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UvVOD

Aerobné zijici organismy jsou neustdle vystavovany reaktivnim formam kysliku (ROS),
kter¢é mohou zplisobovat jejich oxidativni poskozeni. V pribéhu evoluce si organizmy
vytvorily rozli¢né enzymatické i neenzymatické mechanismy antioxidacni obrany. Pokud
ROS ziskaji pfevahu nad antioxida¢nimi mechanismy, hovofi se o oxidativnim stresu.
Oxidativni stres lze v daném organizmu laboratorné dokézat ptfitomnosti specifickych
primarnich a sekundarnich produkti. V ptipadé oxidativniho posSkozeni lipid se mezi
primarni produkty fadi lipidové hydroperoxidy (ROOH) a ze sekundarnich produktu je jiz
fadu let vyznamnym markerem oxidativniho stresu malondialdehyd (MDA).

Néplni této diplomové prace je posuzovani vlivu albuminovych ROOH, které byly zvoleny
jako zéstupci proteinovych ROOH, na oxidativni poskozeni lipidi v lidskych nadorovych
buiikdch. Téma je v prvni ¢asti zpracovano v podobé literdrni reSerSe a experimentalni ¢ast se
zabyva albuminovymi ROOH, jejich vlivem na oxidativni poSkozeni lipidi a na vitalitu
bunék. Jako marker miry oxidativniho poskozeni je zvolen MDA.

V ramci jinych praci bylo formulovano, ze pro oxidativni poSkozeni zplsobené
proteinovymi ROOH jsou primédrnim cilem proteiny a sekundarnim cilem nukleové kyseliny
[20][21]. Hypotézou k experimentalni ¢asti této diplomové prace je predpoklad, Ze proteinové

ROOH mohou za urcitych podminek zptsobit i oxidativni poskozeni lipida.



CILE PRACE:

1. Vypracovat struény prehled problematiky lipidové peroxidace

2. Dukladné se seznamit s funkci a ovladanim HPLC. Sepsat postup méteni.

3. Prométit tvorbu MDA v lidskych nddorovych buiikkach po piidani proteinovych
hydroperoxidu.

4. Vyhodnotit naméfené vysledky a diskutovat je v porovnani s literaturou.



1.1 Reaktivni formy kysliku

Ve vzduchu existuje kyslik prevazné jako molekula znama pod nazvem molekularni kyslik
(O2) nebo dikyslik. Pfi acrobnich podminkach oxiduje s uhliky, coz je dilezité pro to, aby
mohly aerobni organismy ze substrati ziskavat energii. Pfi tomto procesu se ale O, redukuje
a dochazi tak ke vzniku ROS, mezi kterymi jsou i volné radikdly. Volné radikély jsou
chemické Castice s jednim, nebo dvéma neparovymi elektrony.
Z ROS, které volnymi radikaly nejsou, mohou volné radikaly vznikat [24].

Hlavnimi endogennimi zdroji ROS jsou mitochondrie a déle pak plazmatické membrany,
endoplazmatické retikulum, peroxizomy a fagocytujici bunky. Mitochondrie jsou zdrojem
ROS pievazné béhem déja, které se ucastni elektronového transportu a apoptotické kaskady
[37]. Plazmatické membrany produkuji ROS béhem peroxidace lipida, ktera muze byt piimo
iniciovana jinymi ROS ¢i enzymy nebo neptimo UV ¢i ionizujicim zafenim a pfechodnymi
kovy. Uvedenymi druhy zafeni totiZ dochdzi k homolytickému Stépeni vazeb neradikalovych
ROS, a tim k tvorbé volnych radikalii. Prechodné kovy slouzi jako oxidac¢ni ¢i redukéni
¢inidla. Zna¢né mnozstvi ROS produkuji fagocytujici bunky béhem fagocytézy, a to
konkrétné¢ béhem procesu, ktery je oznacovan jako respiracni vzplanuti a slouzi k obrané

organismu pied patogeny [4][39].

Latky, které nejsou volnymi radikaly:
Singletni kyslik — O,

Peroxid vodiku — H,O;

Kyselina chlorna — HCIO

Volné radikaly (volné kyslikové radikaly, VKR):
Hydroxylovy radikal — HO’
Superoxidovy aniontovy radikal — Oy~

Hydroperoxylovy radikal — HO;'

1.1.1 Singletni kyslik

Singletni kyslik je silné oxidacni ¢inidlo, které reaguje s riznymi organickymi molekulami
- s nukleovymi kyselinami (NK), proteiny a lipidy [36].
Mize vznikat Cetnymi zplsoby, a to generaci z fotosenzitivnich molekul [14], pfi

fagocytoze a fotosyntéze [52], katalytickym mechanismem peroxidaz a Russelovym
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mechanismem. Béhem Russelova mechanismu dochazi k reakci dvou peroxylovych radikalt
(HOO"), které se slucuji do nestabilniho linearniho tetraoxidu. Vznikly tetraoxid podléha
rychlé fragmentaci na alkohol, karbonyl a O, nebo *O,. [36].

Vznik 10, z fotosenzitivnich molekul je oznadovany jako fotosenzitivni reakce Il. typu
[36]. Reakce se tcastni pouze Oy, UVA zafeni a fotosenzitivni latky. Fotosenzitivni latky jsou
skupiny molekul s vysokou fotostabilitou, které jsou schopny absorbovat energii ve formeé
zateni, a poté dochazi K pfenosu tripletni excitaéni energie z fotosenzitivni molekuly na
molekularni kyslik za vzniku '0,. Mezi velmi efektivni fotosenzitivni molekuly patii
napiiklad néktera barviva (eozin, metylenova modf), aromatické hydrokarbony (naftaleny,
antraceny, bifenyly), komplexy ptechodnych kovl (ruthenium, osmium, iridium)
a z biologickych latek steroly, kyselina urokanova, porfyriny a jejich derivaty: flaviny
a quinony [14]. Tento zptisob vzniku 'O, je dominantnim zptisobem vzniku v kiZi, protoze
ptedstavuje velkou plochu pro UVA slozku slune¢niho zafeni [5].

Singletni kyslik je energeticky bohatd castice, kterd hraje svou roli nejen v fadé
biologickych procesti, ale ma mnoho praktickych uplatnéni i v mediciné a pramyslu. Ucastni
se fotooxidace a poskozovani DNA. Je prokazano, 7e ‘0, ma svlj podil na genotoxickém
efektu UVA zafeni (320 - 380 nm) a hraje dilezitou roli v bunééné signalizacni kaskade
vedouci k apoptoze [36]. V medicing se 'O, vyuziva pii sterilizaci krve pro transfize a pii
fotodynamické terapii, ktera slouzi k 16¢b& rakoviny. V primyslovych aplikacich se 'O,
vyuziva pii syntéze polymerl (polymer science) a pro vyrobu herbicidi, které jsou

aktivovany slune¢nim svétlem [14].

1.1.2 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku je slabym oxida¢nim i redukénim cCinidlem. Je snadno misitelny s H,O
a snadno prechazi pies bunééné membrany [23]. Endogenné vznikda H0, béhem
elektronového transportu v mitochondriich (podrobné&ji v kapitole 1.1.5 Superoxidovy
aniontovy radikal). Ddle mulZe vznikat pfimo za plsobeni enzymii monoaminooxidazy
a glykolatoxidazy ¢i pii oxidaci mastnych kyselin (MK). V ptipadé €loveka jsou vnéjSim
zdrojem H,0; i bézné konzumované napoje jako instantni kava a ¢erny ¢i zeleny ¢aj. Peroxid
vodiku jsou schopny produkovat i1 nékteré bakterie, které Ziji v hornich ¢éastech traviciho
traktu [25].

Z H,0; vznika Fentonovou a Haber-Weissovou reakci vysoce reaktivni HO™ (podrobnéji
v kapitole 1.1.4 Hydroxylovy radikal).

Podobné jako 'O, ma i H,O, sviij podil v apoptotické signalizacni kaskade [36].
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1.1.3 Kyselina chlorna

Kyselina chlorna vznika v piipadé polynukleart a monocyti reakci chloridu s H,O, za
ucasti enzymu myeloperoxidazy (reakce €. 1).

reakce ¢. 1

ClI'+ H,0O, + H"— HOCI + H,0

Jedna se o vysoce reaktivni slouceninu, ktera je schopna interakce s Cetnymi druhy
molekul. Z biologickych molekul jsou cilem pro HOCI volné amino a thio skupiny
aminokyselin (AK), coz vede ke vzniku nestabilnich chloramint a sulfenylovych chloridd.
Dalsim biologickym cilem pro HOCI jsou lipidy. Je zndmo, ze HOCI se vaze na vazbu
uhlik - uhlik v MK a cholesterolu, a tak zpusobuje vznik chlorhydrind [33].

Za fyziologického pH reaguje s lipidovymi ROOH obsazenych v lipozomech za vzniku
'0,. Kyselina chlorné je schopna produkovat ROS, konkrétng HO', a to reakei s Zeleznatym
kationtem (Fe®*) nebo s O,

Reakce H;O, sHOCI je nejtypictéjsi reakci, kterda probiha béhem fagocytozy
(reakce ¢. 2)[36].

reakce ¢. 2
HOCI + H,0, — '0,+ CI'+ H,O0 + H*
Reakci HOCI a taurinu, ktery je ze vSech volnych AK v cytoplazmé neutrofilii nejhojnéjsi,
vznika oxidant taurin-monochloramin. Ten je schopen inhibovat zanétlivé mediatory

neutrofilli a makrofagu, jako jsou oxid dusny, tumor nekrosis faktor o a prostaglandin [33].

1.1.4 Hydroxylovy radikal

Hydroxylovy radikal je mala ve vod¢ dobie rozpustna molekula, kterd je nejreaktivnéjsi ze
vSech ROS. M4 kratkou zivotnost a vznika v bunikach z H,O; béhem nejriznéjsich stresovych
podminek. V bufice miiZze vznikat az okolo padesati HO" za sekundu. Nespecificky reaguje
s Cetnymi biomolekulami, a tim zpUsobuje jejich poskozeni, které se uplatiiuje v patogenezi
mnoha onemocnéni, jako je rakovina, ateroskler6za a ruzné typy neurodegenerativnich
onemocnéni [4].

V biologickych systémech vznika pisobenim UV zafeni na H,0; [25] ¢i béhem Fentonovy
reakce a nasledné Haber-Weissovy reakce. Fentonovy reakce se udastni H,O, s Fe?* piimo za

vzniku HO" a Zelezitého kationtu (Fe**) (reakce &. 3). Hydroxylovy radikal reaguje s H,O.
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a vznikda O," (reakce ¢. 4). Vznikly O, opét reaguje s H,O, za vzniku HO" a HO"
(reakce ¢. 5). Pravé tato posledni ¢ast je oznaGovana jako Haber-Weissova reakce [24].
Kromé zeleza se mohou vzniku HO' G¢astnit i jiné pfechodné kovy jako méd’, nikl, kobalt
a vanad. V lidském organismu existuji systémy, které dokazi Zelezo udrzet v redoxnim stavu,
a tim také inertnim pro H;O,. Mezi n€ patii transportni proteiny pro Zelezo transferin

a laktoferin a dale protein ferritin, ktery slouzi jako zasobarna zeleza [59].

reakce ¢. 3
H,0, + Fe** — HO™ + Fe*
reakce ¢. 4
HO + H,0, - 0,"+H"+H O
reakce ¢. 5

0,"+H,0, - HO + OH + O,

Za fyziologickych podminek mize HO vznikat pfenosem H* na peroxynitrit. Peroxynitrit

se poté rozpada na HO" a nitrogen dioxidovy radikal [36].

1.1.5 Superoxidovy aniontovy radikal

Hlavnim zdrojem O" je dychaci fetézec probihajici na vnitini membrané mitochondrii.
Dochézi pti ném k pienosu elektronti pies jednotlivé specifické komplexy. Jednoelektronovou
redukci O, pak vznika O, [65]. Ve vodnych roztocich funguje O," jako slabé oxidaéni ¢inidlo
[23]. Superoxidovy aniontovy radikal mize oxidovat enzymy, které ve svém aktivnim misté
obsahuiji ionty Zeleza. Ty se uvolni ve formé Fe?* a uplatni se bshem Fentonovy reakce [24].

Ve vodnych roztocich ale nemaji piili§ velkou stabilitu, nebot’ se jednotlivé O, vzajemné
sluCuji za vzniku H,0, a O, [23]. Tato reakce miize probihat bud’ spontanné, nebo mize byt
katalyzovana enzymem superoxiddismutdzou, ¢imz se jeji prubéh vyrazné urychli
(reakce ¢. 6) [17].

reakce ¢. 6

0, "+0,7 + 2H" — H>0, + O,

Superoxidovy aniontovy radikal je ve vodnych roztocich také silnym redukénim cinidlem.

Redukuje nekteré kovové komplexy jako naptiklad cytochrom c [24].
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1.1.6 Hydroperoxylovy radikal

Hydroperoxylovy radikal je protonovana forma O, CoZ znamena, Ze vznika konjugaci H"
a O,". Superoxidovy aniontovy radikal tedy slouzi jako zdroj pro HO,', pfi¢emZ jeho samotny
vznik zavisi na pH prostfedi [23]. Pti pH 7,4, coz je fyziologicka hodnota pH krve, je
pfitomen jen v malém mnozstvi [1]. Udava se, ze této protonované formy O, je v krvi okolo
0,3 % [30]. Hydroperoxylovy radikal ma mnohem silnéj$i oxida¢ni a reduk¢ni vlastnosti nez
O, a vyznamné¢ se podili na iniciaci lipidové peroxidace [4].

Béhem stdrnuti se méni vnitini prostfedi v mitochondriich, coz zahrnuje oxidativni
poskozeni proteini zapojenych v dychacim fetézci a snizeni mnozstvi negativné nabitého
kardiolipinu na vnitini stran¢ membrany. Nizs§i hladiny kardiolipinu zpiisobuji nizsi kyselost

prostfedi, ¢imZ se omezuje protonace O, [30].

