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1. Uvod

Lipidy jsou skupinou biomolekul, které hraji dilezitou roli v zivych organismech
a plni jisté biologické funkce. Vyskytuji se v bunkach jako soucast bunéénych membran,
kde pomahaji udrzovat jejich integritu a propustnost, mezi jejich dalsi funkce patii
ukladani energie, signalizace mezi bunikami nebo ochrana organti. Lipidy mohou podléhat
oxidaci, k t¢ dochazi zejména u téch lipidd, které obsahuji mastné kyseliny s fadou

dvojnych vazeb (polynenasycené mastné kyseliny).

Lipidova peroxidace je proces, pfi kterém dochazi k poskozeni lipidi. Reakce miize
probihat neenzymaticky, pasobenim reaktivnich forem kysliku, nebo také enzymaticky
pomoci riiznych enzymu, jako je lipoxygenasa, ¢i cyklooxygenasa. Neenzymaticka
lipidova peroxidace je fetézova reakce skladajici se ze tiech krokt a to iniciace, propagace
a terminace, béhem kterych vznika velké mnoZstvi produkt. Béhem propagace vznikaji
primarni produkty lipidové peroxidace hydroperoxidy. Tyto primarni produkty se mohou
ucastnit dalSich reakci za vzniku sekundarnich produkti lipidové peroxidace.
Mezi nejvice studované sekundarni produkty patii predevsim aldehydy, a to konkrétné
malondialdehyd a 4-hydroxynonenal, které mizeme povaZzovat za spolehlivé markery

lipidové peroxidace.

Teoreticka cast bakalafské prace je zaméfena na reaktivni formy Kkysliku
a lipidovou peroxidace, jeji produkty a nastartovani této fetézové reakce pomoci
azo iniciatoru. Experimentalni cast této prace se zabyva stanovenim dvou aldehydt
s kratkym fetézcem, jakozto sekundarnich produktt lipidové peroxidace v nddorovych
bunkach bunécné linie U937. Mezi stanovené aldehydy pomoci HPLC analyzy patii

acetaldehyd a propanal.



2. Prehled problematiky

2.1 Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou reaktivni slouceniny, které vznikaji
z molekularniho kysliku (O2), a to bud’ elektronovym pienosem nebo pomoci pienosu

energie za aerobnich podminek v buiikach.

Podle pritomnosti neparovych elektroni mohou byt ROS rozdéleny do dvou
skupin (Kohen a Nyska 2002). Radikalové ROS obsahuji jeden nebo dva neparové
elektrony a neradikalové ROS sice neobsahuji zadny neparovy elektron, ale radikalové

ROS z nich mohou vznikat.

Ptiklady radikalovych ROS jsou:
e superoxidovy aniontovy radikal ( 057)
e hydroxylovy radikal (HO*)
e hydroperoxylovy radikal (HO3)
e peroxylovy radikal (ROO*)
e alkoxylovy radikal (RO*®)
e alkylovy radikal (R®).

Neradikalové ROS jsou:
e peroxid vodiku (H202)
e hydroperoxid (ROOH)
e singletni kyslik (*Oy)
e kyselina chlorna (HCIO)

Vznik ROS pomoci pfenosu elektronu za¢ina na Oz, kdy ten je nejprve redukovan
elektronem a vznikd 05 (1). Superoxidovy aniontovy radikal dale pokracuje v reakci,
piijme elektron a proton vodiku a vytvaii se dalsi ROS a to H20.. Peroxid vodiku poté
reaguje s kationtem kovu a tim je redukovan na HO*. Hydroxylovy radikal v dal$im kroku

oxiduje biomolekulu (RH) za vzniku H,0 a R".

e e  Ht e Fe?t

hv , , RH
'0, <0, > 05" — H,0, —— HO* — H,0 (1)



Ke vzniku 1O, z Oz nedochazi pomoci piesunu elektrond, ale pomoci pienosu excitaéni

energie.

