UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Stanoveni malondialdehydu jako sekundarniho
produktu lipidové peroxidace v lidskych

nadorovych bunkach

BAKALARSKA PRACE
Autor: Martina Zehnalkova
Studijni program: B1406 Biochemie
Studijni obor: Biotechnologie a genové inZenyrstvi
Forma studia: Prezencni
Vedouci prace: Magr. Ursula Ferretti

Rok: 2018



ProhlaSuji, Ze jsem bakaldfskou praci vypracovala samostatné s vyznacenim vSech
pouzitych prament a spoluautorstvi. Souhlasim se zvefejnénim bakalaiské prace podle
zakona €. 111/1998 Sb., o vysokych skolach, ve znéni pozdégjSich ptedpist. Byla jsem
seznamena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zadkona

¢. 121/2000 Sb., autorsky zédkon, ve znéni pozdéjsich predpisti.

V Olomouci dne .......oovvvvveeeenn.



Podékovani

Na tomto misté bych rdda podékovala mé vedouci Mgr. Ursule Ferretti za odborné
vedeni, vstficnost, trpélivost a Cas, ktery mi vénovala v pribéhu feSeni mé bakalaiské
prace. D€kuji Mgr. Marku Récovi, Ph.D. za pomoc s realizaci experimentélni prace a
cenné rady. Za cenné piipominky dekuji také doc. RNDr. Pavlu Pospisilovi, PhD.
Nakonec bych chtéla podekovat svym blizkym za podporu béhem mého studia.

Tato prace byla provedena pod zastitou grantu IGA_PrF_2018_022.



Bibliograficka identifikace

Jméno a piijmeni autora

Nazev prace

Typ prace
Pracovisté

Vedouci prace

Rok obhajoby prace

Abstrakt

Kli¢ova slova
Pocet stran
Pocet ptiloh

Jazyk

Martina Zehnalkova

Stanoveni malondialdehydu jako sekundéarniho
produktu lipidové peroxidace v lidskych nadorovych
buiikach

Bakalarska
Katedra biochemie
Magr. Ursula Ferretti
2018

Reaktivni formy kysliku jsou intenzivné studovanymi
latkami, jelikoz mohou vyvoldvat oxidacni stres
a poskozeni biomolekul, napi. lipidovou peroxidaci.
V této studii byl sledovan vliv tii reaktivnich forem
kysliku, konkrétn¢ singletniho kysliku, peroxidu
vodiku a hydroxylového radikélu na lidské rakovinné
bunky. Byl vyhodnocen jejich vliv na vitalitu bunék
apomoci fluorescencni proby byla konfokalnim
mikroskopem  potvrzena  probihajici  lipidova
peroxidace. Metodou HPLC byla stanovena
koncentrace vznikajiciho malondialdehydu,
sekundarniho produktu lipidové peroxidace. Vysledky
ukazuji vyznamny vliv reaktivnich forem kysliku na
vitalitu bunék, kdy s del§im inkuba¢nim casem se
vitalita bunék sniZzovala. Dale byl demonstrovan vznik
hydroperoxidi u rakovinnych bunék oSetfenych
reagenty tvoficimi singletni kyslik a hydroxylovy
radikal. Z wvysledkt stanoveni malondialdehydu
vyplyva, zZe vybrané reaktivni formy kysliku
nevykazuji rostouci tvorbu malondialdehydu s delsim
inkubacnim C¢asem. Nelze vSak vyloucit tvorbu
konkurenénich  sekundarnich  produktd lipidové
peroxidace odlisnymi drahami.

Lipidové peroxidace, malondialdehyd, HPLC
47
0

Cesky



Bibliographical identification

Autor’s first name and
Surname

Title

Type of thesis
Department

Supervisor

The year of presentation

Abstract

Keywords
Number of pages
Number of appendices

Language

Martina Zehnalkova

Determination of malondialdehyde as the secondary
product of lipid peroxidation in human cancer cells

Bachelor

Department of biochemistry
Magr. Ursula Ferretti

2018

Reactive oxygen species are intensively studied
substances, because they can cause oxidative stress
and damage to biomolecules, such as lipid
peroxidation. In this study, the effect of three reactive
oxygen species, namely singlet oxygen, hydrogen
peroxide and hydroxyl radical, on human cancer cells
was observed. Its effect on cell viability was
evaluated and lipid peroxidation via fluorescence
probe and confocal microscopy was confirmed.
The concentration of malondialdehyde, the secondary
lipid peroxidation product, was determined by HPLC.
The results showed a significant effect of reactive
oxygen species on cell viability, when with longer
incubation time the cell viability decreased.
Furthermore, the formation of hydroperoxides in
singlet oxygen and hydroxyl radical treated cancer
cells was demonstrated. The results of
malondialdehyde determination indicate that selected
reactive oxygen species do not show increased
malondialdehyde production with longer incubation
time. However, the formation of competing
secondary products by different paths of lipid
peroxidation can not be excluded.

Lipid peroxidation, malondialdehyde, HPLC
47
0

Czech



OBSAH

1

2

2.1
2.1.1
2111
2.1.1.2
2.1.2
2121
2.1.3
214
2.2
2.2.1
2.2.2
2.2.3
2.2.4
2.3
2.3.1
2.3.2
2.3.3
2.3.3.1
2.3.3.2
2.4
24.1
2.4.2
2.4.3

3

3.1
3.1.1
3.1.2
3.2

3.3
3.3.1
3.3.2
3.3.3
3.3.3.1
3.3.3.2
3.34
3.35

4

4.1

4.2

4.3

4.4

5

6

7

UVOD ..ottt 8
SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY ........ccccocoomiiiimnnnrinnnninns 9
Kyslik @ Jeho fOrmy ........ccoiiiiiiiiiiii i 9
Neradikalové reaktivni formy KysHKuU......cccooooieiiiiiiii e, 9
Singletni KySIK ......cooiiiiiiii 10
PeroXid VOAIKU ....ccuviiiiiiei e 10
Radikalové reaktivni formy KyslKu.........ccoovviiiiiiiiie 11
Hydroxylovy radikal.........cccooiiiiiiiiiiiii e 12
Interakce reaktivnich forem kysliku s biomolekulami ..............cccccooiiiinnnnns 12
Vliv reaktivnich forem kysliku na zdravi.........ccoccvviiiiiinnii e 14
ANtiOXIAACHT SYSTEMY ...t 15
KAEBIASE ... 16
L-ASKOTDAL. ... 17
TTOLOX v 17
Propylalat.....ccoiiiiiiei e 17
Lipidova PeroXidace .....ccicuvieiiiiiiiiieiiiie st 18
Neenzymatickd lipidova peroxidace ..........ccooervririiieiiiiiinieneeeeee s 19
Enzymaticka lipidova peroXidace..........ccovverieeiiiiiieiie e 20
Produkty lipidoveé peroXidace. .........cccvrvirieeiiiiiiiieiieeseeseee e 21
Primarni produkty lipidoveé peroXidace ..........cccovvveieiieiiiieniieiee e 22
Sekundérni produkty lipidoveé peroxidace...........cccvvvereeiiiiiiieiiniesecc e 22
Malondialdenyd ..........cceeiiiieie e s 23
Vznik malondialdenydu .........cccooeiiiiiiiie 23
Metabolismus malondialdehydu............c.ccooiveiiiiiiicc e, 24
Metody detekce a kvantifikace malondialdehydu ...........ccccooviiiiiiiiiiiine, 25
EXPERIMENTALNI CAST .....ooviiiiriiiinsiesssessssssssssesnnens 27
IMALETIAL ... 27
ChemMIKALIC. ....coiiiiiieec e 27
PHIStrojove VyDaVenT.......cooiviiiiiic e 27
Biologicky material a kultivaéni podminky ..........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiie 28
IVIBEOY ... bbbt b e bbb 28
Urceni poctu a vitality bBun€k ..........cccoooiiiiiiiiiii 28
Ptiprava biologickych VZOrKi...........ccooiiiiiiiiiii e 29
Stanoveni malondialdehydu v rakovinnych bunikach............cccooiniiiiiniinnn. 29
Ptiprava vzorkl pro méfeni pomoci HPLC...........ccoooiiiiiiiiice 29
Stanoveni kalibra¢ni kiivky koncentrace malondialdehydu..............ccccenenne. 30
Detekce hydroperoxidil konfokalni mikroskopii.........cccooveriiiiiiiiiiiicnicnns 31
SEAtIStICKA ANALYZA ... 31
VYSLEDKY A DISKUZE ..........oocovivivevseeeesieeeeeeeeeeesessses s, 32
Vliv reaktivnich forem kysliku na vitalitu bun€k...........ccccocooiiiiiiininnn 32
Detekce hydroperoxidil konfokalni mikroskopii.........cccooveriiniiiiiiiiiniinins 33
Kalibra¢ni kiivka pro malondialdehyd............cccoooiiiiiiiiiiiie 34
Stanoveni malondialdehydu v rakovinnych buiikach............ccccooeiiinn 36
ZAVER ..ottt 40
LITERATURA L.t 41

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK...........ccoooeveeeeen., 46



CILE PRACE

Teoreticka ¢ast

Vypracovat literarni reSerSi na téma peroxidace lipidi a produkce malondialdehydu,

reaktivnich forem kysliku a antioxida¢nich systémii.
Prakticka cast

Zvladnout metodiku prace s vysokotlakou kapalinovou chromatografii (HPLC).
Stanovit produkci malondialdehydu v lidskych nadorovych buikach pomoci HPLC.

Vyhodnotit namétené vysledky a diskutovat v porovnani s literaturou.



1 UVOD

Reaktivni formy kysliku jsou jak radikalové, tak i neradikalové molekuly, jez vznikaji
| pfirozené v bunice vlivem metabolickych pfemén. Bunky disponuji riznymi
antioxida¢nimi systémy, které je chrani viéi negativnim vlivim reaktivnich forem
kysliku (i dusiku). Pokud vSak ucinek reaktivnich forem pievazi G¢inek antioxidanti,
dochazi k oxida¢nimu stresu a poskozeni biomolekul. Pfikladem takového procesu je
peroxidace lipida, pfi které mize dochazet k poskozeni buné¢nych membran.

Lipidova peroxidace miuze byt vyvolana neenzymaticky (reaktivnimi formami
kysliku) 1 enzymaticky (lipoxygenasy, cyklooxygenasy, cytochrom P450). Béhem
tohoto dé&je vznikaji produkty, které mohou dale reagovat a poskozovat buiku.
V biologickych systémech jsou poskozovany biomolekuly, ¢imz mohou byt zasazeny
i signalni drahy buniky. Pokud lipidové peroxidaci buitka nedokaze zabranit obrannymi
mechanismy, miize dochézet az k apoptdze koncici bunécnou smrti.

Lipidovou peroxidaci dochazi primarné k tvorb¢ lipidovych hydroperoxidu, které se
dale ucastni tvorby novych reaktivnich produkti. Mezi sekunddrni produkty patii
aldehydy, z nichZz nejsledovanéj$i jsou malondialdehyd a 4-hydroxynonenal. Tyto
aldehydy jsou relativné stabilni latky, biologicky vysoce aktivni a maji mutagenni
a toxické ucinky. Malondialdehyd je pouzivan jako marker oxidativniho poSkozeni
bunék a vyskytuje se ve dvou formach — volné a vazané. Vaze se na thio- a amino-
skupiny proteinti a nukleovych kyselin. Mnozstvi volného malondialdehydu je obvykle
velmi nizké a obtizné¢ detekovatelné, proto se nejcastéji detekuje celkovy
malondialdehyd.