1.1.7 Biologicky vyznam reaktivnich forem Kkysliku

Krom¢ negativnich U¢inkG spocivajicich v interakcich S biomolekulami, néslednymi
ztratami jejich funkci, vznikem nemoci a indukcemi mutaci, maji ROS v organismech
I prospésné funkce. Maji svou tlohu v imunitnim Systému a jsou soucasti signalnich drah
Vv bunikach.

Velké mnoZstvi ROS vznikd pfi nespecifické imunitni obrané organismu - fagocytoze.
Béhem fagocytézy dochéazi k respiratnimu vzplanuti, které je charakteristické velkou
spottebou O a ndaslednou produkci ROS. Vzniklé ROS mohou likvidovat patogenni
mikroorganismy ¢i jiny cizorody material [28]. Pfi respiraénim vzplanuti maji svou
vyznamnou Ulohu enzymy, které jsou ve fagocytujicich bunkéach pfitomny. Patfi mezi né
pfedevsim transmembranovy enzym NADPH-oxidaza, ktery piendsi elektron z NADPH na
O,. Tim vznika O, a naslednymi reakcemi H,0», 102 a HOCI, ktera ma silné antimikrobialni
ucinky, a zaroven je silnym oxida¢nim ¢inidlem [52]. Nékteré ROS jsou béhem respira¢niho
vzplanuti generovany i neenzymaticky, a to Fentonovou a Haber-Weissovou reakci [28].

Pfi chronické granulomatoze, coz je dédi€né onemocnéni vdzané na chromozom X, enzym
NADPH-oxidaza chybi, nebo je pfitomen v mutantni podob&. To vede k selhani tvorby O,
a H,0, a postizeny jedinec je tak nachylnéjsi k plisnovym a bakterialnim chorobam. Zejména
pak k tém, které zptisobuji bakterie rodu Staphylococcus. Ty obsahuji vlastni katalazu, ktera
rozlozi ptipadné malé mnozstvi H,O; [28] [38].

Negativni vliv ROS byl prokazan u nékterych virovych infekci. In-vitro studie prokazaly,

ze ROS napomahaji aktivaci jaderného transkrip¢niho faktoru xB, ktery slouzi k replikaci
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viru HIV. Viry chiipky ¢i nektera mykoplazmata pfimo stimuluji makrofagy k produkci ROS,
¢imz zvysuji oxidativni stres pti infekci HIV. Néktera mykoplazmata navic ve své cytoplazmé
obsahuji H,O; [28].

Reaktivni formy kysliku podporuji i rozvoj autoimunitnich onemocnéni. Neutrofily, které
se vyskytuji béhem nemoci v zanétlivych loziscich, generuji ROS, které inaktivuji inhibitory
proteaz, a tak degraduji kyselinu hyaluronovou a proteoglykany [28].

V ramci signalnich drah v bunce se ROS podileji na bunétné proliferaci a rozhodnuti
0 preziti bunék, a to pfimymi interakcemi s proteinovymi MAPK kindzami a PI3 kinazami.
Dale mohou ROS piimo interagovat s geny pro antioxidanty, jako jsou thioredoxin
a peroxiredoxin. Svou interakci S proteiny obsahujicimi klastry zeleza a siry mohou
ovliviiovat i homeostazu zeleza. Interakci s proteinem p66Shc ovliviiuji mitochondrialni stres,

starnuti a apoptdzu [43].

1.2 Lipidova peroxidace

Lipidova peroxidace je proces, pii kterém dochazi k degradaci lipida po jejich poSkozeni
volnymi radikaly (neenzymaticka lipidova peroxidace) nebo enzymy (enzymova lipidova
peroxidace). Na neenzymatickém procesu lipidové peroxidace maji nejvetsi podil kyslikové
a dusikové radikaly [49] a zenzymi pak lipoxygenazy, cyklooxygenazy
a enzymy cytochromu P450 [4]. U zivocicht je hlavnim cilem pro iniciaci lipidové
peroxidace kyselina arachidonova a v pfipadé rostlin kyselina linolova a kyselina
a-linolenova [49]. Z dalSich Dbiologickych molekul jsou atraktivnimi cily pro lipidovou
peroxidaci glykolipidy, fosfolipidy a cholesterol. Béhem lipidové peroxidace vznikd velké

mnozstvi produktd, které maji rozli¢né biologické funkce [4].

1.2.1 Neenzymaticka lipidova peroxidace

Neenzymatickd lipidova peroxidace je fetézova reakce probihajici ve tfech krocich:
iniciace, propagace a terminace [4]. Schematicky je prub&éh znazornén na obrazku
(obrazek ¢.1).

V ramci ROS se na neenzymatické lipidové peroxidaci nejvice podili HO™ a HO-.
Z fyzikalnich iniciator ma nejvetsi vliv UV a ionizacni zéfeni.

Iniciace
Reakce je iniciovana odSt€épenim atomu vodiku z polynenasycené MK (PUFA) za pomoci
volného radikdlu. V rdmci PUFA se nachazi rizny pocet dvojnych vazeb, mezi nimiz jsou
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methylenové skupiny, a pravé pfitomnost dvojné vazby zptsobuje oslabeni methylenové C-H
vazby. Na uhliku PUFA zistavad neparovy elektron a vznikd alkylovy radikal. V ramci
alkylového radikalu dojde k pfesunu dvojnych vazeb, a tim vznikd konjugovany dien. Ten
reaguje s O, a dochazi tak ke vzniku lipidového ROO" [44].

Propagace

Béhem propagace dochazi k reakcim volnych radikalti s neradikdlovymi molekulami za
vzniku novych radikalt. Pfikladem muze byt lipidovy ROOQ’, ktery je schopen od$tépit
vodikovy atom z jiné PUFA, ¢imz se vytvaii dalsi radikaly, a sam se tak stava lipidovym
ROOH [61] [39]. Rychlost odstépovani vodikového atomu je limitovana, protoze nasledna
reakce alkylového radikalu s O, zavisi pravé na rychlosti difuze O, do mista reakce [60].

Terminace

Propagace radikalové reakce trva do té doby, nez spolu zreaguji dva volné radikaly za
vzniku neradikalu. Tato reakce primarné nastdva mezi dvéma lipidovymi ROO’, coz je
oznacovano jako Russeliiv mechanismus (podrobnéji v kapitole 1.1.1 Singletni kyslik) [60].

Mimo to muze dojit k ukonceni reakce v piipad€, ze volny radikal zreaguje s molekulou

antioxidantu, ktera ma schopnost tuto fet€zovou reakci ukongit [44].
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Obrazek C. 1: Schéma neenzymatické lipidové peroxidace: Z kyseliny arachidonové (1.) je za pomoci
volného radikalu odstépen vodikovy atom a vznika alkylovy radikal (11.) a z néj preskupenim vazeb
konjugovany dien (I11.). Po reakci s O, vznika peroxylovy radikal, (1V.) ze kterého vznika po reakci

s PUFA lipidovy hydroperoxid (V.) a z néj po reakci s prechodnymi kovy alkoxylovy radikal (V1.), ¢i
peroxylovy radikal (IV.)

1.2.2 Enzymaticka lipidova peroxidace

Na enzymatické lipidové peroxidaci se nejvice podileji enzymy lipoxygenazy
a cyklooxygenazy.

Prestoze se lipoxygendzy a cyklooxygenazy lisi ve svych sekvencich, tercidlni struktuie
a lokalizaci v ramci buiky, jejich mechanismus pasobeni na PUFA je velice podobny.
Produkty pisobeni lipoxygendz a cyklooxygenaz na kyselinu arachidonovou se obecné
oznacuji jako eikosanoidy, coz odkazuje na 20uhlikaty fetézec MK [49].

Lipoxygenazy jsou enzymy, které obsahuji nehemové Zelezo, a skladaji se z jednoduchého
polypetidového fetézce, ktery je sloZzeny do dvou domén. Prvni doménu tvoii a-helikélni

katalytickd doména a druhd N-termindlni doména je tvofena  [B-soudkem.
17



Pomoci N - termindlni domény je LOX ukotvena v cytoplazmatické membrané.

Lipoxygenazy katalyzuji preménu kyseliny arachidonové na leukotrieny [49].
Cyklooxygenazy patii mezi hemoproteiny, které prostupuji skrz endoplazmatické

retikulum a jadernou membranu pomoci Ctyf a-helixd. Cyklooxygenazy stoji na zacatku

pfemény kyseliny arachidonové na prostaglandiny a tromboxany [49].

1.2.3 Biologické disledky lipidové peroxidace

Neenzymaticka i1 enzymatickd lipidova peroxidace mad pomérné rozsahlé biologické
dasledky na organismus.

Vlivem neenzymatické lipidové peroxidace dochédzi k poSkozovani Sirokého spektra
bunéénych struktur. Primarnim cilem jsou PUFA, mezi jejichz funkce patfi udrZovani
struktury, fluidity a selektivity bunéénych membran, Gcast v signdlnich drahach a genové
expresi, a navic slouzi jako zdsoba energie. Pii lipidové peroxidaci dochdzi vlivem
poskozovéani PUFA ke zménam membranovych vlastnosti a poSkozeni membranové vazanych
enzymi. Déle dochazi ke zméndm v signalnich drahach a ke vzniku reaktivnich produkti,
které mohou poskozovat nejen membrany, ale i ostatni biologické strutury v burce
(podrobnéji v kapitole 1.3 Produkty oxida¢niho poSkozeni). Vazba pozitivné nabitych ¢astic
na negativné nabité struktury fosfolipidové membranové dvojvrstvy zvySuje ndchylnost
membran k oxidativnimu poskozeni. Funkci pozitivné nabitych ¢astic plni kationty kobaltu,
kadmia, stiibra, rtuti, vapniku a olova [44].

Oxidacni produkty cholesterolu, zndmé pod nazvem oxysteroly, jsou predmétem vyzkumu,
protoZe mohou slozit jako boimarkery oxidativniho stresu. Dale se G€astni syntézy Zlu¢ovych
kyselin, transportu cholesterolu a jsou soucasti signalnich drah v bunce [39].

Pokud lipidové peroxidace pfevazi nad obrannymi mechanismy, miize to v kone¢ném
dusledku vést az ke smrti bunky [44].

Mezi biologicky vyznamné produkty enzymatické lipidové peroxidace patii eikosanoidy
odvozené z kyseliny arachidonové: prostaglandiny, tromboxany, leukotrieny.

Hladina prostaglandinti je za normalnich okolnosti nizka a k jejimu nariistu dochazi béhem
zanétlivych procest. U¢inky prostaglandini jsou zprotfedokvany G-proteiny. Zptsobuji
vazodilataci perifernich cév, ¢imz snizuji krevni tlak, a zaroven zvysuji pratok krve v srdci,
ledvindch a v oblasti mezenteria. Maji protektivni G¢inek na gastrointestinalni trakt, protoZe

snizuji tvorbu kyseliny chlorovodikové v Zaludeéni sliznici [45].
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Funkci tromboxanu je adheze a agregace krevnich desti¢ek na cévnim endotelu,
proliferace a kontrakce hladké svaloviny a aktivace endotelu v ptipadé zanétlivych procest
[45].

Leukotrieny jsou syntetizovny uvnitf bilych krvinek a maji vyznamnou tlohu
v zanétlivych procesech. Slouzi jako chemoatraktanty pro fagocytujici buiiky, podili se na

bronchokonstrikei a podporuji vznik eozinofilie [47].

1.3 Produkty Oxidativniho poSkozeni

Mezi nejvyznamnéjsi primarni produkty oxidativniho poSkozeni se fadi ROOH, které
vznikaji z lipida, proteind ¢i NK (nukleovych kyselin). Mezi sekunddrni produkty se fadi
mnoho aldehydii, znichz se v souCasnosti povazuji za nejdulezitéjsi MDA
a 4-hydroxynonenal (4-HNE). Organické hydroperoxidy se podileji na propagaci novych
ROS a poskozovani biomolekul, zatimco MDA spole¢né s 4-HNE ucinkuje na organismus

mutagenné ¢i toxicky [4].

1.3.1 Primarni produkty oxidativniho poskozeni

Piitomnost ROOH je vzdy znakem oxidativniho poskozeni organismu. Z toho divodu je
jejich detekce a co nejpresnéjsi kvantifikace predmétem zajmu mnoha vyzkumii.

Organické hydroperoxidy jsou relativné stabilni pti pokojové teploté. Jejich rozklad l1ze
urychlit zahtfivanim, UV zafenim nebo pfidanim pfechodnych kovi ¢i hemoproteind, které

prechodné kovy ve své struktufe obsahuji [36].

1.3.1.1 Lipidové hydroperoxidy

Bunééné membrany jsou cilem pro ROS, a to zejména pro HO" a HO;" [4]. Po reakci lipidi
s témito ROS (podrobné&ji v kapitole 1.2.1 Neenzymaticka lipidova peroxidace) dochazi az
K tvorbé lipidovych ROOH. Reakce lipidovych ROOH s ptechodnymi kovy nebo hemovymi
proteiny vede ke vzniku lipidovych ROO" a lipidovych alkoxylovych radikalti. Pokud lipidové
ROO" vznikly z lipidovych ROOH obsahujicich ve své molekule a-vodik, dochazi
Russelovym mechanismem k produkci 'O, (podrobngji v kapitole 1.1.1 Singletni kyslik)
[36][22].