2.1.1 Superoxidovy aniontovy radikal

Superoxidovy aniontovy radikal je dvouatomova molekula kysliku s jednim
neparovym elektronem, ktery miize vznikat jak enzymatickymi, tak neenzymatickymi

procesy. Enzymaticky vznika 05 jednoelektronovou redukci Oz (2) (Birben a kol. 2012).
0, +e” - 03 (2)

Superoxidovy aniontovy radikdl mtze pii snizeni pH prechdzet ve svou

protonovanou formu, kterou je HO3 (Bielski a kol. 1985) (3).
HO, & H* + 03~ (3)
Diky tomu, Ze HO; neni zdporné nabity, tak muize mnohem snadnéji difundovat

pies membranu a reagovat s lipidy (Metodiewa a Koska 1999) .

Superoxidovy aniontovy radikal se chovéa jako oxidant, kdy piima elektrony
od Zeleznatého kationtu (Fe?*) a vznika H202 a Zelezity kationt (Fe®") (4), ale miiZze
se chovat i jako reduktant, kdy naopak elektrony daruje za vzniku O: (5). Kdezto HOS
se chova pouze jako oxidant, kdy pii reakci s RH vznika H,0, a R* (6).

05~ + Fe?* - H,0, + Fe3* 4)
05 + Fe3* - 0, + Fe?* (5)
HO3 + RH — H,0, + R° (6)

Dalsi dulezitou reakci, kde vystupuje 05, je tvorba H202 pomoci superoxid
dismutasy (SOD), ktera mtize byt rizného druhu. Mezi hlavni SOD obsahujici rtizné
katalytické kovové ionty fadime eukaryotickou Cu/Zn SOD, mitochondridlni Fe/Mn
SOD a Ni SOD (Pospisil a kol. 2019). Pfi této enzymatické reakci spolu reaguji dva 035,
pficemz jeden znich se oxiduje a druhy redukuje na H,0, (7). Ale v piipadé
neenzymatické spontanni reakce tato reakce neprobihd tak lehce, kviili odpuzujicim se
nabojum O3, proto je Cast&jsi reakce HO3 se zaporné nabitym 03~ (8) nebo reakce dvou
HO; pfi nizkém pH (9).

05"+ 05 +2H" - H,0, + 0, @)



HO3 + 03~ + H* - H,0, + 0, ®)

2.1.2 Peroxid vodiku

Je to velmi slaba kyselina skladajici se ze dvou atoml vodiku a dvou atomi
kysliku, kdy ani na jednom kysliku se nenachéazi neparovy elektron, tim padem to neni
radikal, ale do skupiny ROS ho tfadime, 1 kdyZ neni tak reaktivni, tak je substratem
pro vznik dal$iho druhu ROS, piesnéji HO®. Vyznacuje se delsi dobou Zivota a schopnosti

difundovat ptes membrany (Blokhina a Fagerstedt 2010).

Peroxid vodiku vznika enzymatickou nebo neenzymatickou jednoelektronovou redukei
05". Ale mize vznikat také dvou elektronovou redukci Oz katalyzovanou oxidazou (10)

anebo dvou elektronovou oxidaci vody za pomoci manganatého komplexu.
0, + 2H* + 2e™ —» H,0, (10)

M3 oxidacni 1 slabé€ reduk¢ni vlastnosti, mize se také samovolné€ rozpadat na vodu
a Oz (11), tento rozklad mtze byt urychlen svételnym nebo tepelnym zaifenim, ¢i t€zkymi

kovy (Cahill a Taube 1952).

2H,0, - 2H,0 + 0, (11)
2.1.3 Hydroxylovy radikal

Hydroxylovy radikal je dvou atomova molekula s jednim neparovym elektronem
na atomu kysliku. Mé velmi silné oxidacni vlastnosti, jeho doba Zivota je velmi kratka
(mén¢€ néz 1 ns) a tim padem nemuze prechazet pres membrany. Tento radikal vznika
zH;02 bcéhem metabolickych procesii, kdy buitkka je schopna vyprodukovat
okolo 50 HO* kazdou sekundu (Ayala a kol. 2014), to je az okolo ¢tyi miliontt HO® denné,

které potom dale mohou iniciovat lipidovou peroxidaci.