Teoreticka ¢ast této prace se zabyva popisem vybranych reaktivnich forem kysliku
(jejich vznikem, reaktivitou a produkty jejich reakci), antioxida¢nich systémii a lipidové
peroxidace se zameéfenim na malondialdehyd. Prakticka Cast této prace popisuje
pusobeni reaktivnich forem kysliku na vitalitu buné€k, jejich vliv na peroxidaci lipida

a kvantifikaci malondialdehydu, jakozto sekundarniho produktu lipidové peroxidace.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Kyslik a jeho formy

vvvvvv

ve formé molekularniho plynu, tak i v Siroké fadé sloucenin. U aerobnich organismu je
konecnym akceptorem elektronti katalytického metabolismu a umoznuje kontinudlni
zisk energie. Pfirozena snaha kysliku dosahnout elektronového oktetu (redukce) mize
byt doprovazena vznikem jeho reaktivnich forem (ROS), které muzeme rozdélit
na neradikalové a radikalové (Lane, 2002).

Molekularni kyslik (O2) nas obklopuje jako dvouatomova molekula, jejiz atomy jsou
vézany kovalentni dvojnou vazbou. Pies 99% O, v atmosféfe je tvofeno isotopem *°O
a stopovym mnozstvim *'O a 80. Molekuléarni kyslik ma Etyfi volné elektronové pary.

Pii tvorbé O, redistribuci elektronli do nové vzniknuvsich molekulovych orbitali
vznikaji dva neparové elektrony, kazdy v jednom ze dvou m* protivazebnych orbitald.
Proto ho mizeme definovat jako volny radikal a zaroven tak vysvétlit jeho reaktivitu.
Aby mohl O, oxidovat ur¢ity atom nebo molekulu prostfednictvim pfijeti paru
elektronii, musi mit elektrony substratli oxidace stejné orientovany spin, coZ jim
umoziuje zabudovat do vakantnich n* protivazebnych orbitali. AvSak Zadny par
elektrontt v atomovych ¢i molekulovych orbitalech tuto podminku nespliiuje, jelikoz
maji opacny spin podle Pauliho principu. Toto tzv. spinové omezeni pfedurcuje O;
Kk pfijmu elektronti jednoho po druhém a vysvétluje niz§i ochotu reakce s neradikaly

oproti radikalim (Gilbert, 1981; Babcock, 1999).
2.1.1 Neradikalové reaktivni formy kysliku

Jak uZz nazev napovidd, v téchto formach se nevyskytuji zddné neparové elektrony
ajejich reaktivita je zplsobena pouze chemickym charakterem nebo chovanim O;
(elektronegativita, elektronova hustota kolem kysliku v danych slouc¢eninach kysliku).
Mezi neradikalové ROS patii napiiklad singletni kyslik (*O,), peroxid vodiku (H205),
ozon (Os3) a kyselina chlorna (HCIO).



2.1.1.1 Singletni kyslik

Singletni kyslik miiZe vznikat pii dodani energie O, a jsou znamy dvé formy: ‘AgO,
a 1AgJ’OZ. U obou téchto forem je odstranéno spinové omezeni, ¢imz je oxidacni sila o,
mnohem vyssi a reaguje ochotné i1 s neradikaly. NejcastéjSim zptisobem tohoto procesu
je tzv. fotosensitizacni reakce. Jeji mechanismus tkvi v pfedani energie od svétlem
excitované molekuly na blizkou molekulu O;. Nejbéznéjsimi fotosensitivnimi
chemickymi latkami jsou napf. barviva (akridinova oranz, methylenova modf,
toluidinovda modi), aromatické uhlovodiky (chinony, naftaleny, bifenyly).
Z fotosensitivnich biomolekul pak miizeme jmenovat napt. flavinové derivaty
(riboflavin, FAD), bilirubin a porfyriny (hem, chlorofyly) (Martin a Logsdon, 1987).

Dalsim zdrojem 'O, je organicky peroxylovy radikal (ROO®), z n&hoZ vznika 'O,
tzv. Russelovym mechanismem (reakce 1). Dv& molekuly ROO® spolu reaguji tvofice
linearni tetraoxidovy intermediat (ROOOOR), ktery se rozpada na alkohol, tripletni
karbonyl (*R=0) a 'O, (Daniels, 1984).

ROO® + ROO®* — ROOOOR — ROH + *R=0 + '0, (reakce 1)

Alternativou tvorby 'O, je rozklad H;O, popi. reakce H,O, s chlornanem nebo
bromnanem, reakci Oz s biomolekulami. Piikladem reakce, pii které vznika 102 jako
jediny ROS, je rozklad aromatickych endoperoxidi (naftalen endoperoxid) (Davies,
2003). V rakovinnych buiikach vznika 'O, piisobenim hydroxylového radikalu (*OH)
paralelné s oxidativnim poskozenim biomolekul (Réc et al., 2015).

Singletni kyslik mutze interagovat s dal$imi molekulami dvéma zakladnimi
mechanismy: chemicky (vétSinou adici na dvojnou vazbu) anebo pienosem excita¢ni
energie, ¢imZz se vraci do zékladniho stavu (zhaSeni 10,). Singletni kyslik reaguje

zejména S molekulami obsahujici dvojnou vazbu C=C (Davies, 2003).
2.1.1.2 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku je viskdzni kapalina, kterd se za normalnich podminek rozklada na vodu
a O,. Misi se dobie s vodou diky intenzivni tvorbé vodikovych mistkl. Peroxid vodiku
je kontinualné produkovan v naprosté vétsing tkani in vivo v koncentracich 10%az 107
mol-I*. K produkci H,0, dochézi v organismech prostfednictvim enzymi oxidas
(xanthin-, glukosa-) nebo superoxiddismutasy (SOD). Nejzasadnéj$im piispévkem

k tvorb¢ H0, v zivocisSnych bunkach jsou mitochondrie prostfednictvim aktivity
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monoaminoxidasy, B-oxidace mastnych kyselin a z elektronového transportniho fetézce
(Jansen, 2002).

Vzhledem k Sirokému rozsiteni H,O; je pozitivni, Ze se jedna o slabé oxida¢ni nebo
reduk¢ni ¢inidlo a obecné je malo reaktivni. Napiiklad pokud jsou DNA, lipidy nebo
proteiny in vitro inkubovéany s H,O, az pii mmol-1" koncentracich, tak neni sledovéna
zadna oxidacni aktivita. Naopak pti plsobeni na bunky dochazi k rozsahlé oxidaci
biomolekul, ktera vSak neni zprostfedkovana samotnym H,0O,. Peroxid vodiku piechazi
pfes buné¢né membrany, mimo jiné pomoci aquaporint, a uvnitt bunék reaguje s ionty
Zeleza nebo médi tvofice reaktivngjsi *OH, zodpov&dny za vétSinu buné&éného
poskozeni (Seaver a Imlay, 2001). Zaroven mize H,O, piimo inaktivovat nékteré
enzymy (napt. glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa, protein-fosfatasy a kaspasy)
prostfednictvim oxidace cysteinovych skupin nutnych pro katalytickou aktivitu (Brodie
a Reed, 1987). | ptes nizkou reaktivitu je H,O, cytotoxicky a ve vyssich koncentracich

se pouziva jako antiseptikum a desinfekce.
2.1.2 Radikalové reaktivni formy Kysliku

Volny radikal je definovan jako Castice schopna samostatné existence obsahujici jeden
nebo vice nepdrovych elektrond. Neparovy elektron obsazuje atomovy nebo
molekulovy orbital, v némz kromé& néj neni pfitomen Zadny jiny elektron. Pfitomnost
neparoveho elektronu vétSinou zpusobuje paramagnetismus a reaktivitu, ktera se vSak
mezi radikdly rGzni. Radikaly jsou tvofeny bud ztratou jednoho elektronu, nebo
homolytickym S§tépenim kovalentni vazby (Obr. 1). Energie potiebna pro disociaci
kovalentni vazby miiZze byt zprostfedkovana ionizujicim zatenim, UV zafenim ¢i teplem
(von Sonntag, 1987). Z radikalovych ROS mulzeme jmenovat napf. superoxidovy
aniontovy radikal (O,°"), hydroperoxylovy radikal (HO;®), *OH, organicky alkoxylovy
radikal (RO®), organicky peroxylovy radikal (ROO®) a uhli¢itanovy radikal (CO3*").

o 0," 0, Fe?™ Fe? e
l_
0, - 0, >~ 0,” =2 H,0, > OH—~—>H,0

Obr. 1 Schéma vzniku nejbéznéjsich ROS z O,.
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2.1.2.1 Hydroxylovy radikal

Hydroxylovy radikal je nejreaktivnéjsi znamy kyslikovy radikédl s vysokou pozitivni
hodnotou redukéniho potencialu. Reakce *OH mohou byt trojiho typu: adice, odtrzeni
vodikového radikalu ze substratu a elektronovy prenos. Aktivné reaguje s aromatickymi
slouceninami, a systémy s dvojnou vazbou, napf. i s thyminem. Reakci s hydrogen-
uhli¢itanem nebo uhli¢itanem tvoii CO3z* .

Hydroxylovy radikdl mtize byt produkovan reakci kovovych ionti s H,O,
(mechanismus Fentonovy reakce) nebo UV zafenim vyvolanym homolytickym
Stépenim O-O vazby v H,0,. Tato reakce miiZze probihat v kiizi vystavené slune¢nimu
zéfeni. Dal§imi minoritnimi procesy vzniku *OH jsou piisobeni ionizujiciho zéafeni na
vodu, reakce HCIO s O, , nebo sonikaci vody. Fentonova reakce (reakce 2) je
nejvyznamnéjSim piikladem tvorby volnych radikala katalyzované dvojmocnymi
kationty ptechodnych kovi (Fe, Cu, Zn). Jiz v roce 1876 byla prokazana oxidace mnoha
riiznych organickych molekul smési H,0, a Fe* soli.

H,0, + Fe*" — intermediaty — *OH+ OH +Fe®"  (reakce 2)

Do dnesni doby je mechanismus této oxidace zkouman, a i ptes majoritni podil oxidace
zprostifedkované hydroxylovym radikalem mohou vznikat odlisné ROS (reakce 3 a 4).
*OH + Fe?" — OH + Fe** (reakce 3)

*OH +H,0, - H,0+H*+0,". (reakce 4)

Vznikajici O,*” mize dale reagovat Haber-Weissovym mechanismem (reakce 5).

