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Cile prace

Cilem predklddané prace bylo:

e seznamit se s principem terapeutické metody vyzivajici psoralenové derivaty (PUVA
terapie);

e zvladnout zéklady teorie fluorescencni spektroskopie;

e prom¢efit (s vyuzitim metody fuorescencni spektroskopie), zda dochézi k interakci
mezi 8- methoxypsoralenem a zéastupci bilkovin tfi riznych skupin, lidského

albuminu, imunoglobulinu a histonu.
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1. Uvod

1.1. Fluorescen¢ni spektroskopie

Fluorescencni spektroskopie je metoda zalozend na principu fluorescence. Pii
absorpci zafeni prechdzi molekula do excitovaného stavu. Ztratou ziskané energie se potom
vraci zpatky do zakladniho stavu. Navrat do zakladniho stavu mize probihat nékolika
moznymi zpusoby: pfenosem energie uvniti molekuly véetné vyzateni Casti excitacni energie,
zménou geometrie molekuly, rozpadem molekuly a mezimolekulovym pienosem energie.
Pfenosy energie uvniti molekuly mohou probihat jako pfeména excitacni energie na teplo
nebo jako vnitini konverze (internal conversion) ¢i mezisystémovy piechod (intersystem
crossing) s naslednym vyzafrenim fotonu (luminiscence).!-*!

Procesy, které nasleduji po absorpci zafeni, byvaji obvykle zobrazovany pomoci

Jablonskiho diagramu (viz obr.). !
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Obr. 1: Jablonskiho diagram: S, — zakladni stav. S, S,, S, — excitované singletové stavy, T;,
T, — tripletové stavy, IC — vnitini konverze (internal conversion), ICS —
mezisystémovy prechod (intersystem crossing), A — absorpce, F — fluorescence,

P — fosforescence.



Z obr. 1 je vidét, Ze luminiscence muze byt dvojiho typu: fluorescence
a fosforescence.

Fluorescence je emise zafeni z tzv. singletového stavu, to je stavu, jehoz
multiplicita je rovna jedné'. Navrat do zékladniho stavu je spinové povoleny a dochazi
k rychlé emisi fotonu. Cas trvani fluorescence je asi 10 ns.

Fosforescence je emise zafeni z tzv. tripletového stavu, to je stavu, jehoz
multiplicita je rovna tfem. Pfechody mezi stavy s riznou multiplicitou jsou spinové zakdzané
a k vyzafeni dochazi se zpozdénim. Fosforescence se tedy obvykle objevuje milisekundy az
desitky sekund po excitaci.¥

Pti fluorescencni spektroskopii jsou molekuly vzorku excitovany vhodnou
vlnovou délkou (excita¢ni vinova délka) a nasledné emituji zaieni o delsi vinové délce. Touto
metodou lze provadét jak kvalitativni, tak 1 velmi citlivé kvantitativni analyzy napft. prikazy
existence rtiznych interakci. Pfi ozéafeni prechdzi molekula ze zdkladniho stavu do jedné
z mnoha vibra¢nich hladin vys$iho singletového stavu. Excitované molekuly velmi rychle
pfejdou do nékolika nejnizsich vibracnich hladin stavu S,, odtud pak molekula zafivé piejde
do zakladniho stavu.”

Pocet molekul dané latky, které podléhaji po absorpci zafeni fluorescenénimu
ptechodu do zakladniho stavu, charakterizujeme tzv. kvantovym vytézkem. Kvantovy
vytézek fluorescence je definovan jako pomér poctu molekul, které podléhaji fluorescenci,

k celkovému poétu excitovanych molekul.™

1.2. Albumin, histony a imunoglobuliny

1.2.1. Albumin

Albumin je nejhojngjsi bilkovinou lidské plazmy. Tvoii 60% z celkového obsahu
bilkovin v krevni plazmé. Jeho syntéza probiha v jatrech. Relativni molekulovd hmotnost
albuminu je 66 300 Da. Na rozdil od vétSiny ostatnich proteinti vyskytujicich se v télnich
tekutinach neni glykoproteinem. Jeho strukturu tvoii jeden polypeptidovy fetézec, ktery
obsahuje 3 homologické domény a 17 disulfidickych vazeb. Molekula albuminu ma elipsoidni

tvar a proto nezvySuje tolik viskozitu plazmy jako protahlé molekuly. Jeho biologicky polocas

