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CILE PRACE
Teoreticka Cast:
e Vypracovani literdrni reSerSe zaméfené na tvorbu reaktivnich forem kysliku
Vv lidskych nadorovych buikach, oxidativni poSkozeni proteini a metody
detekce oxidativniho poskozeni proteint
Experimentalni ¢ast:
e Zavést metodiku oxidativniho poskozeni proteintt pomoci SDS — PAGE a
western blotu
e Porovnani dvourozdilnych zplsobt pro detekci oxidativniho poskozeni proteinti
Vv lidskych nadorovych buikach
e Proméfeni oxidativniho poskozeni proteint extracelularné¢ pridavanymi

reaktivnimi formami kysliku



1 0VOD

Primarnim mistem pro tvorbu reaktivnich forem kysliku (ROS), kam patii superoxidové
anionty (O2"7), peroxid vodiku (H202) a hydroxylové radikaly (OH-) jsou mitochondrie.
Za hlavni zdroj generovani ROS v mitochondriich je povazovan komplex I velektron
transportnim fetézci (elektron transport chain — ETC). Nizké koncentrace ROS jsou
dilezité pro normalni buné¢nou funkci buiky, coz vyvolava fadu fyziologickych zmén,
veetné apoptozy, proliferace a starnuti (Chen et al. 2007). Vystaveni ionizujicimu nebo
ultrafialovému zifeni, ristovym faktorim, cytokininim a patologickym metabolickym
procesum, to v§e muze vést k produkci ROS. Nadprodukce ROS je spojena s buné¢nou
dysfunkci. Pfi nadmérné produkci ROS mohou byt poskozeny nukleové kyseliny,
proteiny, lipidy. (Sykes, Mowbray and Jo 2007).

Buriky jsou vybaveny antioxida¢nimi obrannymi mechanismy, které¢ skodlivym
u¢inkiim ROS zabranuji (Shackelford et al. 2005). Porucha bunééné homeostazy se
oznacuje jako oxidacéni stres, ktery dokaze zpisobit akutni a chronické neurologické
onemocnéni, véetné mrtvice, Alzheimerovy choroby a Parkinsonovy nemoci (Niizuma,
Endo and Chan 2009).

Proteiny se Casto podili na katalyze bun&cnych reakci a to je Cini jednim
Z hlavnich cili bunécného oxidac¢niho stresu. NejCast¢jsi a obvykle nevratnou oxida¢ni

modifikaci ovlivitujici proteiny pfedstavuje karbonylace proteint (Yan and Sohal 1998).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2. 1 Reaktivni formy kysliku a volné radikaly
2.1. 1 Historie

V roce 1954, argentinské fyzioloZka Rebeca Gerschman spolu s jejimi spolupracovniky
na Univerzit¢ Rochester v New Yorku studovali otravu kyslikem a ionizujici zafeni, kdy
predpokladali, ze vétSina poSkozeni byla disledkem kyslikovych radikdld. ZvySeni
parcialniho tlaku kysliku nebo pokles antioxida¢ni obrany rovnéz vedlo k poskozeni
bunek a tkani. Zavér byl tedy takovy, ze toxicita kysliku je kontinualni jev (Gerschman
et al. 1954). Teorie o zapojeni kyslikovych radikalt pfi vzniku nékterych chorob a
Vv procesech starnuti byla v t¢ dobé pomérné pokro€ild a ,,revoluéni®. Nové a odvazné
tvrzeni o otravé kyslikem Sokovalo védeckou komunitu, bohuzel této tematice nebyla
vénovana dostate¢na pozornost a po mnoho let upadla do zapomnéni.

V roce 1969 byla teorie Rebecy Gerschman et al. znovu zvazena. Joe McCord a
Irwin Fridovich na Duke University Medical Center, Durham, USA, objevili enzym
superoxiddismutasu (SOD), ktery vyuzivad kyslikové radikaly (O,7) jako substrat
(McCord and Fridovic.l 1969). Vyzkumné prace prokazaly, Ze tento enzym katalyzuje
dismutace ze O, " na molekularni kyslik (O2) a H20,. Bylo zji§t€no, Ze enzym je totozny
s erytrokupreinem nebo hemokupreinem, coz jsou proteiny, jejichz existence byla
znama mnoho let, ale doposud u nich nebyla detekovdna Zddna aktivita. Ve vet§iné
prokaryotickych a eukaryotickych organismii byla prokazana existence rozdilnych
isoenzymu, stejné jako skuteCnost, ze O,  a dali radikaly byly produkovany
vbiologickych syst¢tmech. Rozhodné lze fici, Ze v disledku zjiSt€éni JoeaMcCorda a

Irwina Fridovicha se zrodila biologie volnych kyslikovych radikala. (Imlay 2011).
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2. 1. 2 Definice

Termin ROS (Tab.1) se vztahuje na pfirozené se vyskytujici chemické latky obsahujici
kyslik, jejichZz reaktivita je vys$i nez zikladni stav kysliku (Halliwell a Gutteridge,
2006).

Pti pohledu na Tab. 1 zistime, ze n¢které ROS jsou volné radikaly, neboli latky
(prvky, slouceniny, ionty) obsahujici jeden nebo vice neparovych elektront, které jsou
schopny samostatné existence. Zakladni stav kysliku Oy, je klasifikovan jako volny
radikal (diradikal), jelikoz dva degenerované nejvzdalenéjsiorbitaly jsou kazdy obsazen
jednim elektronem. V souladu s Hundovym pravidlem jsou spiny téchto dvou elektront
paralelni v nejniz§im energickém stavu systému. Superoxid anion radikal, HO- a
perhydroxylovy radikal (HO,.) jsou také volné radikaly, zatimco singletni kyslik (*O>),
peroxid vodiku (H203), 0zon (O3), peroxidy a alkoxidy, radikaly nejsou. Nékteré volné
radikaly (napt. HO- a vodikovy radikal H-), jsou extrémné reaktivni, zatimco ionty
piechodnych kovu vykazuji slabou reaktivitu (Mattila et al. 2015).

Biologické tc¢inky ROS jsou selektivni, jelikoz zavisi na reaktivit¢ ROS a na
reakénich podminkach. Nékteré ROS (napt. HO-) maji velmi vysokou chemickou
aktivitu a jsou schopny oxidovat vétSinu organickych molekul. Na strané¢ druhé, H,O>
ma reaktivitu mirnou a je schopen migrovat i daleko od mista produkce. V biologickém
prostiedi klesd obecna reaktivita ROS v tomto pofadi HO- > 0, > H,0, > O,".
Srovnani je pouze orientacni, jelikoz rychlost reakce je zavisla na reak¢nim partnerovi

(Mattila et al. 2015).

Tab. 1 Hlavni (ROS) (Halliwel a Gutteridge, 2006)

Volné radikaly Latky, které volnymi radikaly nejsou
Superoxid, O, Peroxid vodiku, H,O,

Hydroperoxyl , HO,. Singletni kyslik, ‘O,

Hydroxyl, HO- Ozon, O3

Peroxyl, ROO- Kyselina chlorna, HOCI

Alkoxyl, RO- Peroxynitrit, ONOO"

11
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2. 1. 3 Reaktivni formy kysliku

Molekula kysliku (biradikdl) se po prijeti jednoho elektronu redukuje na monoradikal
02'-2

0,+e” - 0,-
Redukcidal§im elektronem vznika H,O».

Pokud je k dispozici dalsi elektron, molekula H,O, se rozpadne na HO™ a hydroxidovy
anion (OH):

H,0,+ e~ - OH™ + HO'

Ctwrty posledni elektron redukuje OH- na molekulu H,O (v rovnici uvedena

disociovana voda, tedy OH")
HO +e” - 0OH™

Tato Ctyfelektronova redukce molekuly atmosférického (tripletového) kyslku na dvé
molekuly H,O je nedilnou reakci pro aerobni zptsob zivota. Jeji prubéh se uskuteciuje
v dychacim fetézci v mitochondriich, v aktivnim centru enzymu cytochromoxidasy, kde
umozituje transformaci energie chemickych Zivin do ATP (Stipek S. a kol (2000).

Volné kyslikové radikaly, které jsou obecné zndmé jako ROS jsou jiz dlouhou dobu
povazovany za slouCeniny s dvoji roli (Obr. 1). To znamena, z¢ muzou byt jak
prospésné, tak skodlivé (Valko et al. 2004). Charakter ,dvou tvafi“ ROS je dolozen
rostoucim mnozstvim dtkazi, Ze pusobi vbunkach jako sekundarni poslové
Vv intracelularnich signalnich kaskadach, které indukuji a zachovavaji onkogenni fenotyp
rakovinovych bunék. ProspéSnym piikladem muize byt také indukce mitogenni
odpovédi pti nizkych koncentracich ROS nebo obrana proti infek¢nim ¢inidlim. Na
druhou stranu mohou ROS indukovat také bunééné starnuti a apoptdozu a proto muzou
slouzit jako anti-tumorigenni druhy (Valko et al. 2006). Pti vysokych koncentracich
mohou byt dilezitymi mediatory pii poSkozeni bunéénych struktur, véetné lipidd,

proteinti a nukleovych kyselin, nazyvanych souhrnné oxida¢ni stres (Poli et al. 2004).

12



Environmentalni
stres

Rist

Likvidaéni I S b Vyvoj
mechanismus ROS - - Signal " Bunééna smrt

‘ (A)bioticky stres

Oxidativni poskozeni

buiiky

Obr. 1 Dvojita role ROS. EnvironmentaIni podminky napomahaji vyvolat nadmérnou produkci
ROS, které pii vysokych koncentracich mizou vyvolat oxidativni poskozeni bunék. Nicméné,
existuje i fada antioxidac¢nich systému, které umoziuji ROS, aby byl signal pouzit pro rist,

vyvoj atd. (del Rio 2015).

V poslednich dvou desetiletich, doSlo vexperimentalni a klinick¢é mediciné
K obrovskému zajmu 0 ROS, které jsou generovany pii ozafeni UV svétlem,
rentgenovym nebo gama zifenim. Jednd se o produkty kov-katalyzujicich reakci,
vyskytyji se jako zneCistujici latky vatmosféfe, jsou produkovany neutrofily a
makrofagy pifi zdnétu a v neposledni fadé to mohou byt vedlejsi produkty bunécného

dychani (Cadenas 1989).

13



2. 2 Mitochondrie

2. 2.1 Struktura mitochondrii

V burice jsou hlavnim zdrojem ROS mitochondrie (Obr. 2) (Murphy 2009), které jsou
jiz dlouhou dobu ocetiovany pro své bioenergetické a biosyntetické vlastnosti
Mitochondrie zaujimaji az 20% zobjemu cytoplazmy, provadi vétSinu bunéénych
oxidacia produkuji prevaznou cast ATP. Ackoli jsou Casto liceny jako kratké, bakteriim
podobné télesa o priméru 0,5 — 1 pum, ve skute€nosti jsou pozoruhodné dynamické a
plastické, neustale ménici svlij tvar. Stejné jako bakterie, ze kterych mitochondrie
vznikly, maji vnitini a vnéjSi membranu. Tyto membrany maji rizné funkce a vlastnosti
a vymezuji v ramciorganely oddélené ¢asti.

Vnitini membrana, kterd obklopuje wvnitini prostor mitochondridlni matrix je
tvofena zahyby nazyvajici se kristy (v jednotném ¢isle krista), které obsahuji v jejich
membranach proteiny elektron transportniho fetézce. Uzka mezera (20 — 30 nm) mezi
vnitini okrajovou membranou a vnéj$i membranou je znidmé jako mezimembranovy
prostor.

Mitochondridlni matrix obsahuje znacné mnozstvi enzymdi, vcetné téch, které
preménuji pyruvat a mastné kyseliny na acetyl-CoA, a ty, které ho oxiduji na CO; pies
cyklus kyseliny citronové. Tyto reakce produkuji velké mmnoZstvi NADH, jejichz
vysokoenergetické elektrony jsou predavany do dychaciho fetézce. Dychaci fetézec pak
vyuziva tuto odvozenou energii z transportu elektront NADH na Oy K pumpovani H
ven zmatrix. Pfes wvnitini mitochondrialni membranu se tvoii elektrochemicky
protonovy gradient, ktery je sloZen jak z membranového gradientu, tak zrozdilu pH.
Elektrochemicky gradient vyviji silu k pohonu H* zp&t do matrix. Hybn4 sila protont je
vyuzita jak pro produkci ATP, tak pro selektivni transport metabolitli pies vnitini
mitochondrialni membranu.

Na rozdil od vnéj$i mitochondridlni membrany, vnitini mitochondridlni membrana
je difusni bariérou pro ionty a malé molekuly. AvSak vybrané ionty, pfedevSim protony
a fosfaty, stejné¢ jako zakladni metabolity ADP a ATP muizou prochazet skrz pomoci
specidlnich transportnich proteini. Membrany zkrist, které jsou kontinudlni
S ohraniujici membranou, obsahuji ATPsynthasu, ktera produkuje bunééné ATP
(Bruce Alberts 2007).