Kromé uvedenych ROS mohou lipidovou peroxidaci, a tim vznik lipidovych ROOH
zpusobit i enzymy cyklooxygenazy a lipoxygenazy (podrobné&ji popsano v kapitole 1.2.2
Enzymaticka lipidova peroxidace) [36].
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Za fyziologickych podminek obsahuji buiikky enzymy, které jsou schopny redukovat
lipidové ROOH na méné reaktivni lipidové hydroxidy. Na této redukci se podili n¢kolik
reduk¢énich enzymi, a to glutathionperoxidazy, glutathiontransferazy a selenoperoxidazy
[22][54]. Fosfolipidové ROOH jsou pak metabolizovany fosfolipidovou hydroperoxidovou
glutathionperoxidazou, nebo $tépeny fosfolipazou A2. Za jinych nez fyziologickych
podminek ale lipidové ROOH na lipidové hydroxidy redukovany nejsou, coz vede nejen ke
zménam membranové fluidity, ale 1 ke zvySeni ochrannych procesii v buiice a pfi rozsdhlém
bunééném poskozeni k indukci apoptoézy. Protoze se uréité téidy lipidovych ROOH v téle
hromadi (ROOH MK, fosfolipidt, cholesterolu a esteri cholesterolu), je v soucasnosti

zamé&fena pozornost na jejich role v patofyziologickych procesech [36].

1.3.1.2 Proteinové hydroperoxidy

Stejné jako lipidy jsou i proteiny cilem pro ROS, a to zejména pro HO'. Bylo prokazano,
7e HO' je schopen iniciace peroxidace polypeptidi, a to jak na jejich kostfe, tak i na jejich
postrannich AK fetézcich [7]. Hydroxylovy radikal odstépi vodik a obdobné jako v piipadé
peroxidace lipida reakce pokracuje az po vznik proteinovych ROOH. Co se tyce konkrétnich
AK v postrannich fetézcich, bylo prokazano, ze Sest Z nich (prolin, glutamat, lyzin, valin,
leucin a izoleucin) znaéné reaguje s HO® za vzniku proteinovych ROOH [36].

Uvadi se, Ze reakce dvou proteinovych ROO" wvzniklych z proteinovych ROOH
obsahujicich a-vodik, je schopna vést Russelovym mechanismem k produkci *O,. Navic je
také pravdépodobné, Ze 10, miize vznikat v reakei zahrnujici rekombinaci proteinovych ROO’
vzniklych z primarnich a sekundéarnich proteinovych ROOH s ROO" vzniklych z tercialnich
proteinovych ROOH, které a-vodik ve své struktufe neobsahuji. Mezi tercialni proteinové
ROOH se fadi napfiklad tryptofanové nebo tyrozinové ROOH. DileZitost této reakce je
potlacena skutecnosti, ze tyto AK-ROOH mohou vznikat v blizkosti buné¢nych membran,
které obsahuji velké mnozstvi lipidi, a tak mohou reagovat s lipidovymi ROO" vzniklych
z lipidovych ROOH [36].

Vzniklé proteinové ROOH mohou byt v organismech redukovany pomoci
glutathionperoxidazy [11].

Z Sirokého spektra produkt, které z proteinu vznikaji po poskozeni ROS, jsou v popiedi
zdjmu hlavné proteinové ROOH. Jedna se o molekuly, které maji pfi laboratorni teploté

ey e

poskozovani bunéénych struktur [36].
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1.3.1.3 DNA hydroperoxidy

Cilem pro ROS jsou i NK. Vétsina poznatkii o DNA-ROOH pochazi z radiacni biologie,
kdy je HO® generovan za pomoci y zafeni z vodného roztoku oxidu dusného [53].

Bylo zaznamenano, ze pisobeni HO™ v blizkosti DNA vede pravé k tvorbé
DNA- ROOH a dalsich oxida¢nich produktl. Reakce HO™ s DNA zahrnuje adici na uhliky
C5 a C6 v pripadé cytosinu a tyminu a na uhliky C4, C5 a C8 v pfipadé guaninu a adeninu,
pficemz v neutralnim a mirné€ kyselém prostiedi vznikaji DNA-ROOH nejvice z tyminu [36].

Reakei tyminu S HO’ vznika piiblizné ze dvou tietin
5-hydroxy-6-hydroperoxy-5,6-dihydrotymidin a zbylou tietinu tvori
6-hydroxy-5-hydroperoxy-5,6-dihydrotymidin. Alternativné mize HO" podporovat odstépeni
H" z metylenové skupiny, coz vede ke vzniku 5-(hydroperoxymetyl)-2’- deoxyuridinu . Tento
produkt vznika pouze ve velmi malém mnozstvi [8].

Pokud HO® reaguje scytozinem ¢&i cytidinem, vznikaji hlavné¢ dva druhy ROOH:
5-hydroxy-6-hydroperoxid-5,6-dihydro-2"deoxycytidin
a 6-hydroxy-5-hydroperoxid-5,6-dihydro-2"deoxycytidin

Podobné jako Vv ptipadé lipidl a proteini vede pravdépodobné reakce dvou DNA-ROOH
po redukci ptechodnymi kovy az ke vzniku 0,.[36].

Vzniklé DNA-ROOH jsou pomérné nestabilni a jejich rozkladné produkty jsou velmi
mutagenni [56]. Jejich plsobenim dochazi k Sirokému spektru zmén na urovni NK

zahrnujiciho poskozeni bazi a pent6z, zlomy na vlaknech a proteinové crosslinky [36].

1.3.1.4 Metody detekce organickych hydroperoxidii

Star$i metody detekce ROOH jsou zalozeny na reakci s jodidy (2I") v kyselém prostiedi.
Organické hydroperoxidy jsou redukovany na alkohol a samotné jodidy jsou oxidovany na
trijodidové anionty (I*) [13]. Jodometrické testy jsou povazovany za standardni metody,
nebot’ pfi nich po reakei jednoho 21" s jednou —OOH skupinou vzniké pfesné jeden I°[19].
Vzniklé ¥ se spektrofotometricky detekuji ve smési metanolu a kyseliny octové
pfipravené v poméru 2:1. Absorpéni maxima I* se v tomto pripadé nachézeji na vlnové délce
290 a 360 nm [27]. Jodometrické metody jsou ale citlivé na O; a svétlo, a proto se zacaly
standardizovat jiné metody [19].

V soucasnosti je jednou z nejpouzivanéjSich metod pro detekci ROOH oxidace iontl
Zeleza v prostiedi xylenové oranze (FOX test). Tento test byl poprvé pouzit v 70. letech
k detekci H,O, ve vodnych roztocich. V 90. letech byla metoda aplikovana na detekci
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lipidovych ROOH vV lipozomech, plazmé a lipoproteinech. O deset let pozdé&ji byla pouzita
i pro detekci ROOH na proteinech [35]. Principem testu je oxidace Fe?* na Fe** pomoci H,0,
nebo ROOH. Vzniklé Fe* se poté vaze na barvivo xylenolovou oranz (XO), s niz poskytuje
specifickou skalu zbarveni zavislou na koncentraci H,O, ¢i ROOH. Pii nizsich koncentracich
je produkt reakce oranzovy a pti vyssich koncentracich byva svétle hnédy az tmavé fialovy.
Vznikly barevny produkt je poté méfen na absorpénim spektrometru pii vinové délce 560 nm
[13]. Test je provadén v kyselém prostiedi v rozmezi hodnot pH 1,7 — 1,8, protoze kyselé
prostiedi umoznuje zminénou oxidaci Fe?*. Cetné protokoly doporucuji pro udrzeni tohoto
pH optima 25mM kyselinu sirovou (H2SO4) [19].

Jsou popsany dva druhy FOX testu, a to FOX-1 a FOX-2, pticemz FOX-1 je vice citlivy.
Oba druhy zahrnuji vy$e popsanou reakci Fe** s ROOH v kyselém prostiedi. Reagencie pro
FOX-1 jsou pfipraveny ve vodném roztoku sorbitolu a reagencie pro FOX-2 obsahuji navic
metanol pro HPLC a butylovany hydroxytoluen. FOX-1 neni vhodny pro detekci ROOH
v krevni plazms, protoZe jsou v ni obsaZeny lipidy, které by mohly reagovat s Fe?* a fale§ng
tak zvySovat vysledek. Tento problém fesi FOX-2, protoze butylovany hydroxytoluen plisobi

jako antioxidant a zabrafiuje vzniku lipidovych ROOH z lipidi obsazenych v plazmé [6].

1.3.2 Sekundarni produkty oxidativniho poSkozeni

Béhem lipidové peroxidace vznikaji jako sekundarni produkty relativné stabilni aldehydy,
které jsou biologicky vysoce aktivni. Z toho divodu jsou n€kdy oznaCovany jako sekundarni
poslové cytotoxicity a stejné jako ROOH jsou tyto aldehydy predmétem intenzivniho
vyzkumu. Nejvyznamnéjsi znich, MDA a 4-HNE, vznikaji b&hem neenzymatické

I enzymatické lipidové peroxidace kyseliny arachidonové nebo dalSich PUFA [4].

1.3.2.1 Malondialdehyd.

V biologickém materialu existuje MDA ve dvou formach, a to ve formé volné a ve formé
vazané. Volna forma MDA tvoifi Vv biologickém materidlu pouze malou cast z celkového
mnozstvi. V pripadé vazané formy je MDA navazan na SH nebo NH;, skupiny makromolekul,
kterymi jsou proteiny ¢i NK [41].

Pii neutrdlnim pH je MDA piitomen ve formé enolatového aniontu a ma nizkou
chemickou reaktivitu. Pfi poklesu pH dojde ke zméné konformace MDA do formy
B-hydroxyakroleinu a jeho chemicka reaktivita vzroste [15].

Neenzymaticky je MDA tvofeno pii lipidové peroxidaci. Po vzniku lipidového ROO’

dochdzi k jeho zacykleni do formy endoperoxidu. Ten podstoupi dal$i zacykleni a vznika
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bicyklicky endoperoxid, ktery je hydrolyticky rozstépen za vzniku MDA. [48]. Vznik
endoperoxidu probihd pouze u PUFA, které maji tfi a vice dvojnych vazeb, a proto neprobiha
v piipadé oxidace kyseliny linolenové [39].

Pfi enzymatickém rozpadu kyseliny arachidonové dochézi ke vzniku biologicky aktivniho
tromboxanu Ay, pti kterém vznikd MDA jako vedlejsi produkt [48].

Vznikly MDA miize reagovat s bunécnymi kompartmenty nebo mize byt enzymaticky
metabolizovan.  Malondialdehyd je  pravdépodobné  oxidovan  mitochondrialni
aldehyddehydrogendzou na malon-semialdehyd a ten je dekarboxylovan dekarboxyldzou za
vzniku acetaldehydu. Acetaldehyd je oxidovan aldehyddehydrogenazou na acetat, ze kterého
vznika za pomoci acetylCoAsyntazy acetylCoA. Z n¢j béhem citratového cyklu vznika oxid
uhlic¢ity (CO,) a voda (H20) [4][15].

Dale se predpokladd 1 metabolismus, pii kterém je MDA metabolizovan
fosfoglukozoizomerazou na metylglyoxal a nasledné enzymy glyoxalazového systému na

D-laktat [4].

L H3C/\/\/\/\/‘\/\CH'W\/COOH

m o N COOH
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V. l Hydrolyza
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Obrazek ¢. 2: Schéma neenzymatické tvorby MDA: peroxylovy radikal (1.) se zacykli do podoby
endoperoxidu (I1.), ktery je podroben dalsimu zacykleni za vzniku bicyklického endoperoxylového

hydroperoxidu (111.), a ten je hydrolyticky rozstépen za vniku malondialdehydu (IV.).
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1.3.2.2 Metody detekce malondialdehydu

Pro detekci volné 1 vazané formy MDA je v soucasnosti pouzivano nékolik metod
zalozenych na spektrofotometrické, fluorimetrické, ¢i hmotnostni detekci (MS) [41].

Nejstar§im a doposud pouzivanym zpusobem detekce je senzitivni a snadno proveditelny
test s thiobarbiturovou kyselinou (TBA). Test s TBA slouzi k detekci volné i vazané formy
MDA, nebot’ diky kyselému prostfedi a vysoké teploté dochézi k uvoliovani vazané formy
MDA z molekul. [12]. Test je provadén pii hodnoté pH 3,5 a béhem hodinové inkubace pfi
95°C dochazi k reakci MDA s TBA. Vysledkem reakce je fialovy produkt, jehoZ absorbance
je méfena na absorpénim spektrofotometru pii vinové délce 532 nm [40]. Nevyhodou TBA
testu je jeho specifita, nebot’ pti ném s TBA reaguji i jiné molekuly nez MDA, a tim dochazi
k nadhodnoceni koncentrace MDA. Mezi takto pozitivné reagujici molekuly patii napiiklad
sacharidy, nékteré AK, kyselina sialova a rozkladné produkty, kterymi mohou byt alkany,
alkeny ¢i alkadieny [29]. Navic mohou z biologické matrice pusobenim vysoké teploty
vznikat dal$i oxidaéni produkty, které negativné ovlivni ptesnost vysledku. Vysledky jsou pak
uvadény jako TBA reagujici substance (TBARS), a nikoliv jako ¢isté MDA. Hodnota TBARS
stoupa se zvysujicim se oxidaénim stresem [12].

Aby bylo toto ovlivnéni minimalizovano, je béhem mnohych metod soucasti piipravy
vzorkll vysrazeni proteinti pomoci kyseliny trichloroctové. V tomto piipadé lze kopmlex
MDA-TBA precipitaty identifikovat i pomoci HPLC (vysoce ucinné kapalinové
chromatografie) s UV/VIS detekci [12].

Chromatografickymi technikami lze MDA detekovat i jinak neZ po jeho ptfedchozi reakci
s TBA. Derivatizace MDA O-pentafluorobenzyl hydroxylem je pouzivana v piipadé analyzy
plynovou chromatografii s MS detekci [41]. Pro detekci HPLC s UV detekci je provadéna
derivatizace MDA pomoci 2,4 — dinitrophenylhydrazinu (DNPH) za vzniku hydrazont. Toto
stanoveni se pouziva pro detekci volné i vazané formy MDA. Vazana forma MDA je z vazby
uvolnéna alkalickou hydrolyzou pomoci hydroxidu sodného (NaOH) a nasledn¢ se kyselinou
chloristou vyvazuji proteiny. Vzniklé hydrazony jsou unikétni, a tim je b&hem analyzy
dosazeno specifity. Metodika se osvédCila zejména pii méteni MDA v lidské plazmé a moci
[41].

