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1. Uvod

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou hojné studovanou tématikou. ROS je mozné
rozdé¢lit na radikély, coz jsou molekuly obsahujici jeden neparovy elektron, a neradikaly,
které neobsahuji neparovy elektron. Vznikaji jako meziprodukty metabolickych procest
v bunkach a jejich nadmérna tvorba vede k poskozeni biomakromolekul, které mize
zpusobit fadu nemoci. Pochopenim mechanismui pusobeni ROS na biomakromolekuly

by bylo mozné jim piedchazet.

Oxidaci biomakromolekul (proteini, lipidd a DNA) vznikaji organické radikaly,
které mohou napadat dal$i biomakromolekuly a dochazi ke vzniku fetézové reakce.
Buiika pomoci antioxidantii dokaze regulovat mnozstvi vzniklych radikald. Dojde-li
ke vzniku velkého mnozstvi radikald, které antioxidacni systém nezvladne regulovat,

dochazi k poskozeni biomakromolekul.

Velmi vyuzivanou metodou pro detekci volnych radikali je elektronova
paramagnetickd rezonan¢ni (EPR) spektroskopie kombinovand s metodou spinovych
pasti. Metoda je zaloZena na vychytavani volnych radikalii a vytvoteni komplexu spinové

pasti a radikalu, ktery je nasledné detekovan.

Tato bakalafska prace se zabyva detekci kyslikovych organickych radikéald
tvofenych pomoci azo inicidtoru v nadorovych buiikach U937 pomoci EPR
spektroskopie. Prace je rozdélena na teoretickou cast, ve které je pfiblizeno téma
reaktivnich forem kysliku, detekce volnych radikali a oxidace biomakromolekul,
na metodickou c¢ast, ve které je popsana pouzitd metodika, nasledné jsou zde
prezentovany namétené vysledky a v posledni ¢asti jsou namétené vysledky diskutovany

a porovnany s odbornou literaturou.



2. Piehled problematiky

2.1. Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS, z anglického Reactive Oxygen Species) jsou
molekuly, které¢ obsahuji jeden, dva nebo vice atomi kysliku. Jsou tvofeny jako
meziprodukty metabolickych procesi uvnitt bunék pii  bunééném dychéani
v mitochondriich, fotosyntéze v chloroplastech, oxida¢nim vzplanuti na plazmatické
membrané, pii St€peni mastnych kyselin v peroxizomech nebo pii sklddani proteint

v endoplasmatickém retikulu.

Reaktivni formy kysliku mlzeme rozdélit do dvou skupin, radikalové
a neradikalové. Radikal je mozné definovat jako molekulu, ktera obsahuje jeden nebo
vice neparovych elektronti (Halliwell a Gutteridge 2007). Mezi radikalové formy patii
superoxidovy aniontovy radikal (O2*"), hydroxylovy radikal (HO®), peroxylovy radikal
(ROO®) a alkoxylovy radikal (RO®). Jednou z jejich vlastnosti je kratka doba zivota,
fadové pus — ns. Mezi neradikalové formy se fadi peroxid vodiku (H202), kyselina chlorna
(HCIO), ozon (Os) a singletni kyslik (10).

Existuji dva zpusoby vzniku tvorby ROS (Obr. €. 1), a to pomoci pfenosu excitacni
energie, tzv. reakce typu Il, nebo pomoci pienosu elektronu, reakce typu I. Obé varianty
vychazeji ze zékladniho, tripletniho stavu molekularniho kysliku (Oz). Pfi reakcei typu 1,
je Oz redukovan elektronem a vznika O2*". Superoxidovy aniontovy radikal poté ptijima
elektron a proton vodiku (H") a tvofi se H202. Peroxid vodiku je nasledné redukovan
kationtem kovu (nejcastdji Fe?*, Cu* nebo Mn?") za vzniku HO®, ktery reaguje
s biomakromolekulou (napf. lipidem, sacharidem, proteinem nebo DNA) a vznika voda
a organicky uhlikovy radikal (R®) s neparovym elektronem na atomu uhliku. Pti reakci
typu II dochazi k prenosu excitatni energie, vznika 'O, a to tak, ze Oz Vv zdkladnim

tripletnim stavu pfijme energii a excituje se do vyssiho excitovaného, singletniho, stavu.



L. hv e .. € e,Fe*  _ RH
0,<— 0, —= 0, —= H,0, —= HO® —— H,0

reakce typu Il reakce typu |

Obr. ¢ 1: Obecné schéma tvorby ROS reakci typu | a typu Il.

2.1.1. Vlastnosti reaktivnich forem kysliku

2.1.1.1. Molekularni kyslik

Molekuldrni kyslik neni pfimym zastupcem ROS, ale protoze znéj vznikaji
vSechny ROS, je potiecba znat né&které jeho vlastnosti. Jako jeden z mala prvki
ma Oy tripletni stav jako zakladni. Jednd se o stav, pii kterém jsou obsazeny oba
nevazebné © molekulové orbitaly elektrony se stejnym spinovym kvantovym cislem
neboli maji paralelni spin (Halliwell a Gutteridge 2007). Z tohoto divodu by bylo mozné
jej nazvat diradikélem, jelikoz obsahuje dva neparové elektrony. Molekularni kyslik
se chova jako oxida¢ni ¢inidlo, av8ak kvili redoxnimu potencialu a spinovému omezeni

daného Pauliho vylucovacim principem je malo reaktivni.

2.1.1.3. Superoxidovy aniontovy radikal

Superoxidovy aniontovy radikal je prvni reaktivni forma, ktera vznika pfenosem
elektronu na Oz. Tento radikal se muze vyskytovat ve dvou formach, neprotonované
a protonované, tzv. hydroperoxylovy radikal (HO:®). To, vjaké formé se bude
vyskytovat, zavisi na pH prostiedi, pficemZz Vv kyselém prostiedi ptevazuje HO2*
a Vv zasaditém prostfedi O.*. Rovnovaha mezi obéma stavy nastava pii pH = 4,8

(Halliwell a Gutteridge 2007) a jejich pomér se méni stokrat pii zméné pH o jedna.

Velmi rozsifenou moznosti tvorby O2* v laboratofich je enzymaticka cesta, pfi
které se pouzije systém xanthin/xanthin oxidasa a dochazi k tvorbé O2*", kyseliny mocové

a H'. Dalsi moznosti, jak v laboratofi vytvofit O2*, je pusobenim y-zafenim nebo



UV zafenim na vodu, ze které nasledné vznikne HO®, H* a elektron. Tento elektron
redukuje molekularni kyslik za vzniku O2*". Mimo jiné lze tvotit O2*" elektrochemicky,
kdy dochazi k oxidaci DMSO nebo acetonitrilu.

V biologickych systémech vznikd O2°* nejCastéji na membranach mitochondrii,
chloroplastii nebo samotné plazmatické membran€. V mitochondriich proces probiha
nasledujicim zpusobem. Na komplexu I dochazi oxidaci NADPH, uvolni se elektron,
ktery muze redukovat O> na O2* nebo byt transportovan pomoci komplexu II
a ubichinonu na komplex 111 (Koolman a R6hm 2012), kde redukuje Oz na O2*". Vétsina
takto vytvoieného O2°* difunduje do matrix, ¢ast O2°® vytvoieného na komplexu III putuje
do mezimembranového prostoru. Superoxidovy aniontovy radikal je dale pomoci
superoxid dismutasy (SOD) redukovan na H2O2 a ten je nasledné pomoci glutathion

peroxidasy redukovan na vodu (Pandey a Rizvi 2010).

V chloroplastech je tvorba podobna, zde vse probiha na tylakoidnich membranéach.
Ve fotosystému II dochazi ke $té€peni vody na Oz, H" a elektrony. Tyto elektrony jsou
transportovany feofytinem na plastochinon. Poté elektron dale putuje thylakoidni
membranou pies cytochrom b az do fotosystému I, ve kterém mize opé&t dojit k redukci

O2 a vzniku O,*". Z takto vzniklého O2°* se vytvari H2O,.

Posledni moznost tvorby O2*" v biologickych systémech je na plazmatické
membrané bunék. Plazmaticka membrana slouzi mimo jiné i Kk transportu elektrond, pii
kterém je NADPH oxidovano pomoci NADPH oxidazy a volny elektron putuje pies

membranu. Tento systém poté muze byt zdrojem elektront pro vznik O2°*".

Superoxidovy aniontovy radikdl ma bazické vlastnosti, proto v kyselém prostiedi
vaze H" a vznika protonovand forma HO2°®. Superoxidovy aniontovy radial se mize
chovat jako oxidac¢ni i redukéni ¢inidlo, kdezto jeho protonovana forma HO2® ma pouze
oxidacni GCinky. Kvuli zapornému naboji O2°*" Spatn¢ prochazi pfes membrany, proto
se nedokdaze §ifit na velké vzdalenosti. O tom také vypovida jeho kratka doba Zivota, ktera

se udava v fadech ps (Schmitt a kol. 2014).



