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1. ⁄vod

Naöe pozn·nÌ v oblasti biologick˝ch proces˘, kterÈ probÌ-
hajÌ v organismech, je do znaËnÈ mÌry v·z·no na odhalenÌ
struktury biomakromolekul a podstaty interakcÌ jednotliv˝ch
komponent biologick˝ch systÈm˘ ñ makromolekul s nÌzko-
molekul·rnÌmi slouËeninami a makromolekul vz·jemnÏ. Ve-
dle celÈ ök·ly spektroskopick˝ch metod, kterÈ reprezentujÌ
p¯Ìstupy vyuûÌvajÌcÌ interakci hmoty a z·¯enÌ, byly pro stu-
dium biologick˝ch makromolekul navrûeny i metody zaloûe-
nÈ na podstatnÏ odliön˝ch, Ëasto speci·lnÌch principech. V˝-
znamnÈ mÌsto mezi tÏmito metodami zaujÌmajÌ chemickÈ mo-
difikaËnÌ metody, kterÈ vyuûÌvajÌ vzniku kovalentnÌ vazby
mezi zkoumanou biomakromolekulou a chemicky reaktivnÌm
Ëinidlem. NejËastÏji  jsou  do tÈto skupiny ¯azeny klasickÈ
modifikaËnÌ postupy (vyuûÌvajÌcÌ reaktivnÌch nÌzkomoleku-
l·rnÌch slouËenin), afinitnÌ znaËenÌ (viz d·le) a pouûitÌ tzv.
sebevraûedn˝ch substr·t˘ (u nichû je chemicky reaktivnÌ for-
ma substr·tu tvo¯ena bÏhem enzymovÈ reakce). P¯ed necel˝mi
Ëty¯iceti lety p¯ibyla velmi slibn· metoda fotoafinitnÌho zna-
ËenÌ1ñ6.

Vzhledem k tomu, ûe se metoda fotoafinitnÌho znaËenÌ
vyvinula jako reakce na nedostatky metody afinitnÌho znaËenÌ,
bude nejprve pojedn·no o z·kladnÌch principech afinitnÌho
znaËenÌ. Tato metoda vych·zÌ z p¯irozenÈ afinity mezi ligan-
dem (nap¯. hormonem, protil·tkou, substr·tem, inhibitorem)
a receptorem (nap¯. enzymem, transportnÌm proteinem). Mo-
lekula jednoho z tÏchto vazebn˝ch partner˘ (nejËastÏji ligan-

du) je substituov·na chemicky reaktivnÌ skupinou ñ vznik· tak
afinitnÌ sonda (znaËka), kter· by mÏla po p¯id·nÌ do reakËnÌ
smÏsi vytvo¯it kovalentnÌ vazbu s druh˝m vazebn˝m partne-
rem; v ide·lnÌm p¯ÌpadÏ tÌmto zp˘sobem vznik· kovalentnÌ
komplex ligandñreceptor. AplikacÌ tÈto metody lze nap¯. na-
lÈzt receptor ve sloûitÈ smÏsi protein˘, nebo identifikovat
vazebnÈ mÌsto pop¯. aktivnÌ centrum na molekule receptoru7,8.

Metoda afinitnÌho znaËenÌ m· vöak nejmÈnÏ dva podstatnÈ
nedostatky: prv˝m je pomÏrnÏ nÌzk· chemick· reaktivita afi-
nitnÌ sondy, kter· je vynucena tÌm, ûe tÈmÏ¯ vöechny experi-
menty jsou prov·dÏny ve vodnÈm prost¯edÌ, coû by v p¯ÌpadÏ
sondy s p¯Ìliö reaktivnÌ skupinou vedlo k vysokÈmu stupni
hydrolytickÈ deaktivace jeötÏ d¯Ìve, neû dojde k vytvo¯enÌ
kovalentnÌ vazby mezi sondou a receptorem.

Druh· nev˝hoda spoËÌv· v tom, ûe tÈmÏ¯ nelze zamasko-
vat reaktivnÌ skupiny afinitnÌch sond tak, aby bylo moûno za
poûadovan˝ch podmÌnek sondu reaktivovat. S tÌm souvisÌ
i moûnost tzv. nespecifickÈho znaËenÌ, tedy interakce sondy
v mÌstech jin˝ch, neû je specifickÈ vazebnÈ mÌsto pro p¯iroz-
en˝ ligand (pop¯. receptor).

2. Princip fotoafinitnÌho znaËenÌ a kritÈria
pro v˝bÏr fotoafinitnÌ sondy

Oba zmÌnÏnÈ nedostatky afinitnÌho znaËenÌ p¯ekon·v·
metoda fotoafinitnÌho znaËenÌ tÌm, ûe je chemicky reaktivnÌ
skupina sondy fotolyticky generov·na v poûadovanÈm Ëase
z p˘vodnÏ chemicky inertnÌ skupiny. Tento experiment·lnÌ
p¯Ìstup vych·zÌ z princip˘ afinitnÌho znaËenÌ s vyuûitÌm foto-
labilnÌho deriv·tu sondy. Podstatnou v˝hodou fotolyticky ge-
nerovan˝ch intermedi·t˘ je jednak extrÈmnÏ kr·tk˝ poloËas
ûivota, jednak znaËn· reaktivita s pomÏrnÏ nÌzkou selektivitou
aktivovanÈ sondy, kter· umoûÚuje kovalentnÏ modifikovat
vöechny aminokyselinovÈ zbytky v tÏsnÈ blÌzkosti p¯ÌsluönÈho
reaktivnÌho intermedi·tu. TÌm je podstatnÏ snÌûena ˙roveÚ
nespecifickÈho znaËenÌ a umoûnÏno öirokÈ pouûitÌ tÈto sondy.
SchÈma prezentujÌcÌ princip metody fotoafinitnÌho znaËenÌ je
zn·zornÏno na obr·zku 1.