Fluorimetrickymi metodami lze MDA detekovat diky derivatizaci
s N-methyl-2-phenylindolem nebo O-pentafluorobenzyl hydroxylaminem [41].

MDA je mozno detekovat i bez pfedchozi derivatizace, a to za pomoci vysoce ucinné
kapilarni elektroforézy. Jedna se o vysoce pfesnou metodu a samotné analyze vzorku

predchazi precipitace proteinii pomoci acetonitrilu [12].
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1.3.2.3 Biologicky vyznam malondialdehydu

Malondialdehyd je v organismu schopen interagovat s riznymi biomolekulami. Hlavnim
produktem reakci MDA s nukleovymi kyselinami je
pyrimido-[1,2-a]purin-10(3H )-one deoxyribose, ktery je v bunikach bakterii a savcti schopen
indukovat posunové mutace a substituce bazi. Dale byla za fyziologickych podminek
pozorovana tvorba cross-linkti mezi DNA a histony, kterd byla rovnéz indukovana MDA.
Cross-linky ale vznikaji pouze v ptipadech, kdy MDA reaguje nejprve s proteinem a az poté
s DNA. Tyto zmény na urovni DNA mohou pozdéji vést k nadorovému bujeni. ZvySena
hladina MDA byla nalezena v plazmé pacient s rakovinou prsu, délozniho ¢ipku, chronickou
lymfatickou leukemii a v dechu pacientti s rakovinou plic [4][12].

Reakci MDA s primarnimi aminy vznikaji proteinové cross-linky, jejichz ptitomnost byla
prokazéana v apoB frakci oxidovanych lipoproteinti. Po pohlceni modifikovanych lipoproteini
makrofagy dochédzi ke vzniku pénovych bunék, které se mohou ndsledné¢ rozpadat
a uvolnovanim svého obsahu vyznamné pfispivat ke vzniku aterosklerozy [12][34].

Malondialdehyd je schopen reagovat s acetaldehydem za vzniku stabilnich slou¢enin, které
nasledné reaguji s proteiny a vytvaii s nimi kovalentni vazby. Takto modifikované proteiny
mohou byt ¢asem spoustééem zanétlivych procest a zvySené tvorby fibrinu [42].

Nedavné vyzkumy prokazaly, ze MDA ma funkci i jako signalni molekula pti sekreci
inzulinu. U mysi byla dokdzana piima zavislost mezi zvySenou koncentraci MDA v plazmé
a zvySenou sekreci inzulinu. Malondialdehyd je proto povaZovéan za dalsi faktor pfi vzniku
hyperinzulinémie a diabetu II. typu [57]. Dale dokaze piisobenim pies proteinové transkripéni
faktory Sp1 a Sp3 spoustét expresi genu pro kolagen [18].

Vyssi hladiny MDA byly nalezeny i u pacientt s preeklampsii, Alzheimerovou chorobou,

Parkinsonovou chorobou a u alkoholiki [4].

1.3.2.4 4-Hydroxynonenal
Jedna se o elektrofilni molekulu, kterd ve své struktute obsahuje tfi dvojné vazby a spada
do skupiny a, PB-nenasycenych aldehydi. V soucasnosti je 4-HNE nejstudovanéjSim
sekundarnim produktem lipidové peroxidace [4].
Vznika z w-6 PUFA neenzymatickym, i enzymatickym zpisobem. Neenzymatické
zpiisoby vzniku jsou nasledujici:
e Redukce lipidového ROOH na lipidovy RO’ za pomoci piechodnych kovii

nasledovana B-§tépenim.
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e Protonace lipidového ROOH za nasledného Hockova pteskupeni vazeb, vzniku
nestabilniho karbonylového iontu a jeho hydrolyzy.

e Zacykleni lipidového ROO’ do formy dioxetanu a jeho nasledné §tépeni [51].
Enzymaticky vznika ptsobenim 15-LOX na kyselinu arachidonovou nebo dalSich
®-6 PUFA. Vpfipadé¢ clovéka jsou hlavnimi prekurzory pro 4-HNE Kkyselina
13-hydroperoxyoktadekadienova, vznikla oxidaci kyseliny linolové
a 15-hydroperoxyeikosatetraenoikova, ktera vznikla po oxidaci kyseliny arachidonové. Obé¢
kyseliny jsou pomérné nestabilni, a proto se preménuji na stabiln€jsi produkty, jako jsou

lipoxiny a leukotrieny [4].

1.3.2.5 Metody detekce 4-hydroxynonenalu

Jak jiz bylo zminéno, 4-HNE existuje v organismech ve form¢ volné i ve formé vazané na
jiné biomolekuly. Pro jeho detekci se tedy pouziva fada metod, z nichz jsou nékteré schopny
jeho detekce ve forme volné a jiné ve form¢ vazané.

Volny 4-HNE absorbuje pti 220 - 223 nm, a v ptipadé¢ mM koncentraci ve vzorcich jej lze
pomoci HPLC odd¢lit od ostatnich aldehydl a néasledné kvantifikovat pomoci UV detekce.
Prvni citlivéjsi a dodnes pouzivanou detekci 4-HNE je jeho derivatizace pomoci DNPH, kdy
vznika stabilni hydrazon s absorpénim maximem pii 360 — 390 nm. Nevyhodou této metody
je ale skute¢nost, ze DNPH nereaguje pouze s 4-HNE, ale i s dal$imi aldehydy [51].

Diky stale se rozvijejici MS detekci l1ze 4-HNE stanovit i pomoci LC-MS/MS detekce.
Toto stanoveni spoc¢iva v homogenizaci materidlu ve fosfatovém pufru, odstranéni proteind
acetonitrilem, centrifugaci a extrakci supernatantu dichlormetanem, rozdéleni za pomoci
kapalinové chromatografie a MS detekci [58].

Coby vazana forma tvoii stabilni adukty zejména s proteiny, a proto jej lze detekovat

I pomoci monoklonalnich protilatek metodami Western blot a ELISA [9].

1.3.2.6 Biologicky vyznam 4-Hydroxynonenalu
ProtoZe se jedna o nejtoxi¢téjsi produkt lipidové peroxidace, je dulezité, aby byly jeho
toxické ucinky minimalizovany. Témét okamzité po svém vzniku je 4-HNE podroben rychlé
metabolizaci na pfislusné alkoholy, kyseliny ¢i konjugaty s glutathionem, které jsou Iépe
rozpustné ve vodé, a tim i snadnéji vyloucitelné z organismu. U¢inna metabolizace se d&je
pouze Vv piipadech, kdy je koncentrace 4-HNE na fyziologické hladiné. V piipadé vysSich
koncentraci neni mozné vSechen vznikly 4-HNE ucinné¢ metabolizovat, a tak zptsobi
prebytecny 4-HNE indukci antioxidantd, zastavu bunééného cyklu, poskozeni bunécénych
struktur a pfi velmi vysokych hladinach indukci apoptozy [4].
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Funkci 4-HNE je i stimulace exprese nékterych transkripénich faktord. Jednim z nich je Nrf2,
ktery v jadfe zprostiedkovava transkripci a translaci genti pro antioxidanty. Pfes ovlivnéni
exprese cyklinti, které jsou nezbytné pro cyklin-dependentni kinazy, a proteinu p53 je
schopen ovlivnit i prib¢h bunécného cyklu [4][3]. Podporuje vznik etnych patologickych
onemocnéni a dokaze tvofit slouceniny s proteiny ¢i DNA, ¢imz poskozuje jejich funkce.
Jeho plisobeni bylo prokazano u rozvoje diabetes mellitus a déle bylo zjisténo, ze u nékterych
neurodegenerativnich ~ onemocnéni  zplisobuje = poskozeni  proteint. V piipadé
neurodegenerativnich onemocnéni bylo dale zjisténo, Ze poskozuje mitochondrie, a tim
narusuje cely energeticky metabolizmus. Mezi dal$i patofyziologické funkce 4-HNE patii
poskozovani cévniho endotelu a ma sviij podil i na reorganizaci cytoskeletu [10]. Kyselina
15-hydroperoxyeikosatetraenoikova se uplatituje v proapoptotickych procesech, kde slouzi

jako aktivator kaspaz 3 a 8 a podili se i na fragmentaci DNA [31].
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2 MATERIAL A METODY

2.1 Chemikalie

RPMI-1640 médium (Biosera), albumin (Sigma-Aldrich), peroxid vodiku (Sigma-Aldrich),
kyselina molybdenova (Sigma-Aldrich), kyselina sirova (Lach-ner), kyselina octova
(Lach-ner), katalaza z hovézich jater (Sigma-Aldrich), vitamin C (FARMAK), a-tokoferol
(Sigma-Aldrich), etanol (FAGRON), voda pro HPLC (Sigma-Aldrich), trypsin EDTA 10x
(Biosera), acetonitril (Fluca Analytical), trietylamin (), hydrogenfosforecnan draselny
(LaChema), dihydrogenfosforecnan sodny monohydrat (LaChema), xylenova oranz
(Sigma-Aldrich), heptahydrat siranu zeleznatého (BDH Prolabo), hydroxid sodny (Lach-ner),
2,4-dinitrofenylhydrazin ~ (Sigma-Aldrich), 1,1,3,3 tetraetoxypropane (Sigma-Aldrich),
kyselina chlorista (Lach-ner), trypanova modi (Sigma-Aldrich), fetalni hovézi sérum
(Sigma-Aldrich)

2.2 Pristrojové vybaveni

Laminarni box s vertikalnim proudénim vzduchu (Schoeller Instruments), inkubator CO,
(Contherm mitre 4000 series), HPLC (Waters e2695 Separations Module), UV/VIS detektor
(Waters 2489 UV/VIS detector), kolona (Symetry C18, 4,6 x 75 mm, velikost ¢astic 3,5 um),
absorp¢ni spektrofotometr (Dvoupaprskovy spektrometr Unicam UVS550), automaticky
pocita¢ bun¢k (BIO-RAD), pocitaci sklicka pro bunky (BIO-RAD) a dalsi bézné vybaveni

chemické laboratore.

2.3 Biologicky material

Pro méfeni byla pouzita bunécnd kultura A2780. Tato kultura byla ziskana z ovaridlniho
karcinomu neléCené pacientky. Jednd se o builky, které svymi bilkovinnymi molekulami
adheruji na dno kultivacni lahve. Pro odebrani bun€k bylo nutné jejich adhezni bilkovinné
molekuly kratce natravit trypsinem. Plsobeni trypsinu bylo zastaveno RPMI-1640 médiem
s antibiotiky (penicilin — 100 U/ml, streptomycin — 100 pg/ml) a 0,5% fetalnim hovézim
sérem (FBS).

Bunky byly kultivovany v RPMI-1640 médiu s antibotiky a FBS v inkubatoru pti 37 °C

aVv 5% CO, atmosféfe.
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2.4 Urdeni poctu a vitality bunék

Urceni poctu bunék probihalo za pomoci pocitacich sklicek, které se spolecné s bunéénou
suspenzi vkladaly do automatického pocitace bun¢k. Ten pak vyhodnotil pocet bun¢k na 1 ml.

Vitalita bun¢k se méti obdobnym zplisobem, a to pouze s tim rozdilem, ze se bunécna
suspenze obarvi 0,4% trypanovou modii, kterd pronikne dovnitf bunék pfes jejich
cytoplazmatickou membranu. Zivé buiiky dokéaZi trypanovou modi na rozdil od mrtvych
bunék ze svého vnitiniho prostoru odstranit, a proto zlistavaji obarvené pouze mrtvé bunky.
Automaticky pocita¢ bun¢k pak vyhodnoti procentudlni pomér mezi zivymi a mrtvymi
buikami.

Pro vétSinu provadénych experimentti byla pro poskytnuti dostate¢ného signalu vybrana

koncentrace 2 000 000 bunék na 1 ml vzorku.

2.5 Priprava albuminovych hydroperoxidi

Albuminové ROOH byly piipravovany z albuminu (10 mg/ml nebo 100 mg/ml), kyseliny
molybdenové a H,O,. Nésledovala 30min inkubace na ledu a po této inkubacni dob¢ byla
reakce zastavena katalazou (300 jednotek/ml).

Kyselina molybdenova a H,0; jsou systémem, ktery generuje 'Oy, a ten nasledn& oxiduje
AK pfitomné na albuminu za vzniku albuminovych ROOH. Mira oxidativniho poSkozeni
albuminu zavisi na koncentracich kyseliny molybdenové a H,O,. Jejich koncentrace se
Vv jednotlivych experimentech odliSovaly a tim ovliviiovaly mnoZstvi vzniklych albuminovych

ROOH.

2.6 Priprava reagentu pro FOX test

Pro reakci byly piipraveny nasledujici zasobni roztoky: H,SO4 (250 mM), heptahydrat

siranu Zeleznatého (5 mM) a XO (5 mM).

Zasobni roztoky XO (5 mM) a heptahydratu siranu zeleznatého (5 mM) se pomoci H,SO4
(250 mM) natedily. Natfedénd XO (2,5 mM) a heptahydrat siranu Zeleznatého (2,5 mM) byly
nasledné smichany (50:50, v/v). Tato smes byla oznaCovédna jako reagenty pro FOX test.
K 800 pl vzorku bylo ptidano 200 pul reagentti pro FOX test a nasledovala 30min inkubace ve
tmé. Méfeni vzorktl s reagenty pro FOX test probihalo na absorpénim spektrometru pti vinové

délce 560 nm.
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2.7 lzolace malondialdehydu pro méfeni pomoci HPLC

Izolace MDA ze vzorkll zacinala centrifugaci bunééné suspenze pii 5000 g po dobu
5 min. Nasledovalo odebrani supernatantu a proplach bunécného peletu ve fosfatovém pufru
o0 pH 7,2. Byla provedena dalsi centrifugace pii 5000 g po dobu 5 min a opét byl odebran
supernatant. K bunéénému peletu bylo pfidano 200 pl, fosfatového pufru o pH 7,2
a nasledovala sonikace na ledu po dobu 90vtetin.

