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Vitamin A

all-trans-retinol
(Vitamine A)

Vitamin A je vychozi latkou pro syntézu 11-cis-retinalu, chromoforu, ktery pouzivaji témér
vSechny organizmy k zachycovani zrakovych vjema.

" Nakanishi, K. Pure Appl. Chem. 1991, 63, 161-170. 11-cis-retinal

11-cis-retinal je chromoforem, ktery pouzivaiji jak tyCinky, tak Cipky lidského oka k zachyceni
svételnych viemu. Pfi absorpci fotonu dojde k izomerizaci na trans-izomer. Tato reakce je sama o
sobé energeticky vyhodna (AG° = -4 kcal/mol), avSak retinal je zakotven v proteinu zvaném opsin,
ktery konformaci all-trans znevyhodnuje. Vyhodna konformacni zmeéna retinalu je tedy spojena s
energeticky nevyhodnou zménou konformace proteinu (vysledna AG? je pfiblizné +35 kcal/mol,
proto je zapotfebi energie fotonu).! Relaxace této napjaté struktury nastartuje fadu signalnich
procesu, které vedou k elektrickému signalu v mozku.

V dnesni prednasce se pokusime objasnit tfi problemy:

1. Jak probihaji prvni faze prenosu svételného vzruchu?

2. Odkud pochazi energie k biosyntéze energeticky nevyhodné konformace 11-cis-retinalu?
Oxidaci vitaminu A vznika retinol ve své konformaci all-trans.

3. Jak je mozné, ze tentyz chromofor, 11-cis-retinal, ktery sam absorbuje v oblasti UV, slouzi
jako ¢idlo pro viditelné svétlo, a to raznych barev?



upraveno podle http://www.sas.upenn.edu/~tareilaj/retinalandrhodopsin.html

V ty€inkach i ¢ipcich je 11-cis-retinal zakotven v proteinu zvaném opsin.
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all-trans retinol dehydrogenase

Konformacéni zména vyvolana absorpci fotonu umozni pripojeni opsinu
na G-protein transducin. To je prvni faze signalni kaskady (viz dale).



all-trans retinal
e — - —

Opsin + 11-cis-retinal = ,,0€ni pigment“ (,,visual pigment®)

Lidska sitnice obsahuje 4 riizné o¢ni pigmenty:
Rhodopsin v tyéinkach, . = 500 nm(Krystalova struktura znama)

P pcich Jakym zpusobem reguluje opsin

Cerve’ny, Amax= 997 nm > vinovou délku absorpce retinalu?
Zeleny, A,.,= 530 nm (3)
Modry, A,..= 425 nm

(struktura jodopsinu je podobna struktuie rhodopsinu, ale zatim pfesné neurcena)
VétSina studii mechanismu byla zatim vénovana rhodopsinu.



Rodopsin a jodopsiny jsou membranoveé proteiny

Tyifinka Cipek

Rodopsin a jodopsiny jsou membranové
proteiny. V ty€inkach je rodopsin zakotven v
membrané disku, v €ipcich jsou jodopsiny
zakotveny v




Konformaéni zména rodopsinu umozni vazbu s transducinem a jeho aktivaci.

Fotoizomerizace retinalu zpusobi konformacni
zménu rodopsinu. Tou se obnazi smy¢€ka spojujici
Sroubovice, na kterou se muize vazat G-protein
transducin.
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Membrana
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Disk interior

Nakanishi, K. Pure Appl. Chem. 1991, 63, 161-170



Konformacéni zména rodopsinu umozni vazbu s transducinem a jeho aktivaci.

Jako vsechny G-proteiny obsahuje transducin vazebné
misto pro GDP nebo GTP. V neaktivni formé je vazan na
GDP. Vazba na aktivovanou formu rodopsinu (,,Meta II*)
umozni vyménu GDP za GTP. Takto aktivovany
transducin se odpoji a na obnazenou smy¢ku se muize
navazat dalsi molekula neaktivniho transducinu.

GTP

Rhodopsin Meta §
akanishi, K. Pure Appl. Chem. 1991, 63, 161-170




Konformacéni zména rodopsinu umozni vazbu s transducinem a jeho aktivaci.
Konformacni zména rodopsinu vytvori na carboxylovém
terminalu vazebné misto pro rodopsin-kinazu (RK), ktera
tam forsforyluje aminokyseliny serin a threonin.

