Chem. Listy 95, 359 — 364 (2001)

Referaty

FOTOAFINITNI ZNACENI - METODA STUDIA PROTEINU

BOZENA KUBICKOVA a PETR HODEK
Katedra biochemie, Prirodovédeckd fakulta, Univerzita Kar-
lova, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2, e-mail: kubickov@natur.

cuni.cz, hodek@natur.cuni.cz

Doslo dne 31.VIIL.2000

Klicova slova: fotoafinitni znaceni, fotolyza, fotolabiln{ son-
dy, karben, nitren, radikal, kovalentni modifikace, cytochrom
P450

Obsah
1. Uvod
2. Princip fotoafinitniho znacenf a kritéria pro vybér

fotoafinitni sondy

3. Fotolyticky vzniklé intermedidty a jejich prekursory
3.1. Nitreny a jejich prekursory
3.2. Karbeny a jejich prekursory
3.3. Dalsi prekursory aktivnich intermedidtt

4. Pouziti fotoafinitnich sond

5. Zavér

1. Uvod

Nase poznéni v oblasti biologickych procesi, které probi-
haji v organismech, je do zna¢né miry vdzano na odhalen{
struktury biomakromolekul a podstaty interakci jednotlivych
komponent biologickych systémi — makromolekul s nizko-
molekuldrnimi slou¢eninami a makromolekul vzdjemné. Ve-
dle celé skély spektroskopickych metod, které reprezentuji
piistupy vyuzivajici interakci hmoty a zdfeni, byly pro stu-
dium biologickych makromolekul navrzeny i metody zaloze-
né na podstatné odlisnych, ¢asto specidlnich principech. Vy-
znamné misto mezi t€émito metodami zaujimaji chemické mo-
difikacni metody, které vyuZzivaji vzniku kovalentni vazby
mezi zkoumanou biomakromolekulou a chemicky reaktivnim
¢inidlem. Nejcastéji jsou do této skupiny fazeny klasické
modifikacni postupy (vyuZzivajici reaktivnich nizkomoleku-
larnich sloucenin), afinitni znaceni (viz déle) a pouziti tzv.
sebevrazednych substratd (u nichz je chemicky reaktivni for-
ma substrdtu tvofena béhem enzymové reakce). Pfed necelymi
Ctyficeti lety pfibyla velmi slibnd metoda fotoafinitniho zna-
eni'®,

Vzhledem k tomu, Ze se metoda fotoafinitniho znaceni
vyvinula jako reakce na nedostatky metody afinitniho znacent,
bude nejprve pojedndno o zdkladnich principech afinitniho
znaceni. Tato metoda vychdzi z pfirozené afinity mezi ligan-
dem (napf. hormonem, protilatkou, substratem, inhibitorem)
a receptorem (napf. enzymem, transportnim proteinem). Mo-
lekula jednoho z téchto vazebnych partnert (nejcastéji ligan-
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du) je substituovdna chemicky reaktivni skupinou — vznika tak
afinitni sonda (znacka), kterd by méla po pridani do reakéni
smési vytvofit kovalentni vazbu s druhym vazebnym partne-
rem; v idedlnim pifpadé timto zplisobem vznikd kovalentn{
komplex ligand-receptor. Aplikaci této metody lze napf. na-
1ézt receptor ve slozité smési proteinti, nebo identifikovat
vazebné misto popf. aktivni centrum na molekule receptoru’?.

Metoda afinitniho znac¢eni ma vSak nejméné dva podstatné
nedostatky: prvym je pomérné nizkda chemicka reaktivita afi-
nitni sondy, kterd je vynucena tim, Ze téméf vSechny experi-
menty jsou provadény ve vodném prostiedi, coz by v piipadé
sondy s pfili§ reaktivni skupinou vedlo k vysokému stupni
hydrolytické deaktivace jesté dfive, nez dojde k vytvoien{
kovalentni vazby mezi sondou a receptorem.

Druhd nevyhoda spoc¢ivd v tom, Ze téméf nelze zamasko-
vat reaktivni skupiny afinitnich sond tak, aby bylo mozno za
pozadovanych podminek sondu reaktivovat. S tim souvisi
i moZnost tzv. nespecifického znaceni, tedy interakce sondy
v mistech jinych, nez je specifické vazebné misto pro pfiroz-
eny ligand (popf. receptor).

