Связывание пиридоксаля, пиридоксаль-5'-фосфата и производных гидразонов с бычьим сывороточным альбумином в водных растворах
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Важным этапом доставки низкомолекулярных соединений в живые клетки является связывание их с транспортными белками крови. Изучение соединений с потенциальной биологической активностью часто включает исследование их взаимодействий с некоторыми модельными транспортными белками Обычно это бычий или человеческий сывороточный альбумин (BSA и HSA).
Пиридоксаль-5'-фосфат (PLP) и пиридоксаль (PL) являются кофакторами, производные которых проявляют широкий спектр ферментативной активности. Значительная часть возможного влияния гидразонов на основе PLP или PL на жизнедеятельность связана с их способностью связывать ионы металлов в стабильные хелатные комплексы. Эти эффекты могут быть как положительными, так и отрицательными, например, связывание железа связывают с антипролиферативным действием гидразонов пиридоксаля [1], но, в то же время, гидразоны могут быть токсичные для кроветворящих клеток [2].
В данном исследовании была уточнена константа связывания между PLP и BSA, впервые определена константа связывания PL с BSA спектрофотометрическим методом; определены константы ассоциации между пятью гидразонами, производными PLP, и BSA методом спектофлуориметрии; при помощи ИК-спектроскопии выяснено влияние этих гидразонов на вторичную структуру BSA. Результаты исследования устойчивости продуктов связывания витамина В6 и его производных с BSA приведены в Табл. 1, 2.
Таблица 1. Кажущиеся константы скорости образования и диссоциации комплекса BSA + PLP, PL
	Альдегид
	k'1, L mol-1 min-1
	k'-1, min-1
	log Kb

	PLP
	1183±57
	0.0011±0.0002
	6.03±0.05

	PL
	52.4±2.1
	0.019±0.004
	3.45±0.04


Таблица 2. Константы связывания гидразонов производных PLP с BSA (1:1)
	Гидразон
	PLP-INH
	PLP-PH
	PLP-F2H
	PLP-T2H
	PLP-PZAH

	log Kb
	5.04±0.10
	5.38±0.11
	5.80±0.14
	5.61±0.06
	5.07±0.04

	αλ=333, %
	5.49±1.77
	39.39±6.36
	9.72±1.48
	15.00±2.33
	16.71±4.50


Установлено, что PLP образует более устойчивый комплекс с BSA с более высокой константой скорости реакции образования, чем PL; ассоциаты гидразон-BSA имеют стехиометрию 1:1, и основания Шиффа, содержащие пятичленные ароматические системы связываются с белком более прочно; наиболее сильное разрушение вторичной структуры характерно для гидразона PLP-INH, наименьшее – для PLP-PH.
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