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SOUHRN

Peroxidace lipidii vede k poskozeni molekul lipida a tim k jejich nefunkcnosti.
Lipidy jsou diilezitymi ¢astmi bunéénych membran a jejich poSkozeni vede ke zménam
fluidity, propustnosti latek a mtize vést az k bunécné smrti tzv. lyzi. Cilem této prace
bylo vytvofit, detekovat a charakterizovat produkty peroxidace lipidi z lidskych
nadorovych bunck. Ktomu jsme vyuzili Fentonovou reakci, kterou se vytvafi
hydroxylovy radikal. Ten napadd membrany nadorovych bunék a tvoii lipidové
radikalové formy. K jejich detekci jsme pouzili metodu elektronové paramagnetické
resonance (EPR) v kombinaci s vychytdvacem elektront POBN (4-pyridil-1-oxid-N-
tetra-butylnitron), ktery se nejvice hodi pro detekci lipidovych radikala. Detekovali
jsme volny radikal s EPR spektrem odliSnym od spektra aduktu POBN/OH. Usoudili
jsme, ze se jednd o lipidovy alkylovy radikal. Tuto hypotézu podporuji provedené
simulace, vysokd stabilita signalu, tvar spektra i navySeni intenzity EPR spektra po

zamezeni oxidace.



Pouzité zkratky:
AscH'" - monodehydroaskorbatovy radikal
AscH, . L-akorbat
BMPO - 5-tert-butoxycarbonyl 5-methyl-1-pyrrolineN-oxid
DHA - dehydroaskorbat
DMPO - 5,5-dimethyl-pyrroline-1-oxid
EMPO - 5-(ethoxycarbonyl)-5-methyl-1-pyrrolin-oxid
EPR - elektronova paramagnetickd rezonance
HO' - hydroxylovy radikal
HO," - hydroperoxylovy radikal
HPLC - vysokotlaka kapalinova chromatografie
L’ - alkylovy radikal
LO’ - alkoxylovy radikal
LOO’ - peroxylovy radikal
LOOH - lipidovy hydroperoxid
O; - molekularniho kysliku
PBN - a-phenyl N-tertiary-butylnitrone
POBN - 4-pyridil-1-oxid-N-tetra-butylnitron
POBN/L — adukt 4-pyridil-1-oxid-N-tetra-butylnitron s alkylovym radikalem
POBN/OH — adukt 4-pyridil-1-oxid-N-tetra-butylnitron s hydroxylovym radikalem
POBN/OOL — adukt 4-pyridil-1-oxid-N-tetra-butylnitron s peroxylovym radikalem
POBN/R — adukt 4-pyridil-1-oxid-N-tetra-butylnitron s organickym radikalem

R’ - organicky radikal



RNS - reaktivni formy dusiku
ROS - reaktivni formy kysliku
a-TO" - a-tokoferolovy radikal

a-TOQ - a-tokoferolchinon
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1. Uvod

Jak jiz je n€kolik desetileti znamo, reaktivni formy kysliku (ROS — reactive oxygen
species) a reaktivni formy dusiku (RNS — reactive nitrogen species) zplsobuji
v zivo€iSnych organizmech fadu pozitivnich 1 negativnich procest. Tyto volné radikaly
napadaji biologicky vyznamné slouceniny, jako jsou lipidy, proteiny a nukleové kyseliny.

Meéni tak jejich strukturu a vedou k nespravné biologické funkci danych sloucenin.

Peroxidace lipidd, coz je napadeni lipidd ROS a RNS ma za nasledek vznik produktii
lipidové peroxidace. Ty jsou cCasto radikalové podoby, tim se m4 na mysli, Ze obsahuji
alesponi jeden neparovy elektron. Pro detekci volnych radikdll je nejpouzivanéjsi EPR.
Sama o sobé by EPR vsak pfili§ volnych radikalti nedetekovala, jelikoz volné radikaly
maji dobu Zivota v fadech tisicin sekund i méné. Proto nedilnou soucasti této metody je
pouziti tzv. vychytavacu spinu, diky nimz jsme schopni pfevést volné radikéaly na adukty

s delsi dobou zivota a tim je detekovat.

Proti volnym radikalim existuji G¢inné latky — antioxidanty. Antioxidanty mohou
prevadét volné radikaly do méné reaktivnich stavl a tak hraji klicovou roli v organizmech,
kde zabranuji poskozovani bunécénych struktur. Antioxidanty délime na enzymatické
antioxidanty (superoxid dismutaza, glutathion peroxiddza a kataldza) a neenzymatické

antioxidanty (L-askorbat, a-tokoferol, glutathion, karotenoidy, flavonoidy a jin¢).

Cilem této prace bylo vyvolat peroxidaci lipidii na lidské nadorové bunécné linii
A2780. Zvladnout metodiku prace EPR a vysokotlaké kapalinové chromatografie (HPLC).
Pomoci téchto metod se pokusit o charakterizaci produkti lipidové peroxidace a

vypracovat literarni reSersi na dané téma.



2. Prehled problematiky

2.1 Lipidy

Lipidy jsou pfirozené¢ vyskytujici se molekuly vrostlinnych 1 zivociSnych
organizmech, z chemického pohledu se jednd o estery vyssich karboxylovych kyselin.
Mezi lipidy fadime raznorodé skupiny latek jako jednoduché estery, fosfolipidy,
glykolipidy, lipidické alkoholy, uhlovodiky a mastné kyseliny. Jejich zakladni struktura je

naznacena na Obrazku 1 (Koolman a R6hm 2012).
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Obrazek 1.: Struktura skupin lipidi pfevzato a upraveno z Koolman a R6hm 2012

Lipidy jsou dobie rozpustné v organickych rozpoustédlech, jako jsou benzen, aceton,
metanol a chloroform. V polarnich rozpoustédlech, jako je napiiklad voda, jsou naopak

nerozpustné nebo velmi Spatné rozpustné (Koolman a R6hm 2012).

Lipidy maji amfifilni vlastnosti. Diky t€émto vlastnostem jsou lipidy schopny tvofit
strukturu nazyvanou micely. Micely jsou shodné orientované shluky molekul lipidu.

Nachézi se zde hydrofilni a hydrofobni ¢ast lipidu a vzdjemnou orientaci téchto Casti
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vznikaji nejjednodussi membrany, oddélujici dvé vodnd prostfedi (Lodish a kol. 2000).
Rozdily v délce tetézce a stupné nasycenosti mastnych kyselin jsou dulezité, protoze
ovliviiuji schopnost lipidovych molekul zaklinit se proti sobé€, coz mé vliv na fluiditu
membrany. Kratsi fetézce, nebo pritomnost zahybii v molekule lipidu (zpisobeny dvojnou

vazbou), stézuji zaklinéni molekul, a proto zvySuji fluiditu membran (Alberts 2002).

Lipidy jsou tudiz dulezitymi stavebnimi prvky membran. Zde spadaji fosfolipidy,
glykolipidy a cholesterol (Koolman a Ro6éhm 2012). Lipidy maji v zivociSnych
membranach nezastupitelnou ulohu a tvoii pfiblizné¢ 50% hmotnosti vétSiny zivocisnych
membran (nejvice zastoupeny jsou pravé fosfolipidy), ale presny pomér neni jasn¢ dany a
odviji se od funkce a typu dané buiiky (Alberts 2002). Jednotlivé lipidové komponenty

jsou znazornény v Obrazku 2.
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Obrazek 2.: Model bunééné membrany a jejich komponenti - fosfolipidova
dvojvrstva, oddélujici dvé vodnd prostfedi. Fialové kulicky zobrazuji hydrofilni casti,
zatimco tmaveé modfe jsou vyobrazeny hydrofobni Casti fosfolipidu. Vyskytuji se zde také
dalsi soucCéasti bunéné membrany, jako jsou vmezetfené proteiny, cholesterol
nebo fetézce cukri. Pfevzato z http://www.aldebaran.cz/bulletin/2010 16/membrana.jpg

Lipidy v membranach se krom¢ stavebni funkce, podili také na elektrické izolaci.
Obtizna iontova propustnost pies lipidové membrany je dilezitd pro vznik membranovych

potencialtl (Koolman a R6hm 2012).



Lipidy, konkrétné mastné kyseliny, jsou vyznamnym zdrojem energie, coz je jedna
z jejich hlavnich biologickych funkci. Energie je v mastnych kyselinach dlouhodobé¢
ulozené. Mastné kyseliny mohou piechazet do tkani, kde se za ptitomnosti kysliku oxiduji,
procesem zvanym [-oxidace. Béhem tohoto procesu se redukuji koenzymy, které se
v dychacim fetézci dale preménuji za vzniku energetické makromolekuly

adenosintrifosfatu, slouzici jako okamzity zdroj energie.

Dalsi funkci, kde lipidy hraji nezastupitelnou tlohu, je Sifeni informace, jelikoz jsou
soucasti nc¢kterych hormonti. Nékteré lipidy vytvareji takzvané kotvy a zajiStuji tchyt
proteini do membrén. Jiné mohou byt kofaktory enzymatickych reakci (Koolman a R6hm

2012, Cacabelos a kol. 2014).