Po sonikaci byl vzorek centrifugovan pii 2000 g po dobu 10 min a po dokonceni
centrifugace bylo odebrano 125 pl supernatantu. K odebranému supernatantu bylo ptidano
25 ul hydroxidu sodného (6 M), a dale nasledovala inkubace po dobu 30 min pti 60 °C. Touto
alkalickou hydrolyzou dochazelo k uvoliiovani MDA vézaného na proteiny.

Dalsim krokem bylo pifidani 62,5 pl kyseliny chloristé (35% v/v), ¢imz byla provedena
precipitace proteint a nasledovala centrifugace pii 16 000 g po dobu 10 min.

K analyze bylo po centrifugaci odebrano 125 ul supernatantu do vialky, a ten byl nasledné
inkubovan 30 min ve tm¢ s 1ul DNPH (50 mM), rozpusténym v H,SO4 (50%, v/v). Tim
vznikl komplex MDA-DNPH.

Mobilni faze pro analyzu komplexu MDA-DNPH pomoci HPLC s UV detekci byla
pfipravena z trietylaminu (25 mM) a acetonitrilu (50:50, v/v) a vysledné pH bylo kyselinou
octovou upraveno na hodnotu 3,5

Samotna analyza komplexu MDA-DNPH probihala izokratickou eluci s pratokem
1 ml/min a byla méfena jeho absorbance pfi vinové délce 310 nm. Teplota prostoru se vzorky
byla 25 °C a teplota kolony 35 °C. Jako objem nastfiku vzorku byla zvolena hodnota 50 pl.

Pro uréeni reten¢niho ¢asu komplexu MDA-DNPH byl ptipraven standard z 0,5 ml H,SO,
(1%, v/v) a 20 ul 1,1,3,3-tetractoxypropanu, ktery byl 2 h inkubovan ve tmé pii 40°C
(obrazek €. 3).

Vyhodnocovani vysledki probihalo pomoci programu Empower.
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Obrazek ¢ 3. Ukdzka chromatogramu — standard.

2.8 Priprava vzorki pro kalibra¢ni kiivku malondialdehydu

Pro ptipravu kalibracni kiivky pro MDA byl nejprve nachystan standard (ptiprava popsana
v kapitole 2.7 Izolace malondialdehydu pro meéfeni pomoci HPLC). Na absorpcnim
spektrometru byla zmétena jeho absorbance pii vinové délce 240 nm a jako reference byla
pouzita H,SO4 (1%, V/v). Ze ziskané absorbance se vypocitala koncentrace standardu, ktery
byl nasledné nafedén H,SO4 (1%, V/v) na zvolené koncentrace pro kalibra¢ni kiivku. Hodnota
molarni absorpéniho koeficientu byla: £=13 700 L.mol™.cm™. Stejn& jako v piipadé jinych
vzorkd, nasledovala 30min inkubace ve tm¢ s 1ul DNPH (50 mM), ktery byl rozpustén
v H,SO4 (50%, v/v), a méfeni komplexu MDA-DNPH probihalo pomoci HPLC s UV detekei.
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3 VYSLEDKY

Experimentalni cast této prace je zaméfena na oxidativni poskozeni lipidd v lidskych
nadorovych bunikéch po ptidani proteinovych ROOH.

Nejprve byly pfipraveny albuminové ROOH, u kterych byla méfena jejich kinetika
rozpadu v riznych podminkach. V ur¢enych ¢asovych intervalech byla pomoci FOX testu
méftena jejich absorbance, ktera byla z regresni rovnice kalibracni kiivky pro H,O; ptepoctena
na koncentrace.

Déle bylo meéfeno oxidativni poskozeni lipidd po inkubaci bunécné suspenze
s albuminovymi ROOH a vitalita bun¢k rovnéz po inkubaci s albuminovymi ROOH. Jako
marker oxidativniho poskozeni lipidii byl zvolen MDA, ktery byl po derivatizaci DNPA
méten na HPLC s UV detekei jako komplex MDA-DNPH.

3.1 Kalibra¢ni krivka pro peroxid vodiku

Kalibraéni ktivka pro H,O; byla ziskana z grafu zavislosti absorbance na koncentraci H,O;
(graf ¢. 1). Byla pfipravena Skéla vzristajicich koncentraci H,O,: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40
a 45 uM, u kterych byla métena absorbance pomoci FOX testu. Jako reference byla pouzita

voda a reagenty pro FOX test.
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o o o
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koncentrace H,0, [nM]

Graf ¢ 1: Kalibracni krivka pro H,O,. V grafu jsou uvedeny priiméry ze tii méreni s prislusnymi

smérodatnymi odchylkami.
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3.2 Absorp¢ni spektrum kalibraéni krivky pro peroxid vodiku

Pomoci FOX testu byla meétfena absorpéni spektra pro kalibra¢ni kiivku pro H,0,
Vv rozsahu vinovych délek 350 az 700 nm, ze kterych se urcovalo absorpéni maximum. Bylo
zjisténo, ze absorpcni maximum vykazuje pii stoupajici koncentraci H,O, posun smérem
Kk vy$§im hodnotam vinovych délek (graf ¢. 2).

Posun je zpiisobeny tim, ze vysledné absorpéni spektrum je slozeno z absorpéniho spektra
pro XO a pro XO s navazanymi Fe**. Srostouci koncentraci H,O, ¢i ROOH dochazi ke
snizovéni koncentrace Fe?*, a tim k nartistu koncentrace komplexu XO s navazanymi Fe¥'.

Bylo zméteno absorpéni spektrum pro XO, kdy vzorek obsahoval reagenty pro FOX test
anebyl v ndm pfitomen 7adny H,O; & ROOH. Tim bylo docileno toho, Ze veskeré Fe®*
zustaly ve své redukované formé a nenavazovaly se na XO. Jako reference byla pouzita voda.
Dale bylo zm&feno absorpéni spektrum pro XO s navazanymi Fe®'. Vzorek obsahoval
reagenty pro FOX test avysokou koncentraci H,O, (12 M). Tim se docililo oxidace
veskerych Fe?* na Fe®" a jejich navazani na XO (graf & 3). Jako reference byla opét pouzita

voda.

absorbance [A.U.]

vinova délka [nm]

Graf & 2: Absorpéni Spektra pro kalibracni kiivku H,O,, koncentrace H,O, viz legenda.
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Graf & 3: Absorpéni spektrum pro XO bez navizanych Fe** a absorpéni spektrum pro komplex XO
aFe™

3.3 Kinetika rozpadu albuminovych hydroperoxidi

Pro méteni kinetiky rozpadu albuminovych ROOH byly na ledu pfipraveny albuminové
ROOH (12 mM) a v ur¢enych casovych intervalech: 0,5, 1,2, 1,8, 2,5, 3,2, a 3,8 h byla
métena jejich absorbance pomoci FOX testu.

Byla méfena kinetika rozpadu albuminovych ROOH natedénych deionizovanou vodou
uchovavanych na ledu, pfi laboratorni teploté a pii 37°C. Jako reference byla pouzita voda
a reagenty pro FOX test.

Déale byla meéfena kinetika rozpadu albuminovych ROOH uchovéavanych pii 37°C
nafedénych RPMI-1640 médiem a RPMI-1640 médiem s FBS. Jako reference bylo pouzito
prislusné médium a reagenty pro FOX test.

Nejvyssi stabilitu vykazovaly albuminové ROOH uchovavané na ledu. Vyrazné nizsi
stabilita byla u albuminovych ROOH uchovavanych pfi laboratorni teploté a nejnizsi stabilita
byla zaznamenana, kdyz byly uchovavany pii 37°C (graf ¢. 4). Rozdil ve stabilite
albuminovych ROOH nafedénych RPMI-1640 médiem byl oproti albuminovym ROOH
nafedénych RPMI-1640 médiem s FBS zanedbatelny (graf ¢. 5). V naSem experimentu

vykazovaly nejvyssi stabilitu alouminové ROOH uchovavané na ledu.
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Graf ¢ 4: Kinetika rozpadu albuminovych ROOH naredénych deionizovanou vodou uchovavanych na
ledu, pri laboratorni teplote a pri 37°C. V grafu jsou uvedeny priméry ze tri méreni s prislusnymi

smerodatnymi odchylkami.
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Graf & 5: Kinetika rozpadu albuminovych ROOH pii 37°C naiedénych RPMI-1640 médiem s FBS
a RPMI-1640 médiem. V grafu jsou uvedeny priiméry ze tFi méreni s prislusSnymi smérodatnymi

odchylkami.
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3.4 Stabilita albuminovych hydroperoxidi s bunéénou suspenzi a jejich
absorpc¢ni spektra

Pro toto méfeni byly na ledu pfipraveny albuminové ROOH (12 mM), které byly
inkubovany s bunéénou suspenzi. Pomoci FOX testu byla méfena absorpéni spektra v rozsahu
vlnovych délek 350 az 700 nm. Absorpcni spektra byla méfena v uréenych casovych
intervalech: 0,5 a 1,2 h. Bylo pfipraveno nékolik vzorku, které se od sebe lisily slozenim
média a pfitomnosti hydroperoxidi. Rovnéz byly pfipraveny rtzné reference. Konkrétni
slozky jednotlivych vzorkli a pouzitych referenci jsou uvedeny v ramci popiskt grafi (grafy
¢.6A,6Ba7A, 7B).

Z obou absorp¢nich spekter (graf ¢. 6A, graf ¢. 7A) je patrné, Zze opét dochazi k posunu
absorp¢niho maxima (podrobné&ji vysvétleno v kapitole 3.2 Absorpéni spektrum kalibracni
kiivky pro peroxid vodiku). V okoli 500 nm + 10 nm, coz je podle uvedenych absorp¢nich
spekter absorpéni maximum, absorbuje komplex albuminovych ROOH s XO a to se
pravdépodobné také podili na posunu absorpéniho maxima (graf ¢. 8).

Z absorbance ziskané pii vinové délce 560 nm byly spocitany koncentrace ROOH
(graf ¢. 6B, graf ¢. 7B).

Rizné druhy referenci pro piipravené vzorky nemély témét Zadny vliv na zméfenou
absorbanci. Ve vzorcich inkubovanych s albuminovymi ROOH v RPMI-1640 médiu s FBS
bylo naméfeno vys§i mnozstvi ROOH oproti vzorkiim inkubovanych s albuminovymi ROOH
v RPMI-1640 médiu. Malé mnozstvi ROOH bylo naméfeno i u vzorkt bez ptidanych
albuminovych ROOH.
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Graf & 6A: Absorpcni Spektra bunécnych suspenzi s albuminovymi ROOH a absorpcni spektra
bunécnych suspenzi bez pridanych albuminovych ROOH po 0,5h inkubaci. 4bsorpcni spektra pro

Jjednotlivé vzorky viz legenda.
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Graf ¢ 6B: Koncentrace ROOH v bunécné suspenzi s albuminovymi ROOH (v RPMI-1640 médiu
cervené o, V RPMI-1640 médiu s FBS zelené ®) a v bunécné suspenzi bez pridanych albuminovych
ROOH (modie @) po 0,5h inkubaci.
vzorek 1: bunécna suspenze v RPMI-1640 médiu, reference voda a reagenty pro FOX test
vzorek 2: bunécnd suspenze v RPMI-1640 médiu + albuminové ROOH, reference RPMI-1640 médium
a reagenty pro FOX test
vzorek 3: bunécna suspenze v RPMI-1640 médiu + albuminové ROOH, reference bunécnd suspenze
v RPMI-1640 médiu a reagenty pro FOX test
vzorek 4: bunécna suspenze v RPMI-1640 médiu s FBS, reference voda a reagenty pro FOX test
vzorek 5:  bunécna suspenze v RPMI-1640 médiu s FBS + albuminové ROOH, reférence
RPMI-1640 médium s FBS a reagenty pro FOX test
vzorek 6: bunécnd suspenze v RPMI-1640 médiu s FBS + albuminové ROOH, reference bunécna
suspenze v RPMI-1640 médiu s FBS a reagenty pro FOX test
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Graf & 7A: Absorpéni Spektra bunéecnych suspenzi s albuminovymi ROOH a absorpcéni spektra
bunécnych suspenzi bez pridanych albuminovych ROOH po 1,2h inkubaci. Absorpcni spektra pro

Jednotlivé vzorky viz legenda.
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Graf ¢ 7B: Koncentrace ROOH v bunécné suspenzi s albuminovymi ROOH (v RPMI-1640 médiu
Cervené o, V RPMI-1640 médiu s FBS zelené ®) a v bunécné suspenzi bez pridanych albuminovych
ROOH (modre ) po 1,2h inkubaci.

vzorek 1: bunécna suspenze v RPMI-1640 médiu, reference voda a reagenty pro FOX test

vzorek 2: bunécnd suspenze v RPMI-1640 médiu + albuminové ROOH, reference RPMI-1640 médium
a reagenty pro FOX test

vzorek 3: bunécna suspenze v RPMI-1640 médiu + albuminové ROOH, reference bunécnd suspenze
v RPMI-1640 médiu a reagenty pro FOX test

vzorek 4: bunécna suspenze v RPMI-1640 médiu s FBS, reference voda a reagenty pro FOX test
vzorek 5: bunecna suspenze v RPMI-1640 médiu s FBS + albuminové ROOH, reference
RPMI-1640 médium s FBS a reagenty pro FOX test

vzorek 6: bunecna suspenze v RPMI-1640 médiu s FBS + albuminové ROOH, reference bunécna

suspenze v RPMI-1640 médiu s FBS a reagenty pro FOX test
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Graf ¢. 8: Absorpcni Spektrum komplexu albuminovych ROOH s XO

3.5 Kalibra¢ni krivka pro malondialdehyd

Pro kalibra¢ni kiivku MDA bylo zvoleno devét vzrustajicich koncentraci: 0, 0,1, 0,25, 0,5,
0,75, 1, 1,5, 2 a 2,5 nM. Kazdy z téchto vzorkii byl inkubovan s DNPH a byl tedy ve vysledku
mefen jako komplex MDA-DNPH.

