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1. Uvod

Historie pterind se zacina podle dostupnych pramentl
psat v roce 1889, kdy Hopkins izoloval Zluty pigment
z kiidel lepidoptera1 . Pozdé&ji skupina téchto pigmenti do-
stavd nazev pteridiny (pteron = fecky kiidlo)’ aje zjisténa
jejich struktura™.

Pomérné vysoké koncentrace pterind se nachézeji pou-
ze jako pigmenty u hmyzu, obojZivelnikil, plazi a ryb’-°.
U c¢lovéka byly pteriny nejprve zjistény v moci jednak pro
snadnou dostupnost vychoziho materidlu a jednak pro rela-
tivné vysoké koncentrace. Jedna se pfedevSim o xantho-
pterin’, biopterin® a neopterin’.

Z velkého poctu pterinti, jen u nékolika byla popsidna
jejich biologicka funkce. Biopterin stimuluje mitosu u trypa-
nosomy Crithidia flagellata'®, jeho redukovana forma 5,6,7,8-
-tetrahydrobiopterin slouZzi jako kofaktor monooxygenas
aromatickych aminokyselin!! a NO-synthasy!%13. Funkce
neopterinu v organismu je doposud neobjasnéna. Sledovani
jeho koncentrace v télesnych tekutinich napomaha pied-
vidat vyvoj patologického stavu spojeného s aktivaci bu-
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nééného imunitniho systému'"'"’. Molybdopterin tvoii z4-

kladn{ strukturu molybdenovych kofaktort'® oxidoreduk-
tas, napf. nitratreduktasy, sulfitoxidasy a xanthinoxidasy.

2. Chemicka charakteristika

2.1.Struktura a rozdéleni

Zakladni struktura pterinti je odvozena od pyrazino-
-[2,3-d]-pyrimidinového bicyklického systému zvaného
pteridin. Derivéty pteridinu se podle substituce pyrimidi-
nového cyklu déli na pteriny (derivaty 2-amino-4-oxo-3,4-
-dihydropteridinu) a lumaziny (derivaty 2,4-dioxo-1,2,3,4-
-tetrahydropteridinu). Podle velikosti substituentd Ize de-
rivaty pteridinu rozdélit na nekonjugované (pteridiny s re-
lativné malymi substituenty, jako napf. neopterin, biopte-
rin, molybdopterin, onkopterin) a konjugované, které obsa-
huji vétsi substituenty vazané na pteridinovy cyklus (napft.
kyselina listova, riboflavin, methanopterin'’).

Pteriny (obr. 1) Ize odlisit jednak podle postranniho
fetézce v pozici 6, jednak podle oxidacniho stavu pteridi-
nového cyklu. Piehled hlavnich pterinti zjisténych u ¢lo-
véka je uveden v tabulce 1. V prirodé se vyskytuji rovnéz
isopteriny, které maji postranni fetézec z pozice 6 pfemistén
do pozice 7. Vznikaji pravdépodobné neenzymaticky pte-
smykem z matefskych pterinti. U ¢lovéka byly zjistény
isosepiapterin®, isoxanthopterin, isobiopterinwvzo. Mo-
lybdopterin obsahuje dithiolenovou skupinu, kterd vaze
molybden (Mo**) (cit.”"). V n&kterych enzymech se vysky-
tuje molybdopterin jako dinukleotid.

2.2. Chemické vlastnosti

Pteriny jsou fotosenzitivni slouCeniny a na svétle se
rozkladaji na rtizné derivity pteridinu. Vyskytuji se ve tiech
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Obr. 1. Strukturni vzorec pterini v oxidované form&



Tabulka I

Ptehled hlavnich pterint zjisténych v lidskych burikach a télesnych tekutinach

Slougenina R! R’
Pterin H H
Xanthopterin OH H
6-Formylpterin CHO H
6-Karboxypterin COOH H
6-Hydroxymethylpterin CH,OH H
Sepiapterin (2’S)-CO-CHOH-CH;4 H
Biopterin (1'R,2°S)-CHOH-CHOH-CH3 H
Orinapterin (threo-Biopterin) (1°S,2°S5)-CHOH-CHOH-CH; H
Onkopterin (1’R,2’S)-CHOH-CHOH-CH3 CH,-CH,-CH,-NH,
Neopterin (1’S,2’R)-CHOH-CHOH-CH,OH H
Monapterin (threo-Neopterin) (1’S,2’S)-CHOH-CHOH-CH,OH H
Umanopterin (1’R,2’R)-CHOH-CHOH-CH,OH H
Molybdopterin CSH=CSH-CHOH-CH20—PO31' H