2. Princip fotoafinitniho znaceni a kritéria
pro vybér fotoafinitni sondy

Oba zminéné nedostatky afinitniho znaceni prekondva
metoda fotoafinitniho znacenf{ tim, Ze je chemicky reaktivni
skupina sondy fotolyticky generovdna v pozadovaném case
z pivodné chemicky inertni skupiny. Tento experimentaln{
pristup vychdzi z principl afinitniho znaceni s vyuzitim foto-
labilniho derivdtu sondy. Podstatnou vyhodou fotolyticky ge-
nerovanych intermedidtl je jednak extrémné krdtky polocas
Zivota, jednak zna¢nd reaktivita s pomérné nizkou selektivitou
aktivované sondy, kterd umoziiuje kovalentné modifikovat
vSechny aminokyselinové zbytky v tésné blizkosti ptislusného
reaktivniho intermedidtu. Tim je podstatné sniZzena turoven
nespecifického znaceni a umoznéno Siroké pouziti této sondy.
Schéma prezentujici princip metody fotoafinitniho znaceni je
zndzornéno na obrdzku 1.

Analoga ligandu (popf. receptoru) pouzivand pfi fotoafi-
nitnim znaceni by méla spliiovat co moznd nejvice kritérif
definovanych pro idedln{ fotoafinitni sondu:

1) Fotolabilni skupina sondy by méla vykazovat vhodné fo-
tochemické vlastnosti, tj. méla by byt aktivovatelnd svét-

Schéma fotoafinitniho znaceni
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Obr. 1. Schéma fotoafinitniho znaceni receptorové molekuly (pro-
teinu) fotolabilnim ligandem
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lem vlnové délky, které zdvazné nepoSkozuje biomakro-
molekuly. Celkem bezpecné je svétlo vinovych délek vys-
$ich nez 300 nm. Fotolabiln{ skupiny by v této oblasti mély
mit vyraznd absorpéni maxima garantujici dostate¢nou
ucinnost fotolyzy pfi relativné nizkych vykonech svétel-
nych zdroji. Ddle by fotolyza neméla vést k poskozeni
biologického systému fotooxidaci nebo jinym zptsobem,
nez je kovalentni modifikace sondou.

Sonda by se méla co moZnd nejvice podobat plivodni
slouceniné (napft. ligandu). Zavedeni fotolabilni skupiny
do skeletu ligandu by tedy nemélo podstatné ovlivnit
strukturdlni a funkén{ charakteristiky nezbytné pro zacho-
vani afinity pro dany receptor, coz md kliCovy vyznam pro
specifické interakce v biologickych systémech. Disociacni
konstanta charakterizujici miru afinity ligandu pro recep-
tor by neméla byt vyssi nez je 10> mol.dm™.
Intermedidty vznikajici fotolyzou sondy by mély byt vy-
soce reaktivni (tedy s kratkou dobou Zivota) s minimdln{
selektivitou, tj. reaktivitou vici riznym funkénim skupi-
ndm. DileZitym pozadavkem je i to, aby tyto intermedidty
nepodléhaly pfesmykiim na méné reaktivni derivaty, které
by mohly snizovat vytézek, popf. vést k reakcim mimo
vazebné centrum.

Dulezitou vlastnosti sondy je i jeji stabilita a chemickd
inertnost za experimentdlnich podminek a pfi skladovéni.
Zvlaste dilezita je stabilita za riiznych pH (okolo fyziolo-
gickych hodnot), teplot a v redukénim ¢i oxida¢nim pro-
stiedi.

Sonda by méla byt jednoduse synteticky dostupnd spolu
s moZznosti pfipravy radioaktivné znaceného derivdtu vy-
soké specifické radioaktivity.

Kovalentni vazby komplext ligand—receptor vznikajici po
fotolyticky aktivované inkorporaci by mély byt stabilni
vici béZnym separacnim a charakterizacnim metoddm
véetné napf. Stépenfi proteinti chemickymi Cinidly.

Témét Zadnd z pouzivanych fotoafinitnich sond tato pfisnd
kritéria nespliluje zcela. Vzdy se jedna o ur¢ité kompromisni
feSent, které v dostate¢né mife vyhovuje zamyslenému pouzi-
ti.