2.1.1.4. Peroxid vodiku

Peroxid vodiku patii mezi neradikdlové formy a vznika redukci Oz*.
V biologickych systémech se tak stava pii dismutaci O2*". Dismutace je chemicka reakce
dvou stejnych latek za vzniku dvou riznych latek, vétSinou je jeden reaktant oxidovan
a druhy redukovan. Dismutace O2* mize nastat dvéma typy — enzymaticky
a neenzymaticky. U enzymatické cesty je jedna molekula O2*" katalyzovana pomoci
superoxid oxidasy (SOO) za vzniku Oz a druhd molekula je redukovéana superoxid
reduktasou (SOR) a vznika H202. Souhrnné se tyto katalyzatory oznacuji jako superoxid
dismutasy (SOD). Nejcastéji vyskytujicimi se SOD jsou Cu-Zn SOD, Mn SOD a Fe SOD.
Neenzymaticka cesta neboli spontanni dismutace, je zavisla na okolim pH a formé
vyskytu O2*. Protonovana forma, kterd prevlada pti nizkém pH, jednoduseji dismutuje,
a to ztoho divodu, ze nenese zadny naboj a nedochazi zde Kk elektronové restrikci.
Naopak O2* kvili zapornému naboji dismutuje velmi obtizné, protoze obé molekuly

se vlivem naboje odpuzuji.

SOD
20, —— 0,+H,0,

Obr. ¢& 2: Dismutace O2*-.

Kvili jeho slabé schopnosti odstépit H* patii H2O2 mezi slabé kyseliny. Peroxid
vodiku je jak oxidacni, tak redukéni €inidlo, ovSem jeho oxidacné-redoxni schopnosti
jsou velmi nizké. Obecné se H20: vyznacuje nizkou reaktivitou. Peroxid vodiku
se dokaze Sifit na vétsi vzdalenosti nez napi. O2°*, a protoze nenese zadny elektricky
naboj, dokaze prochéazet pres membrany. Proto je jeho doba Zivota vEtsi, neZ maji ostatni

ROS, ato v fadech ms —s.

2.1.1.5. Hydroxylovy radikal

Posledni anorganicky zastupce v reakénim schématu je HO®. Hydroxylovy radikal

je oznacovan jako nejreaktivnéjsi radikal vibec (Schmitt a kol. 2014).



V laboratofi je mozné vytvorit HO®* pomoci homolytického §tépeni vody UV
zatenim. Nejcastéji vSak HO® vnika redukci H20. kovovym iontem, tento proces
se nazyva Fentonova reakce (Halliwell a Gutteridge 2007). Ve Fentonové reakci
se nejcastéji pouziva dvojmocné Zelezo, jednomocna méd’ nebo dvojmocny zinek. Dalsi
moznosti piipravy HO® v laboratofi je Haber-Weisova reakce, ktera je rozdélena do dvou
krokl. Prvni krokem je redukce zelezitého kationtu pomoci O2*". Nasledné¢ tento
Zeleznaty kation redukuje H20., druhym krokem je tedy Fentonova reakce.
V biologickych systémech také dochazi ke vzniku HO® Haber-Weisovou reakci, pii které
H20. mize reagovat svolnym kovovym iontem nebo skovem vazanym

v metaloproteinech.

Jak jiz bylo zminéno, jedna se o velmi reaktivni radikal, proto ochotné reaguje
s biomakromolekulami jako jsou lipidy, proteiny a DNA. Mezi jeho zakladni reakce patii
odtrzeni vodiku z molekuly, pifi kterém vznika voda a R® (Obr. ¢. 3), ptipadné adice

na biomakromolekulu.
HO*+RH —— H,O0+R®

Obr. ¢ 3: Schéma odtrieni H 7 biomolekuly pomoci HO®.

2.1.1.6. Peroxylovy radikal a alkoxylovy radikal

Predchozi zastupci patiili mezi anorganické ROS, nyni se podivame na organické
radikaly, které jsou analogem anorganickych. V ptipadé O2* je jim ROO® a pro HO®
se jedna o RO®.

Organicka sloucenina je napadena volnym radikalem, napt. O2*" nebo castéji HO®,
a vytvoii se R®. Tento organicky radikal v pfitomnosti Oz pfechazi na ROQ?®, ze kterého
reakci s H* vznikne organicky hydroperoxid (ROOH). Organicky hydroperoxid miize
reagovat s trojmocnym Zeleznym kationtem Fe3* a vznikd opét ROO®, nebo
s dvojmocnym Zeleznym kationtem Fe?* za vzniku RO®. Tato dekompozice ROOH miize
byt zpisobena nejen ionty ptechodnych kovi, ale také zahtatim ROOH, ktery se nasledné

rozpada na RO*®* a HO® (Harmon a Boccardi 2016).



V laboratofi se pro piipravu ROO® a nasledné RO® pouzivaji azo iniciatory
(podrobnéji kapitola 2. Azo iniciatory). Azo iniciator se ptisobenim tepla rozpada na dveé
molekuly R®, ty poté za piistupu kysliku vytvaii ROO®, ktery piechazi az na RO®
kaskadou reakci, ktera je popsana vysSe. V biologickych systémech dochazi ke tvorbé
ROO® za pomoci HO®, ktery reaguje s biomakromolekulou a vznika R®. Tento proces
je mozné nazvat oxidace volnym radikdlem a vice bude rozebran V nasledujicich

kapitolach.

Oba zminéné organické radikaly mohou vytrhnout H* z jiné molekuly a tim vytvofit
dalsi R®, napf. pii lipidové peroxidaci nebo oxidaci proteint. Hlavnim produktem ROO*®
i RO*® v biologickych systémech je ROOH. Oba radikaly se mohou podilet i na tvorbé
10,. Rekombinaci ROO® vznika tetraoxid (ROOOOR), ktery se rozpada na karbonyl
(R=0), organicky hydroxid (ROH) a O.. Tento proces, pti kterém rekombinaci ROO*®

vznika 1O, se nazyva Russelliiv mechanismus (Miyamoto a kol. 2003).

2.1.1.7. Singletni kyslik

Singletni kyslik je jedinou reaktivni formou, ktera vznikd pfenosem excitacni
energie. Miize se nachéazet ve dvou stavech. Jednim je (}02 (*2g")), ktery ma kratkou
dobu Zivota a relaxuje do niZSiho excitovaného stavu, kterym je druhy stav singletniho
kysliku (*O2 (*A)). Protoze (102 (1A)) je stalejsi, je obecné oznadovan jako singletni kyslik
(*0y).

Jednou z moznosti vzniku O, je fotosenzibilni reakce, kdy je dana fotosenzibilni
latka ozarena svétlem o urcité vinové délce. Fotosenzibilni latkou miize byt organické
barvivo, napf. bengalska cerveii, methylenovd modf, nebo také biomolekula, napft.
riboflavin (vitamin B12), chlorofyly nebo Zlu€ovy pigment bilirubin (Halliwell
a Gutteridge 2007). Ozatfena fotosenzibilni latka se excituje a z excitovan¢ho stavu mtize
dojit k pfenosu excitaéni energie na okolni Oz, ze kterého vznikne 1O, a fotosenzibilni
latka se vrati do svého zakladniho energetického stavu. Dalsi variantou vzniku
!0, je pomoci Russellova mechanismu, ktery je popsan vyse. V laboratofi lze

10, ptipadné ziskat ze smési H202 a chlornanu (ClO"), napt. sodného (NaClO).



Doba zivota 'O zavisi na skupenské fazi, ve které se nachazi. Pokud se nachézi
v plynné fazi, jeho doba Zivota se pohybuje fddové v desitkdch minut. V piipadé,
ze se jedna o kapalnou fazi, jeho doba Zivota zavisi na typu rozpoustédla. U protického
rozpoustédla se doba zivota pohybuje fadove v s, pro aproticka rozpoustédla tato doba
vzroste na ms — s. Napftiklad ve vod¢ je jeho doba Zivota rovna t = (3,3 £ 0,5) us (Nonell
a Flors 2016).

2.1.2. Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky, které udrzuji spravnou rovnovahu mnozstvi ROS
Vv biologickych systémech a napomahaji tak minimalizaci poskozeni biomakromolekul,
které ROS mohou zpilisobit. Antioxidanty se déli do dvou skupiny, enzymatické
a neenzymazické. Builkky se dokdzou branit pfed ROS pomoci enzymatickych
antioxidanti, mezi které patii mimo jiné SOD a peroxidasa (gluthation, askorbat,
katalasa). Superoxid dismutasa reaguje se dvéma molekulami O>*, jeji princip je popsan
vyse v kapitole o peroxidu vodiku. Peroxidasy ptevadi H2O2 pomoci dvouelektronové
redukce na H20 nebo pomoci dvouelektronové oxidace na Oz nebo napt. ROOH na ROH
(Nimse a Pal 2015). Mezi neenzymatické antioxidanty se obecné¢ fadi flavonoidy,
vitaminy (A, C, E) a karotenoidy. Casto studované neenzymatické antioxidanty jsou
a-tokoferol (vitamin A) a kyselina askorbova (vitamin C). VySe uvedené neenzymatické
antioxidanty jsou pfirodniho piivodu, je ale mozné vyuZivat i syntetické neenzymatické

antioxidanty, mezi které patii napt. butylhydroxytoluen (BHT).

a-tokoferol je antioxidant dobife rozpustny v tucich a jeho hlavni antioxidaéni
funkci je pteruseni propagace fetézové reakce pii peroxidaci lipidu. a-tokoferol reaguje
s ROO* za vzniku ROOH a a-tokoferylového radikalu (o-tokoferol-O°®), ktery mize
reagovat riznymi zptsoby. Jednou z moznosti je reakce s dal§im radikédlem a vytvofeni
neradikalového produktu, dale muze napadat lipidy nebo muze reagovat s dal$imi
antioxidanty jako je kyselina askorbova nebo ubichinol, které napomahaji regenerovat
a-tokoferol (Niki 2014).