2.1.1 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny jsou vyssi karboxylové kyseliny s nerozvétvenym uhlovodikovym
fetézcem. V ptirodnich tucich maji zpravidla sudy pocet uhlikovych atomi, jelikoz
vznikaji ze dvou uhlikovych jednotek (Murray a kol. 2001). Vznikaji hydrolyzou
triglyceridii a fosfolipida. Mastné kyseliny délime na nasycené a nenasycené, rozdil zavisi
na pifitomnosti dvojné vazby a poctu vodiku v uhlovodikovém fetézci. Nasycené mastné
kyseliny neobsahuji dvojné vazby, zatimco nenasycené mastné kyseliny maji alespoinl

jednu dvojnou vazbu v uhlovodikovém fetézci (Leyton a kol. 1987).

Nasycené mastné kyseliny jsou linedrni a jejich linearita je zplsobena
jednoduchymi vazbami, jeZ netvoii ohyby. Nasycené mastné kyseliny délime podle délky
retézce na kratké, stiedni a dlouhé (Tabulka 1), (Katan a kol. 1994).



Tabulka 1: Klasifikace nasycenych mastnych kyselin podle délky retézce.

Kratky kyselina octova CH;COOH
kyselina propionova CH;CH,COOH

Stiedni kyselina kapronova CH;(CH,),COOH
kyselina kaprylova CHj;(CH,)¢COOH
kyselina kaprinova CH;(CH,)sCOOH
kyselina laurova CH;(CH,);(COOH

Dlouhy kyselina palmitova CH;(CH,)4,COOH
kyselina stearova CH;(CH,);sCOOH
kyselina arachidonova CH;(CH,);sCOOH

U nenasycenych mastnych kyselin se vyskytuje alespoil jedna dvojna vazba. Podle
poctu dvojnych vazeb délime mastné kyseliny na mononenasycené¢ a polynenasycené
(Tabulka 2). Kvali pfitomnosti dvojnych vazeb jsou nenasycené mastné kyseliny vice
nachylné k reakcim vedoucim k peroxidaci lipidd,, nelinearni a vice fluidni. Riizné
kombinace dvojnych vazeb u nenasycenych mastnych kyselin mohou tvotit dvé odlisné
prostorové uspotradani, neboli izomery (cis a trans). Pokud molekula obsahuje na dvojné
vazb¢ oba vodiky na shodné strané€, nazyva se cis izomer, kdyZ na protilehlych nazyvame
tuto vazbu trans izomer. V disledku je mozné izomery tvarové odliSit, zatimco trans
izomery jsou rovinné, cis izomery maji fetézec zahnuty, coz muzeme pozorovat na

Obrazku 3 (Roche 1999).
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Obrazek 3.: Ukazka trans a cis izomerie u Kyseliny olejové. Prevzato z
http://media0.webgarden.cz/images/media0:5109fdfd2739a.jpg/02.jpg

Tabulka 2: Klasifikace nenasycenych mastnych kyselin podle po¢tu dvojnych vazeb.

Pocet dvojnych Trividlni nazev Funk¢ni vzorec

vazeb

i kyselina olejova CH;(CH,);CH=CH(CH,),COOH
Mononenasycené

mastné Kyseliny

Polynenasycené kyselina linolova CH;(CH,);(CH,CH=CH),(CH,);COOH
mastné kyseliny
kyselina CH;(CH,CH=CH)3(CH,);COOH
a-linolenova
kyselina CHj;(CH,)4(CH,CH=CH),(CH,),COOH
arachidonova
kyselina CH;CH,(CH,CH=CH)sCH,COOH
dokosahexaenova




2.2 Peroxidace lipidi buné¢nych membran

2.2.1 Neenzymaticka

Peroxidace lipidi je fetézovd reakce, ktera vede k oxidativnimu poSkozeni
nenasycenych mastnych kyselin zplisobend volnymi radikaly. Mezi volné radikaly, jez
nejCastéji zptsobuji peroxidaci lipidt patii hydroxylovy radikal (HO") a hydroperoxylovy
radikal (HO;"). Peroxidaci lipidi se méni fluidita bunéénych membran, ionty (mimo jiné)
snaze prostupuji membranou, to ovliviiuje i membranovy potencidl a vSe mulze vyustit
v lyzi bunky. Lipidy mlze negativné¢ poznamenat pusobeni ROS. Dochézi tak k oxida¢nim
a peroxida¢nim reakcim polynenasycenych mastnych kyselin, které jsou hojné zastoupeny
ve fosfolipidovych dvojvrstvach bunéénych membran. Nejnachylnéjsi jsou k témto
reakcim fosfolipidové membrany s vysokym obsahem nenasycenych mastnych kyselin,
kde jsou predevsim napadany vycnivajici ¢asti dlouhych mastnych kyselin. Nejcastéjsim
terCem utokl volnych radikala byvaji mastné kyseliny, jako jsou linoleova, arachidonova a

dokosahexanova (Grinna 1977, Porter a kol. 1995, Buettner 2008).

.....

propagacni a terminac¢ni (Yin a Porter 2011). Iniciace, rovnice 1, je napadnuti molekuly

mastné kyseliny (L-H) jednim z vySe zminénych volnych radikala (X°).

L-H+ X" — L" + X-H (inicia¢ni faze) (1)

Nejcitlivéjsim mistem tohoto Utoku je methylenova skupina (=CH-) a to z divodu
vyskytu dvojné vazby, uhlovodikovy zbytek je tak reaktivnéjsi nez uhlovodikovy zbytek
s vazbou jednoduchou. Volny radikal odStépi mastné kyseliné atom vodiku a vytvofi se
alkylovy radikal (L"). Ve struktufe mastné kyseliny dochazi pii od$tépeni vodiku
k pteskupeni dvojné vazby za vzniku konjugovaného dienu, kdy mezi dvéma dvojnymi
vazbami se nachdzi jedna jednoduchd vazba, coz je zndzornéno na Obrazku 4, kvili

pieskupeni dvojné vazby.



oditépeni vodiku l H

preskupeni dvomné vazby
konjugovany dien e =

Obrazek 4.: Tvorba konjugovaného dienu - reakci nenasycené mastné kyseliny s
volnym radikalem dochazi k odStépeni atomu vodiku za vzniku alkylového radikalu,
ktery ma tendenci se ¢astecné stabilizovat pomoci preskupeni vazeb molekuly lipidu
na konjugovany dien. Pfevzato a upraveno z http://www.cyberlipid.org/images/pict13
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V propagacni fazi, rovnice 2 a 3, kde v ptitomnosti molekularniho kysliku (O,) je

oxidovan L’ a vznika peroxylovy radikal (LOO").

L"+ 0, — LOO’ (propagacni faze) (2)

LOO" + L-H — LOOH + L (propagacni faze) 3)

Velice reaktivni LOO™ také napadd ostatni molekuly nenasycenych mastnych
kyselin. Odjima jim atom vodiku a sam se stava hydroperoxidem (LOOH) za vzniku
dalsiho L a tak postupuje propagacni fize do doby, nez radikély zreaguji s jinymi volnymi
radikaly (rekombinaci) nebo antioxidanty a dojde k ukonceni fetézové reakce, neboli k

terminaci, rovnice 4 a 5 (Venkataraman a kol. 2004).

L® + L" — neradikalovy produkt (termind¢ni faze) 4)

L'+ LOO" — neradikdlovy produkt (terminac¢ni faze) ®))



Priméarnim produktem peroxidace lipid jsou LOOH (Yu 1994). Vznikaji tim, Ze
volné radikaly odebiraji atom vodiku z methylenové skupiny nenasycenych mastnych
kyselin a v pribéhu téchto procest dochazi k oxidaci na vysledny LOOH (Girotti 1998).
K lepsimu pochopeni tvorby meziprodukti této fetézové reakce pomuze Obrazek 5.
Pfeména LOOH na LOO" a alkoxylovy radikal (LO") je umoznéna pfedev§im volnymi
ionty kovii, jako je Zelezo a méd’. Tyto ionty bud’ LOOH oxiduji na LOO" anebo redukuji
na LO" (Aust a kol. 1985).

lo2
HO,,HO’ O2 H l Fe*
LH > L'—&—> LOO' LOOHL?LO'
nenasycend alkylovy peroxylovy . r allaxvlows
mastnd kyselina radikeal cadikil L hydroperanid  Fed* alkoxylovy

radikal

Obrazek 5.: Schéma Fetézové reakce pri lipidové peroxidace

2.2.2 Enzymaticka

Je nutné dodat, Ze doposud jsme se bavili pouze o lipidové peroxidaci
neenzymatické, coz je nekontrolovatelny proces. Je zde vSak i druhd varianta a tou je
enzymatickd peroxidace, kterd slouzi k produkci biologicky aktivnich latek, vyznamnych
pii regulaci bunécnych procest, jako naptiklad prostaglandiny a leukotrieny. Enzymaticka
peroxidace je typicka pro Sirokou Skalu bunék. K tomuto tcelu slouzi enzym lipoxygenaza

(Girotti 1998).

Lipoxygendza je multifukéni enzym, ktery katalyzuje zaclenéni molekulérniho
kysliku do fetézce mastné kyseliny a tim vytvari LOOH. Dale prevadi LOOH na hydroxy
mastné kyseliny, ze kterych nasledn¢ vznikaji leukotrieny. Lipoxygendza iniciuje
peroxidace lipidi odebranim vodikového protonu mastné kyseliné LH. Vznika tak L',

ktery je oxidovan O, na LOO’, poté je nasledné zpatky piijat vodikovy atom, za vzniku



primarniho produktu LOOH (Brash 1999). Lipoxygendz je vice typt naptiklad 5- LOX a
9- LOX. Tato znafeni nam davaji informaci, na kterém uhliku je lipoxygenaza

enzymaticky funkéni.