2)

3)

4

5)

6)

3. Fotolyticky vzniklé intermediaty
a jejich prekursory

Fotolabilni slouceniny (skupiny) lze v zdsadé rozdélit
podle zptsobu vzniku reaktivnich intermedidtt do dvou sku-
pin®* A) Homolytickym §t&penim dvojné vazby nebo dvou
sousednich vazeb jednoduchych vznikaji nitreny a karbeny.
B) Homolytickym rozstépenim jednoduché vazby vznikaji
volné radikaly (pfikladem takového prekursoru jsou o, 3-ne-
nasycené ketony).

3.1. Nitreny a jejich prekursory

Prvni pouziti je spojeno s rokem 1969, kdy Fleet a spol.’
pripravil sondu s azido-skupinou pro studium protildtek. V na-
sledujicich letech byla pfipravena celd fada azidoderivatd,
které po fotolytickém odstépeni molekuly dusiku poskytuji
nitreny. Nejbéznéjsimi prekursory nitrend jsou acylazidy, al-
kylazidy, arylazidy. OvSem pouziti acylazidl a alkylazidi je
podstatné omezeno jejich nestabilitou a nachylnosti nitrend
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k presmyktim za tvorby isokyandtd, jak je tomu v piipadé
acylnitreni (Curtiusiiv nebo Schmidtiiv pfesmyk), a imind
z alkylnitrent (vznikajicich interakef nitrenu s atomem vodiku
sousedniho uhliku). Nevyhodou je také poloha absorpénich
maxim azido-skupiny té€chto sloucenin, diky niZ je nutno
fotoaktivaci provadét svétlem vinovych délek podstatné niz-
Sich nez je 300 nm. Takové ozafovéni ptisobi siln€ destruktiv-
né na biologicky material>®. Nevyhodnou vlastnosti azidii je
také jejich nestabilita v redukujicim prostfedi. Dithioly oka-
mzité redukuji azidy na odpovidajici aminy. Pokud jsou v re-
akéni smési pfitomny monothioly, napf. 2-merkaptoethanol
nebo glutathion, je reakce pomalejsi, ale piesto je tfeba brat
v uvahu tento proces, ktery snizuje obsah fotoaktivovatelné
sondy>.

Z praktického hlediska jsou pouzitelné pouze arylazidy,
které jsou méné nachylné k presmyktim. Jejich polocas Zivota,
jehoz hodnota zdvisi na zplsobu substituce aromatického
jadra, je priblizné o fad vyssi nez u karbent. Po derivati-
zaci arylazidu vhodnym substituentem (napi. -NO,) vykazuje
vznikly arylazid posun absorpcniho maxima k vlnovym dél-
kdm vyS$$im nez 300 nm.

Fotochemie arylazidd zahrnuje dvé hlavni formy reaktiv-
niho intermedidtu. Fotolyzou arylazidu vétSinou prvotné vzni-
kd nitren v singletovém stavu, ktery se konverzi méni na
tripletovy nitren (viz obr. 2). Nitreny v singletovém stavu maji
dusikovy atom obklopen sextetem elektronti, pficemz nepdro-
vé elektrony maji antiparalelni spin. Typickou reakci pro
singletové nitreny je elektrofilni atak elektronového paru.

Naproti tomu arylnitreny v tripletovém stavu se chovaji
jako biradikal (jejich nepdrové elektrony maji paralelni spin).
Tripletovy stav je méné nachylny k pfesmykim a vykazuje
niz8i selektivitu pri vybéru mista ataku, coz je vhodné v pri-
padé, kdy ve vazném misté receptoru prevazuji skupiny s C—-H
vazbami. Charakteristickou reakef této formy nitrent je vytr-
Zeni atomu H z atakované slouceniny. Tripletovy stav nitrenu
je vSak méné reaktivni nez singletovy stav. Tomu odpovida
i polocas zivota tripletového stavu (okolo 100 ns), ktery je
pfiblizné o fdd vyssi nez u singletového stavu.