Uméle vytvoreny antioxidant BHT dokaze odstranit uréité ROS, kterymi jsou 1O,
0,*, HO® a ROO*® (Lambert a kol. 1996). Tato prace se vSak zamé&fi pouze na reakci



s ROO®. BHT pracuje na podobném principu jako a-tokoferol. Zamezi propagaci
fetézové reakce tak, ze reaguje se dvéma molekulami ROO® za vzniku neradikalového
komplexu BHT-OOR a ROOH. Tento proces je rozdélen do dvou krokti, béhem prvniho
kroku vznikda ROOH a BHT-O°®, ktery reaguje s druhou molekulou a tvoii neradikalovy
komplex BHR-OOR (Lambert a kol. 1996).

2.2. Azo iniciatory

Jednou z variant, jak pfipravit organicky radikal v laboratofi, je pouziti latek
zvanych azo iniciatory. Jedna se o slouceniny, které, jak nazev napovida, obsahuji azo
skupinu (-N=N-). Pii degradaci azo iniciatori, napf. zahfivanim nebo ozafenim
UV svétlem, dochazi k jejich rozpadu za vzniku plynného dusiku N2 a dvou R®. Pokud
se v okoli vyskytuje Oz reaguje s R® a vznikd ROO®, ktery dale ptechazi az na RO®.
Naopak pokud se v reakéni smési nenachazi O, je tvorba ROO® inhibovéana (Krainev
a Bigelow 1996).

Azo iniciatory mizeme délit pomoci jejich vlastnosti napt. dle rozpustnosti, zdali
je azo iniciator rozpustny ve vodé nebo napf. v tucich. Mezi ve vodé rozpustné azo
iniciatory se fadi mimo jiné také 2,2°-azobis(2-amidinopopan) dihydrochlorid (AAPH)
a 2,2¢‘-azobis[2-(2-imidazolin-2-yl)propan] dihydrochlorid (AIPH). Azo iniciator
rozpustny v tucich je 2,2°-azobis(2,4-dimethylvaleronitril) (AMVN). Dalsi dilezita
vlastnost, ktera z ¢asti souvisi s rozpustnosti, je interakce s vodou, tedy jestli se jedna
o hydrofilni nebo hydrofobni, resp. lipofilni azo inicidtor. Mezi hydrofilni patii vyse

zminény AAPH, naopak lipofilnim chovanim se vyznacuje AMVN.

2.2.1. Vlastnosti azo iniciatoru AAPH a AMVN

Mezi nejpouzivanéjsi azo iniciatory patii AAPH a AMVN (Obr. ¢. 4). Velkou
vyhodou téchto dvou azo iniciatorti je konstantni a velka tvorba organickych radikala
béhem prvnich hodin dekompozice. Miru degradace je mozné regulovat pievazné
teplotnimi podminkami, z malé Casti potom rozpoustédlem a zménou pH prostiedi.

Naptiklad pro AAPH v neutralnim vodném roztoku se polocas rozpadu pohybuje okolo



175 hodin (Niki 1990). Hydrofilni AAPH se hojn¢ vyuziva ve vodnich fazich
biologickych systémii, kde tvofi radikaly. Naproti tomu AMVN, ktery je lipofilni,
se pouziva pro tvorbu radikalu v oblastech obsahujicich lipidy, napi. v lipozomech nebo

na lipidovych membranach.

V této bakalarské praci byl pouzit azo iniciator AAPH. Pfi jeho zahtivani dochazi
bud’ k degradaci, v ptipadé¢, Zze se nachazi v prostiedi o kyselém pH, nebo k hydrolyze
AAPH, pokud se jedna o prostfedi zasadité. Reakéni schéma hydrolyzy je znazornéné

na obrazku ¢. 5.

H
HaN. (|: 3 TH3 /NHg
. _c C N=N——-oC @ AAPH
HND | | N
CH3 CH3
T R
HC CH, (|: N=—N C|I CH, C|3H AMVN

Obr. ¢ 4: Struktura 2,2'-azobis(2-amidinopropan) hydrochlorid (AAPH) a 2,2¢
azobis(2,4-dimethylvaleronitril) (AMVN).

Béhem hydrolyzy dochéazi k postupné k odstépeni 2 NHs skupin, které jsou
nahrazeny kyslikem a na NH skupiny se navaZze H. Prvné pii hydrolyze jedné NH3
skupiny vznika azo-2-carbamoyl-2-2-amidinipropan hydrochlorid a poté pii hydrolaze
druhé NHs skupiny vznika 2,2°-azobis(2-carbamoylpropan), ktery uz nepodléha
tepelnému rozpadu jako AAPH (Werber a kol. 2011).
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CHg CH
v GHs CHa o : : OH
N | e oH N\ MM
7 —_— C—C—N=—=N—=C—C —_—
cl C—C—N=N—C—C C ~ x
HND SN NH, HoN | NH NH,
CH, CH, CHa CHs
CH3 c’:H3
OH "
N\ | 0
— Ne—c—n=N—c—cZ
NH, HZN/ | NH,
CHj, CHj

Obr. ¢ 5: Reakéni schéma hydrolyzy AAPH, pievzato a upraveno z (Werber a kol.
2011).

Pfi tepelné degradaci AAPH vznika organicky radikal R®, ktery v pfitomnosti
O2 tvoti ROO®. Rekombinaci dvou ROO*® vznikda ROOOOR, ktery se rozpadne a uvolni
O2 a RO* (Ignold 1968). Reak¢ni schéma termalni degradace je znazornéné na obrazku
¢. 6. Ve své studii Krainev a Bigelow (1996) zjistili, Ze dominantnim radikalem, ktery

se tvofi pii tepelné degradaci azo iniciatoru AAPH, je RO®,

,  CHg CH, + CHs
H3N | , NHj t H3N | 20
N\ s 3 AN 2
¢ _c—Cc—N=N—C—Cc{ o ——=2C ¢ — =
HND | NH N, HND
CH, CHj, CHj
CH,
20, HgN
— - 2 c c—C—0-00 —=
HNT |
CH, CHy . ., CHs
H,N | | NH HaN
—= < C—C—0-0-0-0—C—C a —= 2 c c—Cc—0’
= NS =
HNZ | | SNH o, HNZ |
CHj CHy CH,

Obr. ¢ 6: Reakéni schéma tepelné degradace AAPH, pievzato a upraveno 7 (Werber
a kol. 2011).
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Tepelnd degradace lipofilniho azo inicidtoru AMVN je velmi podobné tepelné
degradaci AAPH. Pii zahfivani AMVN dochazi k jeho rozpadu na dva R® a molekulu
dusiku N». Pokud je ve smési pristup k Oz, R® se méni na ROQ?®, ze kterého se dale miize
vytvorit RO®. Pti pouziti EPR spektroskopie a spinové pasti 5,5-dimethylpyrolin-N-oxid
(DMPO) pro detekci radikal vytvoifenych pomoci AAPH a AMVN bylo zjisténo
nasledujici. V pfipad¢ degradace AAPH bylo detekovany pouze RO°®, zatimco pii
degradaci AMVN byla detekovana smés dvou radikalu, ROO® a RO* (Krainev a Bigelow
1996).

2.3. Lipidova peroxidace

Lipidovéa peroxidace je oxidativni poSkozeni lipidi, zejména bunééné membrany,
které je tvofena fosfolipidovou dvojvrstvou. Tento proces lze rozdélit dle mechanismi
na enzymatickou peroxidaci a peroxidaci pomoci ROS, kterou lze dale rozdelit
na peroxidaci volnymi radikaly nebo pomoci '0,. Peroxidace volnymi radikaly je vice
popséana nize. Pii peroxidaci 'O, jsou oxidovany nenasycené lipidy s vice dvojnymi
vazbami tzv. enovou reakci a tvofi se hydroperoxidy, ve kterych dochazi k migraci dvojné
vazby (Niki 2009). V pifipadé¢ enzymatické oxidace pisobi napt. lipoxygenasa
a cyklooxygenasa na kyselinu arachidonovou a vznikaji, lipidové hydroperoxidy
(LOOH), hydroxy-mastné kyseliny, prostaglandiny, prostacykliny, thromboxany
a leukotrieny (Niki 2009), coz  jsou  signalni  latky  patfici

do skupiny sloucenin zvané eikosanoidy.