Analoga ligandu (pop¯. receptoru) pouûÌvan· p¯i fotoafi-
nitnÌm znaËenÌ by mÏla splÚovat co moûn· nejvÌce kritÈriÌ
definovan˝ch pro ide·lnÌ fotoafinitnÌ sondu:
1) FotolabilnÌ skupina sondy by mÏla vykazovat vhodnÈ fo-

tochemickÈ vlastnosti, tj. mÏla by b˝t aktivovateln· svÏt-

Obr. 1. SchÈma fotoafinitnÌho znaËenÌ receptorovÈ molekuly (pro-
teinu) fotolabilnÌm ligandem
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lem vlnovÈ dÈlky, kterÈ z·vaûnÏ nepoökozuje biomakro-
molekuly. Celkem bezpeËnÈ je svÏtlo vlnov˝ch dÈlek vyö-
öÌch neû 300 nm. FotolabilnÌ skupiny by v tÈto oblasti mÏly
mÌt v˝razn· absorpËnÌ maxima garantujÌcÌ dostateËnou
˙Ëinnost fotol˝zy p¯i relativnÏ nÌzk˝ch v˝konech svÏtel-
n˝ch zdroj˘. D·le by fotol˝za nemÏla vÈst k poökozenÌ
biologickÈho systÈmu fotooxidacÌ nebo jin˝m zp˘sobem,
neû je kovalentnÌ modifikace sondou.

2) Sonda by se mÏla co moûn· nejvÌce podobat p˘vodnÌ
slouËeninÏ (nap¯. ligandu). ZavedenÌ fotolabilnÌ skupiny
do skeletu  ligandu  by tedy  nemÏlo  podstatnÏ  ovlivnit
struktur·lnÌ a funkËnÌ charakteristiky nezbytnÈ pro zacho-
v·nÌ afinity pro dan˝ receptor, coû m· klÌËov˝ v˝znam pro
specifickÈ interakce v biologick˝ch systÈmech. DisociaËnÌ
konstanta charakterizujÌcÌ mÌru afinity ligandu pro recep-
tor by nemÏla b˝t vyööÌ neû je 10ñ5 mol.dmñ3.

3) Intermedi·ty vznikajÌcÌ fotol˝zou sondy by mÏly b˝t vy-
soce reaktivnÌ (tedy s kr·tkou dobou ûivota) s minim·lnÌ
selektivitou, tj. reaktivitou v˘Ëi r˘zn˝m funkËnÌm skupi-
n·m. D˘leûit˝m poûadavkem je i to, aby tyto intermedi·ty
nepodlÈhaly p¯esmyk˘m na mÈnÏ reaktivnÌ deriv·ty, kterÈ
by mohly sniûovat v˝tÏûek, pop¯. vÈst k reakcÌm mimo
vazebnÈ centrum.

4) D˘leûitou vlastnostÌ sondy je i jejÌ stabilita a chemick·
inertnost za experiment·lnÌch podmÌnek a p¯i skladov·nÌ.
Zvl·ötÏ d˘leûit· je stabilita za r˘zn˝ch pH (okolo fyziolo-
gick˝ch hodnot), teplot a v redukËnÌm Ëi oxidaËnÌm pro-
st¯edÌ.

5) Sonda by mÏla b˝t jednoduöe synteticky dostupn· spolu
s moûnostÌ p¯Ìpravy radioaktivnÏ znaËenÈho deriv·tu vy-
sokÈ specifickÈ radioaktivity.

6) KovalentnÌ vazby komplex˘ ligandñreceptor vznikajÌcÌ po
fotolyticky aktivovanÈ inkorporaci by mÏly b˝t stabilnÌ
v˘Ëi bÏûn˝m  separaËnÌm a charakterizaËnÌm metod·m
vËetnÏ nap¯. ötÏpenÌ protein˘ chemick˝mi Ëinidly.
TÈmÏ¯ û·dn· z pouûÌvan˝ch fotoafinitnÌch sond tato p¯Ìsn·

kritÈria nesplÚuje zcela. Vûdy se jedn· o urËitÈ kompromisnÌ
¯eöenÌ, kterÈ v dostateËnÈ mÌ¯e vyhovuje zam˝ölenÈmu pouûi-
tÌ.

3. Fotolyticky vzniklÈ intermedi·ty
a jejich prekursory

FotolabilnÌ  slouËeniny (skupiny) lze  v  z·sadÏ rozdÏlit
podle zp˘sobu vzniku reaktivnÌch intermedi·t˘ do dvou sku-
pin2,3: A) Homolytick˝m ötÏpenÌm dvojnÈ vazby nebo dvou
sousednÌch vazeb jednoduch˝ch vznikajÌ nitreny a karbeny.
B) Homolytick˝m rozötÏpenÌm jednoduchÈ vazby vznikajÌ
volnÈ radik·ly (p¯Ìkladem takovÈho prekursoru jsou α, β-ne-
nasycenÈ ketony).