14



Mezimembranovy Vnéjsi Krista

prostor Matrix membrana
Ribosom Vnitini ]
cast membrana

ATPsynthasy

Obr. 2 Model mitochondrie (Frey and Mannella 2000).
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2. 2. 2 Tvorba mitochondrialnich ROS

Reaktivni formy kysliku jsou v buiice tvofeny na n¢kolika mistech za pomoci rtiznych
enzymu. Vyznamné piinosy zahrnuji proteiny uvniti plazmatické membrany, jako je
stale rostouci skupina NADPH oxidas (Lambeth 2004); metabolismus lipida
v peroxisomech; stejné jako Cinnost rdznych cytoplazmatickych — enzymu
(cyklooxygenasy). I kdyz vSechny tyto zdroje ptispivaji k celkové oxidacni zatezi,
drtivou vétSinu bunéénych ROS (pfiblizné 90%) je mozné vysledovat do mitochondrii.

Tvorba mROS je disledkem oxidativni fosforylace, coz je proces, ktery vyuziva
fizenou oxidaci NADH nebo FADH ke generovani potencidlni energie pro protony
(AW) pfes vnitini mitochondrialni membranu. Tato potencidlni energie se nasledné
vyuziva k fosforylaci ADP pomoci F1 — F, ATPasy. Elektrony pochazejici zNADH
nebo FADH mohou piimo reagovat s O, ¢i jinymi akceptory a vytvafet tak ROS.

V minulosti byla tvorba ROS povazovana za neproduktivni vedlejsi reakci Pozdéji
se ukazalo, z2 mROS miuzZe byt ve skute¢nosti dulezitd v riznych redox-dependentnich
signalnich procesech (Nemoto et al. 2000, Werner and Werb 2002); (Dada et al. 2003)
stejné jako u starnuti. Schéma toku elektronii skrz fet€zec cytochromu je uveden na Obr.
3. NADH generované dehydrogenasami Krebsova cyklu (DH) (Robinson and Srere
1985, Balaban, Nemoto and Finkel 2005) se nejdiive oxiduje na komplexu I. Elektrony
ZNADH jsou vedeny na prvni mobilni akceptor elektronti (oxidovany koenzym Q) a
energie je odvadéna vymrs§ténim protont.

V komplexu I1I dale daruje koenzym Q elektrony cytochromu b, kde jsou elektrony
pfedany cytochromu cl s disipativnim vymrS$ténim protonl. V fetézci cytochromu
pfenese cytochrom cl jeho elektrony do druhého mobilniho prvku, cytochromu c.
Cytochrom ¢ pak zase redukuje v komplexu IV cytochrom a, a3 (tj. cytochromoxidasy
(COX) sodkazem na kone¢ného ptijemce elektronl), coz vkoneéném dusledku
redukuje O, na H,O,. Tato kone¢na disipace redoxni energic v NADH/FADH na
komplexu IV je také spojena skoneCnym vymrStovanim protoni. Takovymto
zplisobem fetézec cytochromu transformuje redoxni energii pomérné stabilnich molekul

NADH a FADH do AW pfes vnitifni mitochondrialni membranu (Balaban et al. 2005).
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Obr. 3 Schematicky model generovani ROS.

Tvorba O, na komplexech | a I1l. Komplexy oxidativni fosforylace jsou barevné odliseny. Co
se tyCe Eqx pro redukei kysliku, cervena (dehydrogenasy (DH) a komplex I), které maji nejvyssi
potencial a rizova (komplex IV) potencial nejnizsi. Odpojovaci proteiny (UCP), jsou oznaceny
zelené, snizuji celkovy mitochondridini membranovy potencial (AY). To mize mit za nasledek
v§eobecny pokles Eq na obou komplexech I a III a tudiz i snizeni tvorby ROS (Balaban et al.
2005).
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V soucasné dob¢ je zrejmé, ze mitochondrie jako vedlejsi produkt oxida¢ni fosforylace
vyrabé&ji O, jednoelektronovou redukei kysliku (Murphy 2009). Existuje nejméné deset
mist v mitochondriich, kde se vytvaii O,., zejména vkomplexech I, 1l a Il
Vv mitochondridlnim elektronovém fetézci. Zatimco komplexy I a II vytvaii O,.
vyhradn¢ v mitochondrialni matrix, u komplexu III probihda tvorba O, v matrix i
V mezimembranovém prostoru (Turrens 2003) (Muller, Liuand Van Remmen 2004).

Superoxid vygenerovany komplexy I a Il se rychle méni na H,O, mitochondrialni
SOD2. Na strané druhé, O, vyroben komplexem 11l v mezimembranovém prostoru,
putuje napétim fizenymi aniontovymi kandlky do vnéj$i mitochondridlni membrany a
do cytosolu, kde miize byt pfeménén na H,O, cytosolovou SOD1 (Han et al. 2003).

Vzhledem k tomu, ze vysoka hladina ROS muze byt toxicka, a fakt, Ze konkrétni
mnozstvi a lokalizace jsou pozadovany pro spravnou signalizaci, je pro buiiky nezbytné,
aby byly mROS ptesné kontrolovany. Bunky si vyvinuly slozité antioxida¢ni systémy
s cilem udrzeni spravné rovnovahy ROS. Jak jiz bylo zminéno, mROS jsou generovany
ve formé O, ", ktery je vysoce reaktivni a muze dojit k poskozeni a inaktivaci proteind,
které obsahuji klastry Zelezo-sira (Outten 2007). S cilem omezit dostupnost O,"; SOD
proteiny Vvcytosolu (SOD1), mitochondrialni matrix (SOD2) nebo extracelularni
prostfedi (SOD3) rychle prevadi O™ na H2O; a tim udrzuji hladinu Oz~ velmi nizkou
(Obr. 4) (Weisiger and Fridovich 1973). Avsak i hromadéni H,O,, muze byt skodlivé,
nebot’ mize dojit k aberantni signalizaci nebo se mulze v pfitomnosti Zeleznatych c¢i
med’natych iontd (Fe**/Cu?") tvorit skodlivy hydroxylovy radikal (OH-) Buiiky tedy
maji H202 odstrafiovaci systémy (peroxidasy), které disledné kontroluji hladinu H202
redukci HO, na H20. K této redukei vyuzivaji oxidace NADPH na NADP+ dv¢ hlavni
peroxidasy, thioredoxin/peroxiredoxin  (TRX/PRX) a gluthathion/gluthathion
(GSH/GP X) peroxidasa (Bindoli, Fukuto and Forman 2008).
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Obr. 4 Mitochondrie generuji ROS pro mitogenni signalizaci a adaptaci na stres.
Mitochondrialni elektronovy fetézec produkuje O, a prevadi ho pomoci SOD na H,0O,
V piitomnosti Fe ** nebo Cu ** mize byt H,O, pieveden na $kodlivy OH:Detoxifikace H,0,
probiha pomoci glutation peroxidasy (GPX) nebo peroxiredoxinasy (PRX). H,O, mize také
ménit strukturu proteinti (oxidace thioll) coz prispiva k mitogenni signalizaci a bunécné
adaptaci na stres (Diebold and Chandel 2016).
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2.2. 3 Komplex |

Proton pumpujici komplex I neboli také nazyvany NADH:ubichinon oxidorektusa (Obr.
5) je vstupnim bodem pro elektrony do dychaciho fet¢zce mnoha bakterii a
mitochondrii vétSiny eukaryot. Elektronova mikroskopie odhalila, Ze oba, bakteridlni a
mitochondrialni komplex, tvofi strukturu pismene L se dvéma kolmymi rameny k sobé.
Komplex I je multipodjednotkovy komplex, ktery katalyzuje ptenos elektrontt z NADH
na chinon, spojeny s translokaci ¢tyt protont pfes membranu podle rovnice:
NADH + Q + 5H; » NAD™ + QH, + 4H,
kde Q ozna¢uje chinon, Hp*a H," odebirdni protond z negativni vnitfni strany membrany
a jeji dodavani na pozitivni vnéj$i stranu membrany. Tento d& ptispiva k hybné sile
protontt pro energeticky narocné procesy (Friedrich and Bottcher 2004).
Charakteristickym rysem komplexu I je jeho velké mnoZstvi podjednotek, jeho
vicenasobné prosthetické skupiny, konkrétné flavinmononukleoid (FMN), az devét Fe-S
klastru a jeho citlivost na nejriznéjsi ptirozené se vyskytujici inhibitory (Esposti 1998);
(Miyoshi 1998).
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Obr. 5 Struktura komplexu |

(A) Model mitochondrialntho komplexu =zalozeného na rentgenové struktufe mensiho
bakterialniho komplexu pracujictho stejnym zptisobem. Rameno matrix NADH dehydrogenasy
(komplex 1) obsahuje osm Fe-S klastri, které se UcCastni transportu elektroni, membrana
obsahuje vice nez 70 membranovych Sroubovic, které tvori tii odlisné modely pro pumpovani
protont, pficemz matrix obsahuje kofaktory ETC. (B) NADH daruje dva elektrony
prostfednictvim vazané¢ho FMN (Zlutd) do tetazce sedmi klastri Fe-S (Cervené a zluté kulicky).
Z koncového Fe-S klastru prechazi elektrony na ubichinon (oranzova). Vysledky elektronového
prenosu v konformacénich zménach (¢erné Sipky). Pienos elektrond vyusti v konformacni zmény
(Cerné Sipky) o kterych se véfi, Ze jsou preneseny na dlouhé amfipatické a helixy (fialove) na
matrixové stran¢ membranové ruky, ktera taha nesouvislé (prerusované) transmembranoveé
helixy (Cervené) ve tfech membranovych podjednotkach, ptiCemz kazda z nich pripomina
antiporter. Tento pohyb méni konformaci nabitych reziduii ve tfech protonovych kandlech, coz
vede k premisténi tfi protonti z matrix. Ctvrty proton mlize byt pfemistén na rozhrani dvou pazi
(te¢kovana cara) (Bruce Alberts 2007).
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2. 2. 4 Inhibitory komplexu |

Oxidacni stres je zpUsoben poSkozenim mitochondrialniho komplexu I, ktery je bézné
studovan pomoci exogennich toxini a inhibicnich latek, jako je rotenon a MPP+, coz
jsou znamé induktory Parkinsonovy choroby (Betarbet et al. 2000). Soucasti
elektronového transportniho fetézce je aktivita oxidoreduktasy na komplexu I, ktera
indukuje protonovou translokaci z mitochondridlni matrix do mezimembranového
prostoru. Pomdha tak stanovit elektrochemicky gradient, ktery se pouzivd pro
vygenerovani ATP ve formé mitochondrialniho membranového potencialu (Cohen
2010). Tento proteinovy komplex pfitahuje znacnou pozornost pro svou roli
V neurodegenerativnich onemocnénich a to jak specifické mutace ptivodu nuklearni i
mitochondrialni a také proto, ze byl rozpoznan jako cil pro fadu exogennich toxind,
které maji vliv na jeho funkci (Betarbet et al. 2000); (Hoglinger et al. 2005, Schapira
2010).

V ¢lanku (Hollerhage et al. 2009) je publikovano 22 ruznych inhibitort ptirodniho
puvodu komplexu I. VSechny jsou lipofilni s diferencialnimi u€inky na jeho aktivitu
Patfi zde annonacin, kompetitivni inhibitor piericidin A, alkaloidy jako je papaverin a
rotenoidy jako je napt. deguelin a rotenon. N&které z téchto inhibitort, jako je herbicid
paraquat a MPTP (methyl-4-fenylpyridinium) vyZzaduji pro vstup do cytoplazmy
dopaminovy transporter (Rappold et al. 2011). Rotenon tento transportér nevyzaduje
z duvodu jeho vysoké lipofility (Betarbet et al. 2000). Tyto inhibitory produkuji ROS a
indukuji Sirokou Skalu abnormalit, které mohou vyvolat bunéénou smrt neuroni a

astrocytu (Dick 2006).
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2. 2. 5 Rotenon jako model mitochondrialni toxicity

Rotenon je povazovan za nejvice prostudovanou neurotoxickou latku pouzivanou jako
vzor pro charakteristiku Parkinsonovy choroby a déje oxida¢niho stresu v bunécnych a
zvifecich modelech (Betarbet et al. 2000); (Liu, Gao and Hong 2003). Struktura
rotenonu se sklada z péti kruhti (A-E) a ma tfi chiralni centra (6a—C, 12a—C a 5" — C)
(Obr. 6). Stereochemii rotenonu odpovida konfigurace 6aS,12aS, 5'R (Miyoshi 1998).
Jednd se o pfirozené se vyskytujici isoflavonoid, ktery je produkovan v listech,
kofenech a oddencich tropické Iusténiny rodu Derris, Lonchocarpus a Tephrosia.
Rotenon je mimofadné hydrofobni, prochazi pies biologické membrany a slouZzi jako
vysoce afinitni nekompetitivni inhibitor komplexu I, coz ovliviiuje tvorbu ATP
(Cabezas et al. 2012). Bézné se rotenon pouziva jako pesticid a insekticid v roztoku
nebo vemulgované kapalné formé jako piscicid (Isman 2006); (Patel 2011). Je
klasifikovan jako stiedné nebezpecny s oralni toxicitou u mysi LDso 132 mg/kg (Liu et
al. 2003).