oxidacnich forméch, v 5,6,7,8-tetrahydro-, 7,8-dihydro-
nebo v plné€ oxidované (aromatické) formé¢. Dihydropteriny
existuji rovnéz v méné stabilni chinoidni struktufe. Redu-
kované formy pterindl snadno podléhaji oxidaci vzduSnym
kyslikem, zvI4§té v pfitomnosti ionttt kovii”. Touto oxida-
ci nevznikaji pouze plné¢ oxidované formy mateiské slou-
Ceniny, ale v disledku riiznych presmykid béhem oxidace
dochazi ke vzniku jinych derivat pteridinu™. Redukované
formy pterini maji velmi silné antioxidaéni ti¢inky a mo-
hou in vivo plisobitjako lapaée reaktivnich forem kysliku™.
Biopterin a neopterin lze ziskat z jejich redukovanych
forem oxidaci jodem®'**. PH oxidaci tetrahydropterini
dochézi souCasné ke $t€peni postranniho fetézce. Pouze
oxidované formy pterinti vykazuji silnou modrou fluores-
cenci. Biopterin a neopterin véetné svych riiznych oxidac-
nich stavi maji podobna UV spektra?®. Volny molyb-
dopterin je velmi labilni, mizZe byt stabilizovan ve spojeni
se specifickym proteiny u nichZ plni roli kofaktoru®.

3. Biosyntéza pterin(i

Biosyntéza vSech pterind a pteridini za¢ind hydroly-
tickym S§tépenim GTP pomoci GTP cyklohydrolas. Prvni
reakéni krok biosyntézy vétsiny znamych pteridini kataly-
zuje GTP cyklohydrolasa I (EC 3.5.4.16), vyjimku tvofi
biosyntéza riboflavinu u bakterii a rostlin, které obsahuji
GTP cyklohydrolasu 11 (cit.?82).
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Biosyntéza tetrahydrobiopterinu z GTP probiha ve tfech
enzymovych krocich (obr. 2)3°. Nejdtive se molekula GTP
$tépi pomoci GTP cyklohydrolasy I na D-erythro-7,8-di-
hydroneopterintrifosfat. Tato sloucenina je klicovym inter-
medidtem v biosyntéze vétSiny ostatnich pteridind. V dal$im
stupni je 7,8-dihydroneopterintrifosfiat oxida¢né defosfory-
lovan Mg2*-dependentni 6-pyruvoyltetrahydropterinsyn-
thasou (EC 4.6.1.10) na 6-pyruvoyltetrahydropterin. V po-
slednim stupni jsou dvé oxoskupiny v postrannim fetézci
6-pyruvoyltetrahydropterinu redukovdny NADPH-depen-
dentni sepiapterinreduktasou (EC 1.1.1.153) na 6R-L-ery-
thro-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin (BH4). Tato posledni pre-
ména muZze byt rovnéz katalyzovana karbonylreduktasou
(EC 1.1.1.184) a aldehydreduktasou (EC 1.1.1.21)3!, coz
se zdd byt vyznamné v piipadé inhibice nebo funkéni
nedostatecnosti sepiapterinreduktasy.

Biosyntéza tetrahydrobiopterinu probiha predevsim
v hepatocytech, v lymfocytech a v dopaminergnich a sero-
toninergnich synaptosomech. V lidskych hepatocytech je
aktivita 6-pyruvoyltetrahydropterinsynthasy32 asi o dva f4-
dy niz8i nez u ostatnich savcli a dany enzym chybi v lid-
skych monocytech/makrofazich33:34. Nasledkem je aku-
mulace 7,8-dihydroneopterintrifosfatu v butikdach, ktery je
po hydrolyze uvoliiovan jako 7,8-dihydroneopterin a neo-
pterin. ZvySena biosyntéza neopterinu probihd ve vétSim
méfitku v monocytech/makrofazich aktivovanych cytoki-
ny, predevsim interferonem-y (cit.”>**). U aktivovanych
makrofdgl je pomér celkového neopterinu k celkovému
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Obr. 2. Schéma biosyntézy 5,6,7,8-tetrahydrobiopterinu a dalSich pteridini z guanosintrifosfatu

#_%). Vyssikoncentrace neo-

biopterinu pfiblizné 50:1 (cit.
pterinu byla rovn&Z nalezena u primati™.