3 . 1 . N i t r e n y a j e j i c h p r e k u r s o r y

PrvnÌ pouûitÌ je spojeno s rokem 1969, kdy Fleet a spol.9

p¯ipravil sondu s azido-skupinou pro studium protil·tek. V n·-
sledujÌcÌch letech byla p¯ipravena cel· ¯ada azidoderiv·t˘,
kterÈ po fotolytickÈm odötÏpenÌ molekuly dusÌku poskytujÌ
nitreny. NejbÏûnÏjöÌmi prekursory nitren˘ jsou acylazidy, al-
kylazidy, arylazidy. Ovöem pouûitÌ acylazid˘ a alkylazid˘ je
podstatnÏ omezeno jejich nestabilitou a n·chylnostÌ nitren˘

k p¯esmyk˘m za tvorby isokyan·t˘, jak je tomu v p¯ÌpadÏ
acylnitren˘ (Curtius˘v nebo Schmidt˘v p¯esmyk), a imin˘
z alkylnitren˘ (vznikajÌcÌch interakcÌ nitrenu s atomem vodÌku
sousednÌho uhlÌku)6. Nev˝hodou je takÈ poloha absorpËnÌch
maxim  azido-skupiny  tÏchto  slouËenin, dÌky nÌû je nutno
fotoaktivaci prov·dÏt svÏtlem vlnov˝ch dÈlek podstatnÏ niû-
öÌch neû je 300 nm. TakovÈ oza¯ov·nÌ p˘sobÌ silnÏ destruktiv-
nÏ na biologick˝ materi·l3,8. Nev˝hodnou vlastnostÌ azid˘ je
takÈ jejich nestabilita v redukujÌcÌm prost¯edÌ. Dithioly oka-
mûitÏ redukujÌ azidy na odpovÌdajÌcÌ aminy. Pokud jsou v re-
akËnÌ smÏsi p¯Ìtomny monothioly, nap¯. 2-merkaptoethanol
nebo glutathion, je reakce pomalejöÌ, ale p¯esto je t¯eba br·t
v ˙vahu tento proces, kter˝ sniûuje obsah fotoaktivovatelnÈ
sondy2.

Z praktickÈho hlediska jsou pouûitelnÈ pouze arylazidy,
kterÈ jsou mÈnÏ n·chylnÈ k p¯esmyk˘m. Jejich poloËas ûivota,
jehoû  hodnota  z·visÌ  na  zp˘sobu  substituce aromatickÈho
j·dra, je p¯ibliûnÏ o ¯·d vyööÌ neû u karben˘. Po derivati-
zaci arylazidu vhodn˝m substituentem (nap¯. ñNO2) vykazuje
vznikl˝ arylazid posun absorpËnÌho maxima k vlnov˝m dÈl-
k·m vyööÌm neû 300 nm.

Fotochemie arylazid˘ zahrnuje dvÏ hlavnÌ formy reaktiv-
nÌho intermedi·tu. Fotol˝zou arylazidu vÏtöinou prvotnÏ vzni-
k· nitren v singletovÈm stavu, kter˝ se konverzÌ mÏnÌ na
tripletov˝ nitren (viz obr. 2). Nitreny v singletovÈm stavu majÌ
dusÌkov˝ atom obklopen sextetem elektron˘, p¯iËemû nep·ro-
vÈ  elektrony  majÌ antiparalelnÌ spin. Typickou reakcÌ pro
singletovÈ nitreny je elektrofilnÌ atak elektronovÈho p·ru.

Naproti tomu arylnitreny v tripletovÈm stavu se chovajÌ
jako biradik·l (jejich nep·rovÈ elektrony majÌ paralelnÌ spin).
Tripletov˝ stav je mÈnÏ n·chyln˝ k p¯esmyk˘m a vykazuje
niûöÌ selektivitu p¯i v˝bÏru mÌsta ataku, coû je vhodnÈ v p¯Ì-
padÏ, kdy ve vaznÈm mÌstÏ receptoru p¯evaûujÌ skupiny s CñH
vazbami. Charakteristickou reakcÌ tÈto formy nitren˘ je vytr-
ûenÌ atomu H z atakovanÈ slouËeniny. Tripletov˝ stav nitrenu
je vöak mÈnÏ reaktivnÌ neû singletov˝ stav. Tomu odpovÌd·
i poloËas ûivota tripletovÈho stavu (okolo 100 ns), kter˝ je
p¯ibliûnÏ o ¯·d vyööÌ neû u singletovÈho stavu.

äirokÈ pouûitÌ sond na b·zi azid˘ dokumentujÌ n·sledujÌcÌ
p¯Ìklady. Struktura lidskÈ 40S ribosom·lnÌ podjednotky byla
studov·na pomocÌ azidoderiv·tu fragmentu DNA, kter˝ byl
komplement·rnÌ k sekvenci rRNA 40S podjednotky. Tato
fotolabilnÌ sonda oznaËila proteiny S3 a S5 (cit.10). VaznÈ
centrum cytochromu P450 1A1 pro kumenhydroperoxid bylo
identifikov·no radioaktivnÏ znaËen˝m deriv·tem p-azido-iso-
propylbenzenu, [3H]-azidokumenem11. DalöÌm p¯Ìkladem vy-
uûitÌ tohoto typu sond je arylazid 2í-deoxyuridin-5í-trifosf·tu,
kter˝ byl pouûit pro oznaËenÌ vaznÈho mÌsta pro substr·t HIV
reverznÌ transkriptasy12.