V mnohych studiich rotenonu se pouzivaji modely zvitat a rtizné cesty podani, pro
jeho u€inky a vyhodnoceni v centralnim nervovém systétmu (CNS) a to zejména
v neuronech (Betarbet et al. 2000) (Liu et al. 2003).

Nekolik skupin prokazalo, ze nepietrzité systémové podavani rotenonu potkantim a
mySim reprodukuje kliCové vlastnosti Parkinsonovy choroby vcetné tvorby
cytoplazmatickych inkluzi v neuronech, pohybovych poruch, poruch
v mitochondrialnim komplexu | a poruch hybnosti (Betarbet et al. 2000); (Greenamyre
etal 2010) (Liuetal. 2003).
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Obr. 6 Struktury pi‘irodniho rotenonu 5'a-epirotenon, 5'3-epirotenon a syntetické rotenony. U
syntetickych rotenonti, X = alkyly nebo alkoxyly (Ueno et al. 1996). V dolni ¢asti je vyobrazena

trojrozmérnd struktura rotenonu ziskana rentgenovou krystalografickou analyzou.
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2. 3 Oxidaéni stres
2. 3. 1 Definice

Reaktivni formy kysliku, att uz odvozené zexternich zdroji nebo produkované
endogenné v diisledku béznych bunéénych funkcei, predstavuji stdlou hrozbu pro bunky
DNA a lipid. B€hem poslednich n¢kolika let je vyznam oxidativniho poskozeni stale
patrngj$i pfi patogenezi mnoha chorob, stejné jako u degenerativnich procesii starnuti.
Vykyvy ROS jsou minimalizovany pomoci antioxidaéni obrany bun€k. Tato
antioxidac¢ni kapacita je vSak Casto pfesahovana, coz vede ke stavu, ktery se nazyva
oxidacni stres. Pteziti hostitele zavisi na schopnosti adaptace bun¢k a na opraveni ¢i
odstranéni poskozené molekuly nebo burky. Na stresové reakce bylo vyvinuto mnoho
mechanismtl, které se dokazou rychle aktivovat. Nékteré z téchto drah jsou spojeny
S prezitim, Castji jsou vSak spojeny s bunéfnou smrti V zavislosti na konkrétnich

okolnostech se mohou podilet na obou extrémech (Martindale and Holbrook 2002) .
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2. 3. 2 Oxida¢ni modifikace proteini

Oxida¢ni modifikace proteinli zptisobené ROS nebo jinym reaktivnimi latkami (RS) se
podili na etiologii nebo progresu fady fyziologickych poruch a onemocnéni. Jak vidime
na obr. 7, ROS a RS mohou byt vytvofeny jakymkoliv z velkého poc¢tu fyziologickych a
nefyziologickych procest. Mimo jiné mezi n¢ také patii a) produkce OH- ionizujicim
zafenim (rentgenové a gama zafeni); b) produkce *Otsobenim ultrafialového zafeni; c)
tvorba H;O; endogennimi oxidasami; d) vytvafeni O,.” a H,O,  autooxidaci
zredukovanych forem elektronovych nosi¢t (napf. FADH3) v pribéhu metabolismu a
pti pfenosu elektrontt v koneéné fazi dychaciho fetézce; e) tvorba O,.", H,O, a HOCI
vdusledku ,oxidativniho vzplanuti“ (neutrofily a makrofagy); f) konverze H,O, na
HO- kov — katalyzujici reakci (metal-catalyzed oxidation, MCO); g) tvorba alkylovych
radikali (RC-HR), alkkylperoxy radikala a alkylperoxidi, stejné jako a,  nenasycenych
aldehyd a malondialdehydu béhem peroxidace lipidl; h) tvorba oxidu dusnatého
zargininu syntasou oxidu dusnatého (NOS) a nasledna tvorba peroxynitritu (ONOO-)
reakci NO- a Oy 7; i) vystavenim 0zonu (O3) nebo oxidu dusi¢itého (NO32) Vv atmos féte;
j) tvorba vysoce reaktivnich latek, napt. pentosidinu, (karboxymethyl) lysinu a protein-
protein cross link derivatl pomoci glykace. Krom¢ téchto primarnich procesu, je
mnozstvi reaktivnich latek (napf. thiolové radikaly a disulfid aniontové radikaly)

tvoteno v sekundarnich reakcich (Stadtman and Berlett 1997).
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Obr. 7 Znazornény vztahy mezi ROS, oxidaci a degradaci proteint (Stadtman and Berlett 1997).

VétSina poznatkli o modifikaci proteinit ROS pochazi z prikopnickych studii Garrisona
(Garrison 1987) (Garrison, Bennett and Jayko 1962) a Schiillera a Schillinga
(Schuessler and Schilling 1984), ktefi studovali UCinky ionizujiciho zifeni na
modifikaci aminokyselin, peptidi a proteinti. Pracovali pouze s hlavnimi produkty
radiolyzy vody, O, ", OH- nebo se smési O, a OH-, podle kterych stanovili zakladni
principy a koncepty,pro pochopeni mechanismu modifikace aminokyselin a proteind.
Vysledky téchto studii ukazuji, ze oxidace proteini ROS mohou vést k oxidaci
aminokyselinovych postrannich fetézci, Stépeni peptidovych vazeb a k tvorbé

kovalentnich protein-protein zesitovanych derivatt (Stadtman and Berlett 1997).
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2. 3. 3 Modifikace proteinii

Oxidanty mohou vytvatet obrovské mnozstvi reversibilnich i ireversibilnich modifikaci.
Tyto postranslatni modifikace mohou pfispét k aktivaci signalnich drah nebo
zprostiedkovat toxicitu oxidantl.

Nejvyznamnéj§i z reverzibilnich modifikaci jsou ty, které vyplyvaji z oxidace
cysteinu. Reversibilni zmény maji obvykle ochrannou roli, nebot mohou branit
ireversibilnimu poskozeni tim, Ze odstraiuji ROS. Mezi ireversibilni modifikace patii
tvorba proteinovych karbonyld, kterd je spojena s poskozenim a smrti, jelikoz tyto
modifikace nemohou byt opraveny a vedou ke ztraté funkce proteinu a ke vzniku
proteinovych agregati (Boronat, Garcia-Santamarina and Hidalgo 2015). Reakce ROS
a proteiny vedou vétSinou ke tfem riiznym modifikacim.

Prvni z nich je oxidace postrannich fet€zci aminokyselin (Boronat et al. 2015).
Druhy typ je oxidace vazby uhlik-dusik, coz vede k fragmentaci polypeptidovych
fet€zcti (Stadtman and Levine 2003). Ttetim typem je tvorba karbonylovych forem a to
bud’ oxidaci postranniho fet€ézce aminokyselin (lysin, arginin, prolin, treonin) nebo

v disledku fragmentace uhlikového fetézce (Boronat et al. 2015).
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2. 3. 4 Oxidace postrannich retézcii aminokyselin

Postranni fetézce vSech aminokyselin jsou nachylné k oxidaci ionizujicim zafenim.

Primarnim cilem pro oxidacni reakce je thiolova skupina cysteinu. Mén¢ citlivéjsi jsou

aromatick¢é aminokyseliny tyrosinu, tryptofanu a methioninu. Oxidace postrannich

fet¢zcli aminokyseliny Cys a Met (obsahuyjici siru) vede k tvorbé disulfidi, sulfenovych

kyseliny a metionin sulfoxidu, které odpovidaji reversibilni oxida¢ni modifikaci.

Aminokyselinova rezidua, kterd jsou nejvice nachylna k napadeni riznymi ROS, jsou

uvedeny spolu s jejich reakEnimi produkty v Tab. 2.

Tab. 2 Nejvice nachylné aminokyseliny k oxidaci (upraveno (Berlett and Stadtman 1997))

Aminokyselina

Vzniklé produkty

Arginin (Arg)
Cystein (Cys)
Fenylalanin

Glutamova kyselina (Glu)
Histidin (His)

Leucin (Leu)
Lysin (Lys)

Metionin (Met)
Prolin (Pro)

Treonin (Thr)
Tryptofan (Trp)

Tyrosin (Tyr)

Valin (Val)

Glutamat - semialdehyd

Disulfidy: Cys-S-S-Cys, Cys-S-S-R

2-, 3-, a 4-hydroxyfeylalanin, 2,3-
dihydroxyfenylalanin

Kyselina stavelova, adukty pyruvatu
2-oxohistidin, 4-OH-glutamat; kyselina
asparagova, asparagin

3-OH-leucin, 4-OH-leucin, 5-OH-leucin
Semialdehyd kyseliny 2 — aminoadipové ; 3, 4,
5 - hydroxylysin

Metionin sulfoxid, metionin sulfon
Glutamat — semialdehyd, pyroglitamova
kyselina, 2 — pyrrolidon, 4 a 5 — hydroxyprolin
2-amino-3-keto-masena kyselina

2-, 4-, 5-, 6-, a 7-hydroxytryptofan,
formylkynurenin, 3-OH-kynurenin,
nitrotryptofan

3-4-dihydroxyfenylalann (DOPA), Tyr-Tyr
cross-link proteiny, 3-Nitro-tyrosin, 3,-
dichloro-tyrosin

3-, 4-hydroxy-valin
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2. 3. 5 Oxidace proteinové kostry

Jak znazornuje Obr. 9, oxida¢ni utok na polypeptidovou kostru je iniciovan odtrzenim
a-vodiku z aminokyselinového zbytku a vytvofenim radikdlu na centradlnim uhliku
nazyvanym carbon-centred radical (reakce ¢). OH- mize byt ziskan radiolyzou vody
nebo kov-katalyzujicim s$tépenim H,O, (reakce a,b). Takto vytvoifeny radikal na
centralnim uhliku rapidné reaguje s Oz za vzniku meziproduktu alkylperoxyl radikalu
(reakce d), coz muze vést k alkylperoxidu (reakce f), nasledované tvorbou alkoxylového
radikdlu (reakce h), ktery mize byt preveden na hydroxylovy radikal (reakce j). Mnoho
krokt v této draze, které jsou zprostfedkovany interakci s HO,- mize byt katalyzovano
Fe?* nebo Cu" (neni ukdzano). Meziprodukty alkyl, alkylperoxyl a alkoxylovy radikal
se Vv této draze mohou podrobit vedlejsi reakci s jinymi aminokyselinovymi zbytky ve
stejné nebo jiné proteinové molekule k vygenerovani nového radikalu na centralnim
uhliku (Reakce 1), ktery je schopen podstoupit reakce podobné jako na obr. 9 (Berlett
and Stadtman 1997).

| | |
R'C* or R'OO" or R'O" + R®CH — R*C" + R'H or R'O0OH or R'OH
| | |
Reakce 1

Navic V neptitomnosti kysliku, kdy je zabranéno reakci d na obr. 1 mize radikal na

centralnim uhliku reagovat s jinym za vzniku protein-protein cross link derivatu

(Reakce 2)

I I
RIC" + R®C* — R!CCR?
| |
Reakece 2
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Obr. 8 Volnymi radikaly kysliku zprostfedkovana oxidace proteinti (Berlett and Stadtman

1997).
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2. 3. 6 Stépeni peptidové vazby

Kromé reakci, které¢ znazorniyje Obr. 8, mlze vést oxidace proteinid ROS také ke St€peni
peptidovych vazeb. Podle Garrisona (1987) se mohou alkoxylové radikaly a
alkylperoxidové derivaty proteinti $t€pit dvéma zpisoby a to bud’ a-amidaénimi nebo
diamida¢nimi cestami (Obr. 9). U a-amidace C-koncova aminokyselina fragmentu v N-
koncové oblasti proteinu vykazuje strukturu amidového derivatu, zatimco N-koncova
aminokyselina odvozend od C-koncové oblasti proteinu tvoii o-keto-acyl derivat.
Naproti tomu, prostfednictvim diamidové drahy bude C-koncova aminokyselina
fragmentu odvozena od N-koncové Casti proteinu existovat jako diamid derivat a zbytek
N-koncové aminokyseliny peptidového fragmentu odvozeného od C- koncové oblasti
proteinu jako derivat isokyanatu. U diamidové cesty se peptidové fragmenty ziskavaji
kyselou hydrolyzou za vzniku CO3, NHs3 a volnych karboxylovych kyselin, zatimco a-
amidaci dostaneme NH3 a volnou a-ketokarboxylovou kyselinu (Stadtman and Levine
2003).

e 9 He
NH, —C-C-NH-C + 0=C=N-C-C~
R, R, Rs
~ a
e 9% He
NH, =C-C-NH-C-C-NH-C-C -
F{1 RZ R3 b
HO 00 HO
(I} i [}
NHZ—CE-C-NHz + RZ-C-C-NH-?-C—
R, R,

Obr. 9 Stépeni peptidové vazby pomoci dvou cest a) diamidace a b) o-amidaci (Berlett and
Stadtman 1997).
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V jinych Garrisonovych (1987) studiich bylo prokdzino, Zze kromé St€peni peptidové
vazby muze dojit také k oxidaci postranniho fetézce glutamylu, aspartylu a prolylu.
Reakci s OH- dochazi k odtrzeni y-atomu uhliku zresidua glutamylu, kterd je
analogicka sreakci d, e a f vobr. 8, coz nakonec vede ke $tépeni vazby za tvorby
kyseliny $tavelové a N-koncova aminokyselina na C-konci fragmentu bude existovat
jako N-pyruvyl derivat (Reakce 3).