2.3.1. Pribéh lipidove peroxidace volnym radikalem

U lipidové peroxidace volnym radikalem je iniciatorem napt. HO®, ROO® nebo
RO*® a nejcastéji jsou napadany lipidy, které obsahuji nenasycené mastné kyseliny s vice
dvojnymi vazbami (napf. arachidonova, linolova, linolenova a jiné). Praveé misto dvojné
vazby je v porovnani s jednoduchou vazbou nachylnéjsi na reakci. Prubéh lipidové

peroxidace je mozné rozd¢lit do tii fazi: iniciace, propagace a terminace.
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2.3.1.1. Iniciace

Jako iniciator pro popis této fetézové reakce bude zvolen HO®, ktery bude pusobit
na lipid v misté¢, kde ma nenasycena mastna kyselina dvojnou vazbu. Zde jsou dvé
moznosti, které mohou nastat (Obr. €. 7). U obou variant vznika lipidovy alkylovy radikal
(L*) s neparovym elektronem na atomu uhliku. Prvni variantou je odtrzeni H z dvojné
vazby fetézce mastné kyseliny (Halliwell a Gutteridge 2007), vznika voda a L®. Druha
moznost je, ze dojde k adici HO® k fetézci na jeden z uhlikti dvojné vazby a na druhém

uhliku bude neparovy elektron.

1 2 L °
RLCH=CH—R? + HO RL_CH-CH—R?

|
OH

RLCH=CH—R® + HO'

1 °
R*—CH=C—R’ + H,0

Obr. ¢ 7. Reakéni schéma adice (1) a odtrieni vodiku (2) p¥i iniciaci lipidové

peroxidace.
2.3.1.2. Propagace

Lipidovy radikal v pfitomnosti O2 reaguje a vytvari lipidovy peroxylovy radikal
(LOO?®), ktery mize odtrhnout H* z lipidd, tvofit dalsi L* a méni se na LOOH. Lipidovy
hydroperoxid mize vytvaret dalsi LOO® a LO®, ptipadné se rozpadat na sekundarni
produkty, kterymi jsou lipidové karbonyly (L=0) a lipidové hydroxidy (LOH) (Guéraud
a kol. 2010).

2.3.1.3. Terminace

Jednou z moznosti, jak muze byt tato fetézova reakce ukoncena, je rekombinace

dvou radikalti za vzniku neradikdlu nebo slou€eniny, kterd nebude déle propagovat
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lipidovou peroxidaci. Dalsi variantou je reakce radikali s molekulami antioxidantt. Mezi
antioxidanty se tadi naptiklad kyselina askorbova (vitamin C), a-tokoferol (vitamin E)

nebo glutathion peroxidasa.

2.3.2. Produkty lipidové peroxidace

2.3.2.1. Primarni produkty

Béhem peroxidace lipidi dochazi ke tvorbé lipidovych radikald, zejména LOO®
aLO®. Tyto lipidové radikaly jsou meziproduktem pro vznik LOOH, jez jsou oznacovany
jako primarni produkty lipidové peroxidace. Z LOOH mohou nasledné vznikat dalsi
radikaly. Pokud dojde k oxidaci LOOH, vznika LOO®, naopak pokud dochazi k redukci
LOOH, tvoii se LO®.

2.3.2.2. Sekundérni produkty

Krom¢ LOOH vznikaji pti lipidové peroxidaci také sekunddrni produkty, mezi
které
se fadi L=O a LOH. Karbonylové slouceniny jsou oproti hydroperoxidim stalejsi,
nedochazi k jejich dekompozici. Zaroven jsou reaktivnéjsi nez LOOH, a navic jsou
toxické pro biologické systémy. Aldehydy, které se zde tvofi, jsou napiiklad
formaldehyd, acetaldehyd, akrolein nebo malondialdehyd (MDA) (Shibamoto 2006).
Posledni jmenovany patii mezi Casto studované aldehydy v biologickych systémech
ajedna se o tzv. znacku (biomarker) peroxidace ®-3 a ®-6 mastnych kyselin. MDA vznika
Z nenasycenych mastnych kyselin obsahujicich alesponi dvé dvojné vazby (Guéraud a kol.
2010).

Dal8im aldehydem, ktery vzniké pfi peroxidaci nenasycenych vysSich mastnych
kyselin svice dvojnymi vazbami, je 4-hydroxy-2-trans-nonenal (HNE). Jedna
se o nenasyceny aldehyd, ktery je reaktivn€jsi a toxi¢téjSi nez vysSe zminované MDA.
Stejné jako MDA slouzi jako marker peroxidace lipidu. Jeho efekt na biologické systémy

in vivo mizeme rozdélit podle jeho koncentrace. Je-1i koncentrace vyssi nez 100 puM,
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je toxicky pro vSechny typy bun¢k. Zptsobuje mitochondridlni poskozeni az bunécnou
smrt. Obecné se vSak takto vysoka koncentrace in vivo nevyskytuje. Pii koncentraci mezi
2 uM a 20 uM inhibuje syntézu DNA a proteint. Naopak podporuje syntézu fosfolipazy
Ao, kterda hydrolyzuje lipidy. Koncentrace mensi nez 1 uM je normalni hladina HNE
ve zdravych tkénich (Halliwell a Gutteridge 2007).

2.4. Proteinova oxidace

Podobn¢ jako lipidy i proteiny podléhaji oxidativnimu poskozeni. Jelikoz proteiny
jsou specifické a je jich velké mnozstvi, studium oxidace proteinti je velmi rozsahlé téma,

obdobn¢ jako studium peroxidace lipidi.

Mezi inicidtory proteinové oxidace fadime ROS, piipadné reaktivni formy dusiku
(RNS, z anglického Reactive nitrogen species). Pti oxidaci proteini dochazi k modifikaci
aminokyselin, nejéastéji vSak bazickych (His, Lys), sirnych (Cys, Met) a aromatickych
(Tyr, Trp) (Afonso a Spickett 2019). Pfi modifikaci aminokyselinovych zbytkt dochazi
ke zméné aktivity proteinti. Modifikace mohou byt jak vratné, tak i nevratné. Reverzibilni
modifikace chrani proteiny pfed nevratnym poskozenim a pted dalsi modifikaci. Naopak
pii ireverzibilni modifikaci dochazi ke ztraté funkéni aktivity a mize vést az k degradaci
proteinu (Dalle-Donne a kol. 2005). Dalsim disledkem oxidace proteind je rozstépeni
(fragmentace) protein, pii némz dochazi k rozd€leni polypeptidového fetézce
Vv peptidové vazbé, nebo sitovani (crosslinking) proteint, coz je propojeni dvou a vice
proteini pomoci nékolika pevnych, vétSinou kovalentnich vazeb, které brani funkci
proteinl. Roz§tépeni a sitovani proteinii mohou zpiisobit také sekundarni produkty

lipidové peroxidace, napt. 4-HNE, MDA a akrolein (Gegotek a Skrzydlewska 2019).

2.4.1. Proteinova oxidace volnymi radikaly

Volné radikaly kysliku i dusiku mohou reagovat s proteiny, peptidy a jejich
aminokyselinami riznymi zptusoby. Mohou zpusobit napiiklad odtrzeni vodiku, adici,
ptipadné substituci. Pusobici radikaly tak mohou atakovat rtizné postranni fetézce

1 peptidovou patef, a proto miize vznikat velké mnozstvi riznych proteinovych radikalt.
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Volba mista, které bude oxidovéno, také zalezi na vlastnostech puisobiciho radikélu.
Pokud je radikal elektrofilniho charakteru (napf. HO®), tedy pfijima neparovy elektron,
sméiuje tento radikal do mist bohatych na elektrony. Jejich nejcastéjsi reakcei je odtrzeni
vodiku z C-H piipadné S-H vazby. Naopak nukleofilni radikaly (napft. fenylovy radikal),

které daruji neparovy elektron, napadaji misto s nedostatkem elektrond (Davies 2016).

U aromatickych aminokyselin, jakymi jsou Phe, Tyr, Trp a His, dochazi ptevazné
k adici volného radikalu, ktera je rychlejsi nez odtrzeni H, na aromaticky kruh. Tato adice
je nasledovana tadou reakci, pii kterych se jako meziprodukty tvoii proteinové

peroxylové radikaly (POQ?®).

Pusobenim ROS a RNS na thiolovou skupinu S-H aminokyselin v proteinu vznika
fada modifikaci thiolové skupiny. Pii oxidaci dochdzi ke vzniku kyseliny sulfenové
(P-SOH) (Dalle-Donne a kol. 2005). Dale muze dojit k odtrzeni vodiku z S-H vazby
za vzniku thiolového radikalu RS°®. Thiolové radikaly mohou dale napomahat k oxidaci
proteinti, napf. odtrzenim vodiku z C-H vazby za vzniku proteinového alkylového
radikalu (P®). Odtrzeni vodiku z C-H vazby v proteinech muze nastat i z a-uhliku
a ne jenom z postrannich fetézcu. Jestli dojde k odtrZeni atomu vodiku z a-uhliku, zalezi
na sekundarni a tercialni struktufe proteinti a také na bocnich fetézcich. Napiiklad
u globularnich proteind nebo struktufe sklddaného listu bude odtrzeni H z a-uhliku méné

Casté, nez kdyz jsou proteiny v rozbalené struktute (Davies 2016).