Obr. 2. Fotol˝za arylazidu. äipky naznaËujÌ spin elektron˘ single-
tovÈho a tripletovÈho nitrenu po rozpadu azido-skupiny
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3 . 2 . K a r b e n y a j e j i c h p r e k u r s o r y

Prekursor tohoto typu intermedi·tu byl poprvÈ pouûit roku
1962 Singhem a spol.1 pro studium  proteol˝zy ñ jednalo
se o diazoacetylchymotrypsin. ExistujÌ dvÏ skupiny karbeno-
v˝ch prekursor˘: diazoslouËeniny a diaziriny. Oba typy slou-
Ëenin poskytujÌ po fotolytickÈm odötÏpenÌ molekuly dusÌku
vysoce reaktivnÌ karben. NejbÏûnÏjöÌmi z·stupci prvnÌ skupi-
ny slouËenin jsou estery diazokarboxylov˝ch kyselin, u nichû
karboxylov· skupina p¯ispÌv· ke stabilizaci a snÌûenÌ n·chyl-
nosti k p¯esmyk˘m karben˘, kterÈ jsou velmi bÏûnÈ v p¯ÌpadÏ
diazokarbonylov˝ch slouËenin. UrËitou nev˝hodou jsou po-
mÏrnÏ nÌzkÈ hodnoty mol·rnÌch absorpËnÌch koeficient˘ v ob-
lasti okolo 340 nm, neumoûÚujÌcÌ efektivnÌ fotol˝zu, a d·le
i p¯Ìliö elektrofilnÌ charakter 2-oxo-karben˘, kterÈ preferujÌ
interakce nap¯. s kyslÌkem ñOH skupiny v p¯Ìtomnosti CñH
vazby. NadÏjn· skupina diazoslouËenin je reprezentov·na nap¯.
9-diazofluorenem13 nebo diazocyklopentadienem14, kter˝ po-
skytuje jeden z nejreaktivnÏjöÌch karben˘. Oba tyto prekursory
lze efektivnÏ aktivovat svÏtlem vlnov˝ch dÈlek vyööÌch neû
300 nm dÌky siln˝m absorpËnÌm maxim˘m v tÈto oblasti.
V˝hodou je i pomÏrnÏ vysok· ˙Ëinnost inkorporace karben˘
tÏchto slouËenin p¯i ataku neaktivovanÈ CñH vazby.

Zcela jedineËnou skupinu karbenov˝ch prekursor˘ p¯ed-
stavujÌ diaziriny, spirocyklickÈ izomery line·rnÌch diazoslou-
Ëenin15. Jsou p¯ekvapivÏ stabilnÌ jak v˘Ëi p˘sobenÌ tepla a svÏtla
viditelnÈ oblasti, tak chemicky nap¯. v˘Ëi siln˝m kyselin·m,
b·zÌm nebo reduËnÌm i oxidaËnÌm Ëinidl˘m16. VÏtöina diazi-
rin˘ silnÏ absorbuje v oblasti okolo 360 nm, Ëehoû se vyuûÌv·
k jejich fotoaktivaci bez v·ûnÏjöÌho poökozenÌ biomakromo-
lekul. Jednou z nep¯Ìliö vhodn˝ch vlastnostÌ diazirin˘ je vöak
moûn· fotoizomerizace na line·rnÌ diazoslouËeniny, kterÈ jsou
sice tÈû fotolabilnÌ, ale z·roveÚ Ëasto vykazujÌ elektrofilnÌ
charakter. Pro ˙Ëely fotoafinitnÌho znaËenÌ byla p¯ipravena
cel·  ¯ada  slouËenin  obsahujÌcÌch diazirinov˝ kruh, ovöem
poûadovan· kritÈria splÚujÌ jen nÏkterÈ: jedn· se nap¯. o alkyl-
diaziriny, u nichû nenÌ v blÌzkosti karbenu dostupn˝ atom
vodÌku, kter˝ by zp˘sobil intramolekul·rnÌ deaktivaci karbenu
za vzniku dvojnÈ vazby4, nebo aryldiaziriny obsahujÌcÌ jako
substituent diazirinovÈho cyklu trifluoromethylovou skupinu,
kter· potlaËuje elektrofilnÌ charakter fotoizomerizaËnÌho pro-

duktu17. P¯Ìklad typickÈ reakce karbenu vznikajÌcÌho fotol˝-
zou trifluoromethylfenyldiazirinu v methanolu je zn·zornÏn
na obr. 3 (cit.18).

Karbeny jsou vysoce reaktivnÌ divalentnÌ intermadi·ty,
kterÈ se podobnÏ jako nitreny snaûÌ doplnit oktet valenËnÌch
elektron˘ (z p˘vodnÌho sextetu). VyskytujÌ se tÈû ve dvou
stavech, singletovÈm stavu jako elektrofil a tripletovÈm jako
biradik·l. Mezi obÏma stavy je p¯edpokl·d·n urËit˝ typ rychlÈ
tepelnÈ rovnov·hy19. Karbeny vykazujÌ stejnÈ typy reakcÌ jako
odpovÌdajÌcÌ formy nitren˘. Podstatn˝ rozdÌl je vöak v reakti-
vitÏ obou typ˘ intermedi·t˘. Karbeny jsou o nÏkolik ¯·d˘
reaktivnÏjöÌ neû odpovÌdajÌcÌ nitreny a vykazujÌ i niûöÌ selek-
tivitu p¯i v˝bÏru mÌsta ataku4,17,20,21. S tÌm souvisÌ i podstatnÏ
kratöÌ poloËasy ûivota singletovÈho Ëi tripletovÈho stavu kar-
benu. P¯esnÈ hodnoty jsou pochopitelnÏ z·vislÈ na typu kar-
benovÈho prekursoru a reakËnÌch podmÌnk·ch, ale p¯ibliûnÏ
odpovÌdajÌ µs pro tripletov˝ stav a ns pro singletov˝ stav, coû
jsou ve srovn·nÌ s nitreny hodnoty o 3ñ4 ¯·dy niûöÌ4.

