-paprskové uspofadani ma minimalni podet optickych soucasti pro vyssi

vykon a efektivitu a obsahuje 1024-bodové diodové pole pro méfeni v oblasti vinovych délek

Shutter ( )
Tungsten
® lamp

Deuterium
lamp

od 190 do 1100 nm s dobrym rozligenim.('®

Slit

Grating

) 1024-element
diode array

Obrazek 9 Opticky systém spektrofotometru HP 8453 '®

Lampy

Svételnym zdrojem pro ultrafialovou (UV) oblast vinovych délek je deuteriova lampa
s otvorem pro prusvit paprsku ze zdroje. Tato lampa emituje zafeni o vinovych délkach od
190 nm do 800 nm. Svételnym zdrojem pro viditelnou a blizkou infraervenou oblast je
halogen-wolframova lampa, ktera emituje svétlo vlnovych délek od 370 nm do 1100 nm.

Zdrojova ¢ocka

Zdrojova €ocka ptijima svétlo u obou lamp a kolimuje jej. Kolimovany paprsek
prochazi vzorkem.
Clona

Clona je ovladana elektromechanicky. Otevie se a dovoli svétlu projit vzorkem pro
méfeni. Mezi méfenimi je zaviena pro omezeni expozice vzorku svétlem.

Cast pro kyvetu se vzorkem

Spektrofotometr ma tuto ¢ast otevienou pro jednodussi pfistup ke kyveté. Vzhledem

k optickému provedeni pfistroje neni nutny kryt.

23



Spektrograf
Kryt spektrografu je z keramiky pro minimalizovani tepelnych efekt. Hlavni ¢asti

spektrografu jsou ¢ocka, §térbina, miizka a diodové pole. Primérny vzorkovaci interval

diodového pole je 0,9 nm pfi rozsahu vinovych délek od 190 nm do 1100 nm. P¥iblizna $itka

spektralni st&rbiny je 1 nm.'”

Indicator
& Blank button
[
Standard button
&

Sample button

Obrézek 10 Celni pohled na spektrofotometr HP 8453 ('
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2.3. Methylenova zelen

Methylenova zelen, neboli Basic Green 5, je thiazinové barvivo s absorb&nim maximem pfi

657 nm.!'?

0.5
0.454
0.4
0.354
031

0D

0.254
0.2
0.154
0.1
0.051

A (nm)

Obrazek 11 Absorp&ni spektrum methylenové zelen& ve vodném prosttedi (ptevzato z *°)

N ™

(CHa),N S N+(CH3)2
NGO,

Obrazek 12 Strukturni vzorec MG (podle *')

MG se pouziva pro barveni a detekci fosforylovanych proteinid (fosfoserinovych a
fosfothreoninovych zbytki) v SDS-PAGE gelu®?, v mikroskopii pro obarveni jader bungk ¥
a barveni DNA.®%

Dal$i synonymum pro MG je 3,7-Bis(dimethylamino)-4-nitrophenothiazin-5-ium
chlorid."?”
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Tabulka 8 Zakladni charakteristiky MG (podle '*?")

Methylenova zelein

Registracni ¢islo CAS 2679-01-8
C.L (color index ) 52020
Sumarni vzorec Ci6H17N40,SCl
Molarni hmotnost 364,86
Rozpoustédlo voda
Koncentrace rozpustnosti ve vod¢ 4,9 mg/l
Rozsah spektra 190-900 nm

2.3.1. Aerobni oxidace D-glukosy methylenovou zeleni v alkalickém

prostredi %

Reakce se piili§ nelisi od znaméjsiho popularniho skolniho experimentu s methylenovou
modi (MB).?” Jedna se o velmi jednoduchou reakci: kdyZz se zatiepe s lahvi obsahujici
bezbarvou tekutinu, tekutina zaéne modrat (oxidace MB atmosférickym O,). Po chvili stani
lahve v klidu barva opét mizi (redukovani MB), aZ se tekutina stane opét bezbarvou.*”

V nasem provedeni je jediny rozdil je v pouZitém barvivu, methylenova modf je
nahrazena methylenovou zeleni. Tyto reakce se méfi spektrofotometricky Po pfidani glukosy
do zeleného roztoku MG v alkalickém prostiedi se zacne barvivo redukovat odejmutim 1

protonu z glukosy (ktera tim oxiduje) a roztok zbledne. Po zattepani smési se vlivem bublin

kysliku barvivo opét oxiduje a ziska zpét svou sytou barvu.