Siroké pouziti sond na bazi azidt dokumentuji nasledujici
priklady. Struktura lidské 40S ribosomédlni podjednotky byla
studovdna pomoci azidoderivdtu fragmentu DNA, ktery byl
komplementdarni k sekvenci rRNA 40S podjednotky. Tato
fotolabilni sonda oznacila proteiny S3 a S5 (cit.'’). Vazné
centrum cytochromu P450 1A1 pro kumenhydroperoxid bylo
identifikovdno radioaktivné znacenym derivatem p-azido-iso-
propylbenzenu, [*H]-azidokumenem''. Dal§im piikladem vy-
uziti tohoto typu sond je arylazid 2’-deoxyuridin-5’-trifosfatu,
ktery byl pouzit pro oznaceni vazného mista pro substrat HIV
reverzni transkriptasy'%.

N, IN :N-#

X N X X
R R R
arylazid singlet triplet

Obr. 2. Fotolyza arylazidu. Sipky naznacuji spin elektroni single-
tového a tripletového nitrenu po rozpadu azido-skupiny
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Obr. 3. Priklad reakce sondy karbenového typu s methanolem. Trifluoromethylfenyldiazirin (/) po ozéfeni poskytuje karbenovy intermediat
(II) jak pifmo, tak cestou fotoizomerizace na fotolabilni diazoderivat (/I) a jeho ndsledné fotolyzy. Oba intermeditdty jsou schopny reakce
s methanolem (MeOH) za vzniku odpovidajictho methoxyderivatu sondy (V)

3.2. Karbeny a jejich prekursory

Prekursor tohoto typu intermedidtu byl poprvé pouzit roku
1962 Singhem a spol.' pro studium proteolyzy — jednalo
se o diazoacetylchymotrypsin. Existuji dvé skupiny karbeno-
vych prekursord: diazoslouceniny a diaziriny. Oba typy slou-
Cenin poskytuji po fotolytickém odstépeni molekuly dusiku
vysoce reaktivni karben. Nejbéznéjsimi zdstupci prvni skupi-
ny sloucenin jsou estery diazokarboxylovych kyselin, u nichz
karboxylovd skupina pfispiva ke stabilizaci a snizeni nachyl-
nosti k pfesmykim karben, které jsou velmi bézné v pripadé
diazokarbonylovych sloucenin. Urcitou nevyhodou jsou po-
mérné nizké hodnoty moldrnich absorpénich koeficienti v ob-
lasti okolo 340 nm, neumoznujici efektivni fotolyzu, a ddle
i prili§ elektrofilni charakter 2-oxo-karbent, které preferuji
interakce napt. s kyslikem —OH skupiny v pfitomnosti C-H
vazby. Nadéjnd skupina diazosloucenin je reprezentovana napf.
9-diazofluorenem'” nebo diazocyklopentadienemm, ktery po-
skytuje jeden z nejreaktivnéjsich karbend. Oba tyto prekursory
I1ze efektivné aktivovat svétlem vlnovych délek vyssich nez
300 nm diky silnym absorpénim maximlim v této oblasti.
Vyhodou je i pomérné vysokd dcinnost inkorporace karbenti
téchto sloucenin pfi ataku neaktivované C—H vazby.

Zcela jedinecnou skupinu karbenovych prekursord pred-
stavuji diaziriny, spirocyklické izomery linedrnich diazoslou-
&enin'®. Jsou piekvapivé stabilni jak viici piisobent tepla a svétla
viditelné oblasti, tak chemicky napf. vici silnym kyselindm,
bazim nebo reduénim i oxida¢nim &inidlim'S. Vétsina diazi-
rint silné absorbuje v oblasti okolo 360 nm, ¢ehoz se vyuzivd
k jejich fotoaktivaci bez vdznéjstho poskozeni biomakromo-
lekul. Jednou z neptili§ vhodnych vlastnosti diazirin je vSak
moznd fotoizomerizace na linedrni diazoslouceniny, které jsou
sice téZ fotolabilni, ale zdroven Casto vykazuji elektrofiln{
charakter. Pro ucely fotoafinitniho znaceni byla pfipravena
celd fada sloucenin obsahujicich diazirinovy kruh, ovSem
pozadovand kritéria spliiuji jen nékteré: jedna se napf. o alkyl-
diaziriny, u nichz neni v blizkosti karbenu dostupny atom
vodiku, ktery by zptisobil intramolekuladrni deaktivaci karbenu
za vzniku dvojné vazby*, nebo aryldiaziriny obsahujici jako
substituent diazirinového cyklu trifluoromethylovou skupinu,
kterd potlacuje elektrofilni charakter fotoizomeriza¢niho pro-

duktu'”. Priklad typické reakce karbenu vznikajiciho fotoly-
zou trifluoromethylfenyldiazirinu v methanolu je zndzornén
na obr. 3 (cit‘ls).