2

5H,Ho.,o
R4CONHGHCONHR, ——=—%> R,CONH, * CH;COCONHR, * COOH *+ H,0,
("-EH;:)2 COOH
COOH

Reakce 3

Dale bylo zjisténo, Ze pocet peptidovych fragmentt, vytvofenych v radiolyze proteint,
se piiblizné rovna poétu prolylovych residui. Schuesslerem a Schillingem (1984) bylo
navrzeno, Ze oxidace téchto residui mize véstk fragmentaci proteinu. To bylo nasledné
ovéteno v roce 1990, kdy bylo ukazino, ze oxidace prolinovych residui mize vést ke
Stépeni peptidové vazby mechanismem, ktery zahrnyje oxidaci prolinovych residui na

2-pyrrolidon derivat (Reakce 4).

®
C }CONHcho— LN Q 1\0 +C0, + HNCHCO— +H,0
R1CON R, R1CON R,
Reakce 4
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2. 3.7 Tvorba proteinovych karbonyla

Do poloviny roku 1970 bylo ztejmé, Ze dva hlavni mechanismy jsou kontrola syntézy
specifickych proteint (genova regulace) a kontrola aktivity jiz syntetizovanych proteint
(regulace zpétné vazby a kovalentni modifikace). (Schimke and Doyle 1970). Rozsahlé
pouzivani karbonyla¢nich testi pro detekci oxida¢niho poSkozeni proteinii ma svij
pivod ve studiich o bakterialni aktivité glutamin synthetasy (Stadtman 2001).

Bakterialni glutamin synthetasa zaujima centralni pozici v metabolismu, a proto
je dokonale regulovana komplexnim systémem, ktery zahrnuje kontrolu genové
exprese, reversibilni kovalentni modifikace a inhibice zpétné vazby. PredbéZnym
pruzkumem v Escherichia coli a Klebsiella aerogenes bylo zjisténo, Ze to byl jeden
zproteinli, ktery byl rychle degradovan kdyZ byly bunky stresovany nedostatkem
dusiku. Tento proces byl pravdépodobné pod metabolickou kontrolou, protoze byl
inhibovan rozpojovaci oxidativni fosforylace (dinitrofenol) a urychlovan inhibitory
syntézy proteind (chloramfenikol) (Fulks 1977).

Mnozstvi riznych druhti oxida¢ni modifikace proteinti mizou byt indukovana
piimo ROS nebo sekundarnimi vedlej$imi produkty oxida¢niho stresu. (Berlett and
Stadtman 1997). Proteinové modifikace vyvolané pfimym oxida¢nim napadenim na
Lys, Arg, Pro nebo Thr nebo sekundarnimi reakcemi Cys, His nebo Lys residui
s reaktivnimi karbonylovymi slouceninami (reactive carbonyl compounds - RCOs),
muzou vést ke vzniku proteinovych karbonyli (protein karbonyl — PCO, kam patti

aldehydy a ketony (obr. 10) (Berlett and Stadtman 1997).
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Piima oxidace Pro, Arg, Lys a Thr Oxidac¢ni §t€peni proteint (o.-
rezidui amida¢ni cesta nebo oxidace
postrannich fetézca Glu)

Proteinové

karbonyly

4-hydroxy-2-nonenal Ketoaminy, ketoaldehdy
malonaldehyd a 2-propenal (reaktivni karbonylové
(akrolein) derivaty

Peroxidace lipidu Reakce redukujicich cukrii

nebo jejich oxidativnich
produktii s Lys

Obr. 10 Produkce proteinovych karbonyli. A) Pfima oxidace postrannich fetézct aminokyselin
B) Proteinové karbonyly mohou byt rovnéz generovany prosttednictvim pomoci oxidativniho
Stépeni proteinlt C) Zavedeni karbonylovych skupin do proteini Michaelovou adici a8 —
nenasycenych aldehydd D) Zavedeni karbonylové skupiny pridavkem reaktivnich
karbonylovych slou¢enin (pt. ketoaminy a ketoaldehydy) (Dalle-Donne et al. 2003a).
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Tvorba PCO je povazovana za bézny jev oxidace a jejich kvantifikace mize byt pouzita
k méfeni rozsahu oxida¢ni modifikace. Byly vyvinuty rtzné citlivé biochemické
(spektrofotometrické a fluorometrick¢), imunologické (western-blot, ELISA) a
proteomické metody pro detekcia méfeni PCO v lidskych tkanich a télnich tekutinach.
Obsah PCO je nejobecnéjsi ukazatel a zdaleka nejcastéji pouzivany marker proteinové
oxidace (Berlett and Stadtman 1997); (Shacter 2000); (Beal 2002).

Jak jiz bylo naznaCeno, karbonylové skupiny (reaktivni aldehydy a ketony)
mohou byt zavedeny do proteinti oxidaci postrannich fet€¢zcti aminokyselin, mohou byt
generovany pomoci oxida¢niho Stépeni proteini a-amidacni drahou nebo oxidaci
glutamyl postrannich fetézcii. Dale muize byt proteinova karbonylace generovana
konjugaci s aldehydy produkovanymi pii peroxidaci polynasycenych masnych kyselin
(PUFA) (tzv. pokrocila peroxidace kone¢nych produktl) a v neposledni tadé
s reaktivnimi karbonylovymi derivaty vytvorené reakci s redukujicimi sacharidy (tzv.
pokrocilad glykace kone¢nych produktit).

Nejcastéj$im mechanismem proteinové karbonylace v zivych bunkach se zda byt
MCO, ke které dochazi v piipadé redukce kovovych iontd jako Fe?* nebo Cu*
interagujici s H,O, vtzv. Fentonové reakci za tvorby extrémné reaktivnich

hydroxylovych radikali:
Fe** + H,0, > Fe3* + HO" + HO~

Hydroxylovy radikal oxiduje aminokyselinové postranni fetézce nebo zptlisobuje Stépeni
peptidové vazby, coz ma za nasledek tvorbu karbonylové skupiny (Maisonneuve et al.
2009).

Kvantitativné nejdulezitéjsi produkty karbonyla¢ni reakce je semiladehyd Glu
zargininu (Obr. 11), prolinu a semialdehyd kyseliny a-aminoadipové z lysinu
(Requena, Levine and Stadtman 2003). Jelikoz je karbonylace nevratny oxida¢ni proces,
musi se butika zbavit karbonylovych proteini tim, Ze je degraduje. Pro detekci a
kvantifikaci karbonylovych skupin proteini byly vyvinuty rizné metody, kdy vétSina
znich zahrnuje derivatizaci karbonylové skupiny s 2,4-dinitrofenyl hydrazinem
s naslednou imunodetekci vysaledného hydrazonu (Obr. 11) za pouziti monoklondlnich

nebo polyklonalnich protilatek (Levine 2002).

36



NH,
Arginyl FNH

\c

%Cowé CONH
¥
|

NH,
= NH
i
C—OH

%—CONH—é

CONH

R
b Y=NH

v NH,
— Karbonylova
Semialdehyd Glu ‘éc 0 s:t:p?nnay ov

%ﬁTCONH

| l, H“@
HCI
Derivatizace Alkohol

¢ 2.4 Dlnltrofenyl hydrazin

c—w«@ ]
CONH-é

NO,

CONH
ﬁ 2 4-Dinitrofenyl hydrazon

Obr. 11 Karbonylace a derivatizace postranniho fetézce aminokyselin. Schéma pro tvorbu
semialdehydu Glu zresidua arginylu je popsano jako nasledek MCO. V tomto piipadé je
detekovana karbonylova skupina semialdehydu Glu, kterd je nasledné derivatizovana 2.4-
dinitrofenyl hydrazinem. Vysledny protein 2,4-dinitrofenyl hydrazin mtize byt detekovan
specifickymi monoklona Inimi nebo polyklonalnimi protilatkami (Nystrom 2005).

CONH
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2. 3. 8 Metody pro detekci proteinovych karbonylovych skupin

VétsSina stanoveni proteinovych karbonyli ma tu vyhodu, Ze neni zapotfebi zadné
zvlastni ani drahé vybaveni. V disledku toho mohou byt provedeny v jakékoliv bézné
vybavené biochemické laboratofi. Karbonylové testy se staly vysoce pouzivanymi a
mnoho laboratofi sipro né vyvinulo vlastni protokoly (Lyras et al. 1996).

Proteinové karbonyly mohou byt detekovany tim, Ze jsou oznaceny tritiovanym
borohydridem (Levine et al. 1990) a to bud’ v roztoku (Lenz et al. 1989), nebo pied
gelovou elektroforézou (Yan and Sohal 1998). Radioaktivni vodik muZe byt potom
detekovan standardnimi metodami. Pfi aplikaci na vzorky purifikovanych proteind je
tato metoda velmi specifickd a citlivd. Zarovenn vysoké pozadi a niz§i specificita
(tritiovany borohydrid také reaguje s Schiffovou bazi) mize komplikovat jeho pouZiti v
supernatantech nefrakciovanych tkdni. Nicméné, oxidacné modifikované proteiny
v bronchoaleveolarni lavazi (BAL), které¢ jsou métené redukci proteinovych karbonylt
tritovanym borohydridem, byly pozorovany u pacienti s akutnim syndromem
dychacich obtizi (Lenz et al. 1989).

Vysoce citlivé jsou testy pro detekci proteinovych karbonyli zahrnuji
derivatizaci karbonylové skupiny s 2,4 — dinitrofenylhydrazinem (DNPH) coZz vede
k vytvofeni  2,4-dinitrofenylového (DNP) hydrazonového produktu. M¢feni
proteinovych karbonyli, nasledujicich po jejich kovalentni reakci s DNPH bylo
propagovano (Levine et al. 1990) a stalo se $iroce vyuzivanou metodou pro stanoveni
miry oxidace proteint v n€kolika lidskych onemocnénich (Tabulka 3).

Stabilni adukt DNP mtize byt detekovan rliznymi zptsoby (Obr. 12). Samotna
skupina DNP absorbuje ultrafialové svétlo tak, aby celkovy obsah karbonylu proteinu
nebo smési proteini mohl byt kvantifikovan prostfednictvim spektrofotometrie (Levine
et al. 1990), ktera mize byt spojena s frakcionaci proteini pomoci vysoko uc¢inné
kapalinové chromatografie (HPLC), ¢imz se ziska vySS§i citlivost a specificnost nez
méfeni celkovych karbonyli ve smési proteind (Levine et al. 1994).

Vroce 1994 Shacker a Levine et al publikovali imunoblotovaci metodu
k detekci karbonylt plazmatickych proteint. Zde popisuji ptipravu standarti s Zzelezem
a askorbatem jako oxida¢nim ¢inidlem. Plazma heparinu byla oSetfena 10mM DNPH (v
10% TCA) po dobu 15 az 30 min pii laboratorni teploté. Separace proteinii byla
provedena pomoci SDS — PAGE elektroforézy (4 — 12% gradient) s naslednym
pieblotovanim na PVDF membranu. Pro detekci DNP — karbonylovych epitopt byla
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pouzita monoklondlni anti — DNP IgE, sekundéarni biotinylovana krysi anti— mouse IgE
a avidin — biotin peroxidasovy komplex. Tato publikace je povazovana za vSeobecny
popis metody, kterd je pouzivana pro ruzné¢ oxidované proteiny. V plazmé byl
identifikovan jako hlavni oxidovany protein fibrinogen.

Identifikace karbonylovych proteini byla v poslednich letech usnadnéna
dostupnosti komercnich specifickych protilatek anti - DNP, které umoziuji jejich
detekci pomoci western blotu. Metoda je zaloZena na pouziti protilatek anti — DNP a
byla vyvinuta ve snaze identifikovat oxida¢né posSkozené proteiny v lidskych tkanich a
t€lnich tekutinach (Keller et al. 1993); (Shacter et al. 1994) (Robinson et al. 1999).