V souËasnÈ dobÏ nÏkolik pracÌ popisuje vyuûitÌ a efektivitu
znaËenÌ r˘znÏ substituovan˝mi diaziriny. Nap¯Ìklad sonda
vznikl· derivatizacÌ thiminovÈho dimeru 4-(1-azi-2,2,2-tri-
fluorethyl)-benzo·tem byla pouûita k urËenÌ aminokyselino-
v˝ch zbytk˘ ˙ËastnÌcÌch  se interakce  T4 endonukleasy V
s DNA (cit.22). DalöÌm p¯Ìkladem tohoto typu sond je 3-trifluo-
ro-3-(m-[125I]iodofenyl)diazirin, pomocÌ nÏhoû byla oznaËena
membr·nov· domÈna prostaglandin endoperoxid H synthasy
a d·le jejÌ aktivnÌ mÌsto pro cyklooxygenasu23.

3 . 3 . D a l ö Ì p r e k u r s o r y a k t i v n Ì c h
i n t e r m e d i · t ˘

Tato skupina tzv. p¯Ìm˝ch fotoafinitnÌch sond obsahuje
heterogennÌ smÏs organick˝ch slouËenin, jejichû fotol˝zou
vznikajÌ volnÈ radik·ly. Tyto slouËeniny reagujÌ vÏtöinou ces-
tou tripletu, kter˝ je tÈmÏ¯ inertnÌ v˘Ëi molekul·m vody a z·-
roveÚ vykazuje vysokou schopnost inkorporace do neaktivo-
van˝ch CñH vazeb. DÌky p¯evaûujÌcÌmu podÌlu tripletovÈho
reakËnÌho mechanismu nejsou vÏtöinou tyto prekursory n·-
chylnÈ k inaktivaci p¯esmyky. Z pohledu fotoafinitnÌho zna-
ËenÌ se tedy jedn· o slouËeniny vhodn˝ch vlastnostÌ.

PomÏrnÏ öirokÈ pouûitÌ zaznamenaly α, β-nenasycenÈ ke-

Obr. 3. P¯Ìklad reakce sondy karbenovÈho typu s methanolem. Trifluoromethylfenyldiazirin (I) po oz·¯enÌ poskytuje karbenov˝ intermedi·t
(II) jak p¯Ìmo, tak cestou fotoizomerizace na fotolabilnÌ diazoderiv·t (III) a jeho n·slednÈ fotol˝zy. Oba intermedit·ty jsou schopny reakce
s methanolem (MeOH) za vzniku odpovÌdajÌcÌho methoxyderiv·tu sondy (IV)
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tony nap¯. benzofenony a acetofenony24. P¯edevöÌm sondy
benzofenonovÈho typu nabÌzejÌ ¯adu v˝hodn˝ch vlastnostÌ,
jsou chemicky stabilnÏjöÌ neû nap¯. diazoestery, arylazidy
nebo diaziriny, lze s nimi manipulovat p¯i bÏûnÈm osvÏtlenÌ
a jsou aktivov·ny svÏtlem vlnov˝ch dÈlek okolo 350ñ360 nm.
FotoaktivacÌ benzofenonu vznik· tripletov˝ excitovan˝ stav
schopn˝ vytrhnout atom vodÌku z donoru za vzniku dvou
radik·l˘, kterÈ n·slednÏ rekombinujÌ. ReakËnÌ schÈma je zn·-
zornÏno na obr·zku 4. Substituenty benzofenonu mohou v˝-
znamnÏ ovlivnit fotochemickÈ vlastnosti p¯ipravenÈ sondy.
ZatÌmco skupiny poskytujÌcÌ elektrony a systÈmy s delokali-
zacÌ elektron˘ na aromatick˝ch a konjugovan˝ch struktur·ch
sniûujÌ reaktivitu tripletovÈho stavu, skupiny s nedostatkem
elektron˘ usnadÚujÌ odtrûenÌ atomu vodÌku25.

Jako fotoafinitnÌ sondy jsou Ëasto vyuûÌv·ny fotolabilnÌ
polypeptidy obsahujÌcÌ benzofenonem modifikovan˝ fenyl-
alanin, pop¯ÌpadÏ p¯ÌbuznÈ aminokyseliny. P¯ÌsluönÈ modifi-
kovanÈ polypeptidy byly pouûity k mapov·nÌ nap¯. lidskÈho
insulinovÈho receptoru26 nebo k identifikaci kontaktnÌch mÌst
podjednotek α a β lidskÈho luteinizaËnÌho hormonu27.

Do tÈto skupiny sond pat¯Ì d·le α, β-nenasycenÈ steroidy,
kterÈ se chovajÌ podobnÏ jako benzofenony, n·leûÌ sem tÈû
nitroareny nap¯. chloramfenikol28 a flunitrazepam29, d·le puri-
ny, pyrimidiny, psoraleny a dalöÌ slouËeniny jako nap¯. α-ama-
nitin nebo bilirubin4. Tyto sondy jsou vöak pomÏrnÏ ¯Ìdce
pouûÌvanÈ, pravdÏpodobnÏ pro nÌzkou univerz·lnost jejich
aplikacÌ.