v plazmé je asi 20 dni.[

1 Multiplicita stavu se pocita podle vztahu 2S + 1, kde S je celkové elektronové spinové ¢islo. Pro stav, kdy
vSechny elektrony jsou sparované, je multiplicita stavu rovna jedné a stav se nazyva singletovy. Pro stav, kdy
je v systému 1 elektron, je multiplicita stavu rovna dvéma a stav se nazyva dubletovy. Pro stav, kdy jsou v
systému 2 elektrony, je multiplicita stavu rovna tfem a stav se nazyva tripletovy.
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Albumin je hlavni slozkou, ktera vytvati koloidni osmoticky tlak plazmy. Ten je
velmi dilezitym determinantem rozdéleni extracelularni tekutiny c¢asti intravaskuldrni
a extravaskularni. Pfi hypoalbuminemii (sniZzena koncentrace albuminu v plazmé€) se snizuje
koloidni osmoticky tlak a to naruSuje rovnovédhu mezi plazmou a mezibunécnou tekutinou.
Vysledkem je, ze nedochéazi k pfechodu mezibunééné tekutiny zpatky do krve. Nahromadéni
této tekutiny v mezibunééném prostoru se klinicky projevi jako edém. Ke snizeni koncentrace
albuminu v plazmé miZe dochazet v riznych piipadech. Pfi¢inou mize byt jaterni
onemocnéni, snizena absorpce zivin, podvyZziva, otrava krve, hypoxémie. Dalsi pficinou
hypoalbuminemie muize byt zvySend exkrece nebo degradace albuminu. To miize byt
zpusobeno nefrotickym syndromem, ztratami proteinti v disledku enteropatie (onemocnéni
sttevniho traktu), rozsahlymi popaleninami a krvacenim, téZkymi otravami, horeckou nebo
vyskytem zhoubnych novotvard.

Albumin plni také velmi dilezitou transportni funkci, je pfenaseCem fady latek
napi. mastnych kyselin, aminokyselin, lipidd, nekonjugovaného bilirubinu, thyroidnich
hormonti, vitaminti, kovii, 1€kt a toxickych latek. Dalsi jeho funkei je funkce zasobni, protoze

pii zaté€zi organismu slouzi jako okamzitd bohatd rezerva aminokyselin, zvlasté esencidlnich.
[7]

1.2.2. Histony

Histony jsou skupina basickych bilkovin vyskytujici se v jadie eukaryotnich
bunék, kde vytvareji reversibilni komplexy s DNA.®! Obsahuji velky podil kladné& nabitych
aminokyselinovych zbytkl, které jim umoziuji tvofit iontovou vazbu se zéporné nabitymi
fostatovymi skupinami DNA. Tvofi pfevaznou vétSinu proteinové slozky chromatinu.

Stejné jako imunoglobuliny se rozd€luji do péti tiid oznacovanych HI, H2A,
H2B, H3 a H4. V histonech H2A, H2B, H3 a H4 je sekvence aminokyselin pozoruhodné
evoluéng stabilni. Tyto Ctyfi histony tvofi vzdy ve dvou kopiich oktamery, kolem kterych
se obtaci dvojSroubovicova DNA. Tim vznikaji Gtvary zvané nukleosomy. MnoZstvi jejich
molekul obsazenych v chromatinu je zhruba stejné. Histon H1 je variabilnéjsi, a pfestoze je
také vazan na DNA, neni soucésti nukleosomill. V chromatinu se vyskytuje asi v poloviénim
mnozstvi nez ostatni histony.

Histony podléhaji posttranslacni modifikaci, jejimz Ucelem je snizit celkovy
kladny naboj histonu a tim ovlivnit jeho interakci s DNA. Modifikace histonli nemaji nic

spole¢ného s regulaci exprese eukaryotnich gent.* '



1.2.3. Imunoglobuliny

Imunoglobuliny jsou protilatky bilkovinné povahy vytvéaiené plasmatickymi
buitkami, které vznikaji z B-lymfocyti po setkdni s cizorodym antigenem. Proti tomuto
antigenu se nasledné specializuje pfislusny imunoglobulin.!*! Primérni funkci imunoglobulini
je vazat specificky antigen. DalSimi biologickymi aktivitami je schopnost véazat se
na specializované buiky (napf. fagocyty), prostup placentou nebo aktivace komplementu
(po navazani se na antigenni povrch maji schopnost vazat protein C1, ktery se timto aktivuje
aje pocateCnim krokem k aktivaci dalSich proteini komplementu). Pfitomnost
imunoglobulinti v lidském organismu se vyuziva jako dikaz infekce. Vyskytuji se v séru,
intersticialni tekutin€, v slzach, slinach, matefském mléce a na povrchu sliznic a B-bunék
(jako B-buriky jsou ozna¢ovéana vSechna vyvojova stadia B-lymfocyti).!'" 1% 13!

Zakladni stavebni bloky imunoglobulinii jsou tvoieny ctyimi podjednotkami:
dvéma stejnymi lehkymi fetézci a dvéma stejnymi t€zkymi fetézci. Podjednotky jsou
navzajem spojovany disulfidickymi mustky a nekovalentnimi interakcemi tak, Zze vznika
symetricky dimer ve tvaru Y. Imunoglobuliny tvofi skupinu ptibuznych, ale odliSnych
proteint, které se déli do tfid. U lidi je té€chto tiid pét a jsou oznaCovany IgA, IgD, IgE, IgG,
IgM. Jednotlivé tiidy se od sebe lisi pfitomnosti riznych typa tézkych fetézci, které jsou
oznaovany a, 6, €, v, p.!"