HOCH, (CHOH), CHO ——— HOCH, (CHOH), CO,

+30H +2H,0+2¢
NO, NO,
#
(CH)N N(CH), (CH)N N(CH),

Rovnice 1 Schéma redukce methylenové zelend (prevzato z *°)
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Reakci experimentalné studovali pakistansti védci Rafia Azmat, Samreen Ahmed,

Sitwat Quereshi, Farayl Vali Mohammed a Fahim Uddin. Podle jejich vysledki je rychlostni

konstanta pro oxidaci glukosy zavisla na koncentraci glukosy, nikoli v§ak na koncentraci

barviva ¢i NaOH, coz ukazuje tabulka ¢.9:

Tabulka 9 Experimentalng zjidt€né rychlostni konstanty aerobni oxidace glukosy methylenovou zeleni

(20)

MG .10° Glukosa .10° NaOH .10° Rychl.konst.
[mol/dm’] [mol/dm’] [mol/dm’ k.10’ s
0,66 1,66 8,30 1,4
1,33 1,66 8,30 1,5
2 1,66 8,30 1,6
2,5 1,66 8,30 1,6
3,33 1,66 8,30 1,6
0,66 10,00 8,30 3,3
0,66 30,00 8,30 3,4
0,66 50,00 8,30 3,9
0,66 60,00 8,30 42
0,66 80,00 8,30 4,4
0,66 1,66 8,30 1,4
0,66 1,66 16,00 1,3
0,66 1,66 25,00 1,2
0,66 1,66 33,00 1,0
0,66 1,66 41,00 0,9
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3. CILE BAKALARSKE PRACE

Cilem této bakalarské prace bylo vyzkouset moznost studia kinetiky reakci na
spektrofotometru s diodovym polem HP 8453 a pfedevsim popsat postup tohoto méteni.
Zejména bylo cilem seznamit se se softwarovym modulem Biochemical Analysis a ovéfit

jeho moZnosti pro studium kinetiky obecné.
Misto ptivodné planovaného cytochromu P-450 jsem prométovala aerobni oxidaci D-

glukosy methylenovou zeleni v alkalickém prostiedi, nebot’ izolace a pfiprava P-450 by byla

ptili§ naro¢na.
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4. METODY POKUSU

4.1. Pouzité pristroje

e notebook Asus A3H
e spektrofotometr HP 8453

e analytické vahy ADAM, Schoeller instruments

4.2. Pouzité programy

Protoze se ukazalo, Ze programovy modul Biochemical Ananlysis neumoZiiuje pfimy export
kinetickych dat (nabizena funkce export umoziiuje pouze exportovat ¢asovy prub¢h pii Sesti
pfedem zadanych vinovych délkach, a to i kdyZ jsou data ukladana jako ¢asova série spekter),
navic vyrobce neudava v manualech Zadné podrobnosti o formatu uloZenych dat, byla
moznost konverze dat provéfovana hledanim na Internetu. Byl nalezen program of firmy

BioLogic (viz dale) a pouzit pro export dat do Excelu.

e 845x UV-Visible System-Instrument 1 (online) + makro do tohoto programu od firmy

BioLogic (stahnuto z www stranek: http://www.bio-logic.info/rapid-

kinetics/specfit.html )

e 30-ti denni zkuSebni verze programu Specfit/32 (také stdhnuto z internetovych
stranek: http://www.bio-logic.info/rapid-kinetics/specfit.html )
e Microsoft Excel 2003

4.3. Pouzité chemikalie

o glukosa, p.a. Merck
o methylenova zelen, Lachema
¢ 1 M roztok NaOH

e destilovana voda
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5. POSTUP PRACE

5.1. Nastaveni programu

Po zapnuti spektrofotometru HP 8453 a jeho pfipojeni na notebook Asus A3H byl spustén
program 845x UV-Visible System-Instrument 1 (online). Pro méfeni kinetiky je potfeba zvolit
Mode — Kinetics. V okné Time & Calculation na levé stran€ okna programu se kliknutim na
ikonu Serup nastavi parametry ¢asového méfeni. Je tam moznost nastavit az 6 vinovych délek
pfi kterych se bude kinetika vyhodnocovat, celkovy ¢as méteni (Run time), doba mezi
kliknutim na Start a po¢atkem méteni (Start time), Cas mezi jednotlivymi métenimi (Cycle
time). Zaskrtnutim Increment cycle time by: se zvoli moZnost procentualniho ristu ¢asu mezi
jednotlivymi méfenimi po urcité dobg, ktera se zada do pole after initial time of:. Déle je tam
také moznost nastavit vypocet rychlosti (Rate calculation) pokud vime, jakym kinetickym

mechanismem reakce probiha.

Nastaveni pro méfeni pokusu:
o Use wavelength: 350, 450, 550, 600, 650 a 700 nm
e Runtime: 270 s
e Start time: 20 s
o Cycletime: 10 s
e Increment cycle time by: 50 %
e after initial time of: 100 s

e Rate calculation — Type: First Order
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5.2. Méreni kinetiky

Jak je jiz uvedeno vyse, rychlost aerobni oxidace je zavisla na koncentraci glukosy, nikoli na
koncentraci NaOH nebo barviva. Zvolila jsem proto vyssi koncentraci glukosy, abych dosahla
vysoké rychlostni konstanty.
Ptipravila jsem si:
o 24,3 .107 M roztok glukosy (0,0876 g glukosy jsem rozpustila ve 20 ml destilované
vody)
e 2,19.107° M roztok methylenové zelené (navazila jsem 0,0019 g MG, které jsem
rozpustila v 250 ml destilované vody)

e 0,25 M roztok NaOH (5 ml 1 M roztoku jsem ztedila 15 ml destilované vody)

Plastovou kyvetu jsem naplnila vodou, v programu jsem zvolila Measure — Blank a
spektrofotometr proméfil spektrum blanku, které se ihned ukazalo na monitoru. Po prométeni
blanku se zaktivuje okno Measure — Time Based Measurement — Start, které¢ umoziuje
méfeni asové kinetiky reakce.