Kalibrac¢ni ktivku pro komplex MDA-DNPH znazorniuje graf (graf €. 9).
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Graf ¢ 9: Kalibracni kifivka pro komplex MDA-DNPH. V grafu jsou uvedeny primery ze tii méreni

S prislusnymi smerodatnymi odchylkami.
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3.6 Vliv albuminovych hydroperoxidi na lipidovou peroxidaci

Pro testovani vlivu albuminovych ROOH na lipidovou peroxidaci bylo zvoleno méteni
komplexu MDA-DNPH. Byly piipraveny vzorky bunétné suspenze o koncentraci
2 000 000 bunek/ml v RPMI-1640 médiu. Vzorky, které obsahovaly pouze bunécnou
suspenzi, slouzily jako kontrola a pro dal$i vzorky bylo zvoleno pét odlisnych findlnich
koncentraci albuminovych ROOH: 0,1, 0,3, 1,1, 2,7 a 10,9 mM. Téchto odlisnych koncentraci
ve vzorcich bylo docileno rozdilnym fedénim zasobniho roztoku albuminovych ROOH.
Vsechny vzorky byly inkubovany po dobu 1 h v inkubétoru pii 37 °C v 5% atmosféte CO..
V grafu (graf ¢. 10) jsou uvedeny praimérné hodnoty komplexu MDA-DNPH u jednotlivych
vzorku, v¢etné kontrolniho.

Po pfidani albuminovych ROOH k bunéénym suspenzim doslo ve vsech ptipadech
Kk nartstu koncentrace komplexu MDA-DNPH oproti kontrole. Za danych podminek ale neni

pozorovana zavislost mezi koncentraci albuminovych ROOH a koncentraci komplexu

MDA-DNPH.
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Graf ¢ 10: Koncentrace komplexu MDA-DNPH po 1h inkubaci s albuminovymi ROOH o riznych

koncentracich. Koncentrace viz graf.

3.7 Vliv albuminovych hydroperoxidii na vitalitu bunék

Pro méfeni vlivu albuminovych ROOH na vitalitu bun€k byly provedeny dva experimenty
s urcitymi rozdily, které budou popsany v nasledujicich odstavcich.
V prvnim experimentu byl kazdy vzorek vcetné kontroly pfipraven z 1 000 000 bunék

v 8 ml RPMI-1640 média s FBS. Byly zvoleny tfi inkubacni Casy: 24, 48 a 72 h a pro kazdy
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z téchto casti dvé findlni koncentrace albuminovych ROOH: 0,014 a 0,14 mM. Téchto
rozdilnych koncentraci bylo dosazeno fedénim zasobniho roztoku albuminovych ROOH.
Albuminové ROOH byly pfipraveny z pomérné¢ vysoké koncentrace albuminu (100 mg/ml).
Kontrolni vzorek obsahoval pouze bunécnou suspenzi.

Ve druhém experimentu byl kazdy vzorek vcetné kontrol pfipraven z 1 500 000 zivych
bunék v 8 ml RPMI-1640 média s FBS. Byly opét zvoleny tii inkubacni ¢asy: 24, 48 a 72 h.
Finalni koncentrace albuminovych ROOH ve vzorcich byly v tomto experimentu tfi: 0,3, 1,3
a 1,8 mM. Bylo jich dosazeno pouzitim zasobnich roztokli o stejné koncentraci
albuminu (10 mg/ml), ale s rtiznou mirou oxidativniho poskozeni. Kazdy kontrolni vzorek
obsahoval albumin o stejné koncentraci (1,1 mg/ml).

Inkubace v obou experimentech probihala pii 37°C v 5% atmosféie CO,. Po skonéeni
inkubaénich ¢ast byl spocitan absolutni poc¢et bunék v 1 ml vzorku a procentualni zastoupeni
zivych bunék rovnéz v 1 ml vzorku. V prvnim experimentu byly bunky z kultivaé¢nich lahvi
ziskdvany pouze pomoci trypsinu a ve druhém experimentu pomoci trypsinu a $krabky na
buiiky, ¢imz bylo dosazeno vysSiho poctu bun€k pro méteni.

Vysledky z prvniho experimentu ukazuji, ze se vzrlstajici koncentraci albuminovych
ROOH a zérovei s delSim inkuba¢nim casem klesé procentualni zastoupeni zivych bunék ve
vzorku (graf ¢. 11). Co se tyCe absolutniho poctu bunék v 1 ml vzorku, v pfipadé
albuminovych ROOH (0,014 mM) je pfi 48 a 72h inkubaci pozorovan narlst oproti kontrole.
Jinak je opét pozorovan pokles poctu bun€k se vzristajicim inkubacnim casem (graf ¢. 12).

Vysledky z druhého experimentu neukazuji nijak vyrazné rozdily v procentualnim
zastoupeni zivych buné€k (graf ¢. 13). V pifipad€ absolutniho poctu bunék (graf ¢. 14) je
pozorovano zvySovani poc¢tu bunék u kontrolnich vzorkd salbuminem (1,1 mg/ml)
Vv zavislosti na délce jejich inkubace. U vzorkli inkubovanych s albuminovymi ROOH
(0,3mM) byl tento trend rovnéz pozorovan, avSak jejich pomér vuci kontrole zistal
zachovan.

Na vitalitu bun¢k ma vliv jak koncentrace albuminovych ROOH, tak i délka inkubaéniho
Casu. Se vzrlstajici koncentraci albuminovych ROOH v kombinaci s del$im inkuba¢nim
casem tedy dochéazi k vétsi umrtnosti bunék. Ddle je patrné, Ze albumin mé v kontrolnich
vzorcich a pfi nizSich koncentracich albuminovych ROOH pozitivni vliv na rist bunék.
U nekterych vzorkii nekoreluje procentudlni zastoupeni zivych bunék s absolutnim poctem

bunék v 1 ml.
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Graf ¢ 11: Procentudlni zastoupeni zivych bunék ve tiech inkubacnich casech (24, 48 a 72 h)
s riiznymi koncentracemi albuminovych ROOH, koncentrace viz legenda. V grafu je uveden priimeér ze

tri méreni s prislusnymi smerodatnymi odchylkami.
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Graf ¢ 12: Absolutni pocet zZivych bunék ve trech inkubacnich casech (24, 48 a 72 h) s riuznymi
koncentracemi albuminovych ROOH koncentrace viz legenda. V grafu je uveden priumeér ze tii méreni

S prislusnymi smérodatnymi odchylkami.
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Graf . 13: Procentudlni zastoupeni Zivych bunek ve trech inkubacnich casech (24, 48 a 72 h)
S riiznymi koncentracemi albuminovych ROOH, koncentrace viz legenda. V grafu je uveden primeér ze

tri méreni s prislusnymi smerodatnymi odchylkami.
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Graf ¢ 14: Absolutni pocet zZivych bunék ve trech inkubacnich casech (24, 48 a 72 h) s riuznymi
koncentracemi albuminovych ROOH, koncentrace viz legenda. V grafu je uveden priimeér ze tii méreni

S prislusnymi smérodatnymi odchylkami.
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4 DISKUZE

Néplni experimentalni ¢asti této diplomové prace bylo prokazat hypotézu, ze za urcitych
podminek zpisobuji proteinové ROOH oxidativni poskozeni lipidi. Vychazelo se z prace
[21], v niz jednim ze zavért bylo, Ze proteinové ROOH nezptsobuji za danych podminek
oxidativni poskozeni lipidd. Mezi pivodni praci a ndmi provadénymi experimenty, kterymi
jsme se snazili prokazat hypotézu, bylo nékolik zasadnich rozdila a nékolik shod, které budou
probrany v nasledujicich kapitolach. Experimenty pro potvrzeni této hypotézy spocivaly
VvV inkubaci bunécné suspenze s albuminovymi ROOH, meéfeni koncentrace albuminovych
ROOH a detekci komplexu MDA-DNPH. Nase prace se dale zabyvala méfenim Kinetiky
rozpadu albuminovych ROOH za rtznych podminek a vlivem albuminovych ROOH na

vitalitu bunék.

4.1 Kinetika rozpadu albuminovych hydroperoxidii

V naSem experimentu vykazovaly nejvyssi stabilitu alouminové ROOH uchovavané na
ledu. Vyrazné nizsi stabilita byla zaznamenana u albuminovych ROOH uchovavanych pfi
albuminovych ROOH nafedénych RPMI-1640 médiem byl oproti albuminovym ROOH
nafedénych RPMI-1640 médiem s FBS zanedbatelny.

Kinetika rozpadu albuminovych ROOH byla méfena i v ramci jiného experimentu [50].
Albumin (10mg/ml) byl rozpustén ve fosfatovém pufru (20 mM) o hodnoté pH 7,4 a poté byl
vystaven zafeni 63 Gy/min. Zafenim vznikaly ROS, pficemz bylo zjiSté€no, Ze za veSkerou
peroxidaci proteinti stoji HO". Takto pfipravené albuminové ROOH byly pomémé stabilni.
Uchovéavanim pii laboratorni teplot¢ doSlo po tydnu k 30% ubytku jejich mnoZstvi.
Uchovavanim pii nizSich teplotach byl tento ubytek zpomalen. Méfeni albuminovych ROOH
probihalo jodometrickou metodou [50].

Vliv teploty na rozpad albuminovych ROOH je v nasem i jiném experimentu [50] pomérné
vyrazny. Rychlost chemickych reakci je totiz zavisla na rychlostni konstanté (k), ktera je tim

k= Ae RN [32]
Pro dalsi experimenty vyplyva, Ze je vhodné albuminové ROOH pftipravovat pied pfidanim

ke vzorku, ptipadné je udrzovat nékolik minut na ledu.
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4.2 Detekce hydroperoxidi v bunécné suspenzi

V naSem experimentu bylo ve vzorcich inkubovanych s albuminovymi ROOH
vV RPMI-1640 médiu s FBS naméieno vyssi mnozstvi ROOH oproti vzorkiim inkubovanych
s albuminovymi ROOH v RPMI-1640 médiu. Mal¢ mnozstvi ROOH bylo namétfeno
I U vzorkt bez ptidanych albuminovych ROOH.

Experimenty provadéné v pivodni praci [21] probihaly na bunééné linii U937, coz jsou
buniky volné€ se pohybujici (plovouci) v kultivacnim médiu.

Bunécna linie byla kultivovana za stejnych podminek jako nase bunécna linie a to
v RPMI-1640 médiu s antibiotiky (penicilin — 100 U/ml, streptomycin — 100 pg/ml)
a 5%FBS. Co se tyce koncentrace bunééné suspenze pro vzoreky, faddoveé bylo pouzito stejné
mnozstvi a to 5000 000/ml v pivodnich experimentech [21] a 2 000 000/ml v nasich
experimentech.

K buné¢né suspenzi byl v pavodni praci piidan 2,2-azobis (amidinopropan)dihydrochlorid
(AAPH) o znamé koncentraci, ktery pfi svém rozkladu postupné generoval ROO’, které
nasledné oxidovaly bunécné proteiny za vzniku ROOH. Piesnou zavislost mezi koncentraci
pfidaného AAPH a vzniklymi ROOH znazoriiuje graf (graf ¢. 13). Pro nasledujici méteni
vzniklych ROOH byla ke vzorkiim pfidana kyselina trichloroctova, kterda AAPH vysrazela.
Neodstranéné AAPH by jinak mohlo interferovat s reagenty pro FOX test. Jako kontrola byla
pouzita bunééna suspenze bez AAPH a jako reference voda [21].
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Graf ¢ 13: Zavislost vzniku ROOH na koncentraci AAPH (Prevzato a upraveno Gieseg, S., S.
Duggan, and J. M. Gebicki, (2000).
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Dalsimi testy bylo zjistovano, zda se ROOH vytvorily na proteinech nebo lipidech [21].

Vzorky bunécéné suspenze byly 20 h inkubovany s AAPH (10 mM). Po prob¢hlé inkubaéni
dobé byly proplachnuty fosfatovym pufrem, kyselinou trichloroctovou doslo k vysrazeni
AAPH a vzorky byly rozdéleny na dvé skupiny.

V prvni skupiné bunéénych precipitatti byla koncentrace ROOH zjistovana piimo, zatimco
ve druhé skupiné bunéénych precipitatd byly nejprve acetonem odstranény lipidy. Vzorky
s takto odstranénymi lipidy vykazovaly ztratu absorbance 0 16,4 + 4%. Ztrata absorbance byla
pravdépodobné zpisobena tim, ze kromé lipida doslo i k odstranéni nékterych proteint.

Tato domnénka byla potvrzena dalSim testem, ve kterém byly vzorky po promyti kyselinou
trichloroctovou proplachnuty metanolem a poté hexanem, ¢imz doslo k odstranéni vice nez
99 % lipidd. Jelikoz je tato promyvaci metoda Setrnéjsi k proteintim, tak nedoslo k jejich
vymyti. Pfi méfeni nevykazovala absorbance zddny pokles. Tim bylo prokazano, Ze za téchto
podminek ROOH vznikaji pouze na proteinech a nikoliv na lipidech [21].

V nasem experimentu vykazovaly vyss$i koncentrace ROOH vzorky bunééné suspenze,
které, byly salbuminovymi ROOH inkubovany v RPMI-1640 médiu s pfidanym FBS. To
bylo pravdépodobné zpuisobeno piitomnosti FBS, které je bohaté na §iroké spektrum bilkovin,
a to zejména albuminu. Albuminové ROOH piidané do bunétné suspenze reagovaly
s bilkovinami FBS za vzniku ROS (*O, ROO", RO’). Tyto ROS se dale podilely na oxidaci
proteinli a lipidi ve vzorcich, ¢imz vznikaly proteinové a lipidové ROOH, které zvySovaly
celkové mnozstvi ROOH ve vzorcich [4] [36].