Rizneé tfidy maji odliSné fyziologické funkce. IgM je produkovén jako prvni
odpovéd’ na antigen. Objevuje se jiz 2 az 3 dny po prvnim styku s antigenem. Vyskytuje se
pfevazné v krvi a je nejucinnéjsi v boji proti invazivnim mikroorganismim. Jeho molekula je
tvofena péti dimernimi podjednotkami spojenymi disulfidickymi mustky. IgG je nejcastejsi
imunoglobulin a vyskytuje se ve stejném pomeéru v krvi a v intersticialni tekutiné. Je to jedina
protilatka, kterda ma schopnost prochazet placentou, a tim poskytovat plodu imunitu. Produkce
IgG zacind 2 az 3 dny poté co se objevi IgM. IgA se vdze na antigenni mista invazivnich
patogenii, ¢imz blokuje jejich pfipojeni na vnéjsi epitelidlni povrchy. Proto se vyskytuje
hlavné v travicim traktu a sekretech jako jsou sliny, pot nebo slzy. Je také hlavni protilatkou v
matefském mléce a tim poskytuje kojencim ochranu proti gastrointestindlnim infekcim
zpiisobenych patogeny. IgE se objevuje v krvi normalné pouze v nepatrné koncentraci. Je
dilezity v alergickych reakcich a v ochrané proti parazitim. IgD je v krvi rovnéz pfitomen

pouze v nizké koncentraci a jeho funkce neni piesné dosud znama."



1.3. Psoralen a PUVA terapie

1.3.1. Psoralen

Psoraleny obecné jsou tricyklické aromatické slouceniny, vyskytujici se bud’
v ptirod¢ nebo jsou synteticky vyrabéné. Ptirozené se vyskytuje napiiklad v Cinské 1écivé
bylin¢ Psoralea corylifolia L., v celeru, pastiidku, citrusovych plodech a dalSich béznych

rostlinach.!*

Obr. 2: Strukturni vzorec psoralenu.

Molekulu tvofi furan, ktery se vazebnymi misty 2 a 3 vaze na vazebnd mista 6 a 7
kumarinu. Proto se psoralentim také casto fikd furokumariny. Jejich struktura je zodpovédna
za jejich schopnost absorbovat UV zéfeni, nejvice v oblasti mezi 250 — 300 nm. Psoraleny
vykazuji fotobiologickou aktivitu, fotosenzitizaci kuze, kterd se na zacatku projevuje
zarudnutim a je nasledovéana tmavou pigmentaci.!'> '

Psoraleny interaguji s rUznymi biomolekulami. Interakce s nukleovymi
kyselinami probiha ve dvou krocich: tvorba komplexu v zakladnim stavu, kdy se psoralen
vsune do Sroubovice DNA . Druhym krokem je kovalentni vazba psoralenu na pyrimidinové
baze nukleové kyseliny. Po ozafeni UV-A zafenim dochazi k tvorbé monosloucenin.
Formovani téchto monosloucenin je ovlivnéno konformacnimi zménami v dvojSroubovici
DNA. K interakci mezi psoralenem a bilkovinami miZe dochazet i bez ptfitomnosti svétla,
kdy vznika kovalentni vazba. Tato interakce hraje dileZitou roli ve farmakokinetice.!"!

Zékladni chemické, absorp¢ni a fluorescencni charakteristiky vybranych derivati
psoralenu jsou shrnuty v tab. L' Z tab. I je zfejmé, Ze psoralen a jeho derivaty jsou latky
Spatné (pokud vlibec) rozpustné ve vodé€, maji vyraznd absorpéni maxima v oblasti kolem
300 nm, mnohé vykazuji intenzivni fluorescenci a jejich fluorescencni maxima jsou ve

viditelné oblasti spektra.



Tab. I: Zakladni chemické, absorpéni a fluorescenéni charakteristiky vybranych

derivatl psoralenu (An.x — vlnova délka absorpcniho maxima, €m., — molarni absorpéni

koeficient, @, A, - charakteristiky tripletového stavu).

Psoralen Rozpoustédlo Rozpustnost ve vode€ | Amax Emax D, Ay (nm)
(mg/1) (nm)
8-methoxypsoralen voda 23 246 | 21,000 0,06
(8-MOP)
303 12,014
ethanol 299 0,04 456,5
5-methoxypsoralen voda 5 312 14,200 <0,01
(5-MOP)
ethanol 335 0,1 472
Trimethylpsoralen (TMP) 250 15,000
voda 1 298 7,950 0,09 446,5
335
ethanol 337
4,5 -dimethylangelicin (4,5 voda 8 298 9,350
"-DMA)
3-carbethoxypsoralen (3- 247
Cps)
voda 13 318 10,900 0,35 504
365
Dimethoxykumarin (DMC) voda 327
ethanol 324 15,150 0,072 476
Psoralen (Ps) voda 330 0,13 456
37 244 0,06
voda/ethanol 295
335
Angelicin voda 20 246
300 9,530
Aminomethyltrimethyl 256
psoralen (AMT)
voda >10 000 303
336
Pyridopsoralen (PyPs) ethanol 310 0,04 437
327 6,500
voda/ethanol 330 6,700
Methylpyridopsoralen ethanol 308 8,000 0,02 442
(MePyPs)
330
voda-ethanol 330 8,300
Kumarin voda 5000 313 3,100 459,8