Vzniklé P®* mohou, pokud nemaji pristup O, tvofit dimery nebo odtrhnout vodik
ze slabé X-H vazby okolnich makromolekul. Jestli je ale v okoli dostatek O, vznika
POO°®, ktery ma ne¢kolik moznych reakci. Hlavni reakci je tvorba proteinovych
hydroperoxida (POOH), dalsi variantou je tzv. terminace, kdy se POO® potka s dal$im
radikalem a vznikne proteinovy hydroxid (POH) a proteinovy karbonyl (P=0). Muze také
nastat, ze se dva POO*® rekombinuji a vytvofi proteinovy tetraoxid (POOOOP), ktery
se rozpada na proteinovy alkoxylovy radikal (PO*®). Proteinovy alkoxylovy radikal muze
z dalsich okolnich proteint odtrhnout H™ a tvotit dalsi P®* a POH, nebo pomoci tzv.

[B-stfihu vytvotit P=0 a P°®.

2.4.2. Produkty oxidace proteinil
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Jak je zminéno vyse, POOH jsou hlavnim produktem reakéni tady P°. Oproti
vzniklym radikdlim jsou POOH stabilngjsi. To ov§em neznamend, ze se jedna o findlni
produkt oxidace proteind. Jednoelektronovou redukci POOH dochazi k tvorbé PO®,
naopak jednoelektronovou oxidaci POOH se tvoii POO®, které se mohou dale ucastnit

proteinové oxidace.

Sekundarnim produktem, ktery muze vzniknout z POOH, je POH, ktery se tvofi
riznymi reakcemi. Jednou z moznosti tvorby POH je reakce POOH senzymem,
naptiklad s gluthation peroxidasou nebo peroxiredoxinem. Dale mize POH vzniknout
redukci POOH pomoci antioxidantti, jako je gluthation nebo kyselina askorbova (vitamin
C). Ptipadn¢ muze POOH reagovat s cysteinovym nebo methioninovym zbytkem

na proteinech (Davies 2016).

2.5. Primarni cil pii oxidaci makromolekul v biologickych
systémech

V piedchozich kapitolach je popsana lipidova peroxidace a proteinova oxidace.
Je ztejmé, ze pokud dojde k oxidaci at’ uz lipidi nebo proteinti a bude se tvofit velké
mnozstvi reaktivnich produkti oxidace, mlze dojit k fetézové reakci a oxidacim dalSich
biomakromolekul. Ty pii nedostatku antioxidantnich latek v téle mohou vést
k onemocnénim, napf. ateroskler6ze, riznym druhtim rakoviny nebo Alzheimerové

chorobé.

Nyni se vSak objevuje otazka, ktera z biomakromolekul je primarnim cilem
radikalovych ROS, zdali je to lipid, protein ¢i DNA. Dlouhou dobu byly lipidy
povazovany za hlavni cil ROS, protoZze fetézové reakce lipidové oxidace in vitro
produkovaly velké mnozstvi produktd (Gebicky a kol. 2000). Tato domnénka byla
vyvracena jednou studii, ve které bylo dokdzano, Ze proteiny jsou prvnim cilem
radikalovych ROS (Gieseg a kol. 2000). V této studii byla oxidace makromolekul
v bunééné kultute U937 iniciovana pomoci azo iniciatoru AAPH. Vysledkem bylo
zjisténi, ze dochazi pouze k tvorbé POOH. Na tuto informaci navazala fada dalsich studii,
byla zkoumana naptiklad reakce HO® s krevnim sérem, lipozomy, bunécénou kulturou
Sp2/0-Agl4 (Gebicky a kol. 2000) nebo bunéénou kulturou U937 (Du a Gebicki 2004,
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Rac a kol. 2015). V téchto studiich védci sledovali tvorbu POOH nebo LOOH a dosli
ke stejnému zavéru, ze primarnim cilem oxidace pomoci radikalovych ROS jsou
proteiny. Tomuto vysledku napomaha i fakt, Ze buiiky obsahuji az 70 % proteini. Navic
se ukazalo, ze proteiny funguji jako obrana pied ROS, aby nedoslo k poskozeni DNA
nebo lipidovych vrstev. PoSkozené proteiny jsou degradovany a nahrazeny novée
syntetizovanymi. Pokud je ovSem tvorba produktii proteinové oxidace velka, antioxida¢ni
latky nezvladaji inaktivovat reaktivni produkty proteinové oxidace, muze dojit

k poskozeni dalSich makromolekul jako sekundarnich cilia ROS.

2.6. EPR spektroskopie

Elektronova paramagneticka rezonanéni spektroskopie je metoda, ktera se pouziva
pro studium latek s neparovym elektronem, a je tedy vhodna pro detekci radikalovych
ROS. EPR spektroskopie je principialn¢ podobna nuklearni magnetické rezonancni
spektroskopii s tim rozdilem, Ze zde je oproti nukleontim v jadfe excitovan elektron. Tato
metoda je zaloZena na tzv. Zeemanov¢ jevu, pii kterém dochazi k rozdéleni energetickych
hladin pomoci vnéjsiho magnetického pole. Pokud je nepéarovy elektron se spinem
Y5 vystaven vnéj§imu magnetickému poli, mize se orientovat paralelné nebo antiparalelné
S magnetickym polem. Potom vytvari dvé moZné energetické hladiny, které se lisi podle
intenzity  magnetického pole. Pokud je elektron ozafen mikrovinnym
elektromagnetickym zafenim, dojde Kk pfechodu z nizsi energetické hladiny do vyssi,
a to se projevi jako absorpce energie, ktera se projevi v absorpénim spektru. EPR

spektrometry vykresluji spektra prvni derivace absorp¢niho spektra.

2.6.1. Pouziti spinovych pasti pro detekci volnych radikalt

Pii méfeni volnych radikald se potykdme s jednim velkym problémem, a tim
je jejich doba zivota. V kapitole, kde jsme si popisovali rizné zastupce ROS, jsme zjistili,
ze volné radikaly maji velmi kratkou dobu zivota: nanosekundy, mikrosekundy nebo
milisekundy. Pro odstranéni tohoto problému se v EPR spektroskopii pouzivaji spinové
pasti. Jejich princip je nasledujici. Spinové pasti, které jsou samy o sobé diamagnetické

a samotné je nelze detekovat, vychytavaji neparové elektrony volnych radikalu a tvoii
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s nimi komplexy. Tyto komplexy maji vyrazn¢ delsi dobu Zzivota, nez je doba zivota
volnych radikald, a to minuty az desitky minut, Vv zavislosti na volbé spin trapu
a vlastnostech okolniho prostiedi (napt. pH). Takto vytvoreny komplex radikalu

a spinové pasti se stava paramagnetickym a je poté detekovan EPR spektrometrem.

VétsSina pouzivanych spinovych pasti obsahuje nitronovou funkéni skupinu
R1R2C=NR3*O". Ty se poté déli na linearni a cyklické. Mezi linearni patfi naptiklad velmi
pouzivany a-fenyl-tert-butylnitron (PBN) nebo jeho derivat a-(4-Pyridil-1-oxid)-N-tert-
butylnitron (4-POBN). Do cyklickych se tadi naptiklad 5,5-dimethylpyrolin-N-oxid
(DMPO),
5-diethoxyfosforyl-5-methyl-1-pyrolin-N-oxid (DEPMPO) nebo 5-ethoxykarbonyl-5-
methyl-1-pyrolin-N-oxid (EMPQO). DEPMPO a EMPO jsou derivaty DMPO, které byly
syntetizovany pro zlepSeni vlastnosti DMPO, jako je polocas rozpadu komplexu s O2*
nebo reaktivita k O2*" (Villamena 2017).

Vyhoda metody spinovych pasti je takova, ze je velmi specifickd. Ne kazdou
spinovou past lze pouzit na vSechny radikaly. Navic kazda spinova past poskytuje
specifické EPR spektrum s danym radikalem, které je popsano $té€picimi konstantami.
Proto tato metoda dokaze prozradit nejen, ze se v systému nachazi volny radikal, ale také,

o jaky radikal se jedna.

2.6.2. 5,5-dimethylpyrolin-N-oxid (DMPOQO)

Jedna se o jeden z nejdéle pouzivanych cyklickych spinovych pasti (Obr. ¢. 8).
Je hydrofilniho charakteru a dobfe rozpustny ve vodé. Je mozné jej vyuzit pro detekci
02*, HO®, ROO® i RO®. Ovsem jeho komplexy s O2* jsou velmi nestabilni a maji
kratkou dobu Zivota, proto je lepsi variantou pro detekci O2°" jeho derivat DEPMPO nebo
EMPO. Naopak je velmi vyuzivan pro detekci organickych radikalt v biologickych
systémech, napf. na bunécnych kulturdch, protoze ma oproti ostatnim pouZzivanym

spinovym pastim nizkou toxicitu (Haseloff a kol 1997).