Do plastové pipety jsem automatickou pipetou napipetovala 800 pl roztoku NaOH a stejné
mnozstvi roztoku MG. Po kliknuti na Start zbyva jesté 20 s (Start time v Setup) pro vloZeni

kyvety do spektrofotometru a dopipetovani 1000 pl roztoku glukosy.

Na monitoru se po méfeni zobrazila nameétené spektra pomoci View — All spektra. Ta
jsem ulozila File — Save — All data as — .kd format.
Format *.kd je velmi t€zké exportovat napt. do Excelu nebo Originu, nebot’ vyrobce nikde
neuvadi jeho popis. Nam se nakonec podafilo jej exportovat pomoci makra, které bylo stazeno
od firmy BioLogic Science Instruments z internetovych stranek:

http://www.bio-logic.info/rapid-kinetics/specfit.html

Po instalaci makra do stejného adreséte, v némz je ovladaci program, se objevi
v horni li$té nova ikona Export.
Staci pak zvolit Export — SPECFIT spreadsheet — .txt format. Tento format jiz lze

importovat do Excelu, Originu a podobnych programi.
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6. VYSLEDKY

6.1. Vyhodnoceni kinetickych dat

Naméiené hodnoty byly ve formatu *.txt naimportovany do programu Specfit/32, ktery byl
jako 30-ti denni zkuSebni verzi také stdhnut ze stranek:

http://www.bio-logic.info/rapid-kinetics/specfit.html]

Vysledné grafy ¢asovych zmén zavislosti absorbance na vinové délce jsou ukazany na

obr. 13 a 14:
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Obrazek 13 2D graf kinetiky aerobni oxidace D-glukosy methylenovou zeleni
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Obriazek 14 3D graf kinetiky aerobni oxidace D-glukosy methylenovou zeleni

Z naméfenych hodnot bylo patrno, Ze nejvyssi absorbance a zaroveri také jejich
nejzietelnéjsi pokles jsou pti vinovych délkach 600 a 650 nm (obr. 15). Vychazi to také
z toho, Ze spektrum samotného roztoku MG ma absorpéni maximum pii 654 nm a druhé,
mensi, pfi 625 nm(obr. 16). Oba grafy byly vytvofeny pomoci programu Microsoft Excel
2003.
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Obrazek 15 Zavislost absorbance MG na &ase pti vinovych délkach 600 a 650 nm
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Obrazek 16 Absorp¢ni spektrum samotného roztoku MG

6.2. Rychlost reakci

Program UV-Visible System- Instrument 1 (online) umi spo¢itat rychlosti reakci pti
jednotlivych délkéach pfi zndmém kinetickém fadu. Prvni ¥ad (First Order) je programem

vypo€ten pomoci exponencialniho vypoctu rychlosti, : (26)

A=A, +(4, -4, )™

Kde k je vypoéteno z linearni regrese: %
A — A4 1 liny
e T k4, -k [4.dr
t1+l - tl ti+] - tl t
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Tabulka 10 Rychlosti reakce pfi riznych vinovych délkach vypocitané programem UV-Visible System-

Instrument 1 (online)

Vinova délka [nm] Rychlost [1/s]
450 5,0623 . 10~
550 2,6807 .10
600 1,1208 . 10
650 9,5309 .10~
700 2,2678 .10
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7. DISKUSE

Z vysledku je patrné, Ze spektrofotometr lze Gspé$né pouzivat pro méfeni kinetiky reakci. Po
nastaveni zékladnich parametrt je prace s nim velice jednoducha. Problém exportu dat by
bylo moZné fesit pomoci programu Specfit/32 a k nému dodavanych maker (toto feSeni by
bylo uzivatelsky komfortni). Je také mozno pouzit zminéna makra samostatné (pracuji bez

¢asového omezeni) a exportovana data pak vynaset do grafil jinymi vhodnymi programy.
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8. ZAVER

Spektrofotometr s diodovym polem HP 8453 spolu se softwarem firmy Agilent Technologies
se vyborné hodi pro méteni kinetiky. Ptistroj se hodi také pro méfeni tak malych zmén
v absorbanci, které jsem naméfila pomoci aerobni oxidace D-glukosy methylenovou zeleni, a

které jsou mimo jiné typické také pro cytochrom P-450.
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