Reaktivita HO® je jedna z nejvysSich ze vSech ROS, a to hlavné kvuli neparovému
elektronu a také kvili velmi kladnému redoxnimu potencidlu. M4 schopnost reagovat
s vétSinou organickych molekul, jako jsou proteiny, lipidy, sacharidy nebo nukleové
kyseliny. Tyhle reakce probihaji v mist¢ vzniku HO® nebo v jeho blizkém okoli.

Reakce HO® s BH byva ve vétsiné piipadi nevratnd. Muze tomu tak byt u napadeni



purinovych a pyrimidinovych bazi DNA, kdy toto poskozeni je povazovano

za mutagenni.

Hydroxylovy radikdl muze vznikat jednoelektronovou redukei H,0, pomoci
prechodnych kovli (Fentonova reakce), jednoelektronovou redukei H,O0, pomoci 05~

(Haber-Weissova reakce) nebo také jednoelektronovou oxidaci vody (12).
H,0 - HO* + H* + e~ (12)

Béhem Fentonovy reakce spolu reaguje H20, a Fe?* za vzniku HO® a Fe3* (13).

Misto Fe?*mize reagovat i Mn?*, Cu* nebo Zn* (Pospisil a kol. 2019).
Fe?* + H,0, - Fe3* + HO® + OH~ (13)

Haber-Weissova reakce ma dva kroky, v prvnim vznika Fe?* a Oz reakci 05~ s Fe3* (14).

Druhym krokem uz je pouze Fentonova reakce (13).
Fe3* + 05" - Fe?* + 0, (14)

Kvili svym silnym oxida¢nim vlastnostem HO® ptijima elektrony a redukuje se

na vodu za vzniku R* (15), ktery dale vede k lipidové peroxidaci nebo oxidaci proteind.

HO® + RH - R* + H,0 (15)

2.1.4 Singletni kyslik

Singletni kyslik je O, ktery se nachazi v singletnim excitovaném stavu. V tomto
stavu se miize nachdzet na dvou energetickych hladinach, lisi se podle orientace spinu
a obsazovani elektronti v degenerovanych orbitalech. Prvni znich je singletni kyslik
(*Ag), ktery ma dva parové elektrony ve stejném orbitalu. Jeho hladina energie je nizsi
energii, ktera ma dva anti vazebné elektrony na dvou orbitalech, jeho doba Zivota je velmi
kratkd a relaxuje zpét na *O; s niZ&i energii.

Nevznika elektronovym pienosem, ale pfenosem excitacni energie z tripletniho
stavu 3P" (P zna¢i pigment) na O (16). Nejprve !P" piechdzi na 3P" pomoci
mezisystémového prechodu, poté reaguje s Oz V tripletnim stavu, kde dochazi k pfenosu

energie z 3P* na Oz a pigmenty se vraceji do stavu zdkladniho.

P> 3p*+ %0, -P+0, (16)



2.1.5 Alkylovy radikal

Alkylovy radikal vznika spolu s H20 pii reakci BH s HO®. Je to velmi reaktivni

organicka molekula s kratkou dobou zZivota a jeji neparovy elektron se nachazi a na atomu

uhliku.

2.1.6 Peroxylovy radikal

Peroxylovy radikal vznika v biologickém systému reakci O2 s R* nebo rozpadem
ROOH, ale v laboratofi se k jeho vzniku pouzivaji azo iniciatory. Tento organicky radikal
je vysoce energeticka molekula, jeho redoxni potencial zavisi na druhu R. Peroxylovy
radikal se vyznacuje také zejména svoji dlouhou dobou Zivota, kdy naptiklad s hemovou
skupinou dokaze byt v biologickém systému stabilni az po dobu 30 minut

(Kang a kol. 2002). Jeho anorganickym protéjskem je HOS3.