Jednou z moznosti, jak zabranit postupujici peroxidaci lipidil je pouZiti enzymu glukédza
oxidaza. Tento enzym pievadi glukdzu na glukonolakton pii spotfebé O,, rovnice (6). Jako
dalsi produkt vznikd H,O,. Diky odstranéni O, neprobihd propagacni faze peroxidace,
jelikoz se radikaly neoxiduji. Tento enzym nasel Siroké vyuziti jako konzervant riznych
typll vyrobkl, ale také diky nému mlzeme stanovit mnozstvi glukézy naptiklad z krve

(Sandip a kol. 2009)

glukoza oxidaza (6)
glukéza + O, 2lukonolakton + H,O,

2.2.3 Antioxidanty

Jak jiz bylo zminéno, peroxidace lipidi mize byt ukoncena antioxidanty.
Antioxidanty jsou latky rizné chemické struktury, zabranujici oxidativnimu poSkozeni.
Mohou byt syntetizovany v organizmech, pfijimany potravou nebo syntetizovany
chemicky (Halliwell a Gutteridge 1999). Délime je na enzymatické antioxidanty
(superoxid dismutaza, glutathion peroxidaza a katalaza) a neenzymatické antioxidanty (L-
askorbat, a-tokoferol, glutathion, propyl galat, karotenoidy, flavonoidy a jiné

antioxidanty), (Valko a kol. 2007).

Katalaza je enzym slozeny ze ¢ty hemovych skupin, ktery snizuje mnozstvi H>O,.
Katalaza katalyticky pfemé&tuje H,O, na vodu a O,, ¢imz pfedchazi vzniku HO  a vétsimu
poskozeni membran, rovnice 7. Funguje i1 pii vysokych koncentracich H,O, a tim se

odlisuje od peroxidaz (Piterkova a kol. 2005).
2 H,0, - 2H,0+0, (7)

a-Tokoferol (derivat vitaminu E) eliminuje cyklicky vznikajici LOO". a-Tokoferol
odstépuje sviij vodikovy atom a pieda jej LOO", za tvorby LOOH a a-tokoferolového

radikalu (a-TO"), rovnice 8.
a-TOH + LOO" - ¢-TO" + LOOH (8)
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Nasledné mezi vzniklym a-TO" a dal§im LOO’ dochazi k terminacni reakci za vzniku
neradikdlovych produktd LOOH a a-tokoferolchinonu (a-TOQ), rovnice 9 (Piterkova a
kol. 2005).

a-TO" + LOO" - LOOH + 0-TOQ (9)

L-askorbat je univerzalni antioxidant, je schopen piisobit na celou Skalu volnych
radikala. Pfimo redukuje organické i1 anorganické radikaly. Redukuje superoxidovy
aniontovy radikdl a HO', reaguje se singletnim kyslikem a pfevadi H,O, na vodu
(Halliwell a Gutteridge 1999). Reakci L-akorbatu (AscH;) s ROS wvznika radikal
monodehydroaskorbatu (AscH"), rovnice 10.

AscH, + ROS — AscH’ (10)

Takto vznikly AscH' reaguje s dalsim AscH' za vzniku AscH, a dehydroaskorbatu
(DHA), rovnice 11.

AscH + AscH™ — AscH, + DHA (11)

Propyl galat je synteticky vyrabény antioxidant, t€lo si jej tedy nesyntetizuje ani jej
neni nutné pfijimat potravou. Je vSak pouzivan jako jeden z vitdminl E. Znaci se jako

vitmin E310. Ma Siroké vyuziti jako konzervant latek (Widengren a kol. 2007).

2.3 Buiiky A2780

Bunécéna linie A2780 lidského ovaridlniho karcinomu (Obrazek 6). Je Siroce
pouzivana jako modelova bunécna linie, pfedevS§im ve vyzkumech cytotoxickych latek a
genetickych studii rakovin. Bunécna linie A2780 byla ziskana z neoSetien¢ho pacienta,
ktera je stdle uchovavana u doktora T. J. Warda v Cell Culture Unit v Manchesteru.
Charakteristické pro bunécnou linii A2780 je jejich sedimentace a ptichyceni ke sténé
kultivacnich lahvi, kde rostou jako jednovrstvy povlak na stén¢ naddoby. Ideélni teplota pro
kultivaci je 37 °C s ptidavkem 5% CO:..

Informace ptevzaty z http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/9
3112519?lang=en&region=CZ&gclid=Cj0KEQjw2s03BRD49zdzfb8iLwBEiQAFZgZfL
Deew]s7HgD8hLOjQNLDEqLwqpq7F5VOdFSDNz0OBIwaAiqa8P8HAQ
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Obrazek 6.: Konfokalni obraz bunék A2780 fluorescencné znacené Pt(II) prevzato z
http://sydney.edu.au/science/chemistry/~hamble t/anticanceragents.html

2.4 Elektronova paramagneticka rezonance

Elektronova paramagnetickd rezonance, EPR, je nejlepsi metoda v detekci
volnych radikali, jelikoz jednoznaéné detekuje latky, obsahujici neparové elektrony (mezi
tyto latky také patii paramagnetické ionty pfechodnych kovil). Jeji velkou vyhodou je
schopnost méfit i pfi velmi nizkych koncentracich. Metoda EPR je schopna poskytnout
informace o lokalizaci neparového elektronu a umisténi jeho aktivniho centra (Buettner

1987).

Prvni zminky této techniky byly v dobé jest¢ pred 2. Svétovou valkou.
V biologickych aplikacich se ale uplatnila pozdéji a to ptiblizné pied 50 lety (Berliner
2016). Cela tato metoda je zaloZena na Zeemanové jevu, pii kterém dochazi k rozstépeni

energetickych hladin z divodu umisténi molekul ve vné&j§im magnetickém poli.
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2.4.1 Princip

Pro praci se pouzivd EPR spektrometr, ktery se skladd z mikrovinného zdroje
(klystronu, nebo Gunnova oscilatoru), otvoru pro vlozeni vzorku, kde se vklada sklenéna
nebo kiemenna kapilara. Dale se skladd zmikrovinného detektoru a silného
elektromagnetu, kterym je mozné ménit magnetické pole vrozsahu 0,3 T. Jednotka
magnetické indukce je u EPR signdlu udavana bud’ v mT, nebo v G. Piepocet mezi t€émito

jednotkami ukazuje rovnice 12.
I mT=10G. (12)

EPR spektrum dostaneme zaznamem absorpce mikrovinného zafeni v zavislosti na
velikosti magnetického pole. U EPR spektrometrie je zajimavy zvlastni vzhled spektra.
Spektra jsou zaznamenavana pomoci prvni derivace, jelikoz je detekeni technika citliva na

smérnici piimky odezvy detektoru (Obrazek 7), (Atkins 2013).

v = 9388.2 MHz I
|
|| Absorbance
® |
[
=) |
w | | |
| First Derivative
3346 3348 3350 3352 3354

Magnetic Field Strength (G)

Obrazek 7.: Ukazka signalu zelektronové paramagnetické resonance a jeho
zaznam pomoci prvni derivace. Pfevzato z https://upload.wikimedia.org/wikipedia/com
mons/2/21/EPR_lines.png



EPR spektrometrie je svym principem podobnd nukledrni magnetické rezonanci,
li§i se ale detekci spinu. Zatimco EPR metodou detekujeme elektronovy spin, nuklearni
magnetickou rezonanci detekujeme jaderny spin, li§i se taky aplikacemi i technickym
vybavenim. Neparovy elektron se chova jako magnet a reaguje tedy s vnéjSim

magnetickym polem.

2.4.2 Spin trapping

Spin trapping je nedilnou soucasti prace pii méfeni volnych radikald EPR
spektrometii. Doba Zivota volnych radikdlu mohou byt fadové milisekundy,
mikrosekundy, ale i1 nanosekundy, je proto nutné ptechod zradikalové formy né&jak
pozastavit, k tomu pravé slouzi slou€eniny nazyvané vychytavace elektroni, které uz maji
relativné dlouhou dobu Zivota (minuty az hodiny). Vychytavace elektronli tvoii s radikaly
kovalentni vazbu tzv. spin adukty, které jsou tedy stabilni a méfitelné EPR spektrometrem.
Vychytavace elektront jsou specifické pro riizné typy radikalu, proto jich je vice druht
jako naptiklad PBN (alpha-phenyl N-tertiary-butylnitrone), POBN, DMPO (5,5-dimethyl-
pyrroline-1-oxid), EMPO (5-(ethoxycarbonyl)-5-methyl-1-pyrrolin N-oxid), BMPO(5-tert-
butoxycarbonyl 5-methyl-1-pyrroline N-oxid) a jiné (Qian a kol. 2000).