Dalsim spoleénym intermedidtem biosyntézy nékte-
rych pterint je 7,8-dihydro-6-hydroxymethylpterin, z kte-
rého u kvasinek vznikd molybdopterin®, u bakterif kyse-
lina listov4™, u methanogennich bakterii pterinové slozka
methanopterin®’. Zistava stale otdzkou, zda molybdopterin
u ostatnich druhil vznika stejnou cestou jako u kvasinek.

Biosyntéza monapterinu byla popsdna zatim u E. coli,
kdy z 7,8-dihydroneopterintrifosfatu enzymatickou premé-
nou vznikd 7,8—dihydromonapterintrifosfét4]. Umanopte-
rin je tvofen u Clovéka pravdépodobné neenzymaticky
z 7,8-dihydroneopterinu(trifosfitu)®’, zatimco u Tetrahy-
mena pyriformis za podpory enzym®.

Regulace biosyntézy. Biosyntéza BH4 je regulovana riiz-
nymi mechanismy”, které vét§inou vyhradné ovliviiuji prvni
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a klicovy enzym, GTP cyklohydrolasu 1. Kladny koopera-
tivni efekt na enzym ma substrdit GTP. zatimco kone¢né
produkty di- a tetrahydropteriny plisobi inhibi¢n&*. Fenyl-
alanin stimuluje aktivitu GTP cyklohydrolasy I v hepatocy-
tech u krys zprostfedkované pomoci regulaéniho proteinu®.

Prozanétlivé cytokiny stimuluji biosyntézu pteridini
zvySenou transkripci a naslednou de novo syntézou GTP
cyklohydrolasy 1 (cit.*’"*"). Exprese néslednych dvou en-
zymi je konstituéni”. Neju¢inngj§im stimuldtorem je in-
terferon-y, velmi silnym kostimuldtorem je TNF-c, ktery
viak sdm o sob& nevykazuje stimulaéni efekt”. Nékteré
hormony jako inzulin, reserpin’ a glukokortikoidy™ sti-
muluji biosyntézu BH4 rovnéz indukci GTP cyklohydro-
lasy I. Inhibi¢né na indukci plisobi protizdnétlivé cytokiny
jako napt. transformujici rastovy faktor beta™-*, inter-
leukiny 4 a 10 (cit.>).



4. Funkce pterinli v metabolismu

Tetrahydrobiopterin. Uloha BH4 v metabolismu byla
do podrobnosti studovdna u monooxygenas aromatickych
aminokyselin®. Zatim bylo zji§téno pét enzym, jejichz
aktivita zavisi na BH4: fenylalanin-4-monooxygenasa (EC
1.14.16.1)!!, tyrosin-3-monooxygenasa (EC 1.14.16.2)*,
tryptofan-5-monooxygenasa (EC 1.14.16.4)”, alkylgly-
kol-ether-monooxygenasa (EC 1.14. 16.5)%% NO-synthasa
(EC 1.14.13.39)!2. U monooxygenas aromatickych amino-
kyselin je BH4 po hydroxylaci substriatu zpét recyklovan
na aktivni kofaktor pomoci dvou enzymii: 4a-karbinolamin-
dehydratasou (EC 4.2.1.96) a dihydropteridinreduktasou
(NADH: EC 1.6.99.7, NADPH: EC 1.6.99.10) (obr. 3)*.
V nepiitomnosti 4a-karbinoldehydratasy, 4a-hydroxytetra-
hydrobiopterin je dehydratovan spontanné nizsi rychlosti,
pri¢emzZ dochdzi ¢aste¢né k presmyku postranniho fetézce
v pteridinovém cyklu z C6 na C7 za vzniku isobiopterinu2?,
Pfi reakci vznikd vedle 4a-hydroxyderivatu téz O2’ 4a-cy-
klicky-tetrahydrobiopterin®.

Mechanismus ptisobeni BH4 jako kofaktoru u NO-syn-
thasy (NOS) se odliSuje od uvedenych monooxygenas.
Zatim byly popsany tii rozdilné izoenzymy NOS, mozko-
vy, endotelidlni a inducibilni®. Tyto izoenzymy katalyzuji
NADPH-dependentni Selektronovou oxidaci L-argininu za
vzniku oxidu dusnatého. BH4 ma4 vlastnosti prostetické
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hemem®? udrzuje enzym v redukovaném aktivnim stavu®"®.
BH4 se pfimo nepodili na redukci molekulového Kysli-
ku®®’, ale bylo zjisténo, Ze reduktizova doména NOS
dokéZe redukovat chinoidni dihydrobiopterin na BH4 (cit.”).
Volny BH4 inaktivuje NO za tvorby peroxynitratu®” a chrani
tak enzym pred inhibici produktem reakce’. Tvorbu NO
inducibilni NOS je mozné in vivo velmi ucinn¢ sniZit
inhibici biosyntézy BH4 (cit.”").