2.1.7 Alkoxylovy radikal

Alkoxylovy radikal je organickou paralelou HO*. Miize vznikat z ROO*® nebo také
jednoelektronovou redukci alkylového ROOH.

2.2 Lipidova peroxidace

Lipidy jsou zakladnim prvkem bunéénych membran, udrzuji jejich strukturu a fidi
funkci bun€k. Patfi mezi hlavni cile napadeni ROS, oxidace lipida je dale potom spojena
s fadou raznych patologickych stavii nebo onemocnéni, kterymi miize byt diabetes
(Negre-Salvayre a kol. 2008), rakovina, aterosklerdza nebo neurodegenerativni poruchy

(Alzheimerova ¢i Parkinsonova nemoc (Gao a kol. 2012)).

Lipidova peroxidace je proces, pii kterém plsobenim oxidacnich ¢inidel jako jsou volné
radikéaly dochézi k poSkozeni lipidii, zejména jejich polynenasycenych mastnych kyselin.
V bunkéch mize dochazet k lipidové peroxidaci neenzymatickymi procesy nejen pomoci
ROS, ale tento mechanismus miZe probihat i za pomoci enzymi, mezi které patii

lipoxygenasa, cyklooxygenasa nebo cytochrom P450 (Ayala a kol. 2014).



2.2.1 Pribéh neenzymatickeé lipidové peroxidace

Lipidova peroxidace pomoci ROS je fetézova proces skladajici se ze tfech krokd:
iniciace, propagace a terminace. Ze vSech ROS ma na neenzymatické peroxidaci lipida

nejveétsi podil HO® a HO3 (Ayala a kol. 2014).

2.2.1.1 Iniciace

Hlavnim krokem iniciace je tvorba R®. Nejprve dochazi k reakci inicidtoru
ve form¢€ volného radikalu s molekulou polynenasycené mastné kyseliny, kdy HO®
odstépuje atom vodiku z RH a vznikd R* Z této mastné kyseliny (15). Polynenasycené
mastné kyseliny obsahuji rizny pocet dvojnych vazeb ve své struktufe, a pravé tyhle
dvojné vazby jsou propojené methylenovymi skupinami, které jsou v disledku
pritomnosti dvojné vazby oslabené, proto HO® nejcastéji v tomto misté odstépuje vodik
z molekuly (Yin a kol. 2011). Piikladem muize byt kyselina linolova (obrazek ¢. 1),
ktera obsahuje dv€ dvojné vazby, a pravé vazba mezi uhlikem a vodikem na pozici C11

je ta nejslabsi v celé molekule.

HaC 0

11
OH

Obrazek ¢. 1: Struktura kyseliny linolové

V dalsim kroku dojde k pteskupeni dvojnych vazeb na R* a tim vzniké konjugovany dien.

Ten ihned reaguje s Oz za vzniku lipidového ROO* (17).

R* + 0, - ROO" (17)
2.2.1.2 Propagace

Propagace zacinad vznikem lipidového ROO", dale tento mechanismus pokracuje
vytrzenim atomu vodiku z RH na lipidovy ROO® za vzniku lipidového ROOH
a dalsiho R* (18).

ROO" + RH - R* + ROOH (18)

Lipidovy ROOH je prvnim pomérné stabilnim produktem lipidové peroxidace.



Pokud lipidovy ROO* reaguje s molekulou, ktera neobsahuje zadny neparovy elektron,

tak vznika dalsi radikal, ktery pokracuje v fetézové reakci.

2.2.1.3 Terminace

Poslednim krokem neenzymatické lipidové peroxidace je terminace, kdy proces
propagace trva do doby, nez se radikal setkd s dalSim radikalem za vzniku neradikalu,

¢imz je tretézova reakce ukoncena.

Reakce kdy spolu reaguji dva lipidové ROO* se nazyva Russellliv mechanismus, pii téhle
reakci vznika nestabilni linedrni tetraoxid (ROOOOR) (19), ktery se dale rozklada
na aldehyd, alkohol a O, (20) (Russell 1957).