2.4.2.1 Spektra adukti lipidovych radikali s vychytavacem
elektroni POBN

Vychytava¢ elektront POBN je schopny detekovat organické radikaly (R’), nejlépe
z nich detekuje lipidové radikaly sneparovym elektronem na uhliku napiiklad L’
(Halliwell a Gutteridge 1999). Doba zivota POBN/L adukti mohou byt hodiny az dny.
Vychytavac elektronti POBN je schopen detekovat i radikaly s neparovym elektronem na
kysliku, napiiklad HO", ale jejich doba zivota je velmi kratkd napiiklad u aduktu
POBN/OH je po 10 sekundéch pocet radikali polovi¢ni (Venkataram a kol. 2004). Jakym

zpusobem volné radikaly reaguji s POBN je znazornéno na Obréazku 8.
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Obrazek 8.: Reakce vychytiavace elektroni POBN s volnym radikilem. Vznika
casové stabilnéjSi adukt detekovatelny pomoci elektronové paramagnetické
rezonance. Upraveno a pievzato z Xu a kol. 2012.

V porovnani s ostatnimi vychytavaci elektronii ma POBN vysokou vychytavaci
schopnost a uspokojivou rozpustnost v biologickych médiich. Je vhodny k detekci volnych

radikala vytvotenych peroxidaci lipidl in vitro 1 in vivo (Xu a kol. 2012).

Hlavnim nedostatkem vychytdvace elektroni POBN je, Ze jeho adukty pfii
peroxidaci lipidii maji velmi podobné §t&pici konstanty (a" ~ 14,4 - 16,1 Gaa" ~2,2-2,8
G), (Xu a kol. 2012), témi se charakterizuji signaly ziskané pomoci EPR. Stépici konstanty
jsou si podobné, protoze je nejvice ovlivituje pritomnost atomu dusiku a vodiku. Naproti
tomu, typ radikalu ovliviiuje Sté€pici konstanty jen v malé mife. Kvili podobnosti Stépicich
konstant nelze snadno rozliSit jednotlivé spektra signalu lipidovych radikald (Boveris a
kol. 2000). Ze spekter signalu z EPR (Obrdzek 9) je mozné uréit mnozstvi volnych
radikala, ale 1 o jaky radikal se jednd. Urceni typu radikalu ve vzorku je snazsi, pokud se

detekuje pouze jeden volny radikal (Venkataram a kol. 2004).
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Obrazek 9.: EPR spektrum typického volného radikalu s neparovym elektronem na uhliku
(Venkataram a kol. 2004).
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3. Prakticka ¢ast

3.1 Material metody

3.1.1 Chemikalie

médium RPMI 1640 s antibiotiky, trypanovd modf, trypsin, katalaza, o-tokoferol, L-
askorbat, propyl galat, POBN, H,0,, FeSOs, glukédza, glukéza oxidaza.

3.1.2 Pristrojové vybaveni

Laminarni box s vertikalnim proudénim vzduchu, automatické pipety, analytické
vahy, automaticky pocita¢ bunék, inkubator atmosféry CO,, EPR spektrometr Miniscope

MS 400 (Magnettech, Berlin, Némecko), vortex, chladici box a mrazici box.

3.1.3 Biologicky material

Bunééna linie A2780 byla kultivovana pfi teploté 37 °C a pti 5% CO, atmosféie.
Pro kultivaci bylo pouzito médium RPMI-1640 s antibiotiky.

3.1.4 Priprava biologického materialu

Pfisedavé buiiky A2780 je nutné odd¢lit od povrchu. Pro ptipravu vezmeme
zasobni nadobu s bunkami do laminarniho boxu a odlijeme kultivaéni médium do odpadni
lahve. Ptiddme 3 ml trypsinu, ktery narusi proteiny na povrchu bunék a uvolni je z povrchu

nadoby. Po tfech minutdch ucinkovani trypsinu pfiddme 3 ml média RPMI-1640
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s antibiotiky. Nyni médme 6 ml roztoku média s uvolnénymi buitkami a mizeme opustit

laminarni box.

3.1.5 Ur¢eni poctu bunék

Kurceni poctu bunék pouzijeme pocitac bunék. Smichame 10 pl bunééného
suspenze a 10 pl trypanové modfi, takto pfipravenou smes naneseme na specialni desticku,
kterou vlozime do pocitace bunck. Vysledek se zobrazi na displeji pfistroje. Za dostatecny

pocet bun€k jsme zvolili 1 000 000 bun¢k na 1 ml.

3.1.6 Méreni signalu hydroxylového radikalu

Prvni méfenim jsme ovéfovali vznik HO'. To probihalo &isté na chemickém
systému bez bunék. Hydroxylovy radikal vznika tzv. Fentonovou reakci. Vysledny objem
kapilar pro méfeni na ptistroji EPR je 30 ul. K 18 ul destilované vody ptidame 5 ul H,O,
(o vysledné koncentraci 41,6 mM) a 1 ul FeSO4 (o vysledné koncentraci 8,3 mM).
Naésledné jeste priddme 6 ul POBN (o vysledné koncentraci 50 mM). Pfed méfenim roztok

promichame na vortexu a naneseme do kapilary pro méteni na EPR.

3.1.7 Méreni signalti organickych radikala

Pfi tomto méfeni nechame HO' reagovat s buitkami. K 17 ul roztoku bunék v
médiu pfiddme 5 pl H,O; (o vysledné koncentraci 41,6 mM) a 1 pul FeSO4 (o vysledné
koncentraci 8,3 mM). Nyni roztok promichdme na vortexu a nechame jej 15 minut
inkubovat v ledu. Po uplynuti doby inkubace piidame 1 pl katalazy (10 jednotek).
Nasledné jeste priddme 6 ul POBN (o vysledné koncentraci 50 mM). Pfed méfenim roztok

promichame na vortexu a naneseme do kapilary pro méteni na EPR.
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Dalsi méfeni spociva v pouziti antioxidant, které by mély piispet k lepsi
charakterizaci R". K 14 pl roztoku bun&k v médiu pfidame 5 ul H,O, (o vysledné
koncentraci 41,6 mM) a 1 pl FeSO4 (o vysledné koncentraci 8,3 mM). Nyni roztok
promichame na vortexu a nechdme jej 15 minut inkubovat v ledu. Po uplynuti doby
inkubace pfiddme 1 pl kataldzy (10 jednotek). V tomto okamziku piidavame 3 pl
antioxidantu (vzdy o vysledné koncentraci 50 puM). Jako antioxidanty pouzivame o-
tokoferol, L-askorbat a propyl galat. Pro méteni vzdy pouzivame pouze jeden z téchto
antioxidantli. Nasledn¢ jesté pfidime 6 pul POBN (o vysledné koncentraci 50 mM). Pred
méfenim roztok promichdme na vortexu a naneseme do kapildry pro meéfeni na EPR

spektrometru.

Posledni pouzita metoda spocivala v zamezeni oxidacnich procest, tudiz
v odstranéni O, z roztoku. K tomu vyuzijeme enzym gluk6za oxidaza. K 8 ul roztoku
bun¢k v médiu priddme 1 pul FeSOy4 (o vysledné koncentraci 8,3 mM), nésledné piidame 3
ul glukozy (o vysledné koncentraci 5 uM) a 3 ul glukéza oxidazy (8 jednotek). Az nyni
pfidavame 5 pl H,O, (o vysledné koncentraci 41,6 mM), nasledné roztok promichame na
vortexu a nechame jej 15 minut inkubovat v ledu. Po uplynuti doby inkubace ptidame 1 pl
kataldzy (10 jednotek). Nasledné jesté ptidame 6 ul POBN (o vysledné koncentraci
50 mM). Pifed méfenim roztok promichame na vortexu a naneseme do kapilary pro méteni

na EPR.

3.1.8 Zpiisob méreni na EPR spektrometru pomoci programu

Miniscope Control

Pouzity EPR spektrometr je schopen méfit v rozsahu 50 az 450 mT. Tento EPR
spektrometr mé vysokou citlivost a umi tedy detekovat i 8-10° jednotek spint za 0,1 mT.
EPR spektrometr je propojen s pocitacem, ktery se nachazi ve stejné mistnosti. V mistnosti
je pokojova teplota a bézné osvétleni. EPR spektrometr je ovladan programem Miniscope
Control (verze 6.51). Pfed samotnym méfenim je tfeba nastavit parametry. Bo-field
nastavime na 335,781 mT, hodnotu sweep 8,95 mT, sweep time na 60 sekund. Po
nastaveni hodnot pouzijeme v programu tlacitko ,,Apply parameters®, tim se nastavi

zadané hodnoty. V tento okamzik vkladame kapilaru se vzorkem do otvoru pro ni urceny.
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Po umisténi vzorku pouzijeme v programu tlacitko ,,MW Adjust®“. Tim se najde rezonancni
podminka a my jsme schopni zac¢it métit pomoci tlacitka ,,Start. Ptistroj zaznamena 4096

dat, ty vyexportujeme a nasledné zpracujeme do grafu.

3.1.9 Simulace EPR signalii

Simulace signali probihala v programu WINSIM. Program mizeme vidét na
Obréazku 10. V programu zadavame parametry do okna ,,Parameters. Pro simulaci signali
je nutné znét §tépici konstanty radikalu, ktery bychom radi simulovali. Stépici konstanty
zadame do policka ,,Hyperfine* a ozna¢ime funkci ,,Set”, a tim je zahrneme do simulace.
Upravime kolonku ,,Spin*“ podle spinu prvku, ktery dany radikal ovliviiuje. Pro POBN je
to naptiklad pro dusik 1 a vodik 0,5. Oznacime ,,Yes* u funkce ,,Calculate this species?*.
Nyni spustime simulaci pomoci ,,Simulate”. V programu si otevieme vyexportovand data
z métfeni. Nyni zvolime funkci ,,Optimize, kterd nam bude ménit ,,g-shift* a ,,Simple LW*
a tim se co nejvice piiblizi naSemu naméfenému signalu. Poté uz jen vyexportujeme data a

vyhodnotime v programu Microsoft Excel.