4. PouûitÌ fotoafinitnÌch sond

Aplikace fotoafinitnÌho znaËenÌ je znaËnÏ öirok·, od topo-
logick˝ch studiÌ protein˘ p¯es sledov·nÌ kinetiky molekul·r-
nÌch interakcÌ aû k prov·dÏnÌ funkËnÌch enzymologick˝ch
mÏ¯enÌ. Tato problematika je podrobnÏ zpracov·na v p¯ehled-
n˝ch Ël·ncÌch a monografiÌch2ñ4,6,18,25,30ñ32, proto n·sledujÌcÌ
partie bude spÌöe ut¯ÌdÏnÌm a zobecnÏnÌm moûnostÌ, kterÈ
fotoafinitnÌ znaËenÌ poskytuje.
1) PomocÌ specificky reagujÌcÌ fotolabilnÌ sondy je moûno

oznaËit urËit˝ receptor nebo mÈnÏ Ëasto ligand v Ë·steËnÏ
purifikovanÈm prepar·tu nebo p¯Ìmo ve vzorku tk·nÏ.
Nav·zan· sonda (vhodnÏ znaËen·) pak umoûÚuje nap¯.
monitorov·nÌ danÈ makromolekuly bÏhem separaËnÌch
postup˘ a p¯i jejÌ charakterizaci, coû je zejmÈna v˝hodnÈ
pro receptorovÈ molekuly, kterÈ nelze snadno stanovit,
a d·le pro identifikaci nezn·m˝ch receptor˘33. Speci·lnÌm
p¯Ìpadem aplikace je vyhled·v·nÌ funkËnÌ podjednotky
u podjednotkov˝ch enzym˘.

2) Topologii membr·nov˝ch protein˘ lze studovat v podstatÏ
dvÏma zp˘soby. Prv˝ je zaloûen na pouûitÌ fotolabilnÌch
deriv·t˘ lipid˘ nebo jin˝ch silnÏ hydrofobnÌch fotolabil-
nÌch slouËenin, kterÈ jsou dob¯e rozpustnÈ v membr·n·ch.
Fotol˝zou vzniklÈ intermedi·ty zmÌnÏn˝ch slouËenin jsou
schopny oznaËit Ë·sti protein˘, kterÈ jsou ve styku s mem-
br·nou34,35. Tento experiment·lnÌ p¯Ìstup umoûÚuje urËit
i hloubku zano¯enÌ proteinovÈ makromolekuly do mem-
br·ny. Tyto sondy musÌ b˝t schopnÈ efektivnÌ inkorporace
do neaktivovan˝ch CñH vazeb postrannÌch alifatick˝ch
¯etÏzc˘ hydrofobnÌch aminokyselin, kterÈ lze p¯edpokl·-
dat pr·vÏ v tÏchto Ë·stech protein˘. Druh˝ zp˘sob pouûitÌ
fotoafinitnÌho znaËenÌ pro topologickÈ ˙Ëely je zamÏ¯en

na identifikaci Ë·stÌ proteinu, kterÈ jsou ve styku s vodn˝m
prost¯edÌm. Pro tyto z·mÏry se hodÌ tÈmÏ¯ jak·koli silnÏ
hydrofilnÌ fotolabilnÌ slouËenina nevstupujÌcÌ do membr·ny.

3) PomocÌ fotoafinitnÌho znaËenÌ lze v biologick˝ch systÈ-
mech urËovat vzd·lenosti ve dvou ˙rovnÌch, buÔ intra-
nebo intermolekul·rnÏ, s ËÌmû souvisÌ i moûnost detekce
komponent multienzymov˝ch Ëi subjednotkov˝ch systÈ-
m˘ nebo urËenÌ jejich nejbliûöÌho okolÌ36. Sondy pouûÌva-
nÈ pro tyto ˙Ëely musÌ b˝t bifunkËnÌ, tzn. musÌ obsahovat
na protilehl˝ch koncÌch co moûn· rigidnÌho ¯etÏzce foto-
labilnÌ skupiny ñ pak se jedn· o homobifunkËnÌ sÌùovacÌ
Ëinidla, nebo jednu fotolabilnÌ a druhou chemicky reaktiv-
nÌ skupinu u heterobifunkËnÌch sÌùovacÌch Ëinidel. VhodnÈ
je do spojovacÌho ¯etÏzce vloûit snadno degradabilnÌ vazbu,
nap¯. SñS-m˘stek, kterou lze v redukËnÌm prost¯edÌ roz-
ötÏpit, a pak izolovat obÏ oznaËenÈ sloûky systÈmu. Hete-
robifunkËnÌ Ëinidla jsou zpravidla nejprve nav·z·na pro-
st¯ednictvÌm chemicky reaktivnÌ skupiny na danou mole-
kulu, a pak je teprve aktivov·na fotolabilnÌ skupina, znaËÌcÌ
nap¯. postrannÌ ¯etÏzce aminokyselin  ve  svÈ  blÌzkosti.

Obr. 4. Fotol˝zou benzofenonu (I) vznik· biradik·l (II), kter˝ vytr-
huje atom vodÌku z CñH vazby aminokyseliny peptidu (III) za vzniku
ketyl (IV) a alkyl (V) radik·l˘, kterÈ nakonec rekombinujÌ na slouËe-
ninu benzpinakolovÈho typu (VI)
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U homobifunkËnÌch Ëinidel je t¯eba, aby alespoÚ jeden
konec Ëinidla obsahoval strukturu umoûÚujÌcÌ specifickou
interakci Ëinidla se studovanou makromolekulou; druh˝
konec pak m˘ûe b˝t zakonËen pouze fotolabilnÌ skupinou.