Bylo zjisténo, ze BH4, ktery je ve zvySené mife produ-
kovan aktivovanymi T lymfocyty, zvySuje jejich afinitu
k interleukinu-2, coZ vede k jejich zvysené proliferaci’273.

vy g 74175

Dalsi funkci BH4 je ucast na fizeni bunééného cyklu
nebo v regulaci melanogeneze’®.

Neopterin. Stanoveni koncentrace neopterinu v téles-
nych tekutindch u lidi a primatii je mozné pouzit ke sledo-
vani stimulace GTP cyklohydrolasy I cytokiny!#77, pfe-
dev8im interferonem-y. Dosud neni vyfeSeno, jestli vyssi
koncentrace neopterinu v lidskych bunkach a télesnych
tekutinach plni néjakou funkci nebo pouze indikuje ¢a-
ste¢nou degeneraci biosyntetické cesty’*-”". Nicméné, neo-
pterin a jeho redukovand forma se podileji u ¢lovéka na
modulaci cytotoxicity reaktivnich forem kysliku a chlo-
ru®®"** a nezdvisle na kyslikovych radikdlech a NO vyvo-
lavaji apoptézu bunék™'™. Dihydroneopterin je schopen
aktivovat transkripéni faktory a indukovat expresi HIV-1
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Obr. 3. Recyklace 5,6,7,8-tetrahydrobiopterinu p¥i hydroxylaci aromatickych aminokyselin



genum, zatimco neopterin stimuluje expresi inducibilni

NOS v endotelu cév'’.

Molybdopterin.. Molybdopterin je komponentou pteri-
novych molybdenovych kofaktort'®. Pteridinovy cyklus je
zde v redukované formé a ticastni se pravdépodobné v pro-
cesech pfenosu elektront®™
enzymi obsahujicich molybdopterin'®*"". Viechny en-
zymy obsahujici’ molybden kromé nitratreduktasy kataly-
zuji oxidaéni hydroxylace nebo redukéni dehydroxylace™,
U clovéka jiz byly zjistény dédicné poruchy biosyntézy

molybdopterinu, jeZ je kofaktorem sulfitoxidasy a xan-
94,95

. Je znama fada bakteridlnich

thinoxidasy

Xanthopterin v razné mite ovliviiuje rast a diferenciaci
bunék75'96"98.

Onkopterin. Pomérné nedivno byl v mo¢i nemocnych
malignim lymfomem izolovdn N2-(3-aminopropyl)biopte-
rin, onkopterin®. Tato slou¢enina by mohla v budoucnu
slouzit jako citlivy tumorovy marker!00,

6-Formylpterin a 6-hydroxymethylpterin jsou ve vétSim
mnozstvi tvofeny v nadorovych burikiach jako degradaéni
produkt kyseliny listové!01-104,

Methanopterin.. Podobnou funkci jako kyselina listova
v metabolismu jednouhlikatych zbytkii ma u methanogen-
nich bakterif methanoptetin'®.

6. Metody stanoveni

Kromé vyzkumu je stanoveni nékterych pterini vyza-
dovano v klinické praxi na odhaleni metabolické poruchy
nebo predviddni a sledovani vyvoje patologického procesu
resp. jeho 1é¢by. Nejcastéji se pteriny stanovuji v moci,
plazmé, séru a mozkomisnim moku, kde je jejich koncen-
trace ¥adové 109—10"°mol.dm™3. Nen{ viak doposud t4dn&
prozkoumano, jaka je stabilita pterind v téchto vzorcich,
pongvadz fada studii tykajici se stability byla provddéna
pouze v modelovych vzorcich. Kritickym mistem je zpra-
covani vzorkil pfed vlastni analyzou'®. Prevlddajichroma-
tografické metody stanoveni, které jsou v korela¢nich stu-
diich postupné nahrazovidny imunoanalyzami.