0, +H,0, — 0, + *OH + OH" (reakce 5)
Avsak za standardnich podminek je rychlostni konstanta této reakce téméf nulova, coz
odporuje faktu, ze byl *OH detekovan ve velkém mnoZzstvi v systémech produkujicich
0O,*". Pravé tato reakce je katalyzovana piechodnymi kovy (Fe, Cu, Ni), které ¢asto
kontaminuji vétSinu chemikalii, diky cemuz byl objasnén kompletni mechanismus

Haber-Weissovy reakce (Weiss, 1935).
2.1.3 Interakce reaktivnich forem kysliku s biomolekulami

Vzhledem Kk vysoké reaktivitt ROS a jejich snadnému pronikani pies membrany
dochazi k interakci s biomolekulami, pfedev§im v mistech aromatickych systému
a nasobnych vazeb. Nejdestruktivngjsimi dusledky se vyznacuji interakce ROS s DNA,

aminokyselinami, proteiny a lipidy.
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reaguje se vSemi komponentami molekuly DNA, zplsobuje poSkozeni purinovych
| pyrimidinovych bazi a také deoxyribosové kostry (Disdaroglu et al., 2002). Oxida¢ni
poskozeni, které vede k permanentni modifikaci genetického materialu, reprezentuje
prvni krok ke starnuti a mutagenezi. Poskozeni DNA zptsobené ROS zahrnuje jedno-
nebo dvouvldknové zlomy DNA, modifikace bazi a sitovani DNA. Kone¢nym
dasledkem poskozeni DNA je spusténi nebo zastaveni transkripce, naruseni signalnich
drah, tvorba replika¢nich chyb, nestability genomu a kancerogeneze. Napiiklad *OH je
schopen adice na dvojné vazby bazi anebo ataku vodikovych atoml methylovych
skupin. Adici na dvojnou vazbu a tvorbu hydroxylovych adukti dobie reprezentuje
8—hydroxyguanin, ktery se velmi snadno tvoii a je vhodnym biomarkerem oxidativniho
stresu organismu (Valko et al., 2005).

Obecné jsou postranni fetézce aminokyselinovych residui citlivé na oxidaci
zpusobenou ionizujicim zafenim nebo ROS. Jelikoz residua Pro, His, Arg, Lys a Cys
jsou citlivé viici oxidaci katalyzované pfechodnymi kovy, mize byt tento proces mistné
specificky. Ponévadz 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina (HEPES)
vykazuje vysokou schopnost zhaSeni *OH, je schopna ochranit proteiny vici tomuto
typu oxidace a proto se pouziva jako soucast proteinovych pufri. Oxidace proteint je
uzce spojena se starnutim a s nim spojenymi nemocemi, coZ podporuje fakt, Ze pfi
starnuti dochazi k akumulaci oxidovanych forem proteint. Toto pozorovani mlzZe byt
zpusobeno snizenou antioxida¢ni kapacitou a sniZenou schopnosti degradovat
oxidované proteiny vzhledem k niz§i katalytické aktivité¢ proteas. Reaktivni formy
kysliku mohou primarné inhibovat proteinfosfatasy, naruSujice klicové signalni drahy
regulujici rast, proliferaci, diferenciaci a apoptozu (Stadtman, 2001 a 2004). Z tohoto
pohledu je plisobeni ROS na proteiny klicové pro pochopeni rozvoje onkologickych
onemocnéni.

Reakci *OH nebo O,° s proteiny dochézi ke tvorbé radikalii na centralnich uhlicich,
které za aerobnich podminek reaguji s kyslikem za tvorby ROO® (Stadtman, 1992).
Organické peroxylové radikdly jsou pievedeny na alkylové peroxidy reakci
s protonovanym HO,®. Pfi absenci ionizujiciho zafeni jsou vSak proteiny rezistentni
vicéi poskozeni H,O, a dals§imi jednoduchymi oxidanty, pokud vsak zaroven nejsou
pfitomné ptrechodné kovy. Naopak kovy katalyzované poSkozeni proteinti zahrnuje
oxidaéni Stépeni, ztratu histidinovych residui, tyrosinové sitovani, tvorbu organickych

alkylovych radikala (R®), RO®* a ROO®. U zminénych radikali muZe dochazet
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ke stépeni peptidové vazby za tvorby rtuznych produktd (Levine a Stadtman, 2001).
Poskozené proteiny ale mohou byt pomémé snadno odbourdny a jejich poskozeni
vétSinou nebyva pro bunku smrtelné, avSak u dvou mitochondridlnich proteina
(adeninnukleotidtranslokasa a akonitasa) jsou kritickymi cily z pohledu dlouhodobého
oxida¢niho poskozeni.

Je dobfe znamo, ze ROS napadaji i mnohé dal$i bunécné komponenty zahrnujici
mastné kyseliny, pfedev§im velmi citlivé polynenasycené mastné kyseliny (PUFA)

(podrobné;ji v kapitole 2.3 Lipidova peroxidace).
2.1.4 VIiv reaktivnich forem Kkysliku na zdravi

Jiz v roce 1785 Joseph Priestley demonstroval toxicitu O,, nedlouho po jeho objevu
(Halliwell a Gutteridge, 2007). V soucasné dob¢ jiz zname mechanismy negativniho
pusobeni O, a predev§im ROS. Zatimco nizkd koncentrace ROS je pro buiky
fyziologickd, vysoké koncentrace ROS poSkozuji biomolekuly, vyvolavaji autofégii,
apoptozu a nekrozu bunék az tkani (Brieger et al., 2012). Jedna lidska burika je za jeden
den vystavena 1,5-10° kontaktd s ROS, jejichZ negativnimu pisobeni se brani
rozmanitymi antioxida¢nimi systémy (viz kapitola 2.2 Antioxida¢ni systémy) (Beckman
a Ames, 1997). V prubéhu zivota organismi dochazi postupné ke slabnuti ochrany, coz
se projevuje vySSim oxidacnim poskozenim, které pak ve vysledku vede ke starnuti
(Afanas‘ev, 2010).

Vysoké koncentrace ROS jsou spojeny s nékterymi chronickymi chorobami, z nichz
poruchy (Castro a Freeman, 2001). Co se tyce aterosklerdzy, jsou ROS schopny
oxidovat lipoproteinové ¢astice o nizké hustoté¢ (LDL), pficemz glykované LDL jsou
k poskozeni mnohem nachylnéjsi. Modifikované LDL pak mohou reagovat s oxidem
dusnatym. Postupné dochazi k uklddani tzv. LDL plakid ve sténé cév, infiltraci
leukocytl, ¢imz se postupné snizuje prusvit cév. Dochazi k nedostatecné cirkulaci krve,
poptipad¢ jeji stagnaci, coZ muze vést ke tvorbé trombu, jenz mohou zpusobit infarkt
myokardu, cévni mozkovou piihodu nebo plicni embolii (Miigge, 1998).

Interakci ROS s DNA dochazi k tvorbé adukti a oxidaénimu poskozeni.
Nejkritictéjsi je vznik zlomu a sitovani DNA (viz kapitola 2.1.3 Interakce reaktivnich
forem kysliku s biomolekulami). Poskozeni DNA vede Kk naruSeni signalnich drah

a Vv kone¢ném diisledku ke kancerogenezi.
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Vzhledem k vysokému obsahu PUFA v mozkové tkani, potieby jejiho vysokého
okysli¢eni a jen slabé antioxidacni obrané, ROS nejvice ohrozuje nervovou soustavu
amozek. Oxidac¢ni poskozeni neuronti pak vede k rozvoji neurodegenerativnich
onemocnéni, jako jsou napi. Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba ¢i
amyotroficka lateralni skler6za. Prevence i [écba téchto nemoci je zalozena na podavani
antioxidantl pro zmirnéni oxida¢niho poskozeni, avSak uspéSnost je rozporuplna
a zavisi na stadiu choroby i form¢ podani antioxidantu (Kim et al., 2015; Liu et al.,
2017).

I pfes negativni ucinky O, a ROS jsou tyto molekuly v nizkych koncentracich
zasadni pro fungovani vétSiny organismi. Molekularni kyslik je nezbytné dulezity pro
vSechny aerobni organismy, u nichz je koncovym akceptorem elektroni v dychacim
fetézci a umoziuje heterotrofni zisk energie. Z medicinského pohledu se pouziva
inhalace O, jakozto 1é¢iva pii hypoxickych stavech nebo poskozeni dychaciho tGstroji.
Reaktivni formy kysliku vznikaji fyziologicky v organismech, jsou velmi pfinosné pti
zneSkodiovani patogentt makrofagy ¢i T-lymfocyty, poptipadé funguji jako dilezité

signalni molekuly (Belikov et al., 2015).
2.2 Antioxidacni systémy

Vzhledem K toxicité O a jeho ruznych forem je pteziti aecrobnich organismii umoznéno
pouze diky antioxida¢nim systémim, které se u nich v pribéhu evoluce vyvinuly.
Antioxidanty mohou byt tvofeny in vivo nebo mohou byt ziskavany z potravy. Slouzi
jako ochrana vic¢i oxida¢nimu stresu a volnym radikdlim. Mechanismy obrany vici
reaktivnim sloucenindm, jako ROS a reaktivni formy dusiku (RNS), jsou u aerobnich
organismi na rizné Grovni. Bakterie vyuzivaji jednoduchého pohybu, aby se vyhnuly
mistim s vysokou koncentraci O, (Armitage, 1999). Jiné organismy si vytvofily
elektronové transportni fetézce a cytochrom oxidasy, diky cemuz snizily vnitrobunééné
koncentrace O, a to se stalo hnaci silou vyvoje mnohobunéénosti (Chance et al., 1979).

Plsobeni antioxidantid miiZze probihat nékolika mechanismy:

- Snizeni tvorby ROS (napi. mitochondrialni rozpojovace; proteiny ochranujici
kovové ionty nebo hem pied oxidaci jako jsou albumin, transferiny,
haptoglobiny, ceruloplasmin)

- Katalytické odstranéni ROS (napi. enzymy SOD, superoxid reduktasa, katalasa
(CAT) a mnohé peroxidasy)

- Fyzikalni zhaSeni ROS (karotenoidy)
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- Ochrana biomolekul pfed oxidativnim poSkozenim (napt. vazba chaperont)

-, Sebevrazednd® Cinidla, ktera jsou piednostné oxidovana ROS, aby ochranila
dilezitéjsi biomolekuly (napf. Kkyselina askorbova, o-tokoferol, Trolox,
propylgalat) (Halliwell a Gutteridge, 2007).

Antioxidacni systémy mohou byt rozdéleny na vnitrobunééné, membranové

a mimobunécné. Mezi vnitrobunééné antioxidanty patii pfedevsim enzymy, které jsou
specifické a nevytvaieji reaktivni intermediaty. Jsou to napi. SOD, CAT, glutathion
peroxidasa, cytochrom oxidasa. V prub¢hu bézného metabolismu tyto enzymy eliminuji
reaktivni slouc¢eniny a udrzuji nizkou hotovost ptfechodnych kovil pro zajisténi syntézy
DNA a signalni drahy (Jacobs, 1970). Membranové antioxidanty jsou pfizptsobeny
lipidovému hydrofobnimu prosttedi a vykazuji vysokou specifitu. Radi se sem napf.
koenzym Q, B-karoten ¢i vitamin E (a-tokoferol) a jeho derivaty. Mezi extracelularni
antioxidanty patii ve velmi malé mife zastoupené SOD, a Vv mnohem vyss§i mife se zde

uplatiuji ochranné proteiny (albumin, haptoglobin, ceruloplasmin, transferiny) a malé

antioxida¢ni molekuly (kyselina askorbova, glutathion, bilirubin) (Gutteridge, 1995).
2.2.1 Katalasa