1.3.2. PUVA terapie

Principem metody PUVA je vyuziti fotochemicky iniciovanych interakci
psoralentl s biomolekulami po excitaci UVA zafenim nejCastéji v rozmezi vlnovych délek
340 — 370 nm. Nejbéznéji pouzivané jsou 8-methoxypsoralen a 4, 5, 8-trimethylpsoralen.
Tyto dva psoraleny maji schopnost spojovat svymi molekulami pyrimidinové Ccasti
dvojsroubovice DNA. Po podéani samotného psoralenu neni tato vazba kovalentni a nema
zadny biologicky vyznam. Po ozafeni UVA zafenim se vSak vazba fixuje a vznikd vazba
kovalentni. Dusledkem je ztrata schopnosti replikace. Pti PUVA terapii je vSak vyuZzivéano i
dalSich jejich uc¢inkli, mezi které patii napf. selektivni cytotoxicita vi¢i mononukledrim
(skupina leukocytli s ovalnym jadrem — lymfocyty a monocyty) nebo navozeni apoptdzy
T- bunék (jako T-bufiky jsou oznadovéana vSechna vyvojova stadia T-lymfocytd).['s 1!

Derivaty psoralenu se aplikuji bud’ oralné ¢i povrchové. Mistni povrchova
aplikace byva upfednostiiovana u pacientli s poruchou funkce jater nebo gastrointestinalniho
traktu, Sedym zakalem, dale také v ptipadé, Ze psoralen interaguje s néjakymi soucasné
uzivanymi léky. Byva také ptrednostné aplikovana u déti. U obou aplikaci je potieba dobie
zvazit indikaci k 1écbé, stav pacienta pred léCbou, velikost davky psoralenu, spravné
nacasovani 1é€by a u lokalni aplikace zplisob podani - psoralenové preparaty lze podavat
ve formé& masti, roztoku &i 14zné.”?"

PUVA terapie mtize byt vyuzita naptiklad v 1é¢bé nasledujicich onemocnénich.

« Psoriasis (lupenka) je bézné dédicné onemocnéni kize. Lécba je az v 90% Uspésna.
Vyhodou je, ze v ptfipadé, kdy se znovu objevi ptiznaky, mlize byt PUVA pouzita
opakované. Psoralen je podavan ordlné nebo lokalné.

« FEkzémy, dermatitidy jsou touto metodou lé€eny s pomérné dobrou Uspé&Snosti.

Psoralen je podavan lokalné, vétSinou ve formé masti.

+  Mycosis fungoides je pomérn¢ vzacna kozni forma lymfomu T-bunék, kterd vyvolava
vyrazku. Lécba byva uspésna v pripadé, Ze je opakovana. Pokud se pierusi, priznaky

se Casto objevi znovu.

+ Citlivost na svétlo (polymorphic light eruption - PMLE) je béZné porucha. U tohoto
onemocnéni je PUVA aplikovana vzdy na jafe a poskytuje pacientim ochranu

obvykle po cely zbytek 1éta.

e Vitiligo je onemocnéni, kdy pacienti maji na kiiZi zcela bilé skvrny bez pigmentace.
Lécba mize byt aplikovdna pouze v nékterych ptipadech, vétSinou u pacientl
s tmavsi pokozkou. U pacientli se svétlou pokozkou nejsou vysledky pfiili§ efektivni,

protoze opakovanim 1é¢by se skvrny vice zvyrazni diky zhn&dnuti okolni kiize. "



1.4. Interakce malych molekul s bilkovinami

Interakce nizkomolekularnich latek s bilkovinami jsou dtlezit¢é z mnoha
metabolickych i terapeutickych hledisek. Piikladem metabolicky dulezitého typu téchto
interakci mize byt interakce tetrapyrolovych latek (napi. bilirubinu) s lidskym sérovym
albuminem™!, je to totiZz jedina cesta, jak se bilirubin, ktery vznika ve tkanich rozpadem
hemoglobinu, dostava do jaternich bunék, kde je konjugovan s kyselinou glukuronovou a poté
vylu¢ovén z organismu.*!

Dalsi znamou interakci lidského sérového albuminu je interakce s hemem.
Dochdazi k ni pouze za patologickych podminek pii t€zkych hemolyzach, kdy se v krevnim
ob&hu vyskytuje velké mnozstvi volného hemoglobinu.!** %!