HPLC metody. Pteriny lze stanovit pfimo pomoci rever-

3.107-117 " jontové-parové'™'*, iontoménico-

zné-fazové?
vé!25-127 g chirdlni! 28,129 vysokouginné kapalinové chro-
matografie s néslednou fluorescen¢ni' a/nebo elektroche-
mickou detekci, Chromatografie na reverzni fizi je vhodna
na stanoveni oxidovanych pterini. Na separaci pterini
v rizném oxidaénim stavu, nebo riznych tetrahydropteri-

nd, nebo na separaci mono-, di- a trifosfitl pterin( je
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vyhodné pouzit iontové-pirovou nebo iontoméniCovou
chromatografii. Biologicky vzorek se vétSinou aplikuje
piimo, pouze pfi obsahu proteintl je nutné provést deprotei-
naci!1L.113,118,130,131  predseparaci vzorku®-'*’-"#%
nebo gradientovou eluci s prepindnim kolon!301ze zabranit
kontaminaci analytické kolony a ztraté citlivosti. Jako in-
terni standard se pouzivd 6-methylpterin!Z® nebo 6,7-di-
methylpterin!03.109,

Diky silné fluorescenci oxidovanych forem pterint je
mozna jejich pomé&rné specificka a citlivd detekce bez pfed-
choziho zakoncentrovani!0%111 Redukované formy je nut-
no pred vlastni analyzou oxidovat chemic};y]()vzil 11,123,134,135
nebo elektrochemicky!1!- 120, Viechny oxidagni formy bio-
pterinu lze stanovit fluorimetricky, jestlize se oxidace pro-
vadi jodem v prostfedi o riizném pH (cit.”),

Endogenni oxidované a redukované pteriny v biolo-
gickém materialu je mozné piimo stanovit elektrochemic-
kou detekei. Byly pouZity amperometrické elektrody!30:137
a coulometrické elektrody z porézniho grafitu v sériovém
zapojeni pred fluorescenénim detektorem!! 1:118,120 Modi-
fikovanou metodou lze detegovat rovnéz chinoidni formu
dihydrobiopterinu'™.

Bioanalyza. Celkovy biopterin lze stanovit nepiimo
pomoci citlivé bioanalyzy s pouzitim Crithidia fascicula-
1a'39-142 Metoda neni specifickd, pongvadz jako ristovy
faktor Crithidiaf.. mohou slouZit i jiné pteriny'*’, Vzorky
musi byt pred sterilizaci oxidovany, ponévadz béhem auto-
kldvovani a vlastni nékolikadenni inkubace dochazi ke
ztraté labilnich redukovanych forem biopterinu'®,

Fluorimetrie. Celkovy obsah pterinli je mozné po oxi-
daci redukovanych forem jodem stanovit fluorimetric-
ky 144 Fluorimetrické metody bylo téZ pouZito na stanoveni
xanthopterinu v krvi”,

Dalsi metody.. Redukované formy biopterinu lze sta-
novit za pomoci enzymi fenylalanin-4-monooxygenasy
a/nebo dihydropterinreduktasy!4>-147 Detekce hmotnostni
spektrometrii byla vyuzita pii stanoveni pterini plyno-
vou'*""! a kapalinovou chromatografii®. Ke stanoveni
neopterinu nebo biopterinu imunoanalyzou jsou jiz dostupné
komer¢ni sety. Pivodné vyvinuta radioilnunoanalyza15zv153
je v dne$ni dob& nahrazovana metodou ELISA 54156,

7. Zavér

Uvedeny piehled ukazuje, Ze pteriny predstavuji Si-
rokou skupinu liatek s rozlicnym biologickym ucinkem.
Zatimco uloha tetrahydrobiopterinu v metabolismu je jiz



pomérné podrobné popsana, funkce ostatnich pterinti zi-
stava pfedmétem dalSiho vyzkumu. Lze oCekavat, Ze objas-
néni jejich role v zivych organismech pfispéje k dalsimu
rozsiteni poznatki o procesech probihajicich na molekular-
ni drovni a nasledné¢ k pokroku v 1écbé a diagnostice
nékterych chorob.
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J. Tomandl (Department of Biochemistry, Faculty of
Medicine, Masaryk University, Brno): Pterins

The review summarizes the recent knowledge on the
group of biologically active compounds called pterins.
Biosynthesis of all known pterins starts from quanosine
triphosphate and it is in vivo stimulated by cytokines,
mainly by interferon gamma. Pterins can exist in three
oxidation states, the reduced forms of which are relatively
unstable. More details on the biological f unction are known
only for some pterins. Tetrahydrobiopterin is an essential
cofactor of aromatic amino acid monooxygenases and its
role in the synthesis of nitric oxide has been recently
studied. Neopterin is a sensitive marker of activated cell-
mediated immunity and may be involved in processes
mediated by oxygen radical. Molybdopterin is a component
of molybdenum cofactors that participate in redox re-
actions. Oncopterin was found in urine of patients with
malignant lymphoma and is expected to be a promising
biochemical marker of some cancers. The HPLC with
fluorescence or electrochemical detection are the pre-
dominating analytical methods for the determination of
pterins.