File Edit Display Manipulations Simulation Help
Simulation Parameters b

Previous | Mext | Set Hyperfine Spin Humber Opt.
Species number 1 of 10 1 15.6 1 1 Im
W 2 2.6 0.5 1 -
Calculate this species ? 3 0.00 0.5 1 W
* Yes " No 4 0.00 0.5 1 I
(I 0.00 0.5 1 i
Oet % [ooo 05| [1 v
Area 100.00 2 7 000 o5 1 v
g-zhift 0.00 v g 000 sl [ | v
Lineshape |100.00 v g 0.00 05 1 ™
Simple Lw  [0-50 I 10 [0.00 05| [1 =
— Mitroxide M1 |0.00 0.5 1 e
- 12 |(0.00 0.5 1 v

Hyperfine v 4 —
s Al s r 14 [0.00 05| [1 v
n e l'f 15 [0.00 05| [1 e
i e - 16 |0.00 05| [1 -
Simulate | Scan... | Clear | Cloze |

Obrazek 10.: Program WINSIM a ukiazka zadanych parametri pro simulovani
spekter volnych radikali.
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3.2 Vysledky

Byl detekovan HO' vytvofeny Fentonovou reakci pomoci EPR spektroskopie za
pouziti vychytavace elektrontt POBN. Obrazek 11 ukazuje EPR spektra POBN/OH aduktu
vznikly ptidanim H,0O, a dvojmocného Zeleza. Signal dvojmocného zeleza s vychytdvacem
elektront POBN bez H,0,. Méfili jsme po 10 min od smichani reagencii (A). Pozorujeme
vysokou intenzitu spektra POBN/OH, reakce dvojmocného zeleza s H,O, piidan
vychytavac elektront POBN. Mg¢fili jsme po 10 min od smichdni reagencii. Vysledné
spektrum je triplet dubleti a jeho piky maji témét stejnou velikost. (B). Nizka intenzita
spektra POBN/OH, reakce dvojmocného Zeleza s H,O; a s katalazou, ptidan vychytavac
elektroni POBN. Mé¢fili jsme okamzité po smichani reagencii. Vysledné spektrum je
triplet dubletti a jeho piky maji téméft stejnou velikost. (C). Utlumeny signdl POBN/OH,
reakce dvojmocného Zeleza s H,O, a s katalazou pfidan vychytavac elektronit POBN.

Meéfili jsme po 2 min od smichani reagencii (D).
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Obrazek 11.: EPR spektrum s vychytavacem elektront POBN, radikdl produkovan
Fentonovou reakci. (A) Signal pozadi, za ktery jsme zvolili destilovanou vodu a ptidali
FeSO4 (o vysledné koncentraci 8,3 mM) a POBN (o vysledné koncentraci 50 mM). (B)
Signal HOe vznikajici s Fentonovy reakce. Méteno po 10 minutach od smiseni H,O, (o
vysledné koncentraci 41,6 mM), FeSO4 (o vysledné koncentraci 8,3 mM) a POBN (o
vysledné koncentraci 50 mM). M¢tfeni probéhlo po 10 minutich od smichani vysSe
uvedenych reagencii. (C) Ukazka utlumeni signalu HO" vznikajici s Fentonovy reakce
pomoci katalazy. Méfeno okamzit€é po smiseni H,O, (o vysledné koncentraci 41,6 mM),
FeSOy (o vysledné koncentraci 8,3 mM), kde jsme nésledné ptidali katalazu (10 jednotek)
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a POBN (o vysledné koncentraci 50 mM). (D) Ukazka utlumeni signdlu HOe vznikajici
s Fentonovy reakce pomoci katalazy. Méfeno po 2 minutach od smiseni H,O; (o vysledné
koncentraci 41,6 mM), FeSO4 (o vysledné koncentraci 8,3 mM), kde jsme nésledné ptidali
katalazu (10 jednotek) a POBN (o vysledné koncentraci 50 mM).

Byl detekovan R’ pomoci EPR spektrometrie za pouziti vychytavace elektronti
POBN. Obrazek 12 ukazuje EPR spektra POBN/R aduktu vznikly ptfiddnim H,O,,
dvojmocného zeleza a katalazy do média s bunkami. Signal bunék v médiu po ptidani
dvojmocného zZeleza s vychytavacem elektroni POBN bez H,0, a bez katalazy. M¢tili
jsme po 10 min od smichani reagencii (A). Pozorujeme spektrum POBN/R, reakce
dvojmocného Zeleza s H,O, v médiu s buikami, po 15 min inkubaci v ledu piidana
kataldza a vychytavac elektrontt POBN. M¢fili jsme okamzité po smichani reagencii (B).
Pozorujeme spektrum POBN/R, reakce dvojmocného Zeleza s H,O, v médiu s buitkami_po
15 min inkubaci vledu pfiddna kataldza a vychytavac elektront POBN. M¢fili jsme
okamzité¢ po smichani reagencii. Mé&fili jsme po 10 min od smichani reagencii (C).
Pozorujeme spektrum POBN/R, reakce dvojmocného Zeleza s H,O, v médiu s buitkami_po
15 min inkubaci vledu pifidana kataldza a vychytava¢ elektronii POBN. M¢frili jsme
okamzité¢ po smichani reagencii. Mé&fili jsme po 25 min od smichani reagencii (D).
Pozorujeme spektrum POBN/R, reakce dvojmocného Zeleza s H,O, v médiu s buitkami_po
15 min inkubaci vledu piidana kataldza a vychytava¢ elektronii POBN. M¢fili jsme
okamzit¢ po smichdni reagencii. M¢fili jsme po 45 min od smichani reagencii (E). Tvary

ani velikosti pikli se v ¢ase neméni. Vysledné spektra jsou triplet dubletii a jejich tieti

v
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Obrazek 12.: EPR spektrum s vychytdvacem elektronii POBN, radikal produkovan
Fentonovou reakci. (A) Signal pozadi, za ktery jsme zvolili buitky A2780 v médiu a ptidali
POBN (o vysledné koncentraci 50 mM). (B) signal z bun¢k v médiu po pfidani H,O; (o
vysledné koncentraci 41,6 mM), FeSO4 (o vysledné koncentraci 8,3 mM), kde jsme po 15
minutové inkubaci v ledu ptidali kataldzu (10 jednotek) a POBN (o vysledné koncentraci
50 mM). Méfeni probéhlo okamzité¢ po smichani vySe uvedenych reagencii. (C) signal
z bunék v médiu po piidani H,O, (o vysledné koncentraci 41,6 mM), FeSO4 (o vysledné
koncentraci 8,3 mM), kde jsme po 15 minutové inkubaci v ledu ptidali kataldzu (10
jednotek) a POBN (o vysledné koncentraci 50 mM). Méteni probéhlo po 10 minutach od
smichani vySe uvedenych reagencii. (D) signal z bun¢k v médiu po pfidani H,O, (o
vysledné koncentraci 41,6 mM), FeSO4 (o vysledné koncentraci 8,3 mM), kde jsme po 15
minutové inkubaci v ledu pfidali katalazu (10 jednotek) a POBN (o vysledné koncentraci
50 mM). Méfeni prob¢hlo po 25 minutich od smichéni vyse uvedenych reagencii. (E)
signal z bun¢k v médiu po piidani H,O, (o vysledné koncentraci 41,6 mM), FeSO, (o
vysledné koncentraci 8,3 mM), kde jsme po 15 minutové inkubaci v ledu ptidali kataldzu
(10 jednotek) a POBN (o vysledné koncentraci 50 mM). Méteni probehlo po 45 minutach
od smichani vySe uvedenych reagencii.

Obrazek 13 ukazuje EPR spektra POBN/R a POBN/OH aduktii. Tvary i velikosti
piki se navzdjem 1i8§i. Signdl bun¢k v médiu po pfidani dvojmocného Zeleza
s vychytavacem elektroni POBN bez H,O, a bez kataldzy. M¢iili jsme po 10 min od
smichani reagencii (A). Pozorujeme spektrum POBN/R, reakce dvojmocného zeleza s
H,O, vmédiu s bunkami, po 15 min inkubaci vledu pifiddna katalaza a vychytdvac

elektrontt POBN. M¢fili jsme po 10 min od smichéni reagencii. Vysledné spektrum je

cvvr
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POBN/R a POBN/OH, reakce dvojmocného zeleza s H,O, v médiu s buitkkami, po 15 min
inkubaci v ledu jsme pfidali vychytavac elektront POBN. Nebyla zde pfidana kataldza.
Meéfili jsme po 10 min od smichéani reagencii. Vysledné spektrum je triplet dubletii a jeho
piky jsou nepravidelné. (C). Pozorujeme vysokou intenzitu spektra POBN/OH, reakce
dvojmocného Zeleza s H,O;, pfidan vychytavac elektrontt POBN. Méfili jsme po 10 min od
smichani reagencii. Vysledné spektrum je triplet dubletii a jeho piky maji téméf stejnou

velikost (D).
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Obrazek 13.: EPR spektrum s vychytdvacem elektronii POBN, radikal produkovan
Fentonovou reakci. (A) Signal pozadi, za ktery jsme zvolili buitky A2780 v médiu a ptidali
POBN (o vysledné koncentraci 50 mM). (B) Signal z bunék v médiu po piidani H,O; (o
vysledné koncentraci 41,6 mM), FeSO4 (o vysledné koncentraci 8,3 mM), kde jsme po 15
minutové inkubaci v ledu ptidali kataldzu (10 jednotek) a POBN (o vysledné koncentraci
50 mM). M¢feni probéhlo okamzité po smichani vySe uvedenych reagencii. (C) Signal
z bunék v médiu po piidani H,O, (o vysledné koncentraci 41,6 mM), FeSO4 (o vysledné
koncentraci 8,3 mM), kde jsme po 15 minutové inkubaci v ledu pfidali POBN (o vysledné
koncentraci 50 mM). Méfeni probéhlo po 10 minutach od smichéni vyse uvedenych
reagencii. (D) Signal HO" vznikajici s Fentonovy reakce. Mé&feno po 10 minutich od
smiseni H,O, (o vysledné koncentraci 41,6 mM), FeSO4 (o vysledné koncentraci 8,3 mM)
a POBN (o vysledné koncentraci 50 mM). Mé&feni probéhlo po 10 minutach od smichani
vyse uvedenych reagencii.