Jako priklad terapeuticky vyuzivanych interakci nizkomolekularnich latek
s bilkovinami jsou interakce sérového albuminu, y-globulinové frakce a histonii s nékolika
ftalocyaniny, které se 1isi v celkovém naboji molekuly.* Diky svoji schopnosti kumulovat se
v nadorovych buiikach a tvofit reaktivni formy kysliku se ftalocyaniny jevily jako vhodné
k vyuziti ve fotodynamické terapii (PDT). Tato terapie vyuziva reaktivnich forem kysliku
k poskozeni nadorovych bunck tim, Ze znemozni jejich replikaci nebo déleni.
Chemoterapeutika (napf. ftalocyaniny) se pii PDT do mist jejich pisobeni dostavaji krevnim
fe¢istém.*” Znalost interakce mezi plazmovymi bilkovinami a témito sloueninami je velmi

dilezita, stejn¢ jako skutecnost, zda dochdzi k interakci mezi chemoterapeutiky a jadernymi

bilkovinami bunék cilovych tkani.”*
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2. Experimentalni ¢ast

2.1. Materialy a metody

Na provedeni pokusu byl pouzit lidsky albumin, frakce V, 96 — 99% , histon typ
H2A z teleciho thymu, 8-Methoxypsoralen, fosfatovy pufr, vSechny zakoupené od firmy
SIGMA. Dale bylo pouzito Q-RAHu IgM (krali¢i imunoglobulinové frakce proti lidskému
IgM) 6,9 M od firmy SEVAC, TRIS (hydroxymethylaminomethan) ¢isty, HCI p.a. od firmy
LACHEMA a metanol pro HPLC od firmy FLUKA.

Deionizovana voda, kterd byla pouzivana na ptipravu vsSech roztokl bilkovin,
psoralenu a pufrti byla vyrobena ptistrojem Milli-Q, Millipore Waters.

Roztok 8-methoxypsoralenu (dale jen 8-MOP) byl pfipraven rozpusténim 2,5 mg
psoralenu ve 20 ml methanolu. Navazky pro jednotlivé pokusy se pohybovaly v rozmezi
2,5 — 2,7 mg. Pro diikladné rozpusténi bylo pouzito ultrazvukové 1lazné¢ NETZ K-1.

Pro méfeni interakce 8-MOP s albuminem byl pouzit pufr TRIS-HCI
o koncentraci 0,2 mol/l a pH=8,2. Byl pfipraven rozpusténim 2,40 g TRISu ve 100 ml
deionizované vody. Nasledné bylo upraveno pH tohoto roztoku postupnym piidavanim 1 M
HCl az na pozadovanou hodnotu. Roztok albuminu byl pfipraven rozpusténim 4,2 mg
albuminu v 10 ml 0,2 M TRISu.

Fosfatovy pufr o koncentraci 0,01 mol/l a pH=7,4 pro fedéni roztoku IgM byl
pfipraven rozpuSténim 124 mg fosfdtového pufru ve 100 ml deionizované vody. 817 mg
chloridu sodného na 100 ml roztoku pufru bylo pfiddno podle navodu k fedéni IgM
od vyrobce - koncentrace NaCl byla 0,14 mol/Il.

Roztok histonu H2A o koncentraci 1,67 x 10 mol/l byl pfipraven rozpusténim

2,5 mg histonu v 10 ml 0,01 M fosfatového pufru bez ptidavku NaCl.

Pro méteni interakce albuminu s 8-MOP byly pfipraveny vzorky nasledujicim
zpusobem:
Do kyvety jako vzorek 1 byl dan samotny 0,2 M TRIS. Vzorek 2 byl pfipraven smichanim
5ml roztoku TRISu a 33 ul 6,2 x 10* M roztoku 8-MOP. Jako vzorek 3 byl do kyvety dan
roztok albuminu v TRISu. Posledni vzorek 4 byl pfipraven smichdnim 5 ml roztoku albuminu

v TRISu a 33 pl roztoku 8-MOP. SloZeni jednotlivych vzorki je uvedeno v tab. II



Tab. II: SloZeni vzorki pro test interakce albuminu s 8-MOP

Vzorek 1 TRIS

Vzorek 2 TRIS 5 ml + psoralen 33 ul

Vzorek 3 Albumin v TRISu

Vzorek 4 Albumin v TRISu 5 ml + psoralen 33 pl

Pro méfeni interakce histonu H2A s 8-MOP byly piipraveny vzorky nasledujicim
zpisobem:
Vzorek 1 byl samotny 0,01 M fosfatovy pufr. Vzorek 2 byl pfipraven smichanim 5 ml
fosfatového pufru s 33 ul 6,0 x 10* M roztoku 8-MOP. Vzorek 3 byl roztok histonu H2A
v pufru. Vzorek 4 byl piipraven smichanim 5 ml vzorku 3 s 33 ul roztoku 8-MOP. SloZeni

jednotlivych vzorkt je uvedeno v tab. III.

Tab. III: SloZeni vzork pro test interakce histonu H2A s 8-MOP.