Karbeny jsou vysoce reaktivni divalentni intermadidty,
které se podobné jako nitreny snazi doplnit oktet valencnich
elektronil (z ptivodniho sextetu). Vyskytuji se té€Z ve dvou
stavech, singletovém stavu jako elektrofil a tripletovém jako
biradikdl. Mezi obéma stavy je ptedpokldddn urcity typ rychlé
tepelné rovnovahy'’. Karbeny vykazuji stejné typy reakci jako
odpovidajici formy nitrend. Podstatny rozdil je vSak v reakti-
vité obou typl intermedidti. Karbeny jsou o nékolik fadt
reaktivnéjsi nez odpovidajici nitreny a vykazuji i nizs{ selek-
tivitu pi vybéru mista ataku*!'"?*2!'S tim souvisi i podstatn&
kratsi polocasy Zivota singletového ¢i tripletového stavu kar-
benu. Pfesné hodnoty jsou pochopitelné zavislé na typu kar-
benového prekursoru a reakénich podminkach, ale priblizné
odpovidaji ps pro tripletovy stav a ns pro singletovy stav, coz
jsou ve srovnani s nitreny hodnoty o 34 fady niz3i*.

V soucasné dobé nékolik praci popisuje vyuziti a efektivitu
znaceni razné substituovanymi diaziriny. Napiiklad sonda
vznikld derivatizaci thiminového dimeru 4-(1-azi-2,2,2-tri-
fluorethyl)-benzodtem byla pouzita k urceni aminokyselino-
vych zbytkl ucastnicich se interakce T4 endonukleasy V
s DNA (cit.”). Dalsim piikladem tohoto typu sond je 3-trifluo-
ro-3-(m-["*Iliodofenyl)diazirin, pomoci n&hoz byla oznagena
membranova doména prostaglandin endoperoxid H synthasy
a ddle jeji aktivni misto pro cyklooxygenasu®.

3.3. Dalsi prekursory aktivnich
intermedidtd

Tato skupina tzv. pfimych fotoafinitnich sond obsahuje
heterogenni smés organickych sloucenin, jejichz fotolyzou
vznikaji volné radikély. Tyto slouceniny reaguji vétsinou ces-
tou tripletu, ktery je téméf inertni vii¢i molekulam vody a za-
roven vykazuje vysokou schopnost inkorporace do neaktivo-
vanych C—H vazeb. Diky pfevazujicimu podilu tripletového
reakéniho mechanismu nejsou vétSinou tyto prekursory na-
chylné k inaktivaci prfesmyky. Z pohledu fotoafinitniho zna-
¢eni se tedy jednd o slouceniny vhodnych vlastnosti.

Pomérné Siroké pouziti zaznamenaly o, B-nenasycené ke-
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tony napf. benzofenony a acetofenony24. PfedevSim sondy
benzofenonového typu nabizeji fadu vyhodnych vlastnosti,
jsou chemicky stabilnéj$i nez napt. diazoestery, arylazidy
nebo diaziriny, lze s nimi manipulovat pfi bézZném osvétleni
a jsou aktivovany svétlem vinovych délek okolo 350-360 nm.
Fotoaktivaci benzofenonu vznikd tripletovy excitovany stav
schopny vytrhnout atom vodiku z donoru za vzniku dvou
radikélt, které nasledné rekombinuji. Reak¢ni schéma je zna-
zornéno na obrdzku 4. Substituenty benzofenonu mohou vy-
znamné ovlivnit fotochemické vlastnosti pfipravené sondy.
Zatimco skupiny poskytujici elektrony a systémy s delokali-
zaci elektronti na aromatickych a konjugovanych strukturdch
sniZuji reaktivitu tripletového stavu, skupinﬁy s nedostatkem
elektroni usnadiiuji odtrzeni atomu vodiku®.

Jako fotoafinitni sondy jsou Casto vyuzivdny fotolabiln{
polypeptidy obsahujici benzofenonem modifikovany fenyl-
alanin, popiipadé pfibuzné aminokyseliny. Pfislusné modifi-
kované polypeptidy bylg/ pouzity k mapovani napt. lidského
insulinového receptoru® nebo k identifikaci kontaktnich mist
podjednotek o a B lidského luteiniza¢niho hormonu?’.