2R00" - [ROOOOR] (19)
[ROOOOR] - RHO + ROH + 0, (20)

Tato fetézova reakce nemusi byt ukonéena pouze reakci dvou radikalt, ale k terminaci
muze dojit 1 pfi reakci volného radikalu s molekulou antioxidantu, ktera méa schopnost
tuto fetézovou reakci ukoncit (Young a Woodside 2001). Pti neenzymatické lipidové

peroxidaci se nejcastéji jako antioxidant pouziva vitamin E, kterym muze byt a-tokoferol.

2.3 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky, které dokazou ovlivnit lipidovou peroxidaci neboli
inhibovat bunécné posSkozeni volnymi radikaly. Chrani néas pted celou ftadou
nejriznéjSich onemocnéni, jako je Sedy zdkal, autoimunitni onemocnéni, alergie, astma
nebo dokonce i pied starnutim (Nimse a Pal 2015). Antioxidanty mizeme rozdé&lit

na enzymatické a neenzymatické.

2.3.1 Enzymatické antioxidanty

Enzymatické antioxidanty vystupuji v reakcich, kde zpisobuji rozpad volného
radikdlu a vznik méné reaktivniho radikalu. Mezi enzymatické antioxidanty patii SOD,

katalasa nebo glutathionperkata (Mates a kol. 1999).



2.3.2 Neenzymatické antioxidanty

Neenzymatické antioxidanty reaguji mnohem rychleji s ROS nez polynenasycené
mastné kyseliny, tim pferusuji jejich fetézové reakce, kterou miize byt lipidova
peroxidace. Mezi nékteré neenzymatické piirodni antioxidanty fadime vitamin E,
vitamin C, karotenoidy nebo flavonoidy (Valko a kol. 2006). Neenzymatické
antioxidanty mohou byt vyrobeny i umeéle, do téhle skupiny antioxidantd patfi
propylgallat, tercialni  butylhydrochinon, butylovany  hydroxyanisol = nebo
butylhydrotoluen (Shahidi a Zhong 2010).

2.4 Produkty lipidove peroxidace

Lipidova peroxidace je fetézova reakce, pti které vznika velké mnozstvi produkt,

které miazeme rozdé€lit na primarni a sekundérni.

2.4.1 Primarni produkty lipidové peroxidace

Mezi primarni produkty lipidové peroxidace patii ROOH, které vznikaji béhem
druhé faze lipidové peroxidace a to propagace, kdy reaguje ROO* spolu s neradikalem

za vzniku dalsiho radikalu a pravé ROOH.

Vytvotené ROOH mohou podléhat redukci a tim inhibovat poSkozeni molekul
(Ayala a kol. 2014). Krozkladu ROOH dochazi pomoci dvouelektronové nebo
jednoelektronové redukce. Dvouelektronovou redukci ROOH vyvolavaji enzymy
peroxidazy nebo selenoprotein P (Ayala a kol. 2014). Pfi jednoelektronové redukci
se ROOH rozpada na RO* (21) nebo na ROO*® (22) pomoci prechodnych kovi.

ROOH + Fe?* - RO® + Fe3* + OH- (21)

ROOH + Fe®* - ROO"® + Fe?* + H* (22)

2.4.2 Sekundarni produkty lipidové peroxidace

Pti konecném kroku lipidové peroxidace vznikaji sekundarni produkty.
Tato reakce spojena se vznikem hydroxy mastnych kyselin, reaktivnich karbonylovych
sloucenin nebo elektricky excitovanych sloucenin (Pospisil a Yamamoto 2017).

Mezi nejvice studované sekundarni produkty patii aldehydy, jako je hexanal,



malondialdehyd nebo 4 — hydroxynonenal. Aldehydy jsou stabilngjsi, néz jejich substraty

a mohou snadno difundovat z mista jejich vzniku.