Katalasa (CAT) (EC 1.11.1.6) je enzym pfitomny v rostlinnych i zivo¢isnych bunkach,
i v aerobnich bakteriich. Katalasa katalyzuje pteménu H,O; na vodu a O, a je to jeden
Z nejvykonn&jsich enzymi (jedna molekula CAT je schopna preménit asi 6-10° molekul
H.0, za minutu) (Matés et al., 1999). V pfipad¢ eukaryotnich bunék je lokalizovana
vV bunéénych membranovych organelach zvanych peroxisomy. V peroxisomech jsou
lokalizovany mimo CAT i enzymy H,0, produkujici, napt. enzymy B-oxidace mastnych
kyselin nebo glykolat oxidasa. Z evolu¢niho hlediska je kolokalizace vyhodna, nebot
mize byt toxicky H,0, ihned po vzniku odbouran. V peroxisomech dochézi vsak
k rozkladu H,0, vzniknuvsiho i v jinych organelach (mitochondrie, endoplasmatické
retikulum) (Antunes et al., 2002). U zivocichti se nachazi ve vSech organech, ale
pfedevSim je koncentrovand v jatrech a erytrocytech, aby chranila bunky celého téla
pred extracelularnim H,O, (Winterbourn a Stern, 1987). Zivo¢isna CAT je sloZena ze
tyt podjednotek, z nichz kazda obsahuje hemové vazany Fe** v aktivnim mistg.
Hemova skupina je uzaviena pod povrchem molekuly a je dostupnd pouze
prostiednictvim kanalu, ktery je ohranicen hydrofobnimi residui. Toto uspofadani
zajistuje substratovou specifitu enzymu. Kazdéa z podjednotek na sebe vaze 1| NADPH

jako donor elektronti (Bravo et al., 1999).
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2.2.2 L-Askorbat

L-Askorbat (vitamin C) je velmi dulezity a silny antioxidant fungujici ve vodnych
prostiedich. Je pfitomen napf. na sliznici plic a o¢ni rohovce. Kooperuje s vitaminem E
a karotenoidy, a tim chrani membrany a lipoproteiny proti pasobeni ROS. Ma dvé
ionizovatelné hydroxylové skupiny, takze jde o dvojsytnou kyselinu. Pii fyziologickém
pH je ale 99,9% molekul L-askorbatu ve form¢ jednosytné sodné ¢i draselné soli
(Cuzzorcrea et al., 2004).

Zatimco pfijem vysokych davek vitaminu C (az 2 g/den) nezplisobovaly zadné
vedlejsi ucinky, bylo zjisténo, ze nizké koncentrace vitaminu C v krevnim séru mohou
u rizikovych populaci pfispét k vysSimu riziku chronické gastritidy nebo zaludecni
metaplazie, které¢ predchazeji rakovinnému bujeni v Zaludku ¢i stfevech. Pozitivni vliv
vitaminu C snizujici vyskyt rakoviny zaludku je pravdépodobné zplisoben sniZenim
tvorby reaktivnich N-nitroso sloucenin. Dalsi studie ukazuji, ze L-askorbat reguluje
faktory ovlivilujici genovou expresi, apoptézu a dalsi bunécné pochody vcetné

modulace imunitni odpovédi (You et al., 2000).
2.2.3 Trolox

Trolox je ve vodé rozpustny strukturni analog vitaminu E (a-tokoferolu), se kterym sdili
antioxida¢ni schopnosti, ale na rozdil od n¢j se nevaZe na membrany a proto je mistem
jeho pusobeni cytosol. Jedna se o uméle syntetizovanou 3,4-dihydro-6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethyl-2-benzopyran-2-karboxylovou kyselinu. Pouziva se jako standard tzv.
Trolox ekvivalentni antioxidacni kapacity (TEAC), kterd je ur€ovéana u potravin, napojli

a potravinovych dopliki (Huang et al., 2005).
2.2.4 Propylgalat

Propylgalat je synteticky antioxidant ¢asto pouZzivany jako potravinaisky certifikované
aditivum (E310) a dale se pouziva v kosmetickém a farmaceutickém prumyslu. Jde
0 nenabitou molekulu, ktera je schopna penetrovat bunécné membrany a interagovat tak
s intracelularnimi ROS. V bunééné linii IMR-90 ptisobi proti negativnimu vlivu H,0;
vyvolavajicimu peroxidaci lipidi a oxidac¢ni poskozeni DNA (Ching-Hsein Chen et al.,
2007). Propylgalat je obtizné vylucovan, coz vede k jeho akumulaci v téle (Nakagawa et
al., 1995).
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V rozporu s vySe zminénym vyuzitim propylgaldtu mohou byt jeho prooxidacni
ucinky, které byly testovany pusobenim na potkani samce. U téch indukoval tvorbu
tumoru ostruvkovych bun¢k pankreatu a feochromocytomu nadledvin. U mySich samct
doslo k vyvoji malignich lymfomu (Prejean et al., 1982). V bunééné linii CHO-K1
(ovaridlni bunky kiecka) indukoval vyménu sesterskych chromatid a chromosomové
aberace (Tayama a Nakagawa, 2001).

Vyse zminéné projevy karcinogenity mohou byt zplsobeny poSkozenim DNA
katalyzovanym piechodnymi kovy, které podporuje pfitomnost kyseliny gallové, jez
vznika hydrolyzou propylgalatu (Kobayashi et al., 2004). Toto prooxida¢ni ptsobeni
bylo sledovéno i u lidskych bun¢k (HeLa, leukemické burky), v nichz indukovalo

apoptozu prave prostiednictvim ROS (Chen et al., 2011; You a Park, 2011).
2.3 Lipidova peroxidace

Lipidy jsou Sirokou skupinou makromolekul, vykazujici rozmanité biologické funkce
od zasobnich nepolarnich triacylglycerolii, pies PUFA, az po fosfolipidy tvofici
membrany zajiSt'ujici kompartmentaci eukaryotickych bunék. Vzhledem k zasadni
funkci fosfolipidii v membranach, ovliviiuje jejich stav vyrazné fyziologii celé bunky
i organel. Mnohé lipidy jsou zaroven klicovymi signalnimi molekulami (napf.
fosfatidylinositolfosfaty, diacylglycerol, eikosanoidy).

Polynenasycené mastné kyseliny obsahuji dvé a vice dvojnych vazeb mezi uhliky.
Vzhledem ke sniZené otacivosti okolo dvojné vazby vykazuji tyto konformace cis nebo
trans, pficemz vétSina piirodnich mastnych kyselin ma konformaci cis. Mezi PUFA
patii naptiklad kyselina linolova, kyselina linoleova ¢i kyselina arachidonova (Gardner,
1989). Mononenasycené ¢i nasycené lipidy mohou byt také oxidovany, avSak na rozdil
od PUFA mnohem hufe. Lipidy zasazené peroxidaci mohou byt lokalizovany na
riznych mistech v organismu nebo v buiice. Pii peroxidaci membranovych lipidi
dochdzi velmi casto i k poskozeni membranovych proteinid, coz ma negativni vliv na

bunku.

18



R . LOX .
A — COX >t
| OoH MO o LH L
LH L' ~—=LOO - LOOH -
"\\HO, H.0,
10; NS . ‘ Fet
+ LOO" | ~LOO > Fed+OH
N\ Lo
<—LOOL LOOOOL Y LO"  jLox
LH
L LOH [\SLoH QL. |
O ~° 3=0"——~=>L=0 LOH <——
0, 'O,

Obr. 2 Schéma lipidové peroxidace, Cerné vyznaena neenzymaticka, modfe enzymaticka
cesta, fialové zvyraznén MDA.

Z 3iroké skaly ROS jsou lipidy nejvice atakovany dvéma radikaly a to *OH a HO,®
(Obr. 2). Oba zminéné radikaly hraji v pfipadé peroxidace lipida dulezitou roli, jelikoz
mohou iniciovat fetézovou oxidaci PUFA vedouci k poskozeni funkce membran.
Vzhledem k fetézovému charakteru téchto reakci vznika mnozstvi radikalti a dalSich
reaktivnich slou€enin, jeZ mohou dale negativné interagovat s biomolekulami ¢i pisobit
cytotoxicky. Mimo ROS muizou lipidovou peroxidaci zpiisobovat také RNS, organické
peroxidy nebo azoslouceniny. Lipidova peroxidace je obecné proces, pii némz dochazi
k ataku oxidantt na lipidy obsahujici dvojné vazby mezi uhliky. Rozli§ujeme peroxidaci

lipidi neenzymatickou a enzymatickou (Massey a Nicolaou, 2013).
2.3.1 Neenzymaticka lipidova peroxidace

Neenzymaticka peroxidace lipidu sestava ze tfi fazi: iniciace, propagace a terminace.
Pfi iniciaci dochazi k odstépeni allylového vodiku piisobenim prooxidanti (napi. *OH)
za vzniku lipidového alkylového radikalu (L*) na centralnim uhliku. Naslednou
stabilizaci L® interakci neparového elektronu s m-elektrony dvojné vazby dochazi
k pfeskupeni molekuly tvofice konjugovany dienovy radikal. Tento v propagaéni fazi
velmi ochotné reaguje s O, a vznikd lipidovy peroxylovy radikal (LOO®), ktery
odstépuje vodikovy atom z dal$i molekuly lipidu (¢imz dojde k tvorbé nového L°

a pokraCuje fetézovad reakce) a stava se z ng lipidovy hydroperoxid (LOOH).

19



Terminacni faze se UcCastni antioxidanty (napf. a-tokoferol, Trolox), jenz jsou donory
vodikovych atom® pro LOO®, z nich samych se stavaji radikaly, které reaguji s dalsi
molekulou LOO® za tvorby neradikalovych produkti. V ptipadé, Ze je peroxidace lipida
iniciovana, probiha propagacni faze tak dlouho, dokud nejsou vytvoreny terminacni
produkty a vSechny radikaly zneskodnény (Yin, Xu, Porter, 2011; Ayala et al., 2014).

V ptipadé autooxidace je peroxidace lipidii iniciovana piisobenim LOO® a lipido-
vymi alkoxylovymi radikaly (LO®), jenz vznikaji jednoelektronovymi oxidaénimi nebo
1 reduk¢nimi reakcemi z LOOH. Témto reakcim piedchazi vznik LOOH, ktery mutize
probihat chemickou (metabolickou) nebo fyzikdlni (ionizujicim zafenim) cestou.
V biologickych systémech takto dochazi ptfedevSim k poSkozeni membranovych
fosfolipidii, které je spojeno s toxicitou ROS a bunécnym stadrnutim. Autooxidace
vetSiny organickych substrati v roztocich je spontdnnim procesem pii parcialnim tlaku
O, vétsim nez 13,3 kPa (pramérny parcialni tlak O, v arterialni krvi je 9-14 kPa)
(Repetto et al., 2010).

Iniciace lipidové peroxidace tzv. fotooxidaci zahrnuje fotosensitiza¢ni reakce, jimz
podléhaji tzv. fotosensibilizatory. To jsou latky (napft. chlorofyly, flaviny, NADH), jenz
po absorpci UV/Vis zafeni tvoii singletni excitované stavy. Excitované singletni stavy
jsou nasledné¢ mezisystémovym piechodem prevedeny na tripletni excitované stavy.
Existuyji dva typy fotosensitizacni reakce. U prvniho typu dochazi tripletnim
fotosensibilizatorem k odtrzeni elektronu a protonu z blizkych molekul, za vzniku
kationového radikalu molekuly a aniontového radikalu fotosensibilizatoru. Aniontovy
radikal nasledn& redukuje O, tvofice O,°", ten dismutuje na H,O ktery mize byt
redukovan na *OH. U druhého typu této reakce dochazi k pfenosu energie z tripletniho
fotosensibilizatoru pfimo na Oy, za tvorby 'O, (DeRossa a Crutchley, 2002; da Silva et
al., 2012).