Vzorek 1 Fosf. pufr

Vzorek 2 Fosf. pufr 5 ml + 8-MOP 33 ul

Vzorek 3 Histon H2A ve fosf. Pufru

Vzorek 4 Histon H2A ve fosf. pufru 5 ml + 8-MOP 33 nl

Pro meéfeni interakce IgM s 8-MOP byly piipraveny vzorky nésledujicim
zpisobem:
Vzorek 1 byl pfipraven odméfenim 3 ml 0,01 M fosfatového pufru do kyvety. Vzorek 2
vznikl pfidanim 50 pl 6,0 x 10* M roztoku 8-MOP ke vzorku 1. Vzorek 3 byl pfipraven
piidanim 30 pl roztoku 6,9 M IgM ke vzorku 2. Vzorek 4 vznikl pfidanim 30 pl IgM
k 3050 pl fosfatového pufru. V tomto ptipadé bylo pouZzita odliSna ptiprava nez u predchozich
dvou bilkovin, protoze IgM byl k dispozici pouze ve formé roztoku o koncentraci 6,9 M.
Tento koncentrovany roztok byl pfimo pfidavan do vzorki. Ptiprava se od piedchozich
postupil liSila, aby nedoslo k vétSimu nafedéni IgM ve vzorku 4 nez ve vzorku 2. SloZeni

jednotlivych vzorkt je uvedeno v tab. 1V.
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Tab. IV.: Slozeni vzorki pro test interakce IgM s 8-MOP.

Vzorek 1 Fosf. pufr 3000 pl
Vzorek 2 Vzorek 1 + psoralen 50 pl
Vzorek 3 Vzorek 2 + IgM 30 ul
Vzorek 4 Vzorek 4 + IgM 30 pl

U vSech pfipravenych vzorkii byla zmétena fluorescencni spektra. Méteni
fluorescencnich spekter bylo provadéno na spektrofluorimetru SHIMADZU RF-1501 fizeném
pocitaovym programem Panorama fluorescence 1.1. Pro vSechny pokusy byla pouzita
excitacni vinova délka 300 nm. Pro méfeni byla pouzivana fluorescencni kyveta o délce 1 cm.

K navazovani byly pouzivany analytické vahy AND GR-200.
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2.2. Vysledky

Pro prokazovani existence interakce 8-MOP s jednotlivymi bilkovinami byla
métfena fluorescenéni spektra jednotlivych systémi bilkovin tak, ze byla prométena
fluorescence samotného pufru, fluorescence samotné bilkoviny v pufru, fluorescence 8-MOP
v pufru a fluorescence bilkoviny v pufru po ptidavku 8-MOP. Pro systém albumin — 8-MOP

jsou ziskana fluorescencni spektra znazornéna na obr. 3.

250

200 - — TRIS [Emi]
e == TRIS+ps [Emi]
-4 -~ alb v TRISu [Emi]

== alb v TRISu+ps
[Emi]

150

Emi

100

350 400 450 500 550

vinova délka (nm)

Obr. 3: Fluorescen¢ni spektra pii testu interakce albuminu s 8-MOP. Na ose y je vynasena

relativni intenzita fluorescence, Emi.

Z obr. 3 je vidét, ze u fluorescencniho spektra samotného TRISu je nepatrné
fluorescenéni maximum u 425 nm. Ve fluorescenénim spektru vzorku obsahujiciho ptidavek
8-MOP v TRISu se u 490 nm objevuje fluorescencni maximum 8-MOP. U spektra roztoku
albuminu v TRISu je fluorescenéni maximum u 402 nm. U spektra vzorku, kdy byl v roztoku
pfitomen albumin i 8-MOP, se fluorescenéni maximum albuminu posunulo k 405 nm. Protoze
v oblasti fluorescencniho maxima 8-MOP v systému s albuminem neSlo rozhodnout, zda

doslo k modifikaci psoralenového maxima ¢i zda vysledné spektrum je pouze souctem dil¢ich
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fluorescen¢nich spekter albuminu a 8§-MOP, bylo vytvofeno teoretické spektrum dané
souctem spektra vzorku obsahujiciho samotny albumin v pufru a spektra vzorku, ktery
obsahoval v pufru ptidavek 8-MOP. Toto spektrum je na obr. 4 porovnano s naméfenym

spektrem systému albumin — 8-MOP.

300
== soucet
,2 “““u!"unu,,""' (TRlS+pS)+
= 150 (alb+TRIS)
0 wn gl v TRISU+pS
41:0,"" [E ml]
100 -
50 i »0'4,""
O I I T T
350 400 450 500 550

vinova délka (nm)

Obr. 4: Fluorescencni spektrum vytvotrené ze souctu spektra albuminu v TRISu a
8-MOP v TRISu v porovnani se spektrem albuminu v TRISu s pfidavkem

8-MOP. Na ose y je vynesena relativni intenzita fluorescence, Emi.

Z grafu na obr. 4 je jasné vidét, ze tyto dvé fluorescencni spektra se od sebe
vyrazné lisi. DoSlo ke zméné intenzity fluorescence v celém méfeném rozsahu vinovych
délek, nejvyraznéji v oblasti u410 nm. U spektra vytvoreného souctem dvou namétenych
spekter je maximum u 407 nm. U spektra naleziciho vzorku, ktery obsahoval albumin i 8-

MOP, je fluorescencni maximum u 399 nm. Doslo tedy k posunu maxima o 8§ nm.