Rhodopsin

akanishi, K. Pure Appl. Chem. 1991

, 63, 161-1707"

fosforylace




Konformacni zména rodopsinu umozni vazbu s transducinem a jeho aktivaci.
Konformacni zména rodopsinu vytvori na carboxylovém
terminalu vazebné misto pro rodopsin-kinazu (RK), ktera
tam forsforyluje aminokyseliny serin a threonin.

Rhodopsin

akanishi, K. Pure Appl. Chem. 1991

, 63, 161-1707°
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Konformacéni zména rodopsinu umozni vazbu s transducinem a jeho aktivaci.
Konformacni zména rodopsinu vytvori na carboxylovém

terminalu vazebné misto pro rodopsin-kinazu (RK), ktera fosforylace
tam forsforyluje aminokyseliny serin a threonin.
Fosforylovana forma Meta Il ma vysokou afinitu pro
protein arrestin, tento inhibitor zablokuje pristup dalsSim
molekulam transducinu. Mezitim se ale stacilo ~100

molekul transducinu gﬂktivovat (=zesileni signalu).
OH OH

G proten

Rhodopsin Meta §
akanishi, K. Pure Appl. Chem. 1991, 63, 161-170




R.H.Kramer, E. Molokanova,
J. Exp. Biol. 204, 2921 (2001)
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R.H.Kramer, E. Molokanova, CNG channel CNG channel
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P¥i nedostatku cGMP (@ ) se uzavie ,,Cyclic nucleotide-gated channel“ (CNG channel)
a stane neprichodnym pro kationty (Na*/K*/Ca2?*), membrana se hyperpolarizuje. To je
signal, ktery se dale vede do mozku.

Ochuzeni ionty Ca2* ma dalSi efekt: Ca?* prestane branit GCAP (Guanylate Cyclase-
Activating Protein) v aktivaci enzymu Guanylate Cyclase (GC), ten tak znovu zaéne
produkovat cGMP, coz svételny vzruch ukonéi.



Jak je tvoren cis-11-retinal z vitaminu A?

all-trans-retinol
(Vitamine A)

Oxidace
Oxidaci vitaminu A vznika all-trans-retinal.

all-trans-retinal

AG? = +4 kcal/mol

Izomerizace all-trans-retinalu na
cis-11-retinal je ale energeticky
nevyhodna (AG? = +4 kcal/mol).
Jak burnika syntetizuje energeticky
nevyhodnou konfiguraci? 11-cis-retinal S




Biosynthesis of 11-cis-retinal, the chromophore of visual pigments

B-carotene

N D S T e e e e N

l Hydrolysis

+ lipid-OH

all-trans-retinol ) i )
(Vitamine A) Tranesterification with

a phospholipid-ester,

lipid-COOR
/ > ) | Hydrolysis:  AG° ~ -5 kcal/mol exergonic
1. Hydrolyza esteru l

all-trans-retinyl ester

Energy source ; Isomerization: AG? = +4 kcal/mol endergonic
2. lzomerace na vazbe 11

Total . AGY ~ -1 kcal/mol exergonic

O
PN
OH R
11-cis-retinal
Cis-retina \O 11-cis-retinol
OH

See: R. R. Rando, The Chemistry of Vitamin  Thg energy for the unfavorable isomerization of all-trans-retinol to
A and Vision, Angew.Chem.Int.Ed. 29, 461-  14_cis_retinol comes from phospholipid esters of the retinal

480 (1990) membrane



Jak je mozné, ze 11-cis-retinal, ktery absorbuje v oblasti UV, slouzi jako €idlo
pro viditelné svétlo, a to ruznych barev?

11-cis-retinal: Amax= 380 nm
Rodopsin v ty€inkach: Amax= 498 nm
godopsin v Cipcich

Cerveny: Amax= 964nm
Zeleny: Amax= 934 nm
Modry: Amax= 420 nm
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1. éast odpovédi: 11-cis-retinal je k opsinu vazan pres amino-skupinu lysinu
296 tvorbou tzv. Schiffovy baze:

11-cis-Retinyliden

pK, protonované Schiffovy baze silné zavisi na okoli v molekule.
V rodopsinu a jodopsinech je Schiffova baze protonovana.