Detekovana spektra organickych radikalt pomoci DMPO byla pocatkem 80. let
pfisuzovana komplexu DMPO s ROQO®, a to diky podobnosti se spektrem komplexu
DMPO s Oz*. Tato hypotéza byla navic potvrzena i podobnymi hodnotami §tépicich
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konstant ROO*® a RO*® komplexti s DMPO. Dikalov a Mason (1999) studovali tvorbu
komplexti organickych radikalti s DMPO. Pomoci radikali s neparovym elektronem na
nuklidu kysliku 'O zjistili, Ze detekované EPR spektrum neni DMPO-OOR komplex, ale
pravé DMPO-OR komplex. Pii pouziti nuklidu 'O §tépici konstanty pro ROO® a RO*®
nebyly podobné, a tak spektrum piisoudili DMPO-OR komplexu. Dikalov a Mason
(1999) tvrdi, ze pti pokojové teploté dochazi k tvorbé DMPO-OOR kompleu, ktery
se ihned rozpada na RO®. Ten vzapéti tvori DMPO-OR komplex, ktery je detekovan.

Obr. & 8: Struktura spinové pasti 5,5-dimethylpyrolin-N-oxid DMPO.
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3. Cil prace

Cilem této bakalaiské prace je seznamit se S tématikou tvorby reaktivni forem
kysliku, pfedev§im kyslikovych organickych radikalt, metodikou EPR spektroskopie
a naucit se pestovat bunécnou kulturu U937. Nasledné pomoci EPR spektroskopie

detekovat kyslikové organické radikaly v bunécéné kultuie U937.
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4. Material a metody

4.1. Bunécna kultura U937

V této bakalarské praci byla pouzita bunécna kultura U937. Jedna se o leukemické
promonocyty, které jsou schopné se diferencovat na monocyty nebo makrofagy pii
inkubaci s phorbol 12-myristat 13-acetat (PMA) (Chanput a kol 2015). Tato bunécna
kultura byla izolovéana z hystiocytického lymfomu 37 letého muze (Sundstrém a Nilsson
1976). Jedna se o velmi vyuzivanou buné¢nou kulturu, ktera napomohla k objasnéni

mechanismu diferenciace makrofagti a monocytu.

Bunééna kultura U937 byla ziskdna z Lékatrské fakulty Univerzity Palackého
v Olomouci. Byla péstovana v médiu RPMI 1640 s 2 mM L-glutaminem, 10% roztokem
fetalniho bovinniho séra (fetal bovine serum FBS) a 1% roztokem antibiotik (smés
penicilin a streptomycin, 1:1), v inkubatoru pii 37 °C a 5% CO. atmosférou. Test
Zivotaschopnosti buné¢né kultury byl provadén pomoci roztoku 0,4% trypanové modii,
kdy poskozené bunky maji rozruSenou plazmatickou membranu, a tedy dochazi
k obarveni. Naopak u zivych neporusenych bun¢k k obarveni nedochazi. Nasledné byl
pomoci automatického ¢itace bunék Bio-Rad TC20 Automated Cell counter (Bio-Rad
Laboratories, California, USA) uréen celkovy pocet bunék, pocet Zivych bunék

a procentualni zivotaschopnosti bunééné kultury.

4.2. EPR méieni

V laminarnim boxu z kultiva¢ni lahve byl odebran vzorek buné¢éné kultury U937,
tak aby celkova koncentrace bun¢k byla 3 mil. na 1 ml. Poté byla buné¢na kultura tiikrat
promyta pomoci fosfatového pufru PBS (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NaxHPOa,
1,8 mM KH2POs), jenz mél pH 7,4. Béhem promyvani byla bunécna kultura
centrifugovana pomoci stolni centrifugy Sprout mini centrifuge (Heathrow Scientific,
Illinois, USA) pii 6000 rpm a po dobu 5 minut. Nejprve byl vzorek smichan s 50 mM
AAPH a zahtivan na teplotu 37 °C po dobu 2 hodin v Thermo-Shakeru Biosan TS-100

(Biosan Medical-Biological Research &Technologies, Riga, Litva). Po dvouhodinovém
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zahtivani byl vzorek promyt PBS a poté byla pfidan 50 mM DMPO. Reakéni smés byla
po pfidani DMPO inkubovana po urcitou dobu v pokojové teplot€¢ a nasledné byla
nanesena do kapilary a méfena pomoci EPR spektroskopu Magnettech MiniScope
MS 400 (Magnettech GmhB, Berlin, Némecko).

EPR spektrometr MiniScope MS 400 byl ovladan pocitaéem pomoci softwaru
MiniScope control a parametry byly nastaveny nasledovné: stfed magnetického pole
335,9698 mT; rozsah skenovani 8,9506 mT,; doba skenovani 60 s; pocet skent 5;
moduace 0,1 mT; zeslabeni mikrovinného zafeni 4,0 dB; zesileni 500. V$echna méfeni

byla provedena nejméné tiikrat.

4.3. Pouzité chemikalie

e a-Tocoferol — Sigma-Aldrich s.r.o0., USA

e 2, 2¢-azobis(2-amidinopopan) dihydrochloride (AAPH) — Sigma-Aldrich s.r.o.,
USA

e 5,5-dimethylpyrolin-N-oxid (DMPQO) — DOJINDO Laboratories, Japan
e Antibiotika (Penicilin-Streptomycin) — Biosera, Francie
e Butylhydroxytoluen (BHT) — Sigma-Aldrich s.r.0., USA
e Fetalni bovinni sérum (FBS) — Biosera, Francie
e Fosfatovy pufr (PBS):
o Chlorid sodny (NaCl) — Lach-Ner s.r.o., Ceska republika
o Chlorid draselny (KCl) - CHEMAPOL, Ceska republika

o Hydrogenfosfore¢nan sodny (NazHPO4) — Lach-Ner s.r.o., Ceska
republika
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o Dihydrogenfosforeénan draselny (KH2POs) — Lach-Ner s.r.o., Ceské
republika

® RPMI 1640 with Glutamin — Biosera, Francie

4.4, PouZity software pro zpracovani dat

Z naméienych dat byla pomoci programu MultiPlot, ktery je soucasti softwaru
ke spektroskopu MiniScope MS 400, ur¢ena velikost piku danych spekter. Vzdy se méfila
velikost druhého piku ve spektru. Nasledné byla data statisticky zpracovana v programu
Microsoft Office Excel 365. Namétena spektra a grafy byly vykresleny v programu
Origin 9.0. Pro simulaci spekter byl pouzit program WINSIM, ktery je volné ke stazeni

Z: https://www.niehs.nih.gov/research/resources/software/tox-pharm/tools/index.cfm.
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5. Vysledky

5.1. Vliv AAPH a DMPO na zivotaschopnost buné¢né
kultury U937

V piipadé pouziti bunéénych kultur v experimentu je tfeba zjistit, jak dané
komponenty reakéni smési ovlivni Zivotaschopnost bunécné kultury. V této bakalaiské
préaci byla zivotaschopnost bunééné kultury U937 testovana trypanovou modii. Jako
kontrolni vzorek byla pouzita samotna bunééna kultura U937, u které byla zjisténa
zivotaschopnost pred zacatkem méfeni (Obr. ¢. 9). Nasledné se uréila zivotaschopnost
ve vzorku, ktery byl zahfivan po dobu dvou hodin s azo iniciatorem AAPH a promyt
v PBS. Jako posledni hodnota zde vystupuje Zivotaschopnost bun&tné kultury U937

ve vzorku, ktery byl méfen 30 minut po pfidani spinové pasti DMPO do vzorku.

Na obrazku €. 9 Ize vidét, Ze dochazi ke snizeni Zivotaschopnosti bunééné kultury
U937 téméf na polovinu, z ptuvodnich 55 % (Obr. ¢. 9) na 29 % (Obr. ¢&. 9). Pokles
zivotaschopnosti je zplisoben azo inicidtorem AAPH, ktery tvofi organické radikaly
napadajici integralni a periferni membranové proteiny. Pravé na téchto bio-
makromolekulach dochazi k oxidaci zptisobenou organickymi radikaly, pievazné ROO*®
a RO®. Pfidani spinové pasti DMPO do reak¢ni smési zpUsobilo snizeni zivotaschopnosti
bunééné kultury U937 ve vzorku na 21 % (Obr. €. 9). Uz se ale nejednalo o tak vyrazny

pokles jako v pripadé azo iniciatoru AAPH.