4) Speci·lnÌm zp˘sobem aplikace metody fotoafinitnÌho zna-
ËenÌ je ireverzibilnÌ zablokov·nÌ aktivnÌho centra enzym˘
nebo u alosterick˝ch enzym˘ fixov·nÌ jejich aktivnÌ nebo
naopak inaktivnÌ konformace, kterÈ lze pak pouûÌt pro
studium vztahu struktury a funkce tÏchto enzym˘37. ZajÌ-
mavÈ moûnosti nabÌzÌ i fotolyticky p¯ipravenÈ komplexy
receptor˘ s nÌzkomolekul·rnÌmi slouËeninami.

5) SouËasnÈ svÏtelnÈ zdroje o vysokÈm v˝konu (lasery, in-
tenzivnÌ z·bleskov· za¯ÌzenÌ) umoûÚujÌ prov·dÏt fotoakti-
vaci sond bÏhem velmi kr·tkÈho ËasovÈho ˙seku (µsñms).
Ve spojenÌ s p¯Ìstroji pro rychlÈ mÌsenÌ reakËnÌch kompo-
nent slouûÌ tato metodika ke sledov·nÌ ËasovÈho sledu
dÏj˘, nap¯. pr˘bÏhu enzymov˝ch reakcÌ, vazby hormonu
na receptor nebo interakci sloûek multienzymovÈho systÈ-
mu38 v definovan˝ch Ëasov˝ch okamûicÌch. PouûÌvanÈ
sondy nesmÌ podlÈhat p¯esmyk˘m a izomerizacÌm na re-
aktivnÌ intermedi·ty s dlouhou dobou ûivota, kterÈ by
interferovaly p¯i zaznamen·nÌ ËasovÏ rozliöen˝ch interakcÌ.

6) DalöÌ aplikacÌ fotoafinitnÌho znaËenÌ je mapov·nÌ vazeb-
n˝ch mÌst receptor˘, p¯enaöeË˘ nebo aktivnÌch center en-
zym˘39,40. V tÏchto p¯Ìpadech metoda fotoafinitnÌho zna-
ËenÌ, jako jeden z m·la experiment·lnÌch p¯Ìstup˘, umoû-
Úuje pohled nap¯. i do hydrofobnÌho vazebnÈho mÌsta
protein˘, jejichû trojrozmÏrnou strukturu nelze zatÌm urËit.
VÏtöina ostatnÌch chemicko-modifikaËnÌch metod by v p¯Ì-
padÏ vazebn˝ch mÌst se znaËn˝m obsahem hydrofobnÌch
aminokyselin byla ne˙Ëinn·. Proto je tato metoda v˝hodn·
pro v˝zkum struktury aktivnÌho centra cytochromu P450,

enzymu hrajÌcÌho klÌËovou ˙lohu p¯i metabolismu hydro-
fobnÌch lÈËiv a kancerogen˘.
Tato oblast aplikace metody fotoafinitnÌho znaËenÌ ke

studiu aktivnÌho centra savËÌch cytochrom˘ P450 je v centru
naöeho z·jmu. Pro znaËenÌ aktivnÌho centra byly postupnÏ
pouûity diamantandiazirin41, sonda karbenovÈho typu a d·le
N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-p-aminofenethylamin, z·stupce
nitrenov˝ch slouËenin, kter˝m se poda¯ilo identifikovat Arg197
aktivnÌho centra cytochromu P450 2B4 (cit.42). Tento typ
heterobifunkËnÌ azidovÈ sondy vykazuje znaËnou selektivitu
v˘Ëi mÌstu ataku ñ modifikuje p¯ev·ûnÏ pol·rnÌ aminokyseli-
ny. Proto byly v dalöÌch studiÌch jako v˝hodnÏjöÌ fotoafinitnÌ
sondy testov·ny prekursory voln˝ch radik·l˘, jejichû interme-
di·ty majÌ vysokou schopnost inkorporace do neaktivovan˝ch
CñH vazeb, a nejsou n·chylnÈ k interakcÌm s molekulami
vody, coû je pro fotoafinitnÌ znaËenÌ cytochrom˘ P450 velmi
d˘leûitÈ, neboù v aktivnÌm centru savËÌch cytochrom˘ P450 se
p¯edpokl·d· p¯Ìtomnost vody. Jedn· se o p¯irozenÏ fotolabilnÌ
slouËeniny: flunitrazepam, 8-methoxypsolaren, 2-fluoro-4-ni-
troanisol vËetnÏ polohovÈho izomeru 2-nitro-4-fluoroanisolu,
benzofenon a jeho analog adamantylfenylketon (viz obr. 5).
Vöechny slouËeniny prok·zaly znaËnou fotolabilitu p¯i expo-
zici kr·tkovlnn˝m UV z·¯enÌm a jevÌ se jako velmi perspektiv-
nÌ sondy pro mapov·nÌ aktivnÌho centra cytochromu P450.

Pr·vÏ detailnÌ pozn·nÌ struktury a aminokyselinovÈho slo-
ûenÌ aktivnÌch center cytochrom˘ P450 umoûnÌ vedle po-
chopenÌ mechanismu aktivace kancerogen˘ tÈû cÌlenou kon-
strukci lÈËiv rezistentnÌch v˘Ëi inaktivaci cytochromy P450
a p¯Ìpravu inhibitor˘ s preventivnÏ ochrann˝m efektem proti
chemick˝m kancerogen˘m.