Vytvorenim Schiffovy baze se podstatné zméni absorpc¢ni spektrum 11-cis-
retinalu.



Jednoduchy model pro rodopsin/jodopsiny: Schiffova baze z reakce 11-cis-
retinalu s n-butylaminem:
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l condensation
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2. ¢ast odpoveédi: elektronové prechody v protonované Schiffové bazi budou
zaviset na elektrostatickych interakcich s okolim. Vypoéty skupiny B. Honiga
ukazaly, ze batochromni posun absorpce Schiffovy baze v rodopsinu muze
pochazet z interakce s negativné nabitou skupinou v okoli chromoforu.

Pokusy s derivaty 11-cis-retinalu a 9-cis-retinalu, kde konjugovany systém
dvojnych vazeb byl na riznych mistech prerusen, umoznily predpovédét, kde
se negativni naboj musi nachazet.
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Honig, B, Nakanishi, K., etal.,. J. Am. Chem. Soc. 1979, 101, 7084.



Nejvétsi ,,opsin shifts” jsou pozorovany pro derivaty, kde chromofor je
omezen na fragment mezi C,; a N*. Negativni naboj v opsinu, ktery zpusobuje
,,opsin shift”, se tedy musi nachazet v blizkosti tohoto fragmentu.

B. Honig a K. Nakanishi pomoci vypocétu vyvinuli tzv. ,,External point-charge
model“, kde se nachazi naboj -1 e ~3 A od atomu C,.,.

M

W .

max(R = n-butyl) ,R \ﬁfﬁ
H

(440/500 (425/460: 1800) (392/420: 1700)

Amax(R = Opsin) / N

v \cm
EN ,Opsin shlft“ R

(322/345: 2100) (270/315: @ (275/310(4100)

Honig, B, Nakanishi, K., etal.,. . Am. Chem. Soc. 1979, 101, 7084.




Nejvétsi ,,opsin shifts“ jsou pozorovany pro derivaty, kde chromofor je
omezen na fragment C,,-N*. Negativni naboj v opsinu, ktery zptsobuje ,,opsin
shift, se tedy musi nachazet v blizkosti tohoto fragmentu.

B. Honig a K. Nakanishi pomoci vypocétu vyvinuli tzv. ,,External point-charge
model“, kde se nachazi naboj -1 e ~3 A od atomu C,.,.
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Podle modelu optimalizovaného pro
hovézi rodopsin 11-cis-retinal nemuize

byt planarni (ijak by vyzadovala
optimalizace n-systému), ale musi lezet \
zhruba ve dvou rovinach vzajemné
pootocenych kolem vazby C,,-C,,.

[ ]
------- :~3 A distance mety|
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Krystalova struktura hoveéziho
rodopsinu byla zjisténa o 20 let
pozdéji...
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Honig, B, Nakanishi, K., etal.,. J. Am. Chem. Soc. 1979, 101, 7084.



X-ray structure of bovine rhodopsin,Palczewski et al., Science 289: 739-745 (2000)

Molekula 11-cis-retinalu lezi zhruba ve dvou rovinach, jak predpovézeno
vypocty Honiga a Nakanishiho. Obé roviny jsou ale vici sobeﬂpootoceny rotaci
kolem vazby dq 1-C42, @ ne kolem vazby C,,-C,,, jak predpovézeno.
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Umisténi negativné nabité skupiny (E113) zhruba odpovida strukturnimu
modelu predpovézenému Honigem & Nakanishim, i kdyz vzdalenost od
C12 je delsi, nez predpovézeno.




Cviceni

Jak uvedeno na zacatku prezentace, konformaéni zména rodopsinu po
absorpci fotonu a izomerizaci retinalu je spojena s AG,, priblizneé +35 kcal/mol.
StaCi energie fotonu na nabuzeni této energeticky nevyhodné konformace?
Vypoctéte energii fotonu pro vinovou délku 500 nm v jednotkach kcal/mol.