Obsah karbonylu v jednotlivych proteinech se stanovuje jednorozmérnou (1D) ¢i
dvourozmérnou (2D) dodecylsulfat sodny (SDS) gelovou elektroforézou s naslednym
Western blotem. Tyto dvé metody maji podstatné vétSi sensitivitu a specificitu nez
ostatni karbonylové analyzy, ale jsou pouze semikvantitativni. Rada vysoce kvalitnich
polyklondlnich a monoklonalnich protitalek anti — DNP jsou komeréné dostupné napf.
od firmy Sigma (St. Louis, MO, USA), Intergen (Purchase, NY, USA) a Oncor
(Gaithersburg, MD, USA) (Dalle-Donne et al. 2003b).

Tab.3 Neéktera lidska onemocnéni spojena s karbonylovanymi proteiny (Dalle-Donne et al.

2003a)

Nemoc Reference
Alzheimerova choroba (Aksenov etal. 2001)
Amyotroficka lateralni skleroza (Ferrante etal. 1997)
Cysticka fibroza (McGrath et al. 1999)
Demence s Lewyho télisky (Lyras et al. 1998)
Diabetes (Cakatay et al. 2000)
Chronicka onemocnéni plic (Schock et al. 2001)
Ischemie (Pantke et al. 1999)
Parkinsonova nemoc (Floor and Wetzel 1998)
Syndrom akutni dechové tisné (Lenz et al. 1999)
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Inkubace se sekundarni protilatkou
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Inkubace s monoklonalni protilatkou anti - DNP
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Spektrofotometrie DNPH

A 4

Derivatizace CO skupin
s 2,4 - DNPH ELISA

I

Blotovani na PVDF membranu

I

Separace proteini pomoci 1D - elektroforézy

Dot blot

A4

A

Komplexni Derivatizace CO :
Ofrlp exm' i kupins 24 - DNPH  — Spektrofotometrie
Smes protemu sKupin s 2,4 - DNPH + HPLC
A 4
Separace proteind pomoci 1D - eletroforézy Separace proteinti pomoci 2D
elektroforézy
o , v
Blotovani na nitrocelulosovou membranu L .
Blotovani na nitrocelulosovou
| nebo PVDF membranu
Inkubace s monoklonalni protilatkou anti - DNP ]
l Inkubace s monoklonalni protilatkou
- anti - DNP
Inkubace se sekundarni protilatkou l
konjugovanou s kienovou peroxidasou
Inkubace se sekundarni protilatkou

konjugovanou s kienovou peroxidasou

l

Identifikace oxidovanych
(karboxylovany ch) proteinti pomoci
hmotnostni spektrometrie nebo

mikrosekvenovani

Obr. 12 Metody pro detekci proteinovych karbonyli zahrnujici derivatizaci s 24 -
dinitrofenylhydrazinem (DNPH), coz vede k vytvoieni stabilniho dinitrofenyl (DNP) hydrazinu
(Dalle-Donne et al. 2003b)
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a metody
3. 1. 1 Pouzité chemikalie

Sigma-Aldrich: albumin, peroxid vodiku, kyselina molybdenova, 24 -
dinitrofenylhydrazin, rotenon, trypanova modf, fetalni hovézi sérum, SDS, glycerol,

DMSO, chlorid sodny, chlorid draselny, TEMED, APS, trypsin

La-Chema: dihydrogen fosforeCnan draselny, dihydrogen fosfore¢nan monohydrat,

heptahydrat siranu zeleznatého

RPMI-1640 médium (Biosera), kyselina sirova (Lach-ner), kyselina chlorovodikova

(Lach-ner),

3. 1. 2 Pouzité roztoky

PBS pufr: 8 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,44 g NazHPOy4; 0, 24 g KH2PO4, pH 7
PBST pufr: PBS + Tween 20

4% zaosttovaci gel: 2,5 ml; 0,2 ml AB-3, 0,62 ml gelového pufiu (3x); 1, 68 ml H2O3.
10 ul 10% APS; 2 ul TEMED

10% separaéni gel: 5 ml; 1 ml AB-3; 1,7 ml gelového pufru (3x), 0,5 ml glycerolu; 1,8
ml HyO2. 25 ul 10% APS; 2 ul TEMED

Anodovy pufi: 12,1 g Tris; 1 | H,O,

Katodovy pufr: 6, 05 g Tris, 9 g tricin; 5 g SDS, 0,5 | H,0>

Gelovy puftr: 3,63 g Tris; 0,3 g SDS; 100 ml H,0O»

SDS vzorkovaci pufr: 50 ml; 0,8 g Tris; 7,5 ml glycerol; 1,5 g SDS; 20 mg
bromphenolova modf; 250 mg DTT; 42, 5 H,O;

3. 1. 3 Pouzité pristroje a pomiicky
Analytické vahy (Kern, Némecko)

Automaticky pocita¢ bunck TC 20 (Bio-Rad, USA)
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Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

centrifuga Spectrafuge Mini (Labnet, Korea)

Centrifuga SIGMA 3-30K (Pragolab, Ceska republika)
Elektromagneticka michatka IKA (Labicom, Ceska republika)
Digitalni pH metr WTW 526 (InoLab, Némecko)

Turbo Blot (Bio-Rad, USA)

Vortex mixer (Stuart, UK)

Pocitaci sklicko pro bunky (Bio-Rad, USA)

Zdroj pro elektroforézu PowerPac 300 (Bio-Rad, USA)
Elektroforeticky syst¢m Mini PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, USA)
Termoblok Thermostat Plus (Eppendorf, Né¢mecko)

Ttepacka MR-12 (Biosan, LotySsko)

Gel Skener Amersham Imager 600 (GE Healthcare Life Sciences)
Inkubator CO; (Contherm Scientific, Novy Z¢land)

Laminarni box s vertikalnim proudénim vzduchu (Schoeller Instruments, Ceska

republika)
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3. 1. 4 Biologicky material

Pro experimenty byla pouzivana ovaridlni rakovinnd bunécna linie A2780, ktera byla
ziskana z katalogu Evropské sbirky bunécnych kultur European Collection of Animal
Cultures (ECAAC, katalog. ¢islo 93112519). Jedna se o buiky adheryjicii (ptichycuyjici
se) na dno kultivacni lahve. Bunééné kultury byly péstovany v kultiva¢nich nadobach

pii37°C a v 5% COy, kde rostly v jedné vrstvé (tzv. monolayer).
3. 1. 5 Metody
Ur€eni pocu bunck

K pocitani bunek slouzi specidlni sklicko, na které¢ bylo napipetovano 10 ul bunééné
suspenze. Nasledné byl po¢et bun€k ur¢en pomoci automatického pocitace bunck (T20)

s vyhodnocenim po¢tu bunék na 1 ml
3. 1. 5. 1 Urceni vitality bunék

Zivotnost bundk byla méfena pomoci trypanové modii a to tak, Ze bylo smichdno 10 pul
bunééné suspenze s 10 pl 0,4 % trypanové modii. Bunky byly pocitiny pomoci
automatického pocitace bunck (T20) s naslednym vyhodnocenim procentudlniho

poméru mezi zivymi a mrtvymi buikkami.



3. 1. 5. 2 Priprava bunék

U bunécné kultury A2780 bylo nejprve odstranéno staré médium. K uvolnéni bunék ze
dna lahve dosSlo po pifidani 2 ml proteolytického enzymu trypsinu, ktery se nechal
pusobit po dobu 5 min. Reakce byla zastavena ptidanim 3 ml fetalniho hovéziho séra
(FBS). Bunky byly spocitiny a rozdéleny podle pozadované koncentrace do
eppendorfek.

3.1.5. 3 Promyvani bunék

Nasledné byly buiky stoceny po dobu 5 min na stolni centrifuze, supernatant byl odlit a
pelet byl rozsuspendovan v 1 ml ¢erstvého RPMI-1640 média bez antibiotik a bez FBS.
Vysledny roztok v eppendortkach byl opét sto¢en po dobu 5 min na stolni centrifuze.
Tento krok byl opakovan 3krat. Pro optimalizaci metody je vzdy uveden pocet bunék ve

vzorku, pro zbylé experimenty se pouzilo 200 000 bunek.
3. 1. 5. 4 Detekce karbonylovych skupin

3.1.5.5 Metoda 1

3. 1. 5. 6 Priprava vzorku

Buiky byly treatované po vyznacenou dobu v 1,5 ml eppendortkach pii pokojové
teploté. Po treatmentu byly bunky centrifugovany pti 4°C na 10 000 g po dobu5 minut.
Po centrifugacibyl supernatant slit a pelet byl rozpuStén v 3% SDS. Vysledna smés byla
denaturovana pii 70°C po dobu 30 min. Po denaturaci se vzorek zvortexoval a kratce

zcentrifugoval na stolni centrifuze.
3. 1. 5.7 SDS — PAGE elektroforé za

Separace proteint byla provedena podle Schagger (2006) s pouzitim 4% zaosttovaciho

gelu a 10 % separac¢niho gelu.
3. 1.5. 8 Western blot

Proteiny z polyakrylamidového gelu byly pifeneseny na PVDF membranu pomoci Turbo
blotu. Membrana byla nejdiive promyvana vPBS po dobu 10 min. Nasledovala
inkubace s5 mM DNPH po dobu 30 min a opétovné promyvani membrany v PBS po

dobu 3x10 min. Po promyti byla membrana blokovana 5% suSenym mlékem v PBS po
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dobu 1 hod. Nésledné¢ byla membrana promyta 1x10 min v PBS. Poté¢ byla membrana
inkubovana pfes noc v primarni protilatce (Anti-Dinitrophenyl-KLH, 1:500). Dale se
membrana promyvala 5x10 min vPBST a 1x10 min v PBS. Nasledn¢ se membrana
inkubovala po dobu 1 hod v sekundarni protilatce (1:10 000) a poté pobihalo promyvani
jako v predeslém kroku. VSechny kroky byly provadény ve tme.

3.1.5.9 Metoda 2
3.1.5. 10 Priprava vzorku

Treatment vzorku probihal stejné¢ jako v metodé¢ 1. Zmena nastala az po sliti
supernatantu, kdy byl pelet rozpustén v 20 pl 6% SDS s naslednym ptfidanim 20 pul
DNPH. Takto pfipravend sm¢s se nechala 15 min inkubovat ve tmé. Reakce byla

zastavena ptfidavkem 20 pl 3 M neutraliza¢niho roztoku.
3.1.5.11 SDS - PAGE elektroforéza

Separace proteint byla provedena podle Schigger (1970) s pouzitim 4% zaostiovaciho

gelu a 10 % separacniho gelu.
3.1.5.12 Western blot

Proteiny z polyakrylamidového gelu byly pifeneseny na PVDF membranu pomo ci Turbo
blotu. Membrana byla nejdiive promyvana v PBS po dobu 10 min. Po promyti byla
membrana blokovana 5% suSenym mlékem v PBS po dobu 1 hod. Nasledné byla
membrana promyta 1x10 min vPBS. Pot¢é byla membrana inkubovana pies noc
V primarni protilatce (Anti- Dinitrophenyl-KLH, 1:500). Dale se membrana promyvala
5x10 min vPBST a 1x10 min v PBS. Nasledné se membrana inkubovala po dobu 1 hod
v sekundarni protilatce (1:10 000) a poté pobihalo promyvani jako v predeslém kroku.
Vsechny kroky byly provadény ve tme.

3.1.5. 13 Che miluminiscen¢ni detekce

Princip metody je zalozen na sekundarni protilatce, ktera je v konjugaci s enzymem
umoznujici vizualizaci (kfenova peroxidasa). U chemiluminiscencni detekce dochazi
k reakci s chemiluminiscen¢nim substratem, kdy vznika nestabilni produkt, ktery se

stabilizuje vyzadfenim svételného kvanta. Membrany jsou nékolikrat proplachnuty
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detekénim roztokem s naslednym vlozenim do pfistroje Gel Skeneru, ktery slouzi ke

snimani signadlu pomoci CCD kamery.
3.1.5. 14 Densitometrické stanoveni

Vybrané pasy byly densitometricky vyhodnocené pomoci programu Image J. Ziskané

¢iselné vysledky byly zaznamenany do grafu.
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4 VYSLEDKY

4.1 Oxidativni po§kozeni proteinii na che mické m systé mu

Pro prvotni sezndmeni s metodikou a ovéfeni jeji funkcnosti byl pouzit jednoduchy
chemicky systém (albumin) (Obr 13). Jako pozitivni kontrola byl albumin oxidovan
pomoci riiznych zdrojtt ROS (H202, OH:, '0,) po dobu 30 min. Red&ni protilatky bylo
dle doporueni vyrobce. Identifikace proteinovych karbonyli byla umoZnéna
derivatizaci DNPH tvotici produkt DNP na ktery se vazou specifické anti-DNP
protilatky umoziuyjici jejich detekci.

1 2 3 4 5 6 71 8

ey

Obr. 13 Detekce karbonylovych slouc¢enin v albuminu pomoci Western blotu.