Veskeré hydroperoxidy v pivodnim experimentu byly urCeny jako proteinové. [21]
V naSem experimentu se S danym inkuba¢nim ¢asem (1,2 h) spise jedna o smés proteinovych
a lipidovych ROOH ovSem s tim, Ze za jejich vznikem stoji pravé albuminové ROOH, které
byly do vzorku pfidany. ProtoZe jsou lipidové ROOH primarnim produktem pfi oxidativnim
poskozeni lipidii, byla jejich pfitomnost ve vzorcich neptimo prokazana dal§im experimentem
— méfenim koncentrace komplexu MDA-DNPH (podrobnéji v kapitole 4.3 Vliv proteinovych

hydroperoxida na lipidovou peroxidaci).

4.3 VIiv proteinovych hydroperoxidi na lipidovou peroxidaci

V nasem experimentu doslo po pfidani albuminovych ROOH k bunéénym suspenzim ve

vSech ptipadech k néarGistu koncentrace komplexu MDA-DNPH oproti kontrole. Za danych
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podminek ale neni pozorovana zavislost mezi koncentraci albuminovych ROOH
a koncentraci komplexu MDA-DNPH.

V puvodni praci [21] byly vzorky bunééné suspenze inkubovany 12 h s AAPH (10 mM)
pii 37°C. Nasledné méfeni koncentrace MDA probéhlo metodou TBARS. U kontrolnich
vzorkt obsahujicich pouze bunéénou suspenzi byla hodnota MDA 575 + 46 nM a u vzorkt
inkubovanych s AAPH (10 mM) 532 + 12 nM. Detekci MDA a detekei lipidovych ROOH
(podrobnéji v kapitole 4.2 Detekce hydroperoxidii v buné¢né suspenzi) se tedy za danych
reak¢nich podminek neprokazalo Zadné oxidativni poSkozeni lipida [21].

V dalsi praci bylo prokazano, ze proteinové ROOH zpusobuji oxidativni poskozeni DNA.
Oxidativni poskozeni lipidi nebylo v této praci predmétem vyzkumu [20].

Autofi obou praci [21][20] uvadi proteiny jako primarni cil pro oxidaci zpusobenou
proteinovymi ROOH a DNA jako sekundarni cil.

Za ndmi stanovenych podminek oxidativni poSkozeni lipidi proteinovymi ROOH
prokazano bylo. Hlavnim rozdilem v naSem experimentu oproti pivodnimu [21] byla
mnohonasobné vyssi koncentrace pouzitych proteinovych ROOH. Koncentrace Vv naSem
experimentu se pohybovaly v rozmezi 0,1 az 10,9 mM, zatimco v pivodnim experimentu byla
koncentrace proteinovych ROOH po inkubaci s AAPH (10 mM) 1,25 uM (graf ¢. 13).

V nasem experimentu nebyla prokdzana korelace mezi koncentraci pifidavanych
albuminovych ROOH a koncentraci naméfeného komplexu MDA-DNPH. Svij podil na tom
muze mit skute€nost, Ze MDA neni jediny produkt, ktery mliZze béhem peroxidace lipidl
vznikat a slouzit tak jako jeji marker. Z lipidovych ROOH, jakozto primarni produktd
oxidativniho po$kozeni lipidi, mohou vznikat rizné formy ROS (102, ROO’, RO"), které se
dale podileji na oxidaci, a sekundarni produkty. Mezi sekundarni produkty patii naptiklad
propanal, 4-hydroxy-2-hexenal a 4-HNE [4]. Dalsim vysvétlenim, mtze byt fakt, Ze se
stoupajici koncentraci albuminovych ROOH ve vzorcich byla zéaroven zvySovana
I koncentrace albuminu. Jak jiz bylo prokazano, proteiny jsou cilem pro oxidativni poskozeni
proteinovymi ROOH [21]. Misto lipidi tedy mohly byt oxidovany AK na albuminu, pfipadné
mohly vznikat crosslinky mezi DNA a proteiny [20], ¢i mezi proteiny samotnymi. Dale mize
byt oxidovana proteinova kostra, coz vede az k fragmentaci [7].

Pro dal$i experimenty by bylo vhodné, aby bylo rozdilnych koncentraci albuminovych
ROOH ve vzorcich dosazeno pouZitim zasobnich roztokli o stejné koncentraci albuminu, ale
S riznou mirou oxidativniho poSkozeni. Pro piesnéjs$i urceni zéavislosti miry oxidativniho
poskozeni albuminovymi ROOH by navic bylo vhodné pouzit vice druhi markert, jako
naptiklad lipidové ROOH ¢i 4-HNE.
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4.4 Vliv albuminovych hydroperoxida na vitalitu bunék

V nasich experimentech bylo zjisténo, ze na vitalitu bunék ma vliv jak koncentrace
albuminovych ROOH, tak i1 délka inkubacniho ¢asu. Se vzristajici koncentraci albuminovych
ROOH v kombinaci s del§im inkuba¢nim ¢asem dochazi k vét§i umrtnosti bunék. Dale je
patrné, ze albumin ma v kontrolnich vzorcich a pii niz§ich koncentracich albuminovych
ROOH pozitivni vliv na rast bunék. U nékterych vzorkid nekoreluje procentudlni zastoupeni
zivych bungk s absolutnim poétem bunék v 1 ml.

V ramci jinych experimentt byla vitalita bunék po ptfidini ROOH testovana naptiklad na
bunkach lidskych keratinocytti [26] ¢i bunééné linii SW480 [2].

Testovani vitality v bunééné suspenzi lidskych keratinocytli po ptidani ROOH probihalo
ve vzorcich o koncentraci 2 500 000 bunék/ml. K bunééné suspenzi byl pfidan kumenovy
ROOH (1 mM a 25 mM) a t-butyl ROOH (1 mM a 25 mM). Poté nasledovala 30min
inkubace pii 35°C. Pfi téchto inkubacnich podminkach bylo zjiSténo, Ze vyssi koncentrace
kumenovych ROOH (25 mM) ma na vitalitu bunék nejvétsi vliv, nebot’ doslo k umrti témét
vSech bunék. Nizs§i koncentrace kumenového ROOH (1 mM) a ob¢& koncentrace t-butyl
ROOH nemély za téchto podminek na vitalitu bun¢k zadny signifikantni vliv [26].

Pii testovani vitality na linii SW480 byly pouzity lipidové ROOH vytvotené z kyseliny
linolové. V tomto experimentu byly zvoleny tfi inkubacni Casy: 6, 24 a 48 h a v kazdém
z téchto Cast rizné koncentrace lipidovych ROOH: 10, 50, 100 a 200 uM. Vitalita bun¢k byla
vyhodnocovana pomoci testu na stanoveni metabolické aktivity bunék. Pfi tomto testu se
K bunééné suspenzi piidava (3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid), ktery
je mitochondridlnimi enzymy dychaciho fetézce pifeveden ze svého plvodniho Zlutého
zabarveni na fialové a toto je spektrofotometricky méteno. V tomto ptipadé¢ méla na vitalitu
bun¢k prokazatelny vliv jak koncentrace pridanych lipidovych ROOH, tak i délka inkubace.
Pti 6h inkubaci nedochazelo k zadnym vyraznym zménam ve vitalité. OvSem V ptipadé 24
vyssi koncentrace ptidanych lipidovych ROOH [2].

Jak v nasich, tak i v experimentech v ostatnich pracich [26][2] je patrné, ze na vitalitu
bun¢k ma vliv jak koncentrace ROOH, tak i inkubac¢ni doba.

SkuteCnost, ze V nasem experimentu procentudlni zastoupeni Zivych bun¢k nekoreluje
s absolutnim pocétem bunck, mize byt vysvétlena tim, Ze se jedna o adherentni bunky. Ty
mohou byt po své smrti odlouCeny ze dna kultivacni lahve a tim dojde jesté pfed pouzitim

trypsinu K jejich odstranéni. Z toho divodu je vhodné pii méfeni vitality u tohoto typu bunék
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hodnotit spiSe absolutni mnozstvi buné€k ve vzorku, nez procentudlni zastoupeni zivych
bunék.

V piipadé testovani vlivu albuminovych ROOH na vitalitu buné¢k je dale vhodné, aby byla
pro kazdy inkubacéni Cas pfipravena kontrola s albuminem o stejné koncentraci, jaka byla
pouzita pro ptipravu albuminovych ROOH. Kromé toho je také vhodné vyuzivat pro ziskani
ruznych findlnich koncentraci albuminovych ROOH ve vzorcich zasobni roztoky
albuminovych ROOH o stejné koncentraci albuminu, ale s riznou mirou oxidativniho
poskozeni. Témito opatfenimi lze snizit chybnou interpretaci vysledkii, nebot’ albumin ma
nejen pozitivni vliv na rist bunék [16], ale i antioxidacni vlastnosti. Albumin dokaze reagovat
s ¢cetnymi druhy molekul véetné ROS. Albuminovymi antioxidaénimi strukturami jsou jeho

metioninova rezidua, ktera jsou ROS oxidovana na metionin sulfoxid [46].
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5 ZAVER

Tématem této diplomové prace bylo posuzovani vlivu proteinovych ROOH na oxidativni
poskozeni lipidii v lidskych nadorovych buiikach. Jako zastupce proteinovych ROOH byl
vybran albuminovy ROOH. Experimentélni ¢ast se zabyvala albuminovymi ROOH a jejich
vlivem na oxidativni poskozeni lipidi a vitalitu bun¢k. Jako marker pro posouzeni miry
oxidativniho poskozeni lipida byl zvolen MDA.

Na zacatku prace byla polozena hypotéza, kterd predpokladala, ze podobné¢ jako proteiny
aNK mohou byt za urCitych podminek cilem pro oxidativni posSkozeni zplsobené
proteinovymi ROOH i lipidy.

Ziskané vysledky Ize stru¢né shrnout do nékolika dil¢ich zavéri.

Stabilita albuminovych hydroperoxidil je zavisla na teploté. Pfi vysSich teplotach dochazi
k jejich rychlejsimu rozpadu.

Me¢tenim koncentrace MDA (komplexu MDA-DNPH) bylo prokazano, ze pti podminkach
V naSem experimentu zpusobuji albuminové ROOH oxidativni poSkozeni lipidi. Hypotéza
byla tedy potvrzena.

Albuminové ROOH maji vliv na vitalitu bunék. S rostouci koncentraci albuminovych

ROOH a zaroven s rostouci délkou inkubaéniho ¢asu dochazi k vétsi amrtnosti bunék.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

102
4-HNE
AAPH

AK

DNPH
FBS

FOX assay

H20;
HO’
HO,'
HOO’
HPLC

MDA
MK
MS
NK

O,

0"
PUFA
ROO
ROOH
ROS
TBA
TBARS
XO

singletni kyslik

4-hydroxynonenal

2,2-azobis (amidinopropan)dihydrochlorid

aminokyselina

2,4-dinitrofenylhydrazin

fetalni hovézi sérum (fetal bovine serum)

oxidace ionti zeleza v prostfedi xylenové oranze (the ferrous
oxidation-xylenol orange)

peroxid vodiku

hydroxylovy radikal

hydroperoxylovy radikal

peroxylovy radikal

vysoce ucinna kapalinova chromatografie (hight performance
liquid chromatography)

malondialdehyd

mastna kyselina

hmotnostni detekce (mass spectrometry)

nukleova kyselina

molekularni kyslik

superoxidovy aniontovy radikal

polynenasycena mastné kyselina (polyunsaturated fatty acid)
peroxylovy radikal

organicky hydroperoxid

reaktivni formy kysliku

kyselina thiobarbiturova

substance reagujici s kyselinou thiobarbiturovou

xylenova oranz

51



7 LITERATURA

[1] Aikens,J., and T. A. Dix, 1991, PERHYDROXYL RADICAL (HOO.) INITIATED
LIPID-PEROXIDATION - THE ROLE OF FATTY-ACID HYDROPEROXIDES:
Journal of Biological Chemistry, v. 266, p. 15091-15098.

[2] Angeli, J. P. F., C. C. M. Garcia, F. Sena, F. P. Freitas, S. Miyamoto, M. H. G.
Medeiros, and P. Di Mascio, 2011, Lipid hydroperoxide-induced and hemoglobin-
enhanced oxidative damage to colon cancer cells: Free Radical Biology and Medicine, v.
51, p. 503-515.

[3] Awasthi, Y. C., R. Sharma, J. Z. Cheng, Y. Yang, A. Sharma, S. S. Singhal, and S.
Awasthi, 2003, Role of 4-hydroxynonenal in stress-mediated apoptosis signaling:
Molecular Aspects of Medicine, v. 24, p. 219-230.

[4] Ayala, A., M. F. Munoz, and S. Arguelles, 2014, Lipid peroxidation: production,
metabolism, and signaling mechanisms of malondialdehyde and 4-hydroxy-2-nonenal:
Oxidative medicine and cellular longevity, v. 2014, p. 360438-360438.

[5] Baier, J., T. Maisch, M. Maier, E. Engel, M. Landthaler, and W. Baeumler, 2006, Singlet
oxygen generation by UVA light exposure of endogenous photosensitizers: Biophysical
Journal, v. 91, p. 1452-1459.

[6] Banerjee, D., U. K. Madhusoodanan, M. Sharanabasappa, S. Ghosh, and J. Jacob,
2003,Measurement of plasma hydroperoxide concentration by FOX-1 assay in
conjunction with triphenylphosphine: Clinica Chimica Acta, v. 337, p. 147-152.

[7] Berlett, B. S., and E. R. Stadtman, 1997, Protein oxidation in aging, disease, and
oxidative stress: Journal of Biological Chemistry, v. 272, p. 20313-20316

[8] Cadet, J., and P. Di Mascio, 2006, Peroxides in biological system. In The Chemistry of
Peroxides (Rappaport, Z., et al., eds). p. 915 — 999, John Wiley & Sons Ltd, Chichester.