5. Z·vÏr

Technika fotoafinitnÌho znaËenÌ je progresÌvnÌ metodou
s öirokou moûnostÌ aplikace pro studium biomakromolekul.
FotoafinitnÌ znaËenÌ vych·zÌ z principu afinitnÌho znaËenÌ
s tÌm z·sadnÌm rozdÌlem, ûe analog substr·tu nenÌ chemicky
reaktivnÌ aû do okamûiku fotoaktivace. Fotol˝zou dojde k roz-
padu fotolabilnÌ skupiny sondy za vzniku reaktivnÌch interme-
di·t˘, kterÈ umoûnÌ tvorbu kovalentnÌ vazby mezi sondou
a studovan˝m receptorem.V˝hoda pouûitÌ fotoafinitnÌch sond
spoËÌv· p¯edevöÌm ve znaËnÈ reaktivitÏ intermedi·t˘, umoû-
ÚujÌcÌ znaËit na proteinech mÌsta s nÌzkou chemickou reakti-
vitou, a d·le ve velmi kr·tkÈ dobÏ ûivota tÏchto intermedi·t˘,
coû vede k minimalizaci vazby sondy mimo studovanÈ mÌsto.

P¯i konstrukci fotoafinitnÌch sond velmi öirokÈ pouûitÌ
zaznamenaly arylazidy substituovanÈ na aromatickÈm kruhu
nitroskupinou. ZavedenÌ tÈto skupiny jednak zp˘sobuje posun
absorpËnÌch maxim deriv·tu do oblasti vlnov˝ch dÈlek vyö-
öÌch neû 300 nm, jednak zvyöuje reaktivitu arylnitren˘43, kter·
se pak blÌûÌ nejreaktivnÏjöÌm nitren˘m vznikajÌcÌm z acyl-
azid˘.

V ¯adÏ ohled˘ jsou vöak prekursory karben˘, zejmÈna
diaziriny, lepöÌmi kandid·ty pro p¯Ìpravu fotoafinitnÌch sond
neû azidoslouËeniny. Karbeny jsou podstatnÏ reaktivnÏjöÌ p¯i
niûöÌ  selektivitÏ  pro  mÌsto  ataku. Na snÌûenÌ  nespecifickÈ
vazby m· znaËn˝ vliv i o nÏkolik ¯·d˘ niûöÌ poloËas ûivota
karben˘, kter˝ nedovoluje reaktivnÌm intermedi·t˘m, aby ata-
kovaly mÌsta vzd·len· od mÌsta jejich vzniku. V˝hodnÏ jsou
poloûena i absorpËnÌ maxima vöech diazirin˘ (350ñ380 nm).

Obr. 5. P¯Ìklady p¯irozenÏ fotolabilnÌch slouËenin, prekursor˘
voln˝ch radik·l˘, kterÈ se pouûÌvajÌ jako fotoafinitnÌ sondy
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NavÌc diazirinov· skupina je  pomÏrnÏ  menöÌ neû nÏkterÈ
prekursory nitren˘, nap¯. objemn· nitroarylazidov· skupina,
takûe jen minim·lnÏ ovlivÚuje vazebnÈ vlastnosti sondy. Z·-
roveÚ karben vznikl˝ z diazirinu je p¯Ìmo souË·stÌ skeletu
ligandu, coû zajiöùuje oznaËenÌ pr·vÏ vaznÈho mÌsta receptoru.
NicmÈnÏ, i p¯es ¯adu p¯ednostÌ, nejsou diaziriny zcela ide·lnÌ-
mi prekursory reaktivnÌch intermedi·t˘ pro svou n·chylnost
k fotoizomerizacÌm na line·rnÌ diazoslouËeniny, kterÈ sniûujÌ
v˝tÏûek znaËenÌ dÌky kompetici obou izomer˘ o vazbu na
receptor.

Slibn˝mi kandid·ty pro fotoafinitnÌ znaËenÌ jsou jiû zmÌ-
nÏnÈ p¯ÌmÈ fotoafinitnÌ sondy. U tÏchto sond, dÌky jejich p¯ÌmÈ
fotolabilitÏ, nedoch·zÌ k poklesu afinity ligandu pro receptor
zp˘sobenÈ zavedenÌm fotoaktivovatelnÈ skupiny do jeho mo-
lekuly. Tyto fotoafinitnÌ sondy tÌm, ûe vÏtöinou reagujÌ triple-
tov˝m mechanismem, v sobÏ spojujÌ p¯ednosti tripletov˝ch
karben˘ a nitren˘.

Auto¯i dÏkujÌ za finanËnÌ podporu grant˘m GAUK 246/
1999 a MäMT »R VS96141.
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B. KubÌËkov· and P. Hodek (Department of Bioche-
mistry, Faculty of Science, Charles University, Prague): Pho-
toaffinity Labelling ñ A Method of Protein Study

Photoaffinity labelling is one of the most powerful chemi-
cal modification techniques employed in the study of protein
architecture and interactions. This approach utilises photo-
labile derivatives of ligands (substrates), termed photoaffinity
probes, for a covalent labelling of target proteins (enzymes).
Upon UV-light photolysis, photoaffinity probes are converted
to highly reactive intermediates which are able to modify ami-
no acid residues of a target protein. The goal of this technique
is the identification of the probe binding site(s) in a probe-
-protein covalent complex. In this review, major concepts of
photoaffinity labelling are described with respect to selection
criteria of appropriate photoaffinity probes and assessment of
advantages and disadvantages of currently used photolabile
probes. In addition, several examples of photoaffinity probe
application in protein research focused on the cytochrome
P450 active centre are presented.
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