0,5 ng 1 - ¢isty albumin; 2 — albumin s H,0,; 3 —albumin s Fentonovym ¢inidlem; 4 — aloumin
s H,O,a H,;Mo00,

1 pg 5 — ¢isty albumin; 6 — albumin s H,O,; 7 — albumin s Fentonovym ¢inidlem; 8 — aloumin s
H,0,a H,MoO,
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4. 2 Optimalizace blotovacich parametri
4. 3 Redéni primarni protilatky

Prvni krok v optimalizaci metody byl vhodny vybér fedéni priméarni protilatky (1 : 500
(Obr. 14 A); 1:1 000 (B); 1:2 000 (C); 15000 (D)). Jako pozitivni kontrola slouzily
burky treatované s Fentonovym ¢inidlem (jamky 2,4). Na zdklad¢ téchto vysledka bylo
vybrano fedéni 1 : 500 (Obr. 14, A).

A) B) C) D)
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
| ] o Y o3
f B 5y
‘ ‘n '"'b & a \:‘ ' — ! o ‘;..’ K 28 e
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¥ A \ "_‘,‘ ¥

*

Obr. 14 Redéni primarni protilatky
Primarni protilatka byla fedéna v poméru
A) 1:500; B) 1:1 000; C) 1:2 000; D) 1:5 000

1,3 - netreatované bunky; 2,4 - bunky treatované s 5mM Fentonovym ¢inidlem;
1,2 - 10 000 bunek; 3,4 - 25 000 bungk.

4. 4 Inkubacni doba blokovani a primarni protilatky

Druhy krok optimalizace feSil inkuba¢ni dobu blokovani v 5% suSeném mléku a dobu
inkubace s primarni protilaitkou. Byly testovany dv& razné varianty. (Obr. 15),
Blokovani po dobu 1 hod, inkubace s primarni protildtkou pfes noc (A) a blokovani pres
noc s inkubaci s primarni protilatkou po dobu 1 hod (B). Na ziklad¢ porovnanych
vysledkli zobou membran bylo vybrano blokovéani po dobu 1 hod s inkubaéni dobou

primarni protilatky pfes noc.
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123 4567 8 12345 678
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Obr. 15 Porovnani inkubaéni doby blokovani a primarni protilatky

A) Blokovani po dobu 1 hod, inkubace s primarni protilatkou ptes noc; B) Primarni protilatka
po dobu 1 hod, blokovani v mléku ptes noc

1-5000b.;2—-10000b.; 3— 25000 b.; 4 — 50 000 b.; 5— 100 000 b. 6 — 150 000 b.
7 — 200 000 b.; 8 — 250 000 b.

4.5 Vybér programu pro Turbo Blot

Posledni dva kroky v optimalizaci podminek byl vybér programu pro Turbo Blot a
vybér koncentrace bunék na vzorek. Byly testovany Cétyfi rizné programy (Obr. 16),
program Standart 30 min (A); Standart 60 min (B); Turbo mod 12 min (C) a Turbo mod
7 min (D). Druhou ¢ast experimentu tvotilo porovnani rizného po¢tu bun¢k na jamku

5000 - 200 000.
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Obr. 16 Vybér programu pro Turbo Blot s vybérem koncentrace bunék

A) Program STANDART, 30 min; B) Program STANDART, 60 min; C) Program Turbo
Mod, 12 min; D) Program Turbo Mod, 7 min

1-5000 b.; 2— 10000 b.; 3—25000 b.; 4 — 50 000 b.; 5— 100 000 b.; 6 — 150 000 b.; 7 —
200 000 b. 8 — 250 000 b.
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4. 6 Fentonova reakce

Pro detekci proteinovych karbonylovych skupin pomoci DNPH se obécné pouzivaji 2
rizné metody. Metoda 1 spociva v derivatizaci karbonylovych skupin na membrané
(Obr. 17, A), u metody dvé dochazi k derivatizaci karbonylovych skupin jest¢ pied
elektroforézou (Obr. 17, B). Jako pozitivni kontrola byly pouzité¢ bunky treatované s 5
MM Fentonovym ¢inidlem. Druhou ¢ast experimentu tvotilo porovnani rizného poctu
bunek na jamku 10 000-250 000.

Oxidativni poskozeni proteini bylo zpusobeno ptidanim Fentonova ¢inidla k suspenzi
bunék A2780. Vysledky z obou jiz popsanych metod miizeme vidét na Obr. 17 a to jak
Western blot metoda 1 (A) tak metoda 2 (B). Byly pouzZity rizné po¢ty bun¢k v rozsahu
od 10 000 az po 200 000, jeden vzorek slouzil jako kontrola, druhy byl treatovan
pomoci zminéného Fentonova ¢inidla. Densitometrické vyhodnoceni bylo provedeno
pro jamky 7 a 8 (graf¢. 1)

A) B)
1 23 456 78 1 234 56 7 8

4 ft...w ig‘
e " BrEne

4

.

Obr. 17 Porovnani metody 1 a 2.

A) metoda 1 - derivatizace na membrané, DNPH v 50% H,SO,, B) metoda 2 — derivatizace
pied elektroforézou, DNPH v 10% HCI

1 — 10 000 bunék; 2 — 10 000 bunék; 3 — 50 000 bunék; 4 — 50 000 bunék; 5 — 100 000 bunék; 6
— 100 000 bunék; 7 — 200 000 bunék; 8 — 200 000 bunék; 1, 3, 5, 7 — kontrola; 2, 4, 6, 8 —
Fenton
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Densitometrické vyhodnoceni

60000
50000
40000
30000
20000
10000

0 100 200 300 400 500 600 700

Pozice obrazové (pixel)
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Vzorek 8 (membrdana B) Vzorek 7 (membrana B)

Vzorek 8 (membrana A) Vzorek 7 (membrana A)

Graf ¢. 1 Densitometrické kiivky metod derivatizace karbonylovych skupin

Vzorek 8 (membrana B) — 200 000 bunék, 5 mM Fentonovo ¢inidlo; Vzorek 7 (membrana B) —
200 000 bun¢k, vybrano z membrany, kdy doslo k derivatizaci pied elektroforézou

Vzorek 8 (membrana A) — 200 000 bun€k, 5 mM Fentovo ¢inidlo; Vzorek 7 (membrana A) —
200 000 bungk, vybrano z membrany, kdy doslo k derivatizaci na membrané
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4.7 Vliv rotenonu na tvorbu karbonylovych skupin

Rotenon piisobi jako inhibitor ETC v mitochondriich, coz nalsedné vede k tvorbé O, .
Burky byly treatované s rozdilnymi koncentracemi rotenonu po dobu 1 hod (Obr. 18).
Densitometrické vyhodnoceni (graf ¢. 2) ukazuje korelaci mezi koncetraci rotenonu a

mnozstvim karbonylovych skupin.

Pro experiment s dlouhodobym treatmentem byly zvoleny niz§i koncentrace rotenonu.
Burky byly treatované po dobu 1 hod, 24 hod a 48 hod (Obr. 19) s naslednym
densitometrickych vyhodnocenim (graf ¢.3 — 5). Vitalita bunék (graf ¢.6) byla

proméfena pro oveéfeni biologického stavu bunck v pribéhu dlouhodobého treatmentu.

1 2 3 4 5 6 7 8

Obr. 18 Rozdilné koncentrace rotenonu
1-DMSO;2—-0,1 uM; 3 —1 uM; 4 —5uM; 510 uM; 6 — 50 uM; 7 — 100 pM; 8 — 500 uM
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Densitometrické vyhodnoceni
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Graf €. 2 Densitometrické kiivky rozdilnych koncetraci rotenonu.

Obr. 19 Dlouhodoboby treatment rotenonem.
1-DMSO; 2 -1 uM; 3 — 10 uM; treatment po dobu 1 hod

4—-DMSO; 5—1 uM; 6 — 10 uM; treatment po dobu 24 hod
7—DMSO; 8 — 1 uM; 9 — 10 uM; treatment po dobu 48 hod
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Densitometrické stanoveni
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Graf ¢. 3 Densitometrické kiivky dlouhodobého treatmentu po dobu 1 hod.

Densitometrické stanoveni
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Graf ¢. 4 Densitometrické ki'ivky dlouhodobého treatmentu po dobu 24 hod.

Densitometrické stanoveni
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Graf ¢. 5 Densitometrické stanoveni dlouhodobého treatmentu po dobu 48 hod.
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Graf ¢. 6 Vitalita bun¢k
Buiiky byly treatované s 10 pM rotenonem.
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5 DISKUZE

Karbonylace proteinti piedstavuje nejcastéjsi a obvykle nevratnou oxida¢ni modifikaci
proteinll. Vytvofena karbonylova skupina je stabilni, coz je velmi dulezité pro jeji
detekci. Jak jiz bylo uvedeno, pro méfeni miry karbonylace bylo v poslednich letech
vyvinuto nékolik biochemickych a analytickych metod. Nejuspésnéjsi metoda spociva
Vv derivatizaci PCO pomoci DNPH s naslednym spektrofotometrickym testem (Luo and
Wehr 2009).

Prakticka ¢ast této diplomové prace spocivala v zavedeni a optimalizaci metodiky pro
méteni oxidativniho poskozeni proteinli nadorové bunécné linie A2780 za pomoci SDS
— PAGE a western blotu. Poprvé byla metodika pro méteni karbonylovych skupin
proteinti popsana v ¢lanku Levin et al. Od té doby vyvoj protilatek schopnych rozpoznat

DNP adukty pokro¢il a tim umoznil zvysit citlivost detekce PCO.
Princip metodiky spoc¢ivéa ve Etyfech hlavnich krocich:

1. Derivatizace karbonylovych skupin pomoci DNPH
2. SDS — PAGE elektroforéza

3. Transfer na PVDF membranu
4

Detekce zaloZena na protilatkach

Pro prvni seznameni s metodikou byl zvolen jednoduchy experiment s chemickym
systtmem. Albumin byl oxidovan pomoci tfi riznych ROS, vypsat, coz vedlo k jeho
karbonylaci (Obr. 13). Nasledn¢ se zaCalo s optimalizaci metodiky pro méfeni PCO u
buné¢né kultury A2780.

Prvnim krokem optimalizace bylo nalezeni optimalniho fedéni primarni protilatky
(Anti- Dinitrophenyl-KLH) (Obr. 14) Celkem byly ovéfovany Ctyfi rizna fedéni a to
1:500; 1:1000; 1:2000 a 1:5000. Podle porovnanych vysledkt zwestern blotu bylo jako
nejvhodnéjsi fedéni vybrano 1:500, které bylo pouZivano pro dal§i experimenty. Druhy
krok optimalizace spoc¢ival ve vybéru inkubacni doby primarni protilatky. Pro
experiment byly zvoleny dva rtzné piistupy. V prvnim byla membrana 1 hod
inkubovana s primarni protilatkou a nasledné se blokovalo pies noc v 5% suSeném
mléku. Druhy piistup spocival vdelsi inkubaci s primarni protilatkou (pfes noc) a

naslednym blokovanim v 5% suSeném mléku po dobu 1 hod (Obr. 15). Na zakladé
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dosazenych vysledkd byla inkuba¢ni doba S primarni protilatkou po dobu 1 hod
vyhodnocena jako vhodné;jsi.

Treti krok se zabyval optimalizaci programu pro Turbo blot a koncentraci bunék.
Systém Turbo Blot (dopsat vyrobce a typ) se od syst¢ému Semi — Dry li§i kratSim ¢asem
Byly testovany Ctyfi rizné programy (Obr. 16) a to program STANDART s dobou
trvani 30 a 60 min a program Tubo Mod 7 a 12 min. Nejlepsi vysledky poskytoval
program STANDART po dobu trvani 30 min. Koncentrace bun¢k se pohybovala od
5000 az po 250 000. Na Obr. A je jasn€ vidét, ze se vzristajicim poctem bun€k signal
roste. Jako optimalni se jevil pocet bunék 200 000. U 250 000 bun¢k doslo k

,,preloudovani* gelu a doslo k rozostieni bandtl.

Pro dalsi optimalizaci metodiky byl zvolen treatment bunck s Fentonovym cinidlem,
coz nam slouzilo jako pozitivni kontrola. Problematikou oxidativniho poskozeni
v bunkach pomoci Fentonova ¢inidla se zabyva ¢lanek Réac et al. Zde byla pouzita
buné¢na kultura U937 a byla zkoumana oxidace biomolekul, jako jsou lipidy, proteiny a
nukleové kyseliny. Z téchto experimentalnich dat vyplyva, Ze odstépovanim vodiku
pusobenim HO- je iniciovana kaskada oxidac¢nich reakci vedoucich k peroxidaci lipidd,
karbonylaci proteinti a fragmentaci DN A. Identifikace PCO byla provedena pomoci
imunoblotovaci analyzy dot blot (Obr. 20). Z obrazku je patrné, ze pfidani Fentonova

¢inidla k bunééné suspenzi zpusobilo oxidativni poskozeni proteint.

A B C

Obr. 20 Detekce proteinovych karbonylti imunoanalyzou dot blot (Rac et al., 2015).