[9] Carini, M., G. Aldini, and R. M. Facino, 2004, Mass spectrometry for detection of 4-
hydroxy-trans-2-nonenal (HNE) adducts with peptides and proteins: Mass Spectrometry
Reviews, v. 23, p. 281-305.

52



[10] Dalleau, S., M. Baradat, F. Gueraud, and L. Huc, 2013, Cell death and diseases related
to oxidative stress: 4-hydroxynonenal (HNE) in the balance: Cell Death and
Differentiation, v. 20, p. 1615-1630.

[11] Davies, M. J., S. L. Fu, and R. T. Dean, 1995, PROTEIN HYDROPEROXIDES CAN
GIVE RISE TO REACTIVE FREE-RADICALS: Biochemical Journal, v. 305, p. 643-
649.

[12] Del Rio, D., A. J. Stewart, and N. Pellegrini, 2005, A review of recent studies on
malondialdehyde as toxic molecule and biological marker of oxidative stress: Nutrition
Metabolism and Cardiovascular Diseases, v. 15, p. 316-328.

[13] DeLong, J. M., R. K. Prange, D. M. Hodges, C. F. Forney, M. C. Bishop, and M.
Quilliam, 2002, Using a modified ferrous oxidation-xylenol orange (FOX) assay for
detection of lipid hydroperoxides in plant tissue: Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 50, p. 248-254.

[14] DeRosa, M. C., and R. J. Crutchley, 2002, Photosensitized singlet oxygen and its
applications: Coordination Chemistry Reviews, v. 233, p. 351-371.

[15] Esterbauer, H., R. J. Schaur, and H. Zollner, 1991, CHEMISTRY AND
BIOCHEMISTRY OF 4-HYDROXYNONENAL, MALONALDEHYDE AND
RELATED ALDEHYDES: Free Radical Biology and Medicine, v. 11, p. 81-128.

[16] Francis, G. L., 2010, Albumin and mammalian cell culture: implications for
biotechnology applications: Cytotechnology, v. 62, p. 1-1

[17] Fridovich, I., 1995, SUPEROXIDE RADICAL AND SUPEROXIDE DISMUTASES:
Annual Review of Biochemistry, v. 64, p. 97-112.

[18] Garcia-Ruiz, I., P. de la Torre, T. Diaz, E. Esteban, I. Fernandez, T. Munoz-Yague,
and J. A. Solis-Herruzo, 2002, Sp1 and Sp3 transcription factors mediate
malondialdehyde-induced collagen alpha 1(I) gene expression in cultured hepatic stellate
cells: Journal of Biological Chemistry, v. 277, p. 30551-30558.

[19] Gay, C. A, and J. M. Gebicki, 2002, Perchloric acid enhances sensitivity and
reproducibility of the ferric-xylenol orange peroxide assay: Analytical Biochemistry, v.

304, p. 42-46.

53



[20] Gebicki, S., and J. M. Gebicki, 1999, Crosslinking of DNA and proteins induced by
protein hydroperoxides: Biochemical Journal, v. 338, p. 629-636.

[21] Gieseg, S., S. Duggan, and J. M. Gebicki, 2000, Peroxidation of proteins before lipids
in U937 cells exposed to peroxyl radicals: Biochemical Journal, v. 350, p. 215-218.

[22] Girotti, A. W., 1998, Lipid hydroperoxide generation, turnover, and effector action in
biological systems: Journal of Lipid Research, v. 39, p. 1529-1542.

[23] Gutteridge, J. M. C., 1995, LIPID-PEROXIDATION AND ANTIOXIDANTS AS
BIOMARKERS OF TISSUE-DAMAGE: Clinical Chemistry, v. 41, p. 1819-1828.

[24] Halliwell, B., and J. M. C. Gutteridge, 1984, OXYGEN-TOXICITY, OXYGEN
RADICALS, TRANSITION-METALS AND DISEASE: Biochemical Journal, v. 219, p.
1-14

[25] Halliwell, B., M. V. Clement, and L. H. Long, 2000, Hydrogen peroxide in the human
body: Febs Letters, v. 486, p. 10-13., v. 486, p. 10-13.

[26] lannone, A., A. Marconi, G. Zambruno, A. Giannetti, V. Vannini, and A. Tomasi,
1993, FREE-RADICAL PRODUCTION DURING METABOLISM OF ORGANIC
HYDROPEROXIDES BY NORMAL HUMAN KERATINOCYTES: Journal of
Investigative Dermatology, v. 101, p. 59-63.

[27] Jessup, W., R. T. Dean, and J. M. Gebicki, 1994, IODOMETRIC DETERMINATION
OF HYDROPEROXIDES IN LIPIDS AND PROTEINS: Oxygen Radicals in Biological
Systems, Pt C, v. 233, p. 289-303.

[28] Knight, J. A., 2000, Review: Free radicals, antioxidants, and the immune system:
Annals of Clinical and Laboratory Science, v. 30, p. 145-158.

[29] Knight, J. A., R. K. Pieper, and L. McClellan, 1988, SPECIFICITY OF THE
THIOBARBITURIC ACID REACTION - ITS USE IN STUDIES OF LIPID-
PEROXIDATION: Clinical Chemistry, v. 34, p. 2433-2438.

[30] Luc, R., and C. Vergely, 2008, Forgotten radicals in biology: International journal of
biomedical science : 1JBS, v. 4, p. 255-9.

[31] Mabhipal, S. V. K., J. Subhashini, M. C. Reddy, M. M. Reddy, K. Anilkumar, K. R.
Roy, G. V. Reddy, and P. Reddanna, 2007, Effect of 15-lipoxygenase metabolites, 15-
(S)-HPETE and 15-(S)-HETE on chronic myelogenous leukemia cell line K-562:

54



Reactive oxygen species (ROS) mediate caspase-dependent apoptosis: Biochemical
Pharmacology, v. 74, p. 202-214.

[32] MALIJEVSKY, Anatol. Breviaf z fyzikalni chemie. Praha: Vysoka $kola chemicko-
technologicka, 2000. ISBN 80-7080-403-3

[33] Marcinkiewicz, J., B. Chain, B. Nowak, A. Grabowska, K. Bryniarski, and J. Baran,
2000, Antimicrobial and cytotoxic activity of hypochlorous acid: interactions with
taurine and nitrite: Inflammation Research, v. 49, p. 280-289.

[34] Marnett, L. J., 1999, Lipid peroxidation - DNA damage by malondialdehyde: Mutation
Research-Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, v. 424, p. 83-95.

[35] Meisner, P., and J. L. Gebicki, 2009, Determination of hydroperoxides in agueous
solutions containing surfactants by the ferrous oxidation-xylenol orange method: Acta
Biochimica Polonica, v. 56, p. 523-527.

[36] Miyamoto, S., G. E. Ronsein, F. M. Prado, M. Uemi, T. C. Correa, I. N. Toma, A.
Bertolucci, M. C. B. Oliveira, F. D. Motta, M. H. G. Medeiros, and P. Di Mascio, 2007,
Biological hydroperoxides and singlet molecular oxygen generation: lubmb Life, v. 59,
p. 322-331.

[37] Moldovan, L., and N. I. Moldovan, 2004, Oxygen free radicals and redox biology of
organelles: Histochemistry and Cell Biology, v. 122, p. 395-412.

[38] Morgenstern, D. E., M. A. C. Gifford, L. L. Li, C. M. Doerschuk, and M. C. Dinauer,
1997, Absence of respiratory burst in X-linked chronic granulomatous disease mice
leads to abnormalities in both host defense and inflammatory response to Aspergillus
fumigatus: Journal of Experimental Medicine, v. 185, p. 207-218.

[39] Niki, E., Y. Yoshida, Y. Saito, and N. Noguchi, 2005, Lipid peroxidation:
Mechanisms, inhibition, and biological effects: Biochemical and Biophysical Research
Communications, v. 338, p. 668-676.

[40] Ohkawa, H., N. Ohishi, and K. Yagi, 1979, ASSAY FOR LIPID PEROXIDES IN
ANIMAL-TISSUES BY THIOBARBITURIC ACID REACTION: Analytical
Biochemistry, v. 95, p. 351-358.

55



[41] Pilz, J., I. Meineke, and C. H. Gleiter, 2000, Measurement of free and bound
malondialdehyde in plasma by high-performance liquid chromatography as the 2,4-
dinitrophenylhydrazine derivative: Journal of Chromatography B, v. 742, p. 315-325.

[42] Pizzimenti, S., E. Ciamporcero, M. Daga, P. Pettazzoni, A. Arcaro, G. Cetrangolo, R.
Minelli, C. Dianzani, A. Lepore, F. Gentile, and G. Barrera, 2013, Interaction of
aldehydes derived from lipid peroxidation and membrane proteins: Frontiers in
Physiology, v. 4.

[43] Ray, P.D., B.-W. Huang, and Y. Tsuji, 2012, Reactive oxygen species (ROS)
homeostasis and redox regulation in cellular signaling: Cellular Signalling, v. 24, p. 981-
990.

[44] Repetto M., J. Semprine and A. Boveris, 2012, Lipid Peroxidation: Chemical
Mechanism, Biological Implications and Analytical Determination, Lipid Peroxidation,
Dr. Angel Catala (Ed.), ISBN: 978-953-51-0716-3, InTech, DOI: 10.5772/45943.

Available from: http://www.intechopen.com/books/lipid-peroxidation/lipid-

peroxidation-chemical-mechanism-biological-implications-and-analytical-determination

[45] Ricciotti, E., and G. A. FitzGerald, 2011, Prostaglandins and Inflammation:
Avrteriosclerosis Thrombosis and Vascular Biology, v. 31, p. 986-1000.

[46] Roche, M., P. Rondeau, N. R. Singh, E. Tarnus, and E. Bourdon, 2008, The
antioxidant properties of serum albumin: Febs Letters, v. 582, p. 1783-1787.

[47] Sharma, J. N., and L. A. Mohammed, 2006, The role of leukotrienes in the
pathophysiology of inflammatory disorders: Is there a case for revisiting leukotrienes as
therapeutic targets?: Inflammopharmacology, v. 14, p. 10-16.

[48] Sharma, R. A., A. Gescher, J. P. Plastaras, C. Leuratti, R. Singh, B. Gallacher-Horley,
E. Offord, L. J. Marnett, W. P. Steward, and S. M. Plummer, 2001, Cyclooxygenase-2,
malondialdehyde and pyrimidopurinone adducts of deoxyguanosine in human colon
cells: Carcinogenesis, v. 22, p. 1557-1560.

[49] Schneider, C., D. A. Pratt, N. A. Porter, and A. R. Brash, 2007, Control of
oxygenation in lipoxygenase and cyclooxygenase catalysis: Chemistry & Biology, v. 14,

p. 473-488.

56


http://www.intechopen.com/books/lipid-peroxidation/lipid-peroxidation-chemical-mechanism-biological-implications-and-analytical-determination
http://www.intechopen.com/books/lipid-peroxidation/lipid-peroxidation-chemical-mechanism-biological-implications-and-analytical-determination

[50] Simpson, J. A, S. Narita, S. Gieseg, S. Gebicki, J. M. Gebicki, and R. T. Dean, 1992,
LONG-LIVED REACTIVE SPECIES ON FREE-RADICAL-DAMAGED PROTEINS:
Biochemical Journal, v. 282, p. 621-624.

[51] Spickett, C. M., 2013, The lipid peroxidation product 4-hydroxy-2-nonenal: Advances
in chemistry and analysis: Redox Biology, v. 1, p. 145-152.

[52] Steinbeck, M. J., A. U. Khan, and M. J. Karnovsky, 1992, INTRACELLULAR
SINGLET OXYGEN GENERATION BY PHAGOCYTOSING NEUTROPHILS IN
RESPONSE TO PARTICLES COATED WITH A CHEMICAL TRAP: Journal of
Biological Chemistry, v. 267, p. 13425-13433.

[53] Termini, J., 2000, Hydroperoxide-induced DNA damage and mutations: Mutation
Research-Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, v. 450, p. 107-124.

[54] Ursini, F., and A. Bindoli, 1987, THE ROLE OF SELENIUM PEROXIDASES IN
THE PROTECTION AGAINST OXIDATIVE DAMAGE OF MEMBRANES:
Chemistry and Physics of Lipids, v. 44, p. 255-276.

[55] Vinogradov, A. D., and V. G. Grivennikova, 2005, Generation of superoxide-radical
by the NADH : Ubiquinone oxidoreductase of heart mitochondria: Biochemistry-
Moscow, v. 70, p. 120-127.

[56] Wagner, J. R., C. Decarroz, M. Berger, and J. Cadet, 1999, Hydroxyl-radical-induced
decomposition of 2 -deoxycytidine in aerated aqueous solutions: Journal of the
American Chemical Society, v. 121, p. 4101-4110.

[57] Wang, X., X. G. Lei, and J. Wang, 2014, Malondialdehyde regulates glucose-
stimulated insulin secretion in murine islets via TCF7L2-dependent Wnt signaling
pathway: Molecular and Cellular Endocrinology, v. 382, p. 8-16.

[58] Warnke, M. M., E. Wanigasekara, S. S. Singhal, J. Singhal, S. Awasthi, and D. W.
Armstrong, 2008, The determination of glutathione-4-hydroxynonenal (GSHNE), E-4-
hydroxynonenal (HNE), and E-1-hydroxynon-2-en-4-one (HNO) in mouse liver tissue
by LC-ESI-MS: Analytical and Bioanalytical Chemistry, v. 392, p. 1325-1333.

[59] Winterbourn, C. C., 1995, Toxicity of iron and hydrogen peroxide: The Fenton
reaction: Toxicology Letters, v. 82-3, p. 969-974.

57



[60] Yin, H. Y., and N. A. Porter, 2005, New insights regarding the autoxidation of
polyunsaturated fatty acids: Antioxidants & Redox Signaling, v. 7, p. 170-184.

[61] Yin, H., L. Xu, and N. A. Porter, 2011, Free Radical Lipid Peroxidation: Mechanisms
and Analysis: Chemical Reviews, v. 111, p. 5944-5972.

58