Samotny azo iniciator AAPH vykazuje vysoky EPR signail DMPO-OR komplexu.
Aby nedochézelo ke zkresleni EPR signdlu a bylo zfejmé, Ze naméfeny EPR signal
DMPO-OR komplexu pochazi zRO® tvofenych oxidaci membranovych proteint
bunécné kultury U937, bylo tfeba po ukoncéeni zahtivani odstranit AAPH z reakéni smési.
Z tohoto diivodu byla reakéni smés pro nasledujici méfeni vzdy po zahfivani promyta

pomoci pufru PBS. AZ poté nasledovalo ptidani DMPO do vzorku.
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Obr. ¢ 9: Vliv AAPH a DMPO na Zivotaschopnost bunééné kultury U937 v reakéni
smési. Zivotaschopnost samotné bunécné kultury U937 byla brana jako kontrolni vzorek.
Vzorek bunécné kultury U937 s 50 mM AAPH inkubovan pri 37 °C po dobu 2 hodin.
Vzorek U937 + AAPH + DMPO :zndzornuje Zivotaschopnost bunécné kultury
po dvouhodinové inkubaci bunécné kultury U937 s 50 mM AAPH pri teplote 37 °C
a ndsledném pridani 50 mM DMPO. Zivotaschopnost vzorku U937 + AAPH + DMPO
byla mérena po 30 minutach od pridani DMPO.

5.2. Zavislost doby ptsobeni azo iniciatoru AAPH
na velikosti EPR signalu DMPO-OR komplexu

Pro ur¢eni vhodné doby, po kterou bude vzorek s azo inicidtorem AAPH zahfivan
a tedy doba, po kterou bude dochézet k tepelné degradaci azo iniciatoru, bylo tifeba
promé&fit vzorky s riznou dobou zahfivani a sestavit z nich ¢asovou zavislost (Obr. ¢. 10).

Reakéni smés, kterd obsahovala AAPH a bunéfnou kulturu U937, byla zahfivana
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po urcitou dobu. Ukézalo se, Ze idealni doba zahtivani vzorku, pfi které byl EPR signal

DMPO-OR komplexu dostate¢né velky, jsou 2 hodiny.

Na obrazku ¢. 10 je zobrazeno EPR spektrum DMPO-OR komplexu, které se sklada
z kvartetu, ktery ma dva centralni piky vétsi nez piky krajni. Byla provedena simulace

naméfeného spektra pomoci programu WINSIM. Simulace je zndzornéna na obrazku

¢. 10.
J\f J \ J )\ Simulace

2 hod

\AW\—/\/—Ao’/\ﬁ—’/\f%’/\f-—‘A—s’w 1 hod

2000:|: WWWMMW*MWWW 0 min
r T T T T T T T T T '
332 334 336 338 340
B [MmT]

Obr. & 10: EPR spektra DMPO-OR komplexu v zavislosti na délce inkubace vzorku pii
teploté 37 °C. Vzorky obsahovaly 50 mM AAPH a bunécnou kultury U937. Vzorek byl
inkubovan pri teploté 37 °C po dobu 0 a 15 minut, 1 a 2 hodin. Nasledné byl vzorek
promyt v PBS a do reakcni smesi byl pridan 50 mM DMPO. Vzorek byl ponechan
V pokojové teploté po dobu 20 minut a poté méren. Simulace spektra byla provedena
Vv programu WINSIM a byly pouzity tyto §tépici konstanty: a¥ = 14,65 G, #a = 14,55 G,
"af =0,70 G, ?a = 0,25 G. Korelace simulovaného a naméreného spektra je R = 0,981

dle programu WINSIN.

27



5.3. Zavislost doby piisobeni spinové pasti DMPO
na velikosti EPR signalu DMPO-OR komplexu

Idealni doba zahtivani byla stanovena na 2 hodiny pfi teploté 37 °C. Dale bylo tieba
zjistit, po jakou dobu je vhodné nechat ptisobit spinovou past DMPO. Po dvouhodinovém
zahtivani byl vzorek promyt v PBS. Do reakéni smési byl ptidan DMPO a méfeni
probihalo v riznych ¢asovych intervalech od ptidani DMPO (Obr. ¢. 11). Mezi méfenimi

byl vzorek uchovavan v pokojové teploté.
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/\/

80 min

1

J\r
JV 70 min

’/W 60 min

i

=
—=

~,,“..,._____m._m/\/,_,.*_,_f\/,_“,,J(\/, "Abf 50 min
_Jﬂbr ._/\/,__%,ﬂ~/\/,_M“,_./\/,,w*-._*~_* 40 min
/\/__v____/\/,,-,__JWV/ N\ 30 min
A -\, /\V,. N 20 min
AN\~ AN\~ 10 min
{ 0 min
10000
I ' I ' I ' I ' I
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Obr. ¢ 11. EPR spektra DMPO-OR komplexu Vv zdvislosti na dobé piisobeni spinové
pasti DMPO na vzorek. Byl méren vzorek, ktery obsahoval 50 mM AAPH a bunécnou
kulturu U937. Vzorek byl inkubovan pri teploté 37 °C po dobu 2 hodin. Nasledné byl
promyt v PBS a do reakcni smési byl pridan 50 mM DMPO. Vzorek byl poté méren v 0.
az 90. minuté po pridini DMPO v desetiminutovych intervalech. Mezi mérenimi byl

vzorek uchovavan v pokojové teplote.

28



Na obrazku €. 11. Ize pozorovat, ze dochéazi k narGstu EPR signalu DMPO-OR
komplexu po celou dobu od ptfidani spinové pasti. Proto je mozné z tohoto méfeni
usuzovat, ze dochazi k propagaci oxidace bunécéné kultury U937, ptesnéji oxidace

na membranovych proteinech pomoci vytvoienych kyslikovych organickych radikalt.

Tento narust velikosti EPR signalu DMPO-OR komplexu je kvantitativné zobrazen
na obrazku €. 12, ze kterého je mozné uvazovat linearni zavislost velikosti EPR signalu
DMPO-OR komplexu na dob¢ ptisobeni spinové pasti DMPO. Je zde vidét velmi nizky
EPR signal DMPO-OR komplexu i v 0. minuté¢ méfeni. To je z divodu, ze méfeni probiha

5 minut, béhem kterych doslo ke tvorbé DMPO-OR komplexu, ktery byl detekovan.

5.4. Vliv antioxidanti peroxylového radikidlu na EPR
signal DMPO-OR komplexu

Na obrazku ¢. 13 jsou zobrazena EPR spektra DMPO-OR komplexu pfti pouziti
antioxidantu BHT a a-tokoferolu. Pfi porovnani se vzorkem, ktery neobsahoval zadny
antioxidant (Obr. ¢. 13) doslo k vyraznému potlaceni v ptipadé BHT nebo k uplnému
potlateni EPR signalu DMPO-OR komplexu v ptipad¢ a-tokoferolu. Kvantitativné
je tento jev vyjadien na obrazku ¢. 14, BHT potlacil EPR signal DMPO-OR komplexu
na 26 % pivodni hodnoty, zatimco a-tokoferol potlacil EPR signal DMPO-OR komplexu

az na 14 % puvodni hodnoty.
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Obr. & 12.: Velikost EPR signdlu DMPO-OR komplexu v zavislosti na dobé piisobeni
spinové pasti DMPO. Byl méren vzorek, ktery obsahoval 50 mM AAPH a bunécnou
kulturu U937. Vzorek byl inkubovan pri teploté 37 °C po dobu 2 hodin. Nasledné byl
promyt v PBS a do reakcni smési byl pridan 50 mM DMPO. Vzorek byl poté méren v Q.
az 90. minuté po pridani DMPO v desetiminutovych intervalech. Mezi mérenimi byl
vzorek uchovavan v pokojové teploté. Byla odectena velikost druhého piku ve spektrech

komplexu DMPO-OR.
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Obr. ¢ 13: Vliv antioxidantit peroxylového radikdlu na tvorbu EPR spektra DMPO-
OR komplexu. Vzorky obsahovaly 50 mM AAPH a bunécnou kulturu U937. Reakcni smés
byla zahrivana po dobu 2 hodin pri 37 °C. Nasledné se vzorek promyl v PBS. Poté byl
do vzorku pridan 50 mM DMPO, 50 mM DMPO a 5 mM BHT, nebo 50 mM DMPO

a 5 mM a-tokoferol.
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Obr. ¢. 14: Vliv antioxidantii peroxylového radikdlu na velikosti EPR signdlu DMPO-
OR komplexu. Vzorky obsahovaly 50 mM AAPH a bunécnou kulturu U937. Reakcni smés
byla zahrivana po dobu 2 hodin pri teplote 37 °C. Vzorek (AAPH + U937 + DMPO)
obsahoval 50 mM DMPO, vzorek (AAPH + U937 + DMPO + BHT) obsahoval 50 mM
DMPO a 5 mM BHT a vzorek (AAPH + U937 + DMP + a-tokoferol) obsahoval 50 mM
DMPO a 5 mM a-tokoferol. Byla odectena velikost druhého piku ve spektrech komplexu
DMPO-OR. Velikost EPR signalu komplexu DMPO-OR ve vzorku obsahujici BHT byla
snizena na 26 % oproti vzorku bez antioxidantii, V pripadé vzorku obsahujici a-tokoferol

byl EPR signal komplexu DMPO-OR sniZen az na 14 %.
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6. Diskuze

Zkoumani mechanismu tvorby reakci ROS v buiikach je velmi dulezité. Protoze
u clovéka muze nadmérnd tvorba ROS vést az k riznym onemocnénim naptiklad
aterosklerdze, Alzheimerove chorobé ¢i riznym druhtim rakoviny, je velmi uzite¢né znat
mechanismy pasobeni ROS. Proti ROS vSak plsobi antioxidanty, které snizuji mnozstvi

ROS v buiice.