Na obr. 5 jsou fluorescencni spektra vzorktl, které byly méfeny pii testu interakce histonu

H2A s 8-MOP.
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Obr. 5: Fluorescen¢ni spektra pfi testu interakce histonu H2A s 8-MOP.

Na ose y je vynesena relativni intenzita fluorescence, Emi.

Z obr. 5 je patrné, Ze fluorescencni spektrum nalezici roztoku samotného
fosfatového pufru ma opét pouze nepatrné fluorescencni maximum u 403 nm. U druhého
vzorku, ktery obsahoval ptidavek 8-MOP je u 499 nm fluorescencni maximum 8-MOP.
U spektra vzorku histonu H2A ve fosfatovém pufru neni vidét zadné maximum, intenzita
fluorescence se zvySuje smérem ke kratSim vlnovym délkam. Spektrum vzorku, ktery
obsahoval histon H2A ve fosfatovém pufru a piidavek 8-MOP, vykazuje v oblasti
450 — 550 nm podobny pribéh jako samotny 8-MOP v pufru, v oblasti od 450 nm smérem
ke krat$im vlnovym délkdm je intenzita fluorescence obdobna jako u spektra samotného
histonu H2A v pufru. V oblasti fluorescencniho maxima 8-MOP v systému s histonem H2A
opét nebylo mozné posoudit, zda doslo k modifikaci psoralenového maxima nebo zda je
vysledné spektrum pouze souctem dil¢ich spekter histonu H2A a 8-MOP, bylo proto stejné
jako u ptfedchoziho pokusu vytvofeno teoretické spektrum. Na obr. 6 je toto spektrum

porovnano s naméfrenym spektrem systému histon H2A — 8-MOP.
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Obr. 6: Fluorescenc¢ni spektrum vytvorené ze souctu spektra histonu H2A ve
fosfatovém pufru a spektra fosfatového pufru s piidavkem 8-MOP
v porovnani se spektrem histonu H2A ve fosfatovém pufru
s ptidavkem 8-MOP. Na ose y je vynesena relativni intenzita

fluorescence, Emi.

Z obr. 6 je patrna zména intenzity fluorescence v celém méfeném rozsahu.
Nejvice v oblasti kolem 410 nm. Déle doSlo k posunu fluorescenéniho maxima 8-MOP
z492 nm v teoretickém spektru na 497 nm ve spektru vzorku obsahujiciho histon H2A i
8 - MOP. Doslo tedy k posunu fluorescenéniho maxima o 5 nm a opét také ke zméné intenzity

fluorescence.

Na obr. 7 jsou ctyii fluorescencni spektra, kterd byla naméfena u testu interakce

imunoglobulinu M s 8-MOP.
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Obr. 7: Fluorescenc¢ni spektra pfi testu interakce IgM s 8-MOP. Na ose y je

vynesena relativni intenzita fluorescence, Emi.

Z obr. 7 je vidét, Ze u téchto vzorka je vyrazné (az tadove€) veEtsi intenzita
fluorescence. U spektra samotného fosfatového pufru, proto neni patrné zadné maximum.
Spektrum fosfatového pufru s pifidavkem 8-MOP ma vyrazné fluorescencni maximum
u 503 nm. Spektrum nalezici vzorku, ktery obsahoval ve fosfatovém pufru ptidavek IgM i
8 - MOP, ma fluorescencni maximum u 490 nm. U spektra vzorku IgM ve fosfatovém pufru
nevidime z4dné maximum. Intenzita fluorescence se stejné jako u histonu H2A zvySuje
smérem ke krat§im vinovym délkam. Jako v ptedchozich dvou ptipadech nebylo opét mozno
posoudit, zda doslo k modifikaci psoralenového fluorescencniho maxima, proto bylo opét
vytvoreno teoretické spektrum dané souctem spektra vzorku obsahujiciho pouze IgM v pufru
a spektra vzorku, ktery obsahoval ve fosfatovém pufru ptidavek 8-MOP. Toto spektrum je
na obr. 8 porovnano s namétenym spektrem systému IgM — 8-MOP.

Z obr. 8 je vidét zména intenzity fluorescence jako u histonu H2A v oblasti kolem
410 nm. K posunu fluorescenéniho maxima 8-MOP doSlo z 484 nm ve spektru vzniklého

souctem na 490 nm, které je patrné ve spektru vzorku obsahujiciho ptidavek IgM i 8-MOP.
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Obr. 8: Soucet spekter vzorku obsahujiciho 8-MOP ve fosfatovém pufru a vzorku
obsahujiciho IgM v pufru v porovnani se spektrem vzorku obsahujiciho
zaroven piidavek Ig M 1 8-MOP. Na ose y je vynesena relativni intenzita

fluorescence, Emi.