2.3.2 Enzymaticka lipidova peroxidace

Enzymatickou lipidovou peroxidaci nejvice katalyzuji lipoxygenasa (LOX) a cyklooxy-
genasa (COX), které oxygenuji volné a esterifikované PUFA. V dusledku toho se tvoii
LOQO®. Oba enzymy se ticastni tvorby eikosanoidi z PUFA, které maji ve svém fetézci
20 uhlikovych atomi (pfedevsim z kyseliny arachidonové). Produkty enzymatické
lipidové peroxidace jsou signalnimi molekulami zapojenymi do regulace mnoha

bunécnych dejt, predevSim zanétlivé a bolestivé odpovedi, alergické reakce atd.

20



Vzhledem k parakrinnimu charakteru signalizace pusobi pouze lokaln¢ a Casto po
kratkou dobu.

Lipoxygenasy, nehemové proteiny obsahujici Zelezo, existuji ve tfech isoformach
enzymu (5-LOX, 12-LOX a 15-LOX). Jsou multifunkénimi enzymy, které katalyzuji
SirSi Skalu reakci. Muze se jednat o vlozeni O, do molekuly PUFA (dioxygenasova
reakce) za tvorby LOOH, nebo pfeménu LOOH na lipidovou hydroxy mastnou kyselinu
(LOH) (hydroperoxidasova reakce), ¢i tvorbu leukotrienti (synthasova reakce). Dulezita
je struktura aktivniho centra téchto enzymi, ve které je ion Zeleza koordinovan péti
aminokyselinovymi residui a molekulou vody do oktaedrického koordinac¢niho
komplexu (Smith a Murphy, 2002; Yamamoto et al., 2004; Andreou a Feussner, 2009).

Cyklooxygenasy (prostaglandin-endoperoxid synthasy) (COX) jsou hemové proteiny
vykazujici bifunkéni aktivitu. Jsou znamy tii isoformy COX (COX-1, COX-2 a COX-
3), které sdili mechanismus katalyzovanych reakci, ale jejich struktura, bunécna
lokalizace a regulace se odlisuji. Tyto enzymy mohou fungovat jako dioxygenasy nebo
hydroperoxidasy. V piipadé oxygenasové aktivity katalyzuji reakce stejnym zptsoben
jako LOX (odstépeni vodiku a dioxygenace), ale primarnimi produkty COX jsou
narozdil od LOX endoperoxidy a LOOH (Schneider et al., 2007). Pasobenim enzymu
zrodiny COX na kyselinu arachidonovou vznikaji prostanoidy prostaglandiny
a tromboxany (Smith, 1989; Marnett et al., 1999; Viita et al., 2012).

Do enzymatického poskozeni lipidt spada i epoxygenasova cesta. Epoxygenasy jsou
membranové vazané, hem obsahujici enzymy rodiny cytochromu P450, katalyzujici
produkci epoxidi. Jejich hlavnim substratem je kyselina arachidonova a produktem
mimo jiné kyselina epoxyeikosatrienova. Epoxygenasa katalyzuje ptipojeni kyslikového
atomu na uhlik tvofici jednu ze dvou dvojnych vazeb v molekule kyseliny arachidonové
a redukci dvojné vazby dochazi k tvorbé epoxidu. Produktem je smés regioizomert
kyseliny epoxyeikosatrienové, které vSak maji podobné metabolické a funkcéni

vlastnosti (Spector, 2009; Spector a Kim, 2015).
2.3.3 Produkty lipidové peroxidace

Peroxidace mastnych kyselin vede k tvorbé Sirokého spektra oxidacnich produktu.
Hlavnimi primarnimi produkty jsou LOOH. Z téch se v prub¢hu peroxidacnich reakci
tvofi ruzné aldehydy a hydroxy mastné kyseliny jakozto sekundarni produkty (Girotti,
1998).
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2.3.3.1 Primarni produkty lipidové peroxidace

Lipidové hydroperoxidy jsou stabilni produkty tvofené V propagacni fazi procesu
lipidové peroxidace. Tvorba LOOH umoziuje mnohé redukéni reakce, které mohou
vést jak k inhibici peroxidativniho poskozeni, tak k jeho indukci (Niki, 2014).

Na rozdil od inhibice oxidativniho poskozeni se mohou LOOH in vivo rozkladat
fazim lipidové peroxidace s disledkem rozsifeni oxidativniho posSkozeni. Lipidové
hydroperoxidy mohou byt pfeménény na LO® a LOO® pomoci redoxniho cyklu
piechodnych kovii (M) (reakce 6 a 7) (Yin et al., 2011).

LOOH +M" — LO® + OH™ + M""! (reakce 6)
LOOH +M"! - LOO® +H" + M" (reakce 7)

Lipidové hydroperoxidy mohou také reagovat s peroxodusitanem nebo HCIO za
tvorby 'O, ktery muZe dale poskozovat biomolekuly (Szabé et al., 2007).
Hydroperoxidovéa skupina miize byt navazéna na strukturné rozlisné lipidy, napt. na
PUFA, triacylglyceroly, fosfolipidy a steroly.

Prostfednictvim dvouelektronové redukce se in vivo mohou LOOH rozkladat, ¢imz
muze byt peroxidativni poSkozeni inhibovdno. Enzymy katalyzujici tyto dvou-
elektronové redukce jsou napf. na selenu zavislé glutathionperoxidasy ¢i seleno-protein
P. Glutathionperoxidasy katalyzuji redukci LOOH za tvorby odpovidajicich alkoholi za
pouziti glutathionu jako reduktantu. Glutathionperoxidasy jsou lokalizovany v cytosolu,
jadrech a mitochondriich sav¢ich bunék. Selenoprotein P je hlavnim selenoproteinem
lidské plasmy, jenZ redukuje LOOH vyuZzivajic glutathion nebo thioredoxin jako
koenzym. Zaroven chrani plasmatické proteiny a LDL proti peroxidaci (Steinbrenner
a Sies, 2009). Bylo zjisténo, ze stanoveni koncentrace LOOH v krevnim séru mize byt

uzite¢né pro odhadnuti miry oxidativniho stresu v tkanich (Niki, 2014).
2.3.3.2 Sekundarni produkty lipidové peroxidace

Pokracujici oxidace lipidi a fragmentace meziprodukti vede k tvorbé hydroxy
mastnych kyselin a aldehyda o rizné délce uhlikového fetézce. Na rozdil od lokalné
pusobicich radikdli mohou vznikl¢ aldehydy Ilehce difundovat pies membrany
a kovalentné modifikovat i proteiny ve vzdalenych oblastech buriky, napiiklad i v jadie

(Esterbauer a Cheeseman, 1990).
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(4-HNE), ktery muze fungovat zaroven jako signalni molekula i cytotoxicka substance,
jez poskozuje biomolekuly kovalentni modifikaci. Podobn¢ jako jiné produkty muaze 4-
HNE vznikat jak neenzymaticky, tak enzymaticky. Vznika piedev§im z Kkyselin
arachidonové a linoleové (Schaur 2003). Za fyziologickych podminek asistuje pii
lysozomalnim odbouravani proteini. 4-hydroxynonenal vznikly lipidovou peroxidaci
membran mize mit dokonce mutagenni a genotoxicky efekt, stejn¢ jako adukty tvorené
s biomolekulami. JelikoZ se chova i jako signalni molekula zapojend do regulace
nékolika transkripénich faktord ovliviiujicich bunécnou diferenciaci a proliferaci, nebo
autofagii a apoptozu, je dnes povazovan za dalsi dalezity marker peroxidace lipidi

(Monroy et al., 2013; Pizzimenti et al., 2013).
2.4 Malondialdehyd

Malondialdehyd je sekundarnim produktem lipidové peroxidace, vznikajici rozkladem
PUFA s delSim fetézcem. Je vSeobecné povazovan za ukazatel stresovych podminek
a jeho nadprodukce je spojena s mnoha patologickymi stavy (Garcia et al., 2013).
Ze sekundarnich produkt lipidové peroxidace je MDA nejvice mutagenni. Akutni
toxicita MDA je niz$i nez toxicita 4-HNE (Esterbauer et al., 1991).

Siroka paleta MDA aduktii vznika na zékladé jeho vysoké reaktivity. Tato reaktivita
existuje ve formé enolatového iontu. Jakmile vSak pH klesne, prechdzi MDA do formy
B-hydroxyakroleinu a jeho reaktivita vyrazné stoupa (Esterbauer et al., 1991). K reakti-
vité prispiva predevsim piitomnost dvou elektrofilnich center na elektrondeficientnich
karbonylovych uhlicich. Tato centra jsou mistem ataku nukleofilti jako jsou bazické
aminokyseliny (Lys, His, Arg).

Malondialdehyd muze rovnéz pisobit jako prenaSec signalu a regulovat expresi
gent.. Nedavné vyzkumy ukazaly, ze MDA reguluje glukosou stimulovanou sekreci
insulinu v ostravkovych bunkach pankreatu (Wang et al., 2014), indukuje expresi gent

pro kolagen (Garcia-Ruiz et al., 2002).
2.4.1 Vznik malondialdehydu

Malondialdehyd mutze vznikat jak neenzymatickou, tak enzymatickou cestou.

Neenzymaticka drdha vzniku MDA probiha cyklizaci LOO® zoxidovaného z LOOH.
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Tato cyklizace probiha intramolekularni radikalovou adici na dvojnou vazbu tvoric L°.
Terminacni reakci muze vznikat cyklicky lipidovy peroxid (LOOL), avSak vzniknuvsi
radikdly mohou podlehnout druhé cyklizaci za tvorby cyklickych endoperoxidu.
Cyklické endoperoxidy jsou strukturn¢ podobné prostaglandinim a jejich Stépenim
vznikd MDA. Hlavnimi prekurzory cyklickych endoperoxidii jsou kyseliny
arachidonova a linoleova, avSak substratem zminénych neenzymatickych reakci mohou
byt i dalsi eikosanoidy (Milne et al., 2008; Yin et al., 2011).

Enzymaticky MDA vznika in vivo jako vedlej$i produkt biosyntézy thromboxanu A,
z kyseliny arachidonové za katalyzy thromboxan A,-synthasy (Ekambaram et al.,
2012). Dalsi moznosti tvorby je v prub&hu syntézy prostaglandinu H, pisobenim COX

na kyselinu arachidonovou (Tsikas et al., 2012).
2.4.2 Metabolismus malondialdehydu

Poté, co je MDA vytvofen, miiZze byt enzymaticky metabolizovan nebo mize reagovat
S bunéénymi nebo tkanovymi proteiny ¢i DNA za vzniku adukti. Jednou moznou
biochemickou drahou je oxidace katalyzovana mitochondrialni aldehyddehydrogenasou
nasledovand dekarboxylaci za vzniku acetaldehydu. Acetaldehyd je toxicka slou€enina,
kterou tkané aktivné metabolizuji oxidaci katalyzovanou acetaldehyddehydrogenasou.
Vznikajici acetat je pfeveden na acetyl-CoA a vstupuje do citratového cyklu, v némz
podléha kompletni oxidaci (Marnett et al., 1985).

Druhou moznou dradhou je pfeména MDA na methylglyoxal prostrednictvim
fosfoglukosaisomerasy. Methylglyoxal podléha reakci katalyzované glyoxalasou (jejimz
kofaktorem je redukovany glutathion), jejimz produktem je dale metabolizovany D-
laktat (Agadjanyan et al., 2005). Cast MDA je rovnéz vylouena moé&i ve formé
enaminalt (Esterbauer et al., 1991).