Mg¢teni zivotaschopnosti ukazalo, jaky vliv ma AAPH na bunécnou kulturu U937.
iniciuje oxidaci biomakromolekul bunééné kultury, které tim mohou ztracet svou
integritu. Bylo zjisténo, ze doslo k rapidnimu sniZeni Zivotaschopnosti v reakéni smési,
a to témef o polovinu. Ve své studii Park a kol. (2003) uvadi pokles pii pouziti stejné
koncentrace, tedy 50 mM AAPH, na 58 % ptvodni hodnoty. Ve studii Duggan a kol.
(2002) byl zjistén pokles Zivotaschopnosti bunééné kultury U937 az na 50 % v ptipadé
pouziti 10 mM AAPH a inkubaci 12 hodin.

Po prométeni zavislosti pisobeni spinové pasti DMPO na vzorek, byla stanovena
doba piisobeni DMPO na 30 minut. Pfi této dobé plisobeni mél EPR signdl DMPO-OR
komplexu dostatecnou velikost. Na tomto misté je dobré podotknou, Ze doba zivota
komplexu spinové pasti s kyslikovym organickym radikalem, neni tak dlouha4, jako doba,
po kterou probihalo méteni. Miize tedy dochazet k rozpadu DMPO-OR komplexu, ktery
neni detekovan. Pouzitd koncentrace spinové pasti byla dostatecné velkd, aby byla
umoznéna tvorba velkého mnozstvi DMPO-OR komplexu po celou dobu pisobeni

1 méfenti.

Tvorba DMPO-OR komplexu mutze byt rizného pivodu. Jedna se o proteinovy
(PO*), lipidovy (LO®) alkoxylovy radikal nebo je detekovany RO® ptvodem z azo
iniciatoru AAPH (Obr. ¢. 15). Pii pouziti dané metodiky, kdy byl vzorek
po dvouhodinovém zahiivani promyt pomoci PBS, miizeme majoritni pfitomnost
DMPO-OR (AAPH) komplexu vyloucit. Jelikoz AAPH ma v porovnani s bunkami U937
nizkou hmotnost, pfi promyti dojde k odstranéni AAPH ze vzorku. Napomahd tomu

1 fakt, Ze DMPO je pfidano do reakéni smési az po promyti, kdy doSlo k odstranéni
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AAPH. Predpoklad je takovy, ze RO® vzniklé z AAPH jiz zacaly oxidovat bunécnou

kulturu v prubéhu dvouhodinového zahtivani.

Jelikoz dochazi k oxidaci na plazmatické membrang, jsou zde dvé makromolekuly,
které mohou byt oxidovany. Témi jsou lipidy Vv lipidové dvojvrstvé plazmatické
membrany nebo membranové proteiny. Pokud zohlednime vlastnost pouzitého azo
iniciatoru AAPH, ktery je hydrofilni, oxidace by méla probihat ve vé&tSi mife
na integralnich membranovych proteinech, protoze AAPH bude huife interagovat s lipidy
Vv plazmatické membran¢. Tuto hypotézu potvrzuje i studie Gieseg a kol. (2000), ve které
bylo dokazano, Ze pfi pouziti azo iniciatoru AAPH na bunécné kultufe U937 dochazi
k oxidaci proteinu. V této praci detekovali vzniklé ROOH a dosli k zavéru, ze v dochazi
k majoritni tvorbé POOH a minoritni nebo témér zadné tvorbé LOOH. Na jejich vysledky
pak navazaly dalsi studie, které k podobnym zavérim dosly pfi pouziti bunécné kultury
U937 (Du a Gebicki 2004), ale i pti pouziti bunééné kultury Sp2/0-Agl4 (Gebicky a kol.
2000). I kdyz pomoci EPR spektroskopie nelze rozlisit, zdali je detekovan DMPO-OP
komplex nebo DMPO-OL komplex, tak je detekovany EPR signal ptisuzovan DMPO-
OP komplexu. Pro ptesnéjsi rozeznani piivodu by bylo tieba provést sérii méfeni pomoci

kombinace vysokoué¢inné kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie.

Pii méfeni tvorby kyslikovych organickych radikali na bunééné kultuie U937
iniciovanou azo iniciatorem AAPH bylo detekovano spektrum DMPO-OP komplexu.
Otazkou ale zustava, zda je PO® tvofen piimou cestou z POO® pfes POOH, nebo zda
ve vzorku dochazi k tvorbé DMPO-OOP komplexu z POO® a nasledném rozpadu
DMPO-OOP komplexu na PO*® a nasledné interakci s DMPO za tvorby DMPO-OP
komplexu, jak je zaznacené na obrazku €. 15. Ve své praci Dikalov a Mason (1999)

uvadgéji, ze k tvorbé RO*® ptevazné dochazi rozpadem DMPO-OOR komplexu.

Pouziti antioxidantti BHT a a-tokoferolu vyrazné potlacilo EPR signal DMPO-OP
komplexu. Jak BHT, tak a-tokoferol jsou antioxidanty, které interaguji s POO®, aby
zamezili fetézové reakci. Potlaceni EPR signalu DMPO-OP komplexu pomoci
antioxidantu verifikuje tvrzeni, ze PO*® vznika rozpadem DMPO-OOP komplexu. Pokud
by PO® vznikal pfevazné z POOH, nedoslo by k tak vyraznému snizeni EPR signalu
DMPO-OP komplexu, protoze reakci POO® a antioxidantem muze vznikat i POOH,
a dochazelo by tedy i k nasledné tvorbé¢ PO* a DMPO-OP komplexu.
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Obr. ¢ 15: Schéma tvorby organickych radikalii na azo iniciatoru AAPH,
na proteinech (PH) a lipidech (LH). Je zndzornéna tepelna degradace AAPH pri teploté
37 °C. Schéma popisuje vznik lipidovych (LOO®) a proteinovych (POO®) peroxylovych
radikali a jejich komplexy se spinovou pasti DMPO-OOL a DMPO-OOP. Ddle je zde
zobrazen vznik lipidovych (LOOH) a proteinovych (POOH) hydroperoxidii, lipidovych
(LO®) a proteinovych (PO®) alkoxylovych radikalii a jejich komplexy se spinovou pasti
DMPO-OP, DMPO-OL.
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{. Zaver

Tato bakalatska prace byla zamétena na tvorbu kyslikovych organickych radikalt
na bunécéné kultufe U937 pomoci azo iniciatoru AAPH. Pro detekci tvofenych
kyslikovych organickych radikali byla pouzita EPR spektroskopie S vyuzitim spinové
pasti DMPO.

Pomoci tepelné degradace azo inicidtoru AAPH byla iniciovana propagace oxidace
proteinti na bunécné kultute U937. BEhem propagace dochazelo ke vzniku POO®
na membranovych proteinech bunééné kultury U937. Proteinové peroxylové radikaly
tvotily DMPO-OOP komplexy se spinovou pasti DMPO, které nebylo mozné detekovat,
protoze DMPO-OOP komplex je velmi nestabilni, rozpada se a vznika znéj PO°.
Proteinovy peroxylovy radikal pak reaguje s DMPO za vzniku DMPO-OP komplexu,
ktery byl detekovat pomoci EPR spektroskopie.

Byla proméfena casova zavislost velikosti EPR signalu DMPO-OP komplexu
na dobé plisobeni spinové pasti DMPO. Zjistilo se, ze dochazi k linearnimu narustu EPR
signalu DMPO-OP komplexu v pribéhu meéfeni. Tento fakt potvrdil, Ze dochazi

Kk propagaci proteinové oxidace v del§im ¢asovém useku.

Pfi méfeni s antioxidanty peroxylového radikalu BHT a a-tokoferolu byl
zaznamenan vyrazny utlum EPR signalu DMPO-OP komplexu. Vysledky méteni
s antioxidanty potvrzuje, ze PO® pievazné vznika rozpadem DMPO-OOP komplexu.
Pokud by majoritni tvorba PO® probihala rozpadem POOH, nedochazelo by k tak
vyraznému snizeni EPR signalu DMPO-OP komplexu pii pouziti BHT a a-tokoferolu,

protoze oba antioxidanty mohou pievadét PO® na POOH.

V této praci byla studovdna oxidace biomakromolekul a tvorba kyslikovych
organickych radikali pouze pomoci EPR spektroskopie. Tato metoda ov§em neumoziuje
rozlisit, puvod detekovaného DMPO-OR komplexu, zda se jedna pievazné oxidaci
proteint, a tedy tvorbu DMPO-OP komplexu, nebo zda ve vétsi mife dochazi k oxidaci
lipidd v plazmatické membrané¢ a tvorbu DMPO-OL komplexu. Podrobné&jsim
zkoumanim, napf. pomoci kombinace vysokouc¢inné kapalinové chromatografie

s hmotnosti spektroskopii, by bylo mozné navazat na tuto praci.
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