A) Nenatreatované¢ buiky U937; B) treatment H,O,. C) Fentonovo c¢inidlo; treatment
probihal po dobu 30 min

58



Derivatizace PCO byla provadéna pomoci dvou metod, které jsou popsany v kapitole
Material a metody. Tyto dv€ metody jsou porovnany na Obr. 17 Opét byly pouzity
razné koncentrace bunck, aby bylo jasné viditelné oxidativni poskozeni proteinli
v bunkach. U membrany ziskané pomoci metody 1 (Obr. 17, A) neni patrnd Zadna
korelace mezi koncentraci bun¢k a intenzitou signalu, navic signal z netreatovaného
vzorku je vys$i nez u pozitivni kontroly (pas 3 a 4). Z téchto diivodli se metoda 1 jevi
jako nevhodna pro méfeni PCO u bunééné kultury A2780. Pro potvrzeni vysledkii byla
provedena densitometricka analyza jamek 7 a 8, které obsahovaly 200 000 bunék.
Z analyzy je patrné, ze jenom u membrany ziskané pomoci metody 2 (Obr. 17, B) je

jasny rozdil mezi treatovanymi a netreatovanymi bunkami.

Po tspésné optimalizaci metodiky bylo ddle v rdmcidiplomové prace métreno oxidativni
poskozeni bun€k O, . Treatment byl provadén pomoci rotenonu. Ve studii Li et al.
uvedli, ze inhibice komplexu I mitochondrialniho respira¢niho fetézce rotenonem
indukuje programovanou bunéénou smrt a uzce souvisi s produkci mitochondrialnich
ROS. Produkce mitochondridlnich ROS je pfi¢itdna schopnosti rotenonu blokovat
komplex I, ¢imz se zvySuje tvorba ubisemichinonu, coz je primarni darce elektront pii

generovani mitochondrialnich O, (Liet al. 2003).

V n€kolika ¢lancich bylo publikovano, ze rotenon zpusobuje bunécnou smrt v riiznych
bunéénych liniich. Zda tato cytotoxicita vede k apoptoze nebo nekroze mize zaviset na
typu bunécné linie. Vysledky vtéto diplomové prace ukazaly, Ze treatment bunck
A2780 s rotenonem vede k tvorbé PCO (Obr. 18 a 19). Densitometrické vyhodnoceni
ukazalo, Ze se vzrlstajici koncentraci rotenonu roste 1 koncentrace PCO. Pro
dlouhodoby treatment byly zamérné zvolené niz$i koncentrace rotenonu, z dtvodu
7aji8téni preziti bunék v pribéhu cel¢ho experimentu, coz bylo potvrzeno méfenim
vitality bun€k (graf¢. 6). Dlouhodoby treatment ukézal, ze zvySenou koncentraci PCO
je mozné pozorovat i po 24 hod, nicméné pii pouzitych koncentracich po 48 hod nebyl

pozorovan zadny rozdil mezi kontrolou a treatovanymi vzorky.
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Vyhody a nevyhody metody

Jedna z hlavnich vyhod western blotu u karbonylovych proteind je to, ze ptebytek
¢inidla neinterferuje s analyzou, protoZe je efektivné odstranén béhem SDS — PAGE
elektroforézy. Oddeleni proteinti na bazi gelu pied detekci poskytuje dalsi vyhodu a to
minimalizaci detekce signalu pochdzejiciho z neproteinovych karbonylovych derivata
jako jsou nukleové kyseliny (Luo a Wehr, 2009). Rozdilné proteiny mohou byt nasledné
identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie. Omezeni u Westernu blotu PCO je, Ze
rozsah karbonylace odlisnych proteinovych bandt je uréen ve vztahu k jinému vzorku
(napf. zdravy versus nemocny) a neni mozné urcit absolutni miru karbonylovych skupin
v proteinu. Pokud pozadujeme absolutni kvantitativni analyzu, musi byt provedena
v kombinaci s metodou ELISA. Dalsi nevyhodou metody jSou rozsahla spotieba vzorku

a detek¢éni systém.

Jeden z nejvétSich problémi pii analyze oxidovanych proteini je zachovani skute¢né
situace a vyhybani se umélym zménam, ke kterym mize dojit béhem piipravy vzorkl a
jejich nasledné analyze. VSechny experimentalni kroky mohou ovlivnit kone¢ny
vysledek. Dalsi faktory (kromé téch, které jsou piimo spojeny s metodikou) ovliviujici
experimentalni vysledek zahrnuji typ vzorku, sloZeni, Cistotu chemikalii, pH, teplotu,
svétlo, Cas, pritomnost jinych oxidovanych molekul, odstranéni nadbytec¢nych ¢inidel
nebo interferyjicich latek. Vzhledem ke specifi¢nosti metody se doporucuje n€kolik

obecnych opatfeni:

e Po piipravé vzorku méiit co nejrychleji

e Omezit poCet experimentdlnich krok jen na nejnutnéjsi
e Provadét derivatizaci co nejdiive

e Pouzivat primarni chemikalie od ovéfeného dodavatele
e Mit pfipravené Cerstvé pracovni roztoky

e Optimalizovat a standardizovat cely postup

Optimalizace imunoblotovaci metody je ¢asové velmi naro¢na. Musi se rozhodnout, zda
se ma provadét derivatizace pied nebo po elektroforéze a uvazovat o riznych typech
membran. Pokud jde o volbu membrany, nitrocelulosové membrany by mély byt

pouzity pouze tehdy, kdyz se provadi derivatizace pied SDS - PAGE a
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imunoblotovanim, jelikoZ membrana neni vhodnd pro inkubaci v silnych kyselinach.

Doba derivatizace je zasadni a vyrazné se liSi mezi laboratofemi.

Oba ptistupy, derivatizace pted i po elektroforéze, maji své omezeni. Oba zpUsoby
zahrnyji ¢etné promyvaci kroky, diky nimz jsou oba ptistupy velmi ¢asové naro¢né.
Derivatizace pied elektroforézou se nedoporuuje u vzorkl s nizkou koncentraci
proteind, jelikoz to vede k problémim s loadovanim na gel a také pti separaci, piipadné

vizualizaci proteini (Rogowska-Wrzesinska et al., 2014)
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6 ZAVER

Vramci této diplomové prace byla vypracovana literarni reSerSe na téma tvorba
reaktivnich forem kysliku v lidskych nadorovych bunkach, oxidativni poskozeni
proteinii a metody detekce oxidativniho poskozeni proteind.

V praktické casti byla zavedena metodika pro detekci oxidativniho poskozeni
proteint v lidskych nadorovych bunkach A2780 pomoci SDS — PAGE a western blotu.
Optimalizace se zabyvala n€kolika kroky. Testovalo se rtizné fedéni primarni protilatky,
inkuba¢ni doba primarni protilatky, vybér blotovaciho programu a vybér konecného
poctu bunek. Rovnéz byly provedeny treatmenty, které prokazaly oxidativni poskozeni

bunek.

62



7 LITERATURA

Aksenov, M. Y., M. V. Aksenova, D. A. Butterfield, J. W. Geddes & W. R. Markesbery (2001):
Protein oxidation in the brain in Alzheimer's disease. Neuroscience, 103, 373-383.

Balaban, R. S., S. Nemoto & T. Finkel (2005) Mitochondria, oxidants, and aging. Cell, 120,
483-495.

Beal, M. F. (2002): Oxidative ly modified proteins in aging and disease. Free Radical Biology
and Medicine, 32, 797-803.

Berlett, B. S. & E. R. Stadtman (1997): Protein oxidation in aging, disease, and oxidative stress.
Journal of biological chemistry, 272, 20313-6.

Betarbet, R, T. B. Sherer, G. MacKenzie, M. Garcia-Osuna, A. V. Panov & J. T. Greenamyre
(2000): Chronic systemic pesticide exposure reproduces features of Parkinson's disease.
Nature Neuroscience, 3, 1301-1306.

Bindoli, A., J. M. Fukuto & H. J. Forman (2008): Thiol chemistry in peroxidase catalysis and
redox signaling. Antioxidants &amp; Redox Signaling, 10, 1549-1564.

Boronat, S., S. Garcia-Santamarina & E. Hidalgo (2015): Ge l-free proteomic methodologies to
study reversible cysteine oxidation and irreversible protein carbonyl formation. Free
Radical Research, 49, 494-510.

Bruce Alberts, A. J., Julian Lewis, Martin Raff, Keith Roberts, Peter Walter. 2007. Molecular
Biology of the Cell

Cabezas, R., R. S. EI-Bacha, J. Gonzalez & G. E. Barreto (2012): Mitochondrial functions in
astrocytes: Neuroprotective implications from oxidative damage by rotenone.
Neuroscience Research, 74, 80-90.

Cadenas, E. (1989): Biochemistry of oxygen-toxicity. Annual Review of Biochemistry, 58, 79-
110.

Cakatay, U., A. Telci, S. Salman, L. Satman & A. Sivas (2000 ): Oxidative protein damage in
type | diabetic patients with and without complications. Endocrine Research, 26, 365-
379.

Chen, C. L., L. W. Zhang, A. Yeh, C. A. Chen, K. B. Green-Church, J. L. Zweier & Y. R. Chen
(2007): Site-specific S-glutathiolation of mitochondrial NADH ubiquinone reductase.
Biochemistry, 46, 5754-5765.

Cohen, B. H. (2010): PHARMACOLOGIC EFFECTS ON MITOCHONDRIAL FUNCTION.
Developmental Disabilities Research Reviews, 16, 189-199.

Dada, L. A., N. S. Chandel, K. M. Ridge, C. Pedemonte, A. M. Bertorello & J. I. Sznajder
(2003) : Hypoxia-induced endocytosis of Na,K-ATPase in alveolar epithelial cells is
mediated by mitochondrial reactive oxygen species and PKC-zeta. Journal of Clinical
Investigation, 111, 1057-1064.

Dalle-Donne, 1., D. Giustarini, R. Colombo, R. Rossi & A. Milzani (2003a) : Protein
carbonylation in human diseases. Trends in Molecular Medicine, 9, 169-176.

Dalle-Donne, 1., R. Rossi, D. Giustarini, A. Milzani & R. Colombo (2003b) Protein carbonyl
groups as biomarkers of oxidative stress. Clinica Chimica Acta, 329, 23-38.

del Rio, L. A. (2015): ROS and RNS in plant physiology: an overview. Journal of Experimental
Botany, 66, 2827-2837.

Dick, F. D. (2006): Parkinson's disease and pesticide exposures. British Medical Bulletin, 79-80,
219-231.

Diebold, L. & N. S. Chandel (2016): Mitochondrial ROS regulation of proliferating cells. Free
Radical Biology and Medicine, 100, 86-93.

Esposti, M. D. (1998): Inhibitors of NADH-ubiquinone reductase: an overview. Biochimica Et
Biophysica Acta-Bioenergetics, 1364, 222-235.

Ferrante, R. J., S. E. Browne, L. A. Shinobu, A. C. Bowling, M. J. Baik, U. MacGarwey, N. W.
Kowall, R. H. Brown & M. F. Beal (1997): Evidence of increased oxidative damage in
both sporadic and familial amyotrophic lateral sclerosis. Journal of Neurochemistry, 69,
2064-2074.

63



Floor, E. & M. G. Wetzel (1998): Increased protein oxidation in human substantia nigra pars
compacta in comparison with basal ganglia and prefrontal cortex measured with an
improved dinitrophenylhydrazine assay. Journal of Neurochemistry, 70, 268-275.

Frey, T. G. & C. A. Mannella (2000): The internal structure of mitochondria. Trends in
Biochemical Sciences, 25, 319-324.

Friedrich, T. & B. Bottcher (2004): The gross structure of the respiratory complex I: a Lego
System. Biochimica Et Biophysica Acta-Bioenergetics, 1608, 1-9.

Fulks, R. M. (1977): Regulation of glutamine-synthetase degradation in klebsiella aerogenes.
Federation Proceedings, 36, 919-919.

Garrison, W. M. (1987): Reaction-mechanisms in the radiolysis of peptides, polypeptides, and
proteins. Chemical Reviews, 87, 381-398.

Garrison, W. M., W. Bennett & M. E. Jayko (1962) : Radiation-induced oxidation of protein in
aqueous solution. Radiation Research, 16, 483-&amp;.

Gerschman, R., D. L. Gilbert, S. W. Nye, P. Dwyer & W. O. Fenn (1954): Oxygen poisoning
and x-irradiation - a mechanism in common. Science, 119, 623-626.

Greenamyre, J. T., J. R. Cannon, R. Drolet & P. G. Mastroberardino (2010): Lessons from the
rotenone mode | of Parkinson's disease. Trends in Pharmacological Sciences, 31, 141-
142.

Halliwell B, Gutteridge JMC (2006): Free Radicals in Biology and Medicine, Ed 4. Clarendon
Press, Oxford

Han, D., F. Antunes, R. Canali, D. Rettori & E. Cadenas (2003): Voltage-dependent anion
channels control the release of the superoxide anion from mitochondria to cytosol.
Journal of Biological Chemistry, 278, 5557-5563.