Do této skupiny sond patii ddle o, B-nenasycené steroidy,
které se chovaji podobné jako benzofenony, ndlezi sem téz
nitroareny napi. chloramfenikol®® a flunitrazepam®, déle puri-
ny, pyrimidiny, psoraleny a dalsi slouceniny jako napt. o--ama-
nitin nebo bilirubin*. Tyto sondy jsou viak pomérné fidce
pouzivané, pravdépodobné pro nizkou univerzdlnost jejich
aplikaci.

4. Pouziti fotoafinitnich sond

Aplikace fotoafinitniho znaceni je zna¢né Sirokd, od topo-
logickych studif proteint pies sledovani kinetiky molekuldr-
nich interakei az k provddéni funk¢nich enzymologickych
méfeni. Tato problematika je podrobné zpracovana v prehled-
nych &lancich a monografiich®*%18233932 proto néasledujici
partie bude spiSe utiidénim a zobecnénim moznosti, které
fotoafinitni znaCeni poskytuje.

1) Pomoci specificky reagujici fotolabilni sondy je mozno
oznacit urcity receptor nebo méné casto ligand v ¢dstecné
purifikovaném prepardtu nebo pifimo ve vzorku tkdné.
Navdzand sonda (vhodné znacend) pak umoziiuje napf.
monitorovani dané makromolekuly béhem separacnich
postupt a pfi jeji charakterizaci, coZ je zejména vyhodné
pro receptorové molekuly, které nelze snadno stanovit,
a ddle pro identifikaci neznamych receptora™. Specidlnim
pfipadem aplikace je vyhleddvani funkéni podjednotky
u podjednotkovych enzymd.

Topologii membranovych proteinti Ize studovat v podstaté
dvéma zpisoby. Prvy je zaloZen na pouziti fotolabilnich
derivatt lipidd nebo jinych silné hydrofobnich fotolabil-
nich sloucenin, které jsou dobfe rozpustné v membrandch.
Fotolyzou vzniklé intermedidty zminénych sloucenin jsou
schopny oznadit ¢asti proteind, které jsou ve styku s mem-
branou”**. Tento experimentalni pistup umoziiuje uréit
i hloubku zanofeni proteinové makromolekuly do mem-
brany. Tyto sondy musi byt schopné efektivni inkorporace
do neaktivovanych C-H vazeb postrannich alifatickych
fetézcl hydrofobnich aminokyselin, které 1ze predpokld-
dat pravé v téchto ¢dstech proteinii. Druhy zplsob pouziti
fotoafinitniho znaceni pro topologické ucely je zaméten
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Obr. 4. Fotolyzou benzofenonu () vznika biradikal (1), ktery vytr-
huje atom vodiku z C-H vazby aminokyseliny peptidu (/I]) za vzniku
ketyl (IV) a alkyl (V) radikdld, které nakonec rekombinuji na slouce-
ninu benzpinakolového typu (V1)

na identifikaci ¢asti proteinu, které jsou ve styku s vodnym
prostfedim. Pro tyto zdméry se hodi téméf jakdkoli silné
hydrofiln{ fotolabiln{ slou¢enina nevstupujici do membrany.
Pomoci fotoafinitniho znaceni 1ze v biologickych systé-
mech urcovat vzddlenosti ve dvou trovnich, bud intra-
nebo intermolekuldrné, s ¢imz souvisi i moznost detekce
komponent multienzymovych ¢i subjednotkovych systé-
mi nebo uréent jejich nejblizitho okoli*. Sondy pouziva-
né pro tyto ticely musi byt bifunk¢ni, tzn. musi obsahovat
na protilehlych koncich co moznd rigidniho fetézce foto-
labilni skupiny — pak se jednd o homobifunkéni sifovaci
¢inidla, nebo jednu fotolabilni a druhou chemicky reaktiv-
ni skupinu u heterobifunkénich sitovacich ¢inidel. Vhodné
je do spojovaciho fetézce vlozit snadno degradabilni vazbu,
napf. S—S-miistek, kterou lze v redukénim prostfedi roz-
Stépit, a pak izolovat obé oznacené slozky systému. Hete-
robifunkéni ¢inidla jsou zpravidla nejprve navazana pro-
sttednictvim chemicky reaktivni skupiny na danou mole-
kulu, a pak je teprve aktivovdna fotolabilni skupina, znacic{
napf. postranni fetézce aminokyselin ve své blizkosti.