Obrazek 14 ukazuje EPR spektra POBN/R aduktu vznikly ptfidanim H,O,,

dvojmocného Zeleza a katalazy do média s buiikami v kombinaci s antioxidanty. Signal
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bun¢k v médiu po ptidani dvojmocného Zeleza s vychytdvacem elektrontit POBN bez H,0,
a bez katalazy. Méfili jsme po 10 min od smichani reagencii (A). Pozorujeme spektrum
POBN/R, reakce dvojmocného Zeleza s H,O, v médiu s buitkami po 15 min inkubaci
v ledu piidana kataldza a vychytava¢ elektrontt POBN. Méfili jsme po 10 min od smichani
Stejnd ptiprava vzorku, ale pfed ptfidanim POBN jsme pfidali antioxidant a-tokoferol.
Meéfili jsme po 10 min od smichani reagencii. Pozorujeme navyseni signalu v porovnani se
vzorkem bez pfidani antioxidantu. Vysledné spektrum je triplet dubletti a jeho tieti dublet
antioxidant L-askorbat. Mé&fili jsme po 10 min od smichani reagencii. Pozorujeme tplny
utlum signalu na uroven signalu pozadi (D). Stejné ptiprava vzorku, ale pfed ptidanim
POBN jsme ptidali antioxidant propyl galat. Méfili jsme po 10 min od smichéani reagencii.
Pozorujeme navySeni signdlu a zménu jeho tvaru v porovnani se vzorkem bez piidani

antioxidantu. Vysledné spektrum je triplet dublett (E).
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Obrazek 14.: EPR spektrum s vychytdvacem elektronii POBN, radikal produkovan
Fentonovou reakci. (A) Signal pozadi, za ktery jsme zvolili buitky A2780 v médiu a ptidali
POBN (o vysledné koncentraci 50 mM). (B) Signal z bunék v médiu po piidani H,O; (o
vysledné koncentraci 41,6 mM), FeSO4 (o vysledné koncentraci 8,3 mM), kde jsme po 15
minutové inkubaci v ledu ptidali kataldzu (10 jednotek) a POBN (o vysledné koncentraci
50 mM). Méfeni probéhlo po 10 minutach od smichdni vyse uvedenych reagencii. (C)
Signal z bunék v médiu po pfidani H,O, (o vysledné koncentraci 41,6 mM), FeSO4 (o
vysledné koncentraci 8,3 mM), kde jsme po 15 minutové inkubaci v ledu ptidali kataldzu
(10 jednotek), oa-tokoferol (o vysledné koncentraci 50 uM) a POBN (o vysledné
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koncentraci 50 mM). Méfeni probéhlo po 10 minutich od smichani vySe uvedenych
reagencii. (D) Signal z bun¢k v médiu po piidani H,O, (o vysledné koncentraci 41,6 mM),
FeSOy (o vysledné koncentraci 8,3 mM), kde jsme po 15 minutové inkubaci v ledu ptidali
kataldzu (10 jednotek), L-askorbat (o vysledné koncentraci 50 uM) a POBN (o vysledné
koncentraci 50 mM). Méfeni probéhlo po 10 minutich od smichani vySe uvedenych
reagencii. (E) Signal z bun¢k v médiu po piidani H,O, (o vysledné koncentraci 41,6 mM),
FeSOy (o vysledné koncentraci 8,3 mM), kde jsme po 15 minutové inkubaci v ledu ptidali
kataldzu (10 jednotek), propyl galat (o vysledné koncentraci 50 uM) a POBN (o vysledné
koncentraci 50 mM). Méfeni probéhlo po 10 minutich od smichani vySe uvedenych
reagencii.

Obrazek 15 ukazuje velikosti intenzit spekter POBN/R vznikly ptidanim H,0,,
dvojmocného Zeleza a katalazy do média sbunkami v kombinaci s antioxidanty.
Pozorujeme velikost intenzity POBN/R, reakce dvojmocného zeleza s H,O, v médiu
s buiikkami_po 15 min inkubaci v ledu pfidana katalaza a vychytavac elektront POBN.
Meéfili jsme po 10 min od smichani reagencii (A). Stejna ptiprava vzorku, ale pred
pfidanim POBN jsme pfidali antioxidant a-tokoferol. Mé&fili jsme po 10 min od smichani
reagencii. Pozorujeme navySeni signalu o 30 % v porovnani se vzorkem bez piidani
antioxidantu (B). Stejna ptiprava vzorku, ale pied pfidanim POBN jsme ptidali antioxidant
L-askorbat. Méfili jsme po 10 min od smichani reagencii. Pozorujeme utlum signalu o
89 % v porovnani se vzorkem bez pfidani antioxidantu (C). Stejna piiprava vzorku, ale
pied piidanim POBN jsme pfidali antioxidant propyl galat. M¢éfili jsme po 10 min od
smichani reagencii. Pozorujeme navySeni signdlu o 78 % v porovnani se vzorkem bez

pridani antioxidantu (D).
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Obrazek 15.: Velikost EPR signalii organickych radikalti produkovan Fentonovou reakei.
Odecet hodnot byl proveden z prostiedniho dubletu. (A) Signal z bunék v médiu po pridani
H,0; (o vysledné koncentraci 41,6 mM), FeSO4 (o vysledné koncentraci 8,3 mM), kde
jsme po 15 minutové inkubaci v ledu ptidali katalazu (10 jednotek) a POBN (o vysledné
koncentraci 50 mM). M¢éfeni probéhlo po 10 minutach od smichani vysSe uvedenych
reagencii (n = 3, =+ SD). (B) Signal zbunék v médiu po ptidani H,O, (o vysledné
koncentraci 41,6 mM), FeSO4 (o vysledné koncentraci 8,3 mM), kde jsme po 15 minutové
inkubaci v ledu pfidali katalazu (10 jednotek), tokoferol (o vysledné koncentraci 50 uM) a
POBN (o vysledné koncentraci 50 mM). M¢éteni probéhlo po 10 minutach od smichani
vyse uvedenych reagencii (n = 3, = SD). (C) Signal z bunék v médiu po ptidani H,O, (o
vysledné koncentraci 41,6 mM), FeSOy4 (o vysledné koncentraci 8,3 mM), kde jsme po 15
minutové inkubaci vledu pfidali kataldzu (10 jednotek), L-askorbat (o vysledné
koncentraci 50 uM) a POBN (o vysledné koncentraci 50 mM). Méteni probéhlo po 10
minutdch od smichani vyse uvedenych reagencii (n = 3, = SD). (D) Signal z bun¢k v
médiu po piidani H,O, (o vysledné koncentraci 41,6 mM), FeSO, (o vysledné koncentraci
8,3 mM), kde jsme po 15 minutové inkubaci v ledu ptidali katalazu (10 jednotek), propyl
galat (o vysledné koncentraci 50 uM) a POBN (o vysledné koncentraci 50 mM). Méieni
probéhlo po 10 minutidch od smichani vySe uvedenych reagencii (n = 3, = SD).