Hoglinger, G. U., A. Lannuzel, M. E. Khondiker, P. P. Michel, C. Duyckaerts, J. Feger, P.
Champy, A. Prigent, F. Medja, A. Lombes, W. H. Oertel, M. Ruberg & E. C. Hirsch
(2005): The mitochondrial complex I inhibitor rotenone triggers a cerebral tauopathy.
Journal of Neurochemistry, 95, 930-939.

Hollerhage, M., A. Matusch, P. Champy, A. Lombes, M. Ruberg, W. H. Oertel & G. U.
Hoglinger (2009): Natural lipophilic inhibitors of mitochondrial complex | are
candidate toxins for sporadic neurodegenerative tau pathologies. Experimental
Neurology, 220, 133-142.

Imlay, J. A. (2011): Redox Pioneer: Professor Irwin Fridovich. Antioxidants &Redox Signaling,
14, 335-340.

Isman, M. B. (2006): Botanical insecticides, deterrents, and repellents in modern agriculture and
an increasingly regulated world. Annual Review of Entomology, 51, 45-66.

Keller, R. J., N. C. Halmes, J. A. Hinson & N. R. Pumford (1993):Immunochemical detection of
oxidized proteins. Chemical Research in Toxicology, 6, 430-433.

Lambeth, J. D. (2004): Nox enzymes and the biology of reactive oxygen. Nature Reviews
Immunology, 4, 181-189.

Lenz, A. G., U. Costalel, S. Shaltiel & R. L. Levine (1989): Determination of carbonyl groups
in oxidative ly modified proteins by reduction with tritiated sodium-borohydride.
Analytical Biochemistry, 177, 419-425.

Lenz, A. G., P. G. Jorens, B. Meyer, W. De Backer, F. Van Overveld, L. Bossaert & K. L.
Maier (1999): Oxidative ly modified proteins in bronchoalveolar lavage fluid of patients
with ARDS and patients at-risk for ARDS. European Respiratory Journal, 13, 169-174.

Levine, R. L. (2002): Carbonyl modified proteins in cellular regulation, aging, and disease. Free
Radical Biology and Medicine, 32, 790-796.

Levine, R. L., D. Garland, C. N. Oliver, A. Amici, I. Climent, A. G. Lenz, B. W. Ahn, S.
Shaltiel & E. R. Stadtman (1990) Determination of carbonyl content in oxidative ly
modified proteins. Methods in Enzymology, 186, 464-478.

Levine, R. L., J. A. Williams, E. R. Stadtman & E. Shacter (1994): Carbonyl assays for
determination of oxidative ly modified proteins. Oxygen Radicals in Biological Systems,
Pt C, 233, 346-357.

Li, N. Y., K. Ragheb, G. Lawler, J. Sturgist, B. Rajwa, J. A. Melendez & J. P. Robinson (2003:)
Mitochondrial complex I inhibitor rotenone induces apoptosis through enhancing

64



mitochondrial reactive oxygen species production. Journal of Biological Chemistry,
278, 8516-8525.

Liu, B., H. M. Gao & J. S. Hong (2003) : Parkinson's disease and exposure to infectious agents
and pesticides and the occurrence of brain injuries: Role of neuroinflammation.
Environmental Health Perspectives, 111, 1065-1073.

Luo, S. & N. B. Wehr (2009): Protein carbonylation: avoiding pitfalls in the 2,4-
dinitrophenylhydrazine assay. Redox Report, 14, 159-166.

Lyras, L., P.J. Evans, P. J. Shaw, P. G. Ince & B. Halliwell (1996) : Oxidative damage and
motor neurone disease difficulties in the measurement of protein carbonyls in human
brain tissue. Free Radical Research, 24, 397-406.

Lyras, L., R. H. Perry, E. K. Perry,P. G. Ince, A. Jenner, P. Jenner & B. Halliwell (1998) :
Oxidative damage to proteins, lipids, and DNA in cortical brain regions from patients
with dementia with Lewy bodies. Journal of Neurochemistry, 71, 302-312.

Maisonneuve, E., A. Ducret, P. Khoueiry, S. Lignon, S. Longhi, E. Talla & S. Dukan (2009):
Rules Governing Selective Protein Carbonylation. Plos One, 4.

Martindale, J. L. & N. J. Holbrook (2002) : Cellular response to oxidative stress: Signaling for
suicide and survival. Journal of Cellular Physiology, 192, 1-15.

Mattila, H., S. Khorobrykh, V. Havurinne & E. Tyystjarvi (2015): Reactive oxygen species:
Reactions and detection from photosynthetic tissues. Journal of Photochemistry and
Photobiology B-Biology, 152, 176-214.

McCord, J. M. & Fridovic.l (1969): Superoxide dismutase an enzymic function for
erythrocuprein (hemocuprein). Journal of Biological Chemistry, 244, 6049-&amp;.

McGrath, L. T., P. Mallon, L. Dowey, B. Silke, E. McClean, M. McDonnell, A. Devine, S.
Copeland & S. Elborn (1999) : Oxidative stress during acute respiratory exacerbations in
cystic fibrosis. Thorax, 54, 518-523.

Miyoshi, H. (1998): Structure-activity relationships of some complex I inhibitors. Biochimica Et
Biophysica Acta-Bioenergetics, 1364, 236-244.

Muller, F. L., Y. H. Liu & H. Van Remmen (2004) Complex Il releases superoxide to both
sides of the inner mitochondrial membrane. Journal of Biological Chemistry, 279,
49064-49073.

Murphy, M. P. (2009): How mitochondria produce reactive oxygen species. Biochemical
Journal, 417, 1-13.

Nemoto, S., K. Takeda, Z. X. Yu, V. J. Ferrans & T. Finkel (2000) : Role for mitochondrial
oxidants as regulators of cellular metabolism. Molecular and Cellular Biology, 20,
7311-7318.

Niizuma, K., H. Endo & P. H. Chan (2009): Oxidative stress and mitochondrial dysfunction as
determinants of ischemic neuronal death and survival. Journal of Neurochemistry, 109,
133-138.

Nystrom, T. (2005): Role of oxidative carbonylation in protein quality control and senescence.
Embo Journal, 24, 1311-1317.

Outten, F. W. (2007): Iron-sulfur clusters as oxygen-responsive molecular switches. Nature
Chemical Biology, 3, 206-207.

Pantke, U., T. Volk, M. Schmutzler, W. J. Kox, N. Sitte & T. Grune (1999) : Oxidized proteins
as a marker of oxidative stress during coronary heart surgery. Free Radical Biology and
Medicine, 27, 1080-1086.

Patel, F. (2011): Pesticidal suicide: Adult fatal rotenone poisoning. Journal of Forensic and
Legal Medicine, 18, 340-342.

Poli, G., G. Leonarduzzi, F. Biasi & E. Chiarpotto (2004) : Oxidative stress and cell signalling.
Current Medicinal Chemistry, 11, 1163-1182.

Rac M., Kiupka M., Binder S.,Sedlaiova M., Matuskova Z,.Raska M., Pospisil P. (2015):
Oxidative Damage of U937 Human Leukemic Cells Caused by Hydroxyl Radical
Results in Singlet Oxygen Formation. PLOSONE 10(3), e0116958.

Rappold, P. M., M. Cui, A. S. Chesser, J. Tibbett, J. C. Grima, L. H. Duan, N. Sen, J. A. Javitch
& K. Tieu (2011): Paraquat neurotoxicity is mediated by the dopamine transporter and

65



organic cation transporter-3. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 108, 20766-20771.

Requena, J. R, R. L. Levine & E. R. Stadtman (2003): Recent advances in the analysis of
oxidized proteins. Amino Acids, 25, 221-226.

Robinson, C. E., A. Keshavarzian, D. S. Pasco, T. O. Frommel, D. H. Winship & E. W. Holmes
(1999): Determination of protein carbonyl groups by immunoblotting. Analytical
Biochemistry, 266, 48-57.

Robinson, J. B. & P. A. Srere (1985): Organization of krebs tricarboxylic-acid cycle enzymes in
mitochondria. Journal of Biological Chemistry, 260, 800-805.

Rogowska-Wrzesinska, A., Wojdyla, K., Nedic, O., Baron, C. P., & Griffith, H. R. (2014) :
Analysis of protein carbonylation - pitfalls and promise in commonly used methods.
Free Radical Research, 48(10), 1145-1162.

Schapira, A. H. V. (2010): Complex I: Inhibitors, inhibition and neurodegeneration.
Experimental Neurology, 224, 331-335.

Schimke, R. T. & D. Doyle (1970) Control of enzyme levels in animal tissues. Annual Review
of Biochemistry, 39, 929-&amp;.

Schock, B. C., D. G. Sweet, H. L. Halliday, I. S. Young & M. Ennis (2001) :Oxidative stress in
lavage fluid of preterm infants at risk of chronic lung disease. American Journal of
Physiology-Lung Cellular and Molecular Physiology, 281, L1386-L.1391.

Schuessler, H. & K. Schilling (1984): OXYGEN EFFECT IN THE RADIOLYSIS OF
PROTEINS .2. BOVINE SERUM-ALBUMIN. International Journal of Radiation
Biology, 45, 267-281.

Shackelford, R. E., A. N. Heinloth, S. C. Heard & R. S. Paules (2005) : Cellular and molecular
targets of protein S-glutathiolation. Antioxidants & Redox Signaling, 7, 940-950.

Shacter, E. (2000): Quantification and significance of protein oxidation in biological samples.
Drug Metabolism Reviews, 32, 307-326.

Shacter, E., J. A. Williams, M. Lim & R. L. Levine (1994): Differential susceptibility of
plasma-proteins to oxidative modification - examination by western-blot immunoassay.
Free Radical Biology and Medicine, 17, 429-437.

Stadtman, E. R. (2001): The story of glutamine synthetase regulation. Journal of Biological
Chemistry, 276, 44357-44364.

Stadtman, E. R. & B. S. Berlett (1997) : Reactive oxygen-mediated protein oxidation in aging
and disease. Chemical Research in Toxicology, 10, 485-494.

Stadtman, E. R. & R. L. Levine (2003): Free radical-mediated oxidation of free amino acids and
amino acid residues in proteins. Amino Acids, 25, 207-218.

Sykes, M. C., A. L. Mowbray & H. Jo (2007): Reversible glutathiolation of caspase-3 by
glutaredoxin as a novel redox signaling mechanism in tumor necrosis factor-alpha-
induced cell death. Circulation Research, 100, 152-154.

Stipek S, a kol. Antioxidanty a volné radikaly ve zdravi a nemoci. Grada Publishing Praha,
2000; 70-71.

Turrens, J. F. (2003): Mitochondrial formation of reactive oxygen species. Journal of
Physiology-London, 552, 335-344.

Ueno, H., H. Miyoshi, M. Inoue, Y. Niidome & H. lwamura (1996): Structural factors of
rotenone required for inhibition of various NADH-ubiquinone oxidoreductases.
Biochimica Et Biophysica Acta-Bioenergetics, 1276, 195-202.

Valko, M., M. lzakovic, M. Mazur, C. J. Rhodes & J. Telser (2004): Role of oxygen radicals in
DNA damage and cancer incidence. Molecular and Cellular Biochemistry, 266, 37-56.

Valko, M., C. J. Rhodes, J. Moncol, M. 1zakovic & M. Mazur (2006) : Free radicals, metals and
antioxidants in oxidative stress-induced cancer. Chemico-Biological Interactions, 160,
1-40.

Weisiger, R. A. & I. Fridovich (1973): Mitochondrial superoxide dismutase - site of synthesis
and intramitochondrial localization. Journal of Biological Chemistry, 248, 4793-4796.

Werner, E. & Z. Werb (2002): Integrins engage mitochondrial function for signal transduction
by a mechanism dependent on Rho GTPases. Journal of Cell Biology, 158, 357-369.

66



Yan, L. J &R. S. Sohal (1998): Gel electrophoretic quantitation of protein carbonyls
derivatized with tritiated sodium borohydride. Analytical Biochemistry, 265, 176-182.

67



8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AY
1D
10,
2D
COX
DH
ETC
FMN
GPX

H202
HO,-
MCO
02
O3
OH-
PCO
PRX
RCOs
ROS
SDS
SOD
UCP

membranovy potencial
jednorozmérna

singletni kyslik

dvourozmérna
cytochromoxidasy
dehydrogenasy Krebsova cyklu
elektron transport chain (elektron transportni fetézec)
flavinmononukleoid

glutation peroxidasa

vodikovy radikal

peroxid vodiku
perhydroxylovy radikal
metal-catalyzed oxidation (kov-katalyzujici reakce)
superoxidovy anion

ozon

hydroxylovy radikal

protein karbonyl
peroxiredoxinasy

reactive karbonyl coumands
reaktivni formy kysliku
dodecylsulfat sodny
superoxiddismutasa

odpojovaci proteiny

68