2.3. Diskuse

Rozhodujici pro vyhodnoceni, zda dochazi ¢i nedochazi k interakci mezi 8-MOP
a studovanymi bilkovinami, je skutecnost, zda se méni spektralni charakteristiky, tedy zda
dochazi ke zméné intenzity nebo k posunu maxim méfenych spekter.* 4

Ke zhodnoceni téchto ptfipadnych zmén poslouzi porovnani vzorku, ktery
obsahuje v pfislusném pufru ptidavek 8-MOP a zaroven jednu ze tii testovanych bilkovin
a soucet vzorkl, kdy jeden obsahuje ptidavek jedné bilkoviny a druhy obsahuje piidavek
8- MOP. Tedy porovnani téchto spekter tak, jak ukazuje pro albumin obr. 4, pro histon H2A
obr. 6 a pro IgM obr. 8.
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Pokud by nedochazelo k zadné interakci, nedoSlo by po pfidani 8-MOP
k albuminu ke zméné fluorescence a dv¢ kiivky na obr. 4 by se od sebe nelisily. Jak ale
vidime z obr. 4, v pfitomnosti 8-MOP se méni fluorescenéni maximum albuminu.
Z podrobného rozboru hodnot intenzity nélezejicich jednotlivym vinovym délkdm byl zjistén
posun maxima fluorescence albuminu v pfitomnosti 8-MOP o 8 nm smérem ke kratSim
vilnovym délkdm. Dale je zménéna 1 intenzita fluorescence v celém méfeném rozsahu
anejvice v oblasti fluorescencniho maxima albuminu, kde dochazi v naméfeném spektru
oproti teoretickému spektru k poklesu intenzity ptiblizné o 21 % . Bylo modifikovdno
1 fluorescenéni maximum 8-MOP a pokles intenzity v této oblasti je asi 19 % . Tyto zmény
jsou dusledkem interakce mezi albuminem a 8-MOP.

Spektra zndzornéna na obr. 6 by pokud by nedochazelo k interakci mezi histonem
H2A a 8-MOP, opét zlistala stejna. Z obr. 6 je ale patrné, Ze se spektra od sebe lisi. Protoze
v méfené oblasti nema samotny histon H2A Zadné fluorescencni maximum, dochazi pouze
ke zméné fluorescencniho maxima 8-MOP. Z hodnot intenzity néalezejicich vinovym délkam
byl patrny posun o 5 nm smérem k del§im vinovym délkam a opét doSlo 1 ke zméné intenzity
fluorescence v této oblasti. Pokles intenzity fluorescence métfeného spektra oproti
teoretickému spektru v oblasti fluorescencniho maxima 8-MOP je 9 %. K vyraznému poklesu
také dosSlo v oblasti kolem 410 nm, zde doslo k poklesu asi o 32 %. Ob¢ zmény poukazuji
na interakci mezi histonem H2A a 8-MOP.

Na obr. 8 vidime, Ze i tato dvé spektra se od sebe liSi. ProtoZze ani IgM nema
v métené oblasti fluorescenéni maximum je opét pozménéno pouze fluorescencni maximum
8-MOP. Pokud by nedochéazelo k interakci mezi IgM a 8-MOP, fluorescenéni maximum by
zustalo stejné jako v pripadé, kdy byl ve vzorku pouze samotny 8-MOP. Jak ale bylo zjisténo
z hodnot odpovidajicich jednotlivym vlnovym délkam doslo k jeho posunu o 6 nm smérem
k delSim vlnovym délkdm. Opét pozorujeme i zménu intenzity fluorescence, ktera je
nejvyrazngjsi v oblasti kolem 420 nm, kde doSlo v naméfeném spektru oproti teoretickému
spektru k poklesu ptiblizné o 16 %. Tyto zmény dokazuji, Ze k interakci mezi IgM a 8-MOP
dochézi.

Je tedy patrné, Ze u vSech tii testli doslo k interakci mezi testovanou bilkovinou
(lidskym albuminem, histonem H2A, IgM) a 8-MOP.

V dal$im kroku ve studiu téchto interakci by meéla byt kvantifikace, tj. kolik

23, 26

molekul psoralenu se vaZe na jednu molekulu bilkoviny."** *®! Na tento test by bylo vhodné
pouzit napiiklad metodu fluorimetrické titrace. K nezavislému potvrzeni interakce by mohly
slouzit metody jako cirkularni dichroismus, ptipadné nové aplikace hmotnostni spektroskopie

¢1 nukledrni magnetické rezonance.
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2.4. Zavér

Metodou fluorescenéni spektroskopie byla prokdzana interakce mezi §-MOP
avSemi studovanymi bilkovinami, tj. lidskym albuminem, histonem H2A a
imunoglobulinem M. V systému 8-MOP — albumin byl zjistén posun fluorescencniho maxima
albuminu a zména intenzity fluorescence, v systémech 8-MOP — histon H2A a 8-MOP - IgM

doslo k posunu fluoresce¢niho maxima 8-MOP a ke zméné¢ intenzity fluorescence.
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