Obrazek 16 ukazuje EPR spektra POBN/R aduktu vznikly pfidanim H,O,,
dvojmocného Zeleza a kataldzy do média s bunkami v kombinaci s enzymem glukéza
oxidazy. Signal bunék v médiu po ptfidani dvojmocného zeleza s vychytavacem
elektronti POBN bez H;0, a bez kataldzy. M¢ftili jsme po 10 min od smichéani
reagencii (A). Pozorujeme spektrum POBN/R, reakce dvojmocného Zeleza s H,O, v médiu

s butkkami_po 15 min inkubaci v ledu pifidéana kataldza a vychytavac elektroni POBN.
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Mg¢ftili jsme po 10 min od smichani reagencii. Vysledné spektrum je triplet dublett a jeho
zeleza, glukdzy, glukoza oxidazy a H,O; v médiu s buikami, po 15 min inkubaci v ledu
piidana kataldza a vychytdvac elektroni POBN. M¢fili jsme po 10 min od smichani
reagencii. Pozorujeme navySeni signalu, na rozdil od vzorku bez glukdzy a glukdza
oxidazy. Vysledné spektrum je triplet dubletti a jeho tfeti dublet je mirn€ nizsi, nez zbylé

dva dublety (C).
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Obrazek 16.: EPR spektrum s vychytdvacem elektronii POBN, radikal produkovan
Fentonovou reakci. (A) Signal pozadi, za ktery jsme zvolili buitky A2780 v médiu a ptidali
POBN (o vysledné koncentraci 50 mM). (B) Signal z bunék v médiu po piidani H,O; (o
vysledné koncentraci 41,6 mM), FeSO4 (o vysledné koncentraci 8,3 mM), kde jsme po 15
minutové inkubaci v ledu ptidali kataldzu (10 jednotek) a POBN (o vysledné koncentraci
50 mM). Méfeni probéhlo po 10 minutach od smichani vyse uvedenych reagencii. (C)
Signal z bun¢k v médiu po ptidani FeSO4 (o vysledné koncentraci 8,3 mM), glukozy (o
vysledné koncentraci 5 puM), glukozy oxidazy (8 jednotek) a H,O, (o vysledné koncentraci
41,6 mM). Poté jsme po 15 minutové inkubaci v ledu pfidali kataldzu (10 jednotek) a
POBN (o vysledné koncentraci 50 mM). Méfeni probéhlo po 10 minutich od smichéni
vyse uvedenych reagencii.

Obrazek 17 ukazuje EPR spektra POBN/R aduktu vznikly pfidanim H,O,,
dvojmocného zeleza a kataldzy do média s buikami. Dale pak jsou na Obrazku 17
vyobrazena simulované spektra POBN/L a POBN/OOL aduktt. Signal bun¢k v médiu po

piidani dvojmocného zeleza s vychytavacem elektroni POBN bez H,O, a bez katalazy.
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Me¢fili jsme po 10 min od smichani reagencii (A). Pozorujeme spektrum POBN/R, reakce
dvojmocného Zeleza s H,O, v médiu s buitkami, po 15 min inkubaci vledu piidana
kataldza a vychytavac¢ elektrontt POBN. M¢fili jsme po 10 min od smichani reagencii.
Nasimulované spektrum POBN/L optimalizované na naméfené spektrum POBN/R.
Pouzité §tépici konstanty byly a" =15,6 G a" = 2,6 G. Nasimulované spektrum POBN/L
ma s namefenym spektrem POBN/R korelaci vyhodnocenou program WINSIM R = 0,938.
Vysledné spektrum je triplet dubletd (C). Nasimulované spektrum POBN/OOL
optimalizované na naméfené spektrum POBN/R. Pouzité $tépici konstanty byly a~ =15,8
G a" = 2,6 G. Nasimulované spektrum POBN/OOL m4 s namé&fenym spektrem POBN/R
korelaci vyhodnocenou program WINSIM R = 0,840. Vysledné spektrum je triplet dublet

(©).
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Obrazek 17.: EPR spektrum s vychytdvatem elektroni POBN, radikal produkovan
Fentonovou reakci. (A) Signal pozadi, za ktery jsme zvolili buiiky A2780 v médiu a ptidali
POBN (o vysledné koncentraci 50 mM). (B) Signal z bunék v médiu po ptidani H,O, (o
vysledné koncentraci 41,6 mM), FeSO4 (o vysledné koncentraci 8,3 mM), kde jsme po 15
minutové inkubaci v ledu pfidali katalazu (10 jednotek) a POBN (o vysledné koncentraci
50 mM). Méfeni probéhlo po 10 minutich od smichani vySe uvedenych reagencii. (C)
Simulace spektra POBN/L, pouzité §tépici konstanty byly &~ =15,6 G a" = 2,6 G. (D)
Simulace spektra POBN/OOL, pouzité §tépici konstanty byly a" =15,8 G " =2,6 G.
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4. Diskuze

Podle piedpokladli pomoci Fentonovy reakce vznikal HO™ (Merz a Waters 1947),
rovnice 13, ktery se nam podafilo detekovat pomoci vychytdvace elektroni POBN,

Obrazek 11 (B).
H,0, + Fe** - HO + OH + Fe** (13)

Pro dalsi pouziti syst¢tmu Fentonovy reakce na buiikky v médiu bylo nutné tento signal
eliminovat, aby ndm nepiekryval signal organickych radikalt. Piiklad pfekryvu R™a HO'
pozorujme na Obrazku 13 (C). Utlum HO' pomoci katalazy je zaloZen na pievedeni H,0,
na H,O a O,, rovnice 14. Nasledn& se HO' velmi rychle vyéerpa z divodu doby Zivota.

Hydroxylovy radikal mé polocas doby zivota mensi nez 1 pus (Ferretti 2012).

katalaza

2H,0, ———> 2H,0+ O, (14)

Adukt POBN/OH ma dobu zivota v fadech sekund (Venkataram a kol. 2004). To
potvrzuji vysledky na Obrazku 11. Pfi méfeni okamzité po smichani H,O, a dvojmocného
zeleza pozorujeme znatelné nizsi spektrum (C) a u méfeni po 2 minutach Gplny Gtlum
signdlu (D). Tim usuzujeme na nestabilitu aduktu POBN/OH a je pravdépodobné, ze
podobné nestabilni budou 1 adukty ostatnich volnych radikalti s neparovym elektronem na
kysliku (napfiklad POBN/OOL). My jsme v8ak schopni HO" detekovat a to z diivodu jeho
neustale tvorby. Intenzita EPR spektra POBN/OH aduktu (B) poukazuje na vysokou
koncentraci HO', diky ¢emuz se bude indukovat vét$i mnozstvi organickych radikali po

pouziti tohoto systému na buitkach v médiu.

Na Obrazku 12 (B - E) mizeme pozorovat spektra aduktu POBN/R, ktery vznikl

reakci HO' s buitkami v médiu, rovnice 15.
R +HO — R+ H,0 (15)

Spektra aduktu POBN/R z Obrazku 12 maji 1 po 45 min stile stejnou intenzitu. Adukt
POBN/R je tedy mimotradné stabilni. Takhle stabilni adukty maji s POBN typicky volné
radikaly s neparovym elektronem na uhliku, tedy naptiklad POBN/L (Venkataram a kol.
2004).
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Spektrum aduktu POBN/R (Obrazek 13, B — C) ma jiny tvar a Sitku pikd a
nedetekujeme tedy HO'. JelikoZ jsou piky spektra POBN/R aduktu Sirsi (B a C), maji tudiz
tato spektra jiné Sté€pici konstanty nez adukt POBN/OH (D). U spektra aduktu POBN/R lze
pozorovat mensi tfeti dublet. Tohle zjiSténi ndm dava prvni informaci o typu radikalu,
jelikoz tuto vlastnost maji adukty POBN s neparovym elektronem na uhliku (Nort a kol.
1992). Navic HO" byl po piidani katalazy velmi rychle eliminovan, jak pozorujeme na

Obréazku 11 (B).

Pii pouziti antioxidantdi, Obrazky 14 a 15, jsme ocekavali snizeni signalu a tim
lepsi charakterizaci R’. Signal obdrzeny po pfidani L-askorbatu byl utlumen na Groven
signalu pozadi. L-askorbat utlumil vSechny volné radikdly detekovatelné pomoci
vychytavace elektroni POBN. Jelikoz L-askorbat reaguje s velmi Sirokou Skalou volnych
radikalt (Halliwell a Gutteridge 1999), neni tedy mozné presné urcit, o jaky typ radikélu
se jednd. Dalsi antioxidanty o-tokoferol a propyl galat oproti tomu spektrum aduktu
POBN/R zvysili. a-Tokoferol a propyl galat pravdépodobné ptevedli volné radikaly, které
nejsou pomoci vychytavace elektroni POBN dobie detekovatelné (proteinové radikaly),
na jiny typ radikald. NaruSili tak rovnovéhu ve prospéch radikal, které lze pomoci

vychytavace elektronit POBN detekovat (HO', L™ a LOO").

Vychytava¢ elektroni POBN nejlépe reaguje s lipidovymi radikaly, které
maji neparovy elektron na uhliku (Xu a kol. 2012, Halliwell a Gutteridge 1999), proto by
nami detekovany R mohl ve skuteCnosti byt L'. Tohle tvrzeni podporuje i simulace
signalt, Obrazek 17 (B, C), kde jsme simulovali spektra POBN/L a POBN/OOL aduktt.
Experimentalni spektrum ma se simulovanym spektrem POBN/L korelaci R = 0,938.
Zatimco se simulovanym spektrem POBN/OOL ma experimentdlni spektrum korelaci
pouze R = 0,840. Je ziejmé, ze L’ je zde zastoupen minimalné ve vét§im mnoZstvi, nez
LOO". Muze zde vsak byt pfitomen pouze L', jelikoz $tépici konstanty si jsou velmi
podobné. Tudiz by i simulovand spektra L' a LOO" vykazovala mezi sebou ur¢itou

korelaci.

Pro lepsi charakterizaci radikalu, ktery vychytavac elektronii POBN v tomto
pripad¢ detekuje, jsme se rozhodli zamezit oxidaci odstranénim kysliku ze smési, rovnice

16.

gluko6za oxidaza
glukoza + O, 2lukonolakton + H,O» (16)
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Zvyseni spektra aduktu POBN/R po zamezeni oxidace, Obrazek 16 (C), znaci

zvyseni poétu neoxidovanych forem tedy pravdépodobné L'.