3)
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2-fluoro-4-nitroanisol 8-methoxypsoralen
Obr. 5. Priklady prirozené fotolabilnich sloucenin, prekursori
volnych radikali, které se pouzivaji jako fotoafinitni sondy

U homobifunkénich ¢inidel je tieba, aby alespori jeden
konec ¢inidla obsahoval strukturu umoziujici specifickou
interakci ¢inidla se studovanou makromolekulou; druhy
konec pak mtize byt zakoncen pouze fotolabilni skupinou.
Specidlnim zpisobem aplikace metody fotoafinitniho zna-
Ceni je ireverzibilni zablokovéni aktivniho centra enzymd
nebo u alosterickych enzymi fixovdni jejich aktivni nebo
naopak inaktivni konformace, které 1ze pak pouzit pro
studium vztahu struktury a funkce téchto enzymi®’. Zaji-
mavé moznosti nabizi i fotolyticky pfipravené komplexy
receptori s nizkomolekuldrnimi slou¢eninami.

Soucasné svételné zdroje o vysokém vykonu (lasery, in-
tenzivni zdbleskovd zafizen{) umoznuji provadét fotoakti-
vaci sond béhem velmi kritkého ¢asového dseku (Us—ms).
Ve spojent s piistroji pro rychlé miseni reakénich kompo-
nent slouzi tato metodika ke sledovani ¢asového sledu
déja, napt. pribéhu enzymovych reakci, vazby hormonu
na receptor nebo interakci slozek multienzymového systé-
mu®® v definovanych &asovych okamzicich. PouZivané
sondy nesmi podléhat pfesmykiim a izomerizacim na re-
aktivni intermedidty s dlouhou dobou Zivota, které by
interferovaly pfi zaznamendni ¢asové rozlisenych interakei.
Dalsi aplikaci fotoafinitniho znaceni je mapovani vazeb-
nych mist receptord, pfenasecti nebo aktivnich center en-
zymﬁ39’4°. V téchto piipadech metoda fotoafinitniho zna-
Ceni, jako jeden z mdla experimentdlnich piistupl, umoz-
fluje pohled napf. i do hydrofobniho vazebného mista
proteint, jejichZ trojrozmérnou strukturu nelze zatim ur¢it.
Vétsina ostatnich chemicko-modifika¢nich metod by v pfi-
pad¢ vazebnych mist se znacnym obsahem hydrofobnich
aminokyselin byla neicinna. Proto je tato metoda vyhodnd
pro vyzkum struktury aktivniho centra cytochromu P450,

9
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enzymu hrajiciho kli¢ovou tlohu pii metabolismu hydro-

fobnich 1éc¢iv a kancerogent.

Tato oblast aplikace metody fotoafinitniho znaceni ke
studiu aktivniho centra sav¢ich cytochromt P450 je v centru
naseho zdjmu. Pro znaceni aktivniho centra byly postupné
pouzity diamantandiazirin®, sonda karbenového typu a ddle
N-(p-azidobenzyl)-N-methyl-p-aminofenethylamin, zdstupce
nitrenovych sloucenin, kterym se podafilo identifikovat Arg197
aktivniho centra cytochromu P450 2B4 (cit.*?). Tento typ
heterobifunkéni azidové sondy vykazuje znac¢nou selektivitu
vici mistu ataku — modifikuje prevazné poldrni aminokyseli-
ny. Proto byly v dal$ich studiich jako vyhodnéjsi fotoafinitn{
sondy testovany prekursory volnych radikald, jejichZ interme-
diaty maji vysokou schopnost inkorporace do neaktivovanych
C-H vazeb, a nejsou nichylné k interakcim s molekulami
vody, coZ je pro fotoafinitni znaceni cytochromt P450 velmi
dilezité, nebof v aktivnim centru sav¢ich cytochromti P450 se
predpokldda pifitomnost vody. Jedna se o prirozené fotolabilni
slouceniny: flunitrazepam, 8-methoxypsolaren, 2-fluoro-4-ni-
troanisol véetné polohového izomeru 2-nitro-4-fluoroanisolu,
benzofenon a jeho analog adamantylfenylketon (viz obr. 5).
Vsechny slouceniny prokdzaly zna¢nou fotolabilitu pfi expo-
zici kratkovlnnym UV zdfenim a jevi se jako velmi perspektiv-
ni sondy pro mapovani aktivniho centra cytochromu P450.