Pocatecni reakce mezi MDA a aminokyselinami (at uz volnymi nebo v rédmci
proteind) tvofi tzv Schiffovy baze (Pizzimenti et al., 2013). Acetaldehyd vznikajici
metabolizaci MDA se muze adovat na primarni adukty za tvorby tzv. malondialdehyd-
acetaldehydovych adukti (MAA) (Tuma et al., 2001). U MAA byla prokazana vysoka
imunogenita a jsou dale velmi biologicky dtlezité, jelikoZ mohou vyvolavat sekundarni
poskozeni prostfednictvim intermolekuldrniho sitovani proteini anebo DNA
(Weismann a Binder, 2012). Sitovani zptsobuje rozsahlé zmény v biochemickych
vlastnostech biomolekul a v pribé¢hu starnuti a chronickych chorob se takto poSkozené

biomolekuly akumuluji (Slatter et al., 2004; Cheng et al., 2011).

24



2.4.3 Metody detekce a kvantifikace malondialdehydu

Existuje n€kolik analytickych pfistupi pro odhad miry poskozeni zpisobené¢ho ROS,
Z nichz nejcastéji pouzivanym je méteni koncentrace MDA. V biologickych systémech
se muze MDA vyskytovat volny, nebo vazany na thiolové- nebo amino- skupiny
biomolekul (proteinti nebo nukleovych kyselin). Ve vzorcich je obvykle koncentrace
volného MDA velmi nizkd, proto je nejcastéji stanovovana koncentrace celkového
MDA. Vazany MDA je pro celkovou kvantifikaci MDA ve vzorku uvoliiovan
alkalickou hydrolyzou hydroxidem sodnym pii 60 °C po dobu 30 min. Aby bylo
zabranéno opétovné vazbé MDA, jsou poté proteiny obsazené ve vzorku precipitovany
kyselinou chloristou nebo trichloroctovou a centrifugaci odstranény ze vzorku
(Carbonneau et al., 1991; Pilz et al., 2000; Mendonga et al., 2017).

Pro stanoveni koncentrace MDA existuje n¢kolik analytickych metod, z nichz
dodnes nejcastéjsi je stanoveni tzv. sloucenin reagujicich s kyselinou thiobarbiturovou
(TBARS). Po inkubaci vzorkd s kyselinou thiobarbiturovou (TBA) pti 100 °C
Vv kyselém prostfedi je métfena absorbance pii 532 nm, kterd odpovida koncentraci
TBARS (Bird a Draper, 1984). Tento pfistup je velmi jednoduchy a financné
nenarocny, avSak z pohledu stanoveni MDA také velmi neptesny, jelikoz TBA reaguje
s mnoha dal$imi slou¢eninami (uhlovodiky, barviva, aminokyseliny, pyridiny), které
zpusobuji interferenci (Yeo et al.,, 1994; Guillen-Sans a Guzman-Chozas, 1998).
Obmeénou této metody je chromatograficky ptistup vyuzivajici separaci aduktu MDA-
TBA na reverzni fazi s pouzitim HPLC s fluorescencni nebo UV/VIS detekei (Volpi
a Tarugi, 1998). JelikoZ je nutné reakci inkubovat za vysokych teplot (95 - 100 °C) az
po dobu 150 minut, miZze dochdzet k neZadouci peroxidaci slozek vzorkl. I pfes to
zUstava tato metoda Siroce pouzivanou pro stanoveni MDA v biologickych vzorcich
(Mateos et al., 2005).

Alternativni metodou stanoveni koncentrace MDA bez derivatizace je vysokouc¢inna
kapilarni elektroforéza (HPCE). Ptiprava vzorkd pro toto stanoveni zahrnuje pouze
precipitaci proteinli, coz v pifipadé pouziti acetonitrilu umoznuje pouze stanoveni
volného MDA. Citlivost HPCE je asi desetkrat vyssi nez HPLC (Del Rio et al., 2005).

Dalsim pfistupem je derivatizace MDA napt. s 2,4-dinitrofenylhydrazinem (DNPH),
pentafluorofenylhydrazinem nebo diaminonaftalenem, ktera umoziuje specificté;si
stanoveni koncentrace MDA. Pro analyzu potravin i biologickych vzorkii byla

S pfiznivymi vysledky pouzita derivatizace v pentafluorofenylhydrazinu s naslednou
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separaci a detekci pomoci GC-MS, coz je vSak financné a technicky naro¢na metoda
(Yeo et al., 1999; Fan a Thayer, 2002). Obdobna méfeni byla s uspéchem provedena pti
derivatizaci s DNPH spojené se separaci pomoci HPLC, v dne$ni dob&é dostupné ve
vétsiné laboratoii (Cordis et al., 1998). Tento pfistup byl pouzit pro stanoveni
koncentrace MDA v biologickych vzorcich, a to v potkani ¢i lidské plasmé, v potkani
moci nebo v tkanovych kulturach bunék (lidsky hepatom HepG2) (Pilz et al., 2000;
Mateos et al.,, 2004 a 2005). Metoda HPLC se ukazala byt piesna, citliva

a reprodukovatelna pro stanoveni lipidové peroxidace bun¢k.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

RPMI 1640 médium (Biosera, Francie), fetalni hovézi sérum (Biosera, Francie),
streptomycin (Biosera, Francie), penicilin (Biosera, Francie), trypsin-EDTA 10x
(Biosera, Francie), trypanova modi (Sigma-Aldrich, USA), peroxid vodiku (Sigma-
Aldrich, USA), kyselina molybdenova (Sigma-Aldrich, USA), heptahydrat siranu
Zeleznatého (BDH Laboratory Supplies, Velka Britanie), katalasa z hovézich jater
(Sigma-Aldrich, USA), hydroxid sodny (Lach-Ner, Ceska republika), kyselina chlorista
(Sigma-Aldrich, USA), 2,4-dinitrofenylhydrazin (Sigma-Aldrich, Rakousko), kyselina
sirova (Lach-Ner, Ceska republika), hexan pro HPLC (Sigma-Aldrich, Velka Britanie),
metanol pro HPLC (Sigma-Aldrich, Francie), triethylamin (Sigma-Aldrich, Belgie),
voda pro HPLC (Sigma-Aldrich, Izrael), acetonitril pro HPLC (Sigma-Aldrich, Izrael),
kyselina octova (Lach-Ner, Ceska republika), 1,1,3,3-tetraethoxypropan (Sigma-
Aldrich, Cina), fluorescenéni proba SPY-LHP (Dojindo Laboratories, Japonsko)

3.1.2 Pristrojové vybaveni

Laminarni box s vertikalnim proudénim (Merci, Ceské republika), kultivaéni inkubétor
(Contherm Mitre 4000 series, Novy Zéland), automaticky pocita¢ bunék (Automated
Cell Counter TC20 Bio-Rad Laboratories, USA), sklicka pro pocitani bun¢k (Bio-Rad
Laboratories, USA), stolni centrifuga (Fisher Scientific, Korea), stolni mini centrifuga
(ThermoFisher, USA), stolni centrifuga (Sigma 3-30K Sartorius, Némecko), vortex
(IKA Works MS2, USA), tfepacka (BioSan SIA PSU-10i, Lotyssko), ultrasonikator
(Ultrasonikator UP50H Hielscher, Némecko), termoblok (BioSan SIA Bio TDB-100,
Lotyssko), digestor (Merci M-1800, Ceska republika), HPLC (Waters 2695
Separations Module, USA), UV/VIS detektor (Waters 2489 UV/VIS detektor, USA),
kolona (Symetry C18, 4,6 x 75 mm, velikost ¢astic 3,5 um, Waters, USA), absorp¢ni
spektrofotometr (Dvoupaprskovy spektrometr Unicam UV550, Thermo, USA), laserovy
konfokalni mikroskop (jednotka Fluorview 1000 pfipojena na mikroskop IX 80,
Olympus, Ceska republika).
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3.2 Biologicky material a kultiva¢ni podminky

Pii experimentech byla pouzita bunécéna linie A2780, kterd byla kultivovana pfi
37 °C v5% CO, atmosfére. Ke kultivaci bylo pouzito RPMI-1640 médium s 10%
fetalnim hovézim sérem (FBS) a antibiotiky (penicilin 100 U-ml™, streptomycin 100
pg'ml™). Buiiky této kultury adheruji povrchovymi glykoproteiny ke dnu kultivaéni
lahve. Mezi adhesivni proteiny patii napt. plakophilin 2, tetraspanin, presenilin, receptor
pro sfingosinfosfat, integrin -4, claudin 3, a-1 fetézec kolagenu, galectin 7 (Jong-Gyu
et al., 2015). Z tohoto duvodu je pro odebrani vzorku nutné kratké natraveni
adherentnich molekul trypsinem. Trypsinizace je po 1 minuté¢ ukoncena pfidanim
RPMI-1640 média s FBS aantibiotiky. Pro omezeni opé&tovné sedimentace
a prichycovani bun¢k ke dnlim zkumavek byly odebrané vzorky bunécné suspenze dale
uchovéavany na tiepacce.

Bunky linie A2780 byly ziskany z ovaridlniho adenokarcinomu od nelécené
pacientky. Tato kultura rakovinnych bunék ma epitelidlni morfologii, bunky rostou
Vv kultiva¢nich lahvich v jedné vrstv€. Linie A2780 je Casto pouzivana jako model
pro vyzkum u¢innosti potencidlnich protirakovinnych 1€kt ¢i mechanismu jejich
pusobeni. Bylo vytvofeno pies 26 bunécnych linii z pivodni kultury A2780, které jsou
rezistentni va¢i rdznym chemoterapeutikim (napf. cisplating, karboplating,
adriamycinu, antracyklintim). Linie rakovinnych bunék odolnych viéi cytostatickym
lékiim pak slouZi ke zjiStovani mechanismu jejich rezistence nebo hledani novych

strategii pro piekonani jejich odolnosti (Public Health England).

3.3 Metody

3.3.1 Urceni poctu a vitality bunék

Pocet a vitalita bun¢k v bunéénych kulturach byly ur€ovany pomoci automatického
pocitate bunck. Pro zjiSténi vitality bun€k bylo nutné¢ obarveni bunétné suspenze
0,4% w/v trypanovou modii V poméru 1:1. Trypanova modi pronika do cytoplasmy
bunék, u Zivych bunck dochazi k aktivnimu pumpovani barviva ven do extraceluldrniho
prostoru, ale u mrtvych bunék zlstava v cytoplasmé. Obarvend suspenze je nanesena
na pocitaci sklicko, vlozena do automatického pocitace bunék urcujiciho jak celkovy

pocet bunék, tak i mnozstvi zivych bunék ve vzorku.
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3.3.2 Priprava biologickych vzorki

V experimentech byly pouzity vzorky pfipravené tak, aby obsahovaly urCity pocet
bunék. Pro stanoveni vlivu ROS na vitalitu bun€k a konfokalni mikroskopii osetfenych
bunék byla pouzita koncentrace 2:10° bungk-ml?, zatimco pro HPLC analyzu vzorky
obsahovaly 6:10° bun&k ve 2,5 ml média. Bun&na suspenze byla pred samotnym
méfenim tfikrat promyta v RPMI-1640 médiu, aby bylo eliminovano falesné pozadi. To
by mohlo byt zptisobeno FBS a antibiotiky reagujicimi s chemikdliemi pouzitymi
Vv dalSim postupu.

Z promyté bunécné suspenze byly pfipravovany a analyzovany vlivy tii typt ROS:
0,, H,0, a *OH. Kontrolni vzorek bun&&né suspenze uZ nebyl dale upravovan.