North a kol. 1992 také detekovali L", ale na buiikach U937. Produkei L’ vyvolali pomoci
HO" a k detekci pouzivali shodné vychytava¢ elektront POBN. Méli, ale mirné upravenou
metodiku, jelikoz do smési pridavali kyselinu dokosahexaenovou, kvili vyssi intenzité

signalu, coZ u nas nebylo potieba.

Nase vysledky tedy souhrnné dévaji informaci, Zze pomoci vychytavace elektron
POBN detekujeme adukt POBN/L. Pro potvrzeni téchto vysledku by bylo vhodné pouzit

napiiklad n€kterou ze separacnich technik, jako je hmotnostni spektrometrie nebo HPLC.
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5. Zavér

Vysvétleni tvorby produktti peroxidace lipidii je v soucasnosti velice zkoumanym
tématem. Znalost téchto principi by vedla naptiklad k lepSimu pochopeni fluidity

membran a prostupnosti molekul skrze bunééné membrany.

Cilem této prace bylo vyvolat peroxidaci lipidi a charakterizovat o jaky typ
volného radikalu se jedna. K tomu jsme vyuzivali EPR v kombinaci s vychytdvacem

elektrontt POBN, ktery je v detekci lipidovych volnych radikali nejpouzivang;si.

Vytvofili jsme HO' pomoci Fentonovy reakce, a tento systém jsme aplikovali na
bunky A2780 v médiu (Obrazek 11 — 17). Diky tomu se ndm povedlo vyvolat lipidovou
peroxidaci a s nejvétsi pravdépodobnosti detekovat L'. O tomto zavéru nas presvédéuje
simulace spektra POBN/L aduktu (Obrazek 17 C), se kterou ma nameétfené spektrum
korelaci R = 0,938. Dale stabilita aduktu volného radikalu s POBN v Case. Nasledn¢ tvar

cvvr

vzrist intenzity signalu pfi zamezeni dalsi oxidace pomoci enzymu glukéza oxidazy.

Déle jsme provedli méfeni s antioxidanty (Obrazek 14 a 15). Pouzili jsme
antioxidanty a-tokoferol, L-askorbat a propyl galat. L-askorbat volné radikaly eliminoval
az o 89 %, ale z divodu ucinku L-askorbatu na velké mnozstvi riznych typa volnych
radikali nemtzeme usoudit, ktery volny radikal byl ve smési pfitomen. Po pfidani o-
tokoferolu a propyl galatu byla navySena intenzita signdlu o 30 %, respektive o 78 %.
Nebyly tedy eliminovany vSechny volné radikaly a méfeni s antioxidanty ndm nedava

potiebné informace.

Pokracovani v této praci by se tykalo potvrzeni hypotézy, Ze ndmi detekovany R’ je
L. Pro potvrzeni této hypotézy by byla vhodna kombinace EPR s HPLC a hmotnostnim

spektrometrem.

33



6. Seznam literatury

Alberts B, Johnson A, Lewis J, Raff M, Roberts K, Walter P (2002) Molecular Biolofy of
the Cell. Garland Science, New York.

Atkins PPJ (2013) Fyzikalni chemie. VSCHT, Praha.

Aust SD, Morehouse LA, Thomas CE (1985) Role of metals in oxygen radical reactions.
Free Radic Biol Med 1, 3-25

Berliner LJ (2016) The evolution of biomedical EPR (ESR). Biomedical Spectroscopy and
Imaging 5, 5-26

Boveris AD, Galatro A, Puntarulo S (2000) Effect of nitric oxide and plant antioxidants on

microsomal content of lipid radicals. Biological Research 33, 159-166

Brash AR (1999) Lipoxygenases: Occurence, functions, catalysis, and acquisition of

substrate. J. Biol. Chem. 274, 23679-23682

Buettner GR (1987) Spin Trapping: ESR PARAMETERS OF SPIN ADDUCTS. Free
Radical Biology & Medicine 3, 259-303

Buettner RG (2008) Molecular targets of photosensitization — some biological chemistry of

singlet oxygen. Free radical and Radiation Biology & ESR Facility, lowa city.

Cacabelos D, Ayala V, Ramiréz-Nunez O, Granado-Serrano AB, Boada J, Serrano JCE,
Cabré R, Nadal-Rey G, Bellmunt MJ, Ferrer I, Pamplona R, Portero-Otin M (2014)
Dietary Lipid Unsaturation Influences Survival and Oxidative Modifications of an
Amyotrophic Lateral Sclerosis Model in a Gender-Specific Manner. Neuromol Med 16,
669-685

Ferretti U (2012) Stanoveni antioxidacni aktivity rostlinnych extraktt in-vitro. Bakalarska

prace, Ostravska Univerzita v Ostravé

Girottt AW (1998) Lipid hydroperoxide generation, turnover, and effector action in
biological systems. J. Lipid Res. 39, 1529-1542

34



Grinna LS (1977) Age related changes in the lipids of the microsomal and the
mitochondrial membranes of rat liver and kidney. Mech Ageing Dev. 6, 197-205

Halliwell B, Gutteridge JMC (1999) Free Radicals in Biology and Medicine. Oxford

University Press. Oxford

Katan MB, Zock PL, Mensink RP (1994) Effects of fats and fatty acids on blood lipids in
humans: An overview. Am. J. Clin. Nutr. 60, 1017-1022

Koolman J, R6hm KH (2012) Barevny atlas biochemie. Grada Publishing, Berlin
Leyton J, Drury PJ, Crawford MA (1987) Differential oxidation of saturated and

unsaturated fatty-acids invivo in the rat. British Journal of Nutrition 57, 383-393

Lodish H, Berk A, Zipursky LS (2000) Molecular Cell Biology. W. H. Freeman, New
York.

Murray RK, Cranner DK, Mayes PA, Rodwell VW (2001) Harperova biochemie. H&H,

JinoCany

Merz JH, Waters WA (1947) Electron-transfer reactions. The mechanism of oxidation of

alcohols with Fenton’s reagent. Faraday Soc. 2, 179-188

North JA, Spector AA, Buettner GR (1992) Detection of Lipid Radicals by Electron
Paramagnetic Resonance Spin Trapping Using Intact Cells Enriched with Polyunsaturated

Fatty Acid. The Journal of Biological Chemistry 267, 5743-5746

Piterkova J, Tomankova K, Luhova L, Petfivalsky M, Pe¢ P (2005) Oxidativni stres:
Lokalizace tvorby aktivnich forem kysliku a jejich degradace v rostlinném organismu.

Chem. Listy 99, 455 — 466

Porter NA, Caldwell SE, Mills KA (2011) Mechanisms of free-radical oxidation od
unsaturated lipids. Lipids 30, 277-290

Qian SY, Wang HP, Schafer FQ, Buettner GR (2000) EPR Detection of lipid-derived free
radicals from PUFA, LDL and cell oxidations. Free Radical Biology & Medicine 29, 568-
579

Roche HM (1999) Unsaturated fatty acids. Proceedings of the Nutrition Society 58, 397-
401

35



Roche HM (1999) Unsaturated fatty acids. The Nutrition Society 58, 397-401

Sandip BB, Mahesh VB, Singhal RS, Ananthanarayan L (2009) Glucose oxidase — An
overview. Biotechnology Advances 27, 489-501

Valko M, Leibfritz D, Moncola J, Croninc MTD, Mazura M, Telser J (2007) Free radicals
and antioxidants in normal physiological functions and human disease. The International

Journal of Biochemistry & Cell Biology 39, 44-48

Venkataraman S, Schafer FQ, Buettner GR (2004) Detection of Lipid Radicals Using EPR.
Antioxidants & Redox Signaling 6, 631-638

Venkataraman S, Schafer FQ, Buettner GR (2004) Forum review: Detection of Lipid
Radicals Using EPR. Antioxidants & Redox Signaling 3, 631-638

Widengren J, Chmyrov A, Eggeling Ch, Léfdahl PA, Seidel CAM (2007) Strategies to
Improve Photostabilities in Ultrasensitive Fluorescence Spectroscopy. J. Phys. Chem. A

111, 429-440

Xu Y, Gu Y, Qian SY (2012) An Advanced Electron Spin Resonance (ESR) Spin-
Trapping and LC/(ESR)/MS Technique for the Study of Lipid Peroxidation. International
Journal of Molecular Sciences 13, 14648-14666

Yin H, Porter NA (2011) Free Radical Lipid Peroxidation: Mechanisms and Analysis.
Chemical Reviews 111, 5944-5972

Yu BP (1994) Cellular Defenses Against Damage From reactive Oxygen Species. Physiol
Rev 75, 139-162

36



Internetové zdroje:

http://sydney.edu.au/science/chemistry/~hamble t/anticanceragents.html - dostupné kvéten

2016

http://www.aldebaran.cz/bulletin/2010 16/membrana.jpg - dostupné kvéten 2016
http://www.cyberlipid.org/images/pict138.GIF - dostupné kvéten 2016

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/93112519?lang=en&region=CZ&gcli
d=CjOKEQjw2sO3BRD49-

zdztb8iLwBEIQAFZgZfl DeewJs7HgD8hLOjQNLDEqLwqpq7F5VOdFSDNzOBIwaAiq
a8P8HAQ - dostupné kvéten 2016

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/21/EPR_lines.png - dostupné  kvéten
2016

37