Pravé detailni poznani struktury a aminokyselinového slo-
zeni aktivnich center cytochromt P450 umozni vedle po-
chopeni mechanismu aktivace kancerogent téz cilenou kon-
strukci 1€¢iv rezistentnich vici inaktivaci cytochromy P450
a piipravu inhibitord s preventivné ochrannym efektem proti
chemickym kancerogentim.

5. Zavér

Technika fotoafinitniho znaceni je progresivni metodou
s Sirokou moznosti aplikace pro studium biomakromolekul.
Fotoafinitni znaceni vychdzi z principu afinitntho znaceni
s tim zdsadnim rozdilem, Ze analog substrdtu neni chemicky
reaktivni az do okamziku fotoaktivace. Fotolyzou dojde k roz-
padu fotolabilni skupiny sondy za vzniku reaktivnich interme-
didta, které umozni tvorbu kovalentni vazby mezi sondou
a studovanym receptorem. Vyhoda pouziti fotoafinitnich sond
spocivd predevsim ve znacné reaktivité intermedidtd, umoz-
nujici znacit na proteinech mista s nizkou chemickou reakti-
vitou, a ddle ve velmi kratké dobé zivota téchto intermediatd,
coz vede k minimalizaci vazby sondy mimo studované misto.

Pfi konstrukci fotoafinitnich sond velmi Siroké pouziti
zaznamenaly arylazidy substituované na aromatickém kruhu
nitroskupinou. Zavedent této skupiny jednak zptsobuje posun
absorp¢nich maxim derivatu do oblasti vinovych délek vys-
sich nez 300 nm, jednak zvySuje reaktivitu arylnitrend*’, ktera
se pak blizi nejreaktivnéj$im nitrenim vznikajicim z acyl-
azidu.

V tadé ohledt jsou vSak prekursory karbent, zejména
diaziriny, lepS$imi kandiddty pro ptipravu fotoafinitnich sond
nez azidoslouceniny. Karbeny jsou podstatné reaktivnéjsi pii
niz8i selektivité¢ pro misto ataku. Na sniZeni nespecifické
vazby md znacny vliv i o nékolik fadl nizsi polocas Zivota
karbend, ktery nedovoluje reaktivnim intermediéttim, aby ata-
kovaly mista vzddlend od mista jejich vzniku. Vyhodné jsou
poloZena i absorpéni maxima vSech diazirind (350-380 nm).
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Navic diazirinovd skupina je pomérné¢ men$i neZ nékteré
prekursory nitrentl, napt. objemnad nitroarylazidovd skupina,
takZe jen minimdlné ovliviiuje vazebné vlastnosti sondy. Z4-
roven karben vznikly z diazirinu je pfimo soucdsti skeletu
ligandu, coz zajistuje oznaceni pravé vazného mista receptoru.
Nicméné, i ptes fadu prednosti, nejsou diaziriny zcela idedlni-
mi prekursory reaktivnich intermediétti pro svou ndchylnost
k fotoizomerizacim na linedrni diazoslouceniny, které sniZuji
vytézek znaceni diky kompetici obou izomeri o vazbu na
receptor.

Slibnymi kandiddty pro fotoafinitni znacenf jsou jiz zmi-
néné piimé fotoafinitni sondy. U té€chto sond, diky jejich pfimé
fotolabilité, nedochdzi k poklesu afinity ligandu pro receptor
zpusobené zavedenim fotoaktivovatelné skupiny do jeho mo-
lekuly. Tyto fotoafinitni sondy tim, Ze vétSinou reagujf triple-
tovym mechanismem, v sobé spojuji prednosti tripletovych
karbeni a nitrent.

Autori dékuji za financni podporu grantiim GAUK 246/
1999 a MSMT CR VS96141.
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B. Kubickova and P. Hodek (Department of Bioche-
mistry, Faculty of Science, Charles University, Prague): Pho-
toaffinity Labelling — 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.