Pro studium vlivu O, na buiiky bylo ke vzorku bun&éné suspenze pridano 53 pl
100 mM kyseliny molybdenové a 53 pl 100 mM H,0O,, jejichZ reakei vznika *O,.

Dalsim typem osSetfeni vzorku bunééné suspenze, na némz byl pozorovan ucinek
druhé neradikéalové ROS, bylo 53 ul 100 mM H,0..

Posledni vzorek byl vystaven Fentonové reakci, pii niz vznika vysoce reaktivni *OH.
Reakce byla vyvolana v 1 ml buné¢né suspenze ptidavkem 10 pul 100 mM heptahydratu
siranu Zeleznatého s 50 ul 100 MM H;0,.

Bylo provedeno kinetické méfeni, béhem néhoz byly vzorky sledovany v ¢asech 0,
30, 60 a 120 min. Reakce byly ukonceny po inkubac¢ni dobé pfidanim 16 pl katalasy
(320 U'ml™) k vzorkim oSetfenym reagenty pro tvorbu ROS, které pak byly ihned

analyzovany.
3.3.3 Stanoveni malondialdehydu v rakevinnych buiikach

3.3.3.1 Priprava vzorkl pro méieni pomoci HPLC

Ze vzorkli bunécné suspenze oSetfenych reagenty pro zkouméni vlivu ROS byl
nasledujicim zptisobem izolovdan MDA a analyzovan pomoci HPLC s UV detekci. Po
dokonceni inkubace byl vzorek neprodlen¢ sonikovan na ledu po dobu 90 vtefin.
Po 15 min centrifugaci pti 10 000 g a 20 °C bylo do ¢isté zkumavky odebrano 800 ul
ze vzniklého supernatantu, k némuz bylo pfidano 160 pl 6 M hydroxidu sodného.
Vytvofeny vzorek byl inkubovan v termobloku po dobu 30 min pii 60 °C, kdy
alkalickou hydrolyzou doSlo k uvolnéni MDA navazaného na proteiny. K zamezeni

zpétného navazani MDA k proteiniim, byly tyto precipitovany pomoci 400 pl 35% v/v
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kyseliny chlorist¢ a okamzitou centrifugaci po dobu 10 min pfi 16 000 g a 20 °C
odstranény ze vzorku. Po dokonceni bylo 1 250 ul ziskaného supernatantu odebrano do
zkumavky. Do takto pfipraveného vzorku bylo pfidano 10 pl 50 mM DNPH
rozpu$téného v 50% V/v kyselin¢ sirové a nasledovala 15 min inkubace ve tm¢ pii
pokojové teploté, pii niz vznikal MDA-DNPH adukt. Tento pak byl v digestofi
extrahovan do 2 520 pl hexanu. Pro snazsi odebrani hexanové faze byla vodna faze
zmrazena v tekutém dusiku. Odpafovani odebrané hexanové faze obsahujici MDA-
DNPH adukt bylo urychleno vyvévou s plynnym dusikem. Do zkumavky s filmem po
odpareni hexanu bylo pfidano 135 ul mobilni faze a obsah diikladné protfepan. Do
vialky bylo odebrano 125 pl vzorku obsahujiciho MDA-DNPH adukt.

Analyza MDA-DNPH aduktu probihala izokratickou separaci pomoci HPLC, pro
kterou byla piipravena mobilni faze o pH 3,5 obsahujici 25 mM triethylamin
a acetonitril v poméru 1:1 v/v. Pro upravu pH mobilni faze byla pfidana kyselina
octova. Pro separaci byla pouzita kolona Symetry C18 (4,6 x 75 mm, s velikosti ¢astic
3,5 um) a MDA-DNPH adukt byl detekovan pii vinové délce 310 nm. Mobilni faze
protékala rychlosti 0,5 ml'min™ a nastiikovy objem analytu &nil 100 pl. Mgfeni
jednoho vzorku probihalo po dobu 10 minut. V prostoru s analyzovanymi vzorky byla
teplota 25 °C a prostor s kolonou byl ohfivan na 35 °C. Mezi méfenimi jednotlivych
vzorkll byla chromatograficka kolona 10 min promyvana mobilni fazi s metanolovym
gradientem. K evaluaci vysledkt ziskanych HPLC analyzou byl pouzit software

Empower® 3.
3.3.3.2 Stanoveni kalibrac¢ni kiivky koncentrace malondialdehydu

Pro adukt MDA-DNPH byl pouzit standard obsahujici 500 ul 1% v/v kyseliny sirové
a 20 ul 1,1,3,3-tetraetoxypropanu (TEP), ktery byl inkubovan pii teploté 40 °C ve tmé
po dobu 2 hodin. Po inkubaci byla zméfena absorbance standardu pfi 244 nm na
absorp¢nim spektrofotometru. Jako referenéni vzorek slouzila 1% v/v kyselina sirova.
Ze zjisténé absorbance byla vypocitana koncentrace ptipraveného standardu. Molarni
absorpéni koeficient standardu méa hodnotu & = 13700 dm*mol™-cm™. Standard byl poté
zfedén na pozadované koncentrace pro kalibracni kiivku MDA 1% v/v kyselinou
sirovou.

Do vialky bylo odebrano 125 pl standardu o zvolené koncentraci, a po pfidani 1 pl
50 mM DNPH rozpusténého v 50% v/v kyselin¢ sirové byl vzorek 30 minut inkubovan

ve tmé. Po dokonceni inkubace byl hydrazonovy MDA-DNPH adukt analyzovan
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pomoci HPLC s UV detekci stejnym zplisobem jako vzorky piipravené z bunécné

suspenze.
3.3.4 Detekce hydroperoxidu konfokalni mikroskopii

Rakovinné bunky vystavené vlivu ROS byly pozorovany pomoci laserového
konfokalniho mikroskopu. Vzorky byly pfipraveny v objemu 0,5 ml postupem
uvedenym diive v kapitole 3.3.2 Ptiprava biologickych vzorkt. Po dokon¢eni inkubace
s reagenty a katalasou byly vzorky dvakrat promyty ve fosfatovém pufru o pH 7,2.
K promytému vzorku bylo pfiddno 20 pul 5 mM fluorescenéni proby SPY-LHP
anasledovalo 30 min inkubace ve tmé na tiepacce pii teploté 37 °C. Fluorescenéni
proba SPY-LHP je vysoce selektivni k LOOH vytvarejice fluorescencni komplex SPY-
LHPox, jenz neinterferuje s ROS (Soh et al., 2007). Vzorky bunécné suspenze
vystavené ROS byly po inkubaci s fluorescen¢ni probou dvakrat promyty ve fosfatovém
pufru o pH 7,2 a zakoncentrovany do vysledného objemu 20 pl.

Z takto ptipraveného vzorku bylo naneseno 10 pl na podlozni sklicko, piekryto
krycim sklickem a pozorovano na laserovém konfokdlnim mikroskopu IX 80
s fluorescen¢ni konfokalni jednotkou Fluorview 1000. Mikrofotografie byly pofizeny
Vv prochdzejicim svétle (v detekénim modulu s Nomarského filtry pro diferencni
interferenéni kontrast (DIC)) v kombinaci s fluorescen¢nim kanalem detekujicim
fluorescenci SPY-LHPox. Excitace proby byla provedena argonovym laserem pfi
488 nm a signal byl detekovan pomoci emisniho filtru nastaveného na 505-525 nm.
K vyhodnoceni vysledkli konfokalni mikroskopie vzorkti s fluorescenéni probou

SPY—LHP byl pouzit program Olympus FV10-ASW 3.0 (Sedlaiova et al., 2011).
3.3.5 Statisticka analyza

Pomoci programu Microsoft Excel a softwaru Origin (verze 8.5.1) byly vysledky
podrobeny jednovybérovému parovému neparametrovému t-testu a vicenasobna
ANOVA s Tukey testem. Analyza byla provedena na hladiné vyznamnosti o = 0,05.
Vysledky ziskané méfenim vitality vzorktl vystavenych ptisobeni ROS mély p-hodnoty
< 0,05, a proto jsou povazovany za signifikantni, viz Tab. 1. Vysledky HPLC analyzy

m¢ély p-hodnoty > 0,05, a proto jsou povazovany za nesignifikantni, viz Tab. 2.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vliv reaktivnich forem kysliku na vitalitu bunék

Na zéklad¢€ kvantifikace vSech bunék a podilu zivych po vitdlnim barveni trypanovou
modfi byl stanoven vliv analyzovanych ROS na vitalitu bun¢k. Prostfednictvim analyzy
vitality po prodluzujici se interakci s ROS byla sledovana kinetika jejich toxického
pusobeni. U vSech vzorkli oSetfenych reagenty tvofici ROS byl v pribéhu c¢asu
zaznamenan Ubytek zivych bunék. U kontrolniho vzorku ¢inil pokles vitality po dobu
trvani experimentu pouze 5%, coz mohlo byt zplisobeno vystaveni pokojové teploté.
Naproti tomu oSetiené vzorky vykazovaly vysokou miru mortality bunék. Negativni
ucinek ROS na vitalitu bun¢k stoupa od 102, pies H,0,, k *OH (Obr. 3). Dle vysledkii
statistické analyzy tohoto méfeni byly rozdily mezi kontrolnimi vzorky a vzorky
vystavenymi pusobeni ROS v inkubacnich €asech 30 minut, 60 minut i 120 minut

signifikantni (Tab. 1).
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Obr. 3 Zavislost procentualniho zastoupeni zivych bunék ve étyfech inkubaénich ¢asech (0 min,
30 min, 60 min, 120min) po vystaveni vlivu '0,, H,0, a *OH (n=3, + SD). Hvézdicky
oznacuji signifikantni rozdily mezi ROS stanovené pomoci t-testu: * P < 0,05; ** P <
0,01; *** P < 0,001. Rozdily byly potvrzeny pomoci vicenasobné ANOVY s Tukey
testem.
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Tab. 1 Vysledky statistické analyzy pro méfeni vitality bunék osetienych ROS.

Typ oSetieni Inkubacni ¢as [min] p-hodnota
0 X
30 X
Kontrola

60 X

120 X
0 0,438
L 30 0,0135

0,
60 0,0067
120 0,0031
0 0,1885
30 0,0005
H.0,
60 0,0022
120 0,0004
0 0,0276
30 0,0002
*OH

60 0,0003
120 0,0003

Trend vysledkll se shoduje s daty ziskanymi z obdobné analyzy na rakovinnych
bunikach linie U937 (Rac et al., 2015). Ve zminéné publikaci byl sledovan vliv H,O,
a *OH, kde druhy zminény vykazoval taktéz vétsi negativni ¢inek na bunéEnou
vitalitu. Poklesy vitality u bunék U937 byly pfiblizné 1,5 krat nizs§i nez v predkladané
praci u A2780. Bunky linie U937 jsou lymfomy a zjiSténa vyssi toxicita vici A2780
(epitelidlni karcinom vajecniku) souvisi s vetsi odolnosti lymfomt vii€i oxidacnimu
stresu. Ta byla jiz dfive zjiSt€éna a bylo objasnéno, Ze u lymfomi mulze dochazet
k mitochondrialnim zménam, které jim zajist'uji vétsi odolnost viici ROS (Wilkinson et

al., 2012).
4.2 Detekce hydroperoxidi konfokalni mikroskopii

Byla provedena vizualizace LOOH pomoci fluorescencni proby SPY-LHP v bunkach
vystavenych ptisobeni ROS. V kontrolnich buiikach nebyl detekovan zadny
fluorescenéni signal, ktery by poukazoval na piitomnost LOOH (Obr. 4). Tento
vysledek byl ziskdn i u vzorku oSetfeného H,O,, absence signalu mohla byt v tomto

ptipad¢ zptsobena rozpadem LOOH na sekundarni produkty jesté pted pozorovanim.
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Kontrola

Nomarski DIC

Fluorescence

Obr. 4 Snimky bun&k vystavenych pasobeni 'O,, H,0, a *OH po dobu 120 min z konfokalniho
mikroskopu. Barveno fluorescen¢ni probou SPY-LHP specifickou pro LOOH (zelena).

Prvni tadek piekryv Nomarského a fluorescenéniho kanalu, druhy fadek fluorescencni
kanal. Velikost metitka 30 um.

Nejsilné€jsi fluorescencni signal byl po 120 minutich plsobeni pozorovan u bunck
vystavenych 'O,. Jeho piisobenim vznika uz v prvnich fazich reakce s biomolekulami
velké mnozstvi LOOH, které se udrzuje delsi dobu nez u H,0,, jelikoz je ‘o, siln&jSim
oxidantem. U *OH byl signal také detekovan, ale v mensi mife nez u 'Oy, jelikoZ jsou

LOOH jednim z vicera moznych produktd, které mohou vznikat.
4.3 Kalibraéni krivka pro malondialdehyd

Byla vytvotena koncentra¢ni fada standardu pro MDA, jejiz vzorky byly po derivatizaci
s DNPH podrobeny HPLC analyze. Ze ziskanych chromatogram (Obr. 5) byla
vytvofena kalibra¢ni kiivka pro MDA-DNPH adukt (Obr. 6).
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Obr. 5 Srovnani chromatogramti koncentra¢ni fady standardu TEP pro MDA-DNPH adukt.
A: pohled na cely chromatogram a B: detail piku MDA-DNPH aduktu.
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Obr. 6 Kalibra¢ni kiivka pro MDA-DNPH adukt. (n=3, £+ SD).

4.4 Stanoveni malondialdehydu v rakovinnych buikach

Na zaklad¢ kalibra¢ni zavislosti ziskané z koncentra¢ni fady byla vyhodnocena data
ziskand HPLC analyzou jednotlivych vzorkid. V chromatogramech byly identifikovany
piky odpovidajici aduktu MDA-DNPH (Obr. 7) a nasledné byla provedena integrace
jejich kiivky. Tim byla stanovena plocha pod pikem, kterd byla pomoci kalibrace

piepocitana na koncentraci MDA ve vzorcich.
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Obr. 7 Srovnani chromatogramu standardu (10 uM TEP) a kontrolniho biologického vzorku
extrahovaného v hexanu.

Koncentrace MDA v kontrolnich vzorcich (inkubaéni ¢as 0 min) byla srovnatelna
s koncentracemi oSetfenych vzorku (Obr. 8). Tato skute¢nost mize souviset S vySsi
koncentraci MDA v bunkach jiz pied oSetfenim, a miize poukazovat na oxidacni stres
Vv pribehu kultivace bunék.

Zaroven vSak u kinetického méfeni tvorby MDA nebyly nalezeny statisticky
vyznamné rozdily mezi plisobenim jednotlivych ROS v case (Tab. 2). Stanovené
koncentrace MDA, jakoZto markeru lipidové peroxidace, tedy neprokéazaly rozdily mezi
intenzitou indukce lipidové peroxidace u sledovanych ROS: '0,, H,0, a *OH. Tato
zjisténi mohou byt zplsobena rychlym rozpadem MDA na acetaldehyd, takze je
detekovan pouze zlomek celkového vzniklého MDA. Je také moZné, ze ve studovanych
rakovinnych buikdch vznikd vétsi mnoZzstvi kompetitivniho sekundarniho produktu
lipidové peroxidace, a to 4-HNE. Jeho tvorba probiha jinymi drahami. Alternativnimi

konkuren¢nimi produkty by mohly byt také hydroxy mastné kyseliny.
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Obr. 8 Kinetické méfeni vlivu 'O, H,0, a *OH na koncentraci MDA-DNPH aduktu
Vv oSetfenych buiikach. (n=3, + SD). Vysledky byly podrobeny t-testu a vicenasobne
ANOVE s Tukey testem.

Tab. 2 Vysledky statistické analyzy pro stanovené koncentrace MDA-DNPH aduktu v buiikach

osetfenych ROS.
Typ oSetfeni Inkubacni ¢as [min] p-hodnota
0 X
30 X
Kontrola
60 X
120 X
0 0,4533
) 30 0,8189
0,
60 0,3008
120 0,6093
0 0,7773
30 0,157
H.0,
60 0,2351
120 0,96
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Tab. 2 Vysledky statistické analyzy pro stanovené koncentrace MDA-DNPH aduktu v bunkach
osetienych ROS. (pokracovani)

Typ oSetieni Inkubacni ¢as [min] p-hodnota
0 0,8628
30 0,4807
*OH
60 0,7778
120 0,6106

Nevyznamné rozdily mezi kontrolnimi buiikami a bunkami osetfenymi H,O, byly
(Réc et al., 2015). Jak uz bylo zminéno vyse, vykazuji lymfomy vyssi odolnost vici
oxidaénimu stresu, pii kvantifikaci MDA byly stanoveny koncentrace
0.029+0.003 nmol ml™* (kontrolni buiiky), 0.030+0.003 nmol ml ™" (oSetfené H,0,)
20.09+0.02 nmol ml™ (oetfené *OH) na objem vzorku (Réc et al., 2015). Jelikoz
Vv publikaci nebyl uveden pocet bunc¢k ve vzorku, je mozné pouze konstatovat, ze
v piedkladané praci byly stanoveny koncentrace o fad vyssi. Navic autofi provadéli pii
ptipravé vzorku z oSetfenych bunék promyvani PBS pufrem, coz mohlo zpisobit
vymyti bunécného obsahu u bunék s poskozenou membranou a tim i ztratu MDA. Nelze
proto specifikovat zda jsou rozdily zplsobeny riznym typem bunék, ¢i piipravou
vzorku.

V dalsi publikaci analyzujici vliv proteinovych (albuminovych) ROOH byl sledovan
narast koncentrace MDA pii oSetfeni bunék A2780, avSak nebyla pozorovana
koncentracné zavisla odezva a koncentrace MDA se pohybovala fadové v jednotkach
pmol-ml™, coZ je asi 200 krat méné nez v piedkladané praci (Lipové, 2016). Pocet
bunék ve vzorku byl v tomto piipad€ uveden a odpovidal 2- 10° bunék v 1 ml vzorku, ve
srovnani s 2,4-10°bunék v 1 ml u predkladané prace. Uvazujeme-li, Ze autorka pouzila
K iniciaci lipidové peroxidace proteinové hydroperoxidy, jez jsou slabsimi oxida¢nimi
¢inidly, miZeme pifi porovnani s ROS pouzitymi v predkladané praci ocekavat nizsi
odezvu. Avsak metodika pripravy vzorku se liSila, nebot’ autorka publikace taktéz
provadéla promyvani oSetienych bunék PBS pufrem, coz pravdépodobné zpusobilo
vymyti obsahu bun¢k a ztratu MDA. Proto ani v tomto pifipadé neni mozno objektivné

porovnat a zhodnotit ziskané data.
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5 ZAVER
V predkladané bakalafské praci byla zpracovana literarni reSerSe na téma ROS,
antioxida¢nich systému, peroxidace lipida a produkce MDA.

V experimentalni ¢asti prace byly nejdiive kultivovany bunky linie A2780 (lidsky
epitelidlni karcinom vaje¢niku), za ucelem zisku modelovych bun¢k pro studium vlivu
ROS. Nasledné probihalo oSetfeni téchto bunék ROS, konkrétné '0,, H,0, a *OH.
Nejdiive byla analyzovana vitalita bunék po prodluzujici se interakci s ROS, ¢imz byla
sledovana kinetika jejich toxického pilisobeni. U vSech vzorki oSetfenych reagenty
tvofici ROS byl v pribéhu Casu zaznamenan ubytek zivych bunék. V souladu
S hypotézou, byly prokazany statisticky vyznamné rozdily v ptisobeni jednotlivych ROS
na vitalitu rakovinnych bunék, jejichZ toxicky ucinek mizeme sefadit sestupné takto:
*OH > H,0, > 'O, > kontrola.

Nasledné bylo provedeno ovéfeni probihajici lipidové peroxidace pomoci znaceni
LOOH fluorescenéni probou SPY-LHP a vizualizace konfokalni mikroskopii v buiikach
vystavenych ptisobeni ROS. V kontrolnich butikach a bunkach osetfenych H,O, nebyly
LOOH prokazany. Oproti tomu U bun€k oSetfenych '0, a *OH byl sledovan SPY-
LHPox fluorescen¢ni signal, v ptipadé o, intenzivngjsi.

Pro kvantifikaci MDA v bunkach metodou HPLC byla pfipravena kalibra¢ni fada
a sestrojena kalibra¢ni zavislost signalu na koncentraci standardu TEP. Nasledna
kvantifikace MDA v bunkach osetienych studovanymi ROS, odpovidajici mite lipidové
peroxidace, vSak neprokazala statisticky signifikantni rozdily mezi jednotlivymi ROS
Vv prub¢hu Casu.

Ziskana data by mohla slouzZit jako zaklad navazujici studie, ve které by byly
kvantifikovany konkuren¢ni sekundarni produkty lipidové peroxidace (4-HNE nebo
hydroxy mastné kyseliny). Zaroveii by mohlo byt pfinosné sledovat stabilitu MDA

v médiu a v prostiedi bun¢k, pro posouzeni jeho stability.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

0, singletni kyslik

’R=0 tripletni karbonyl

4-HNE 4-hydroxynonenal

*OH hydroxylovy radikal

CAT katalasa

CO;5* uhli¢itanovy radikal

COX cyklooxygenasa

DIC diferencni interferencni kontrast
DNPH 2,4-dinitrofenylhydrazin

FBS fetalni hovézi sérum

H,O, peroxid vodiku

HCIO kyselina chlorna

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
HO,* hydroperoxylovy radikal

HPCE vysokoucinna kapilarni elektroforéza
HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
L* lipidovy alkylovy radikal

LDL lipoproteiny o nizké hustoté

LO® lipidovy alkoxylovy radikal

LOH lipidova hydroxy mastna kyselina
LOO® lipidovy peroxylovy radikal

LOOH lipidovy hydroperoxid

LOOL lipidovy peroxid

LOX lipoxygenasa

MAA malondialdehyd-acetaldehydovy adukt
MDA malondialdehyd

O, molekularni kyslik

0" superoxidovy aniontovy radikal
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O3
PUFA
R*

RNS
RO*
ROO*
ROOH
ROOOOR
ROS
SOD
TBA
TBARS
TEAC
TEP

0zon

polynenasycena mastna kyselina
organicky alkylovy radikal

reaktivni formy dusiku

organicky alkoxylovy radikal

organicky peroxylovy radikal

organicky hydroperoxid

organicky tetraoxid

reaktivni formy kysliku

superoxid dismutasa

kyselina thiobarbiturova

slouceniny reagujici s kyselinou thiobarbiturovou
Trolox ekvivalentni antioxida¢ni kapacita

1,1,3,3-tetraetoxypropan
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