Malondialdehyd patfi k mutagennim produktim lipidové peroxidace (Mukai
a Goldstein  1976) a je pouzivan jako biomarker lipidové peroxidace
(Mas-Bargues a kol. 2021).

Dalsi ze sekundarnich produktd lipidové peroxidace je 4-hydroxynonenal, ktery
je povazovan za velmi toxicky, vyznaCuje se vysokou reaktivitou, a to predevSim
s thiolovou a aminoskupinou (Schaur 2003). Jeho strukturu a strukturu malondialdehydu

muzeme vidé€t na obrazku ¢. 2.

Obrdzek ¢. 2: a) struktura malondialdehydu, b) struktura 4-hydroxynonenalu

Aldehydy s kratkym fetézcem patii také do skupiny sekundarnich produktt
lipidové peroxidace. Mezi aldehydy s kratkym fetézcem tadime slouceniny
od acetaldehydu po hexanal, formaldehyd nefadime mezi aldehydy s kratkym fetézcem,
jelikoz neobsahuje zadny fetézec. Strukturu acetaldehydu a propanalu mizeme vidét

na obrazku ¢. 3.

Obrazek ¢. 3: a) struktura acetaldehydu, b) struktura propanalu

Acetaldehyd neboli také ethanal, je vysoce toxicka, mutagenni a karcinogenni sloucenina

slozend ze dvou uhlikii. Propanal zndmy také jako propionaldehyd je organicka
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sloucenina skladajici se ze tfech uhlikt. Patii také mezi toxické produkty. Tyto dva
aldehydy vznikaji pravé v nadorovych buiikdch béhem oxidace nenasycené mastné

kyseliny, kterou mize byt kyselina linolova (Nowak a kol. 2011).

2.5 Azo iniciatory

Azo iniciatory jsou latky, které se pouzivaji v laboratofi pti studovani lipidové
peroxidace. Azoslouceniny funguji, jako inicidtory pro ROS pii své spontdnni
dekompozici pii 37 °C (Peyrat-Maillard a kol. 2003). Nejprve dochazi ke vzniku dvou R*
a molekularniho dusiku (N2) rozpadem azo iniciatoru (23), poté R® reaguje s O,
ktery se vyskytuje v okoli a vznika ROO* (24), ktery dale zpisobuje oxidaci na lipidech

za vzniku lipidového radikalu (25).

R-N=N—-R-2R + N, (23)
R* + 0, - ROO" (24)
ROO* + RH - ROOH + R (25)

Azoslouéeniny jsou chemické slouceniny, které obsahuji azo skupinu (—N = N-).
Az0 inicidtory obsahujici tuhle skupinu mtzeme délit podle riznych vlastnosti, nejcastéji
podle toho, jestli jsou schopny se ve vod¢ rozpoustét, a to na hydrofilni a hydrofobni
azo iniciatory. Mezi hydrofilni patii 2,2'-azobis(2-amidinopropane) dihydrochlorid
(AAPH) (obrazek ¢. 4) nebo 2,2 -azobis(2-kyanopropane) a do skupiny azo iniciatora
rozpustnych v lipidech mulzeme zafadit 2,2"-azobis(2,4-dimethylvaleronitril)
(Hanlon a Seybert 1997).

CHs  NH,
HN CH;s //N—H cr
cr N CH, NH
+
HN CHs

Obrazek ¢. 4: Struktura 2,2'-azobis(2-amidinopropane) dihydrochlorid (AAPH)

11



3. Cil prace

Cilem prace je stanoveni aldehydu s kratkym fetézcem vzniklych pii procesu
lipidové peroxidace na nadorovych bunkidch pomoci vysokoucinné kapalinové

chromatografie.
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4. Material a metody

4.1 Seznam pouzitych chemikalii

e 2,2'-azobis(2-amidinopropan) dihydrochlorid (Sigma-Aldrich, USA),
e kyselina sirova (Lach-Ner, Ceska republika),
e 2,4-dinitrofenylhydrazin (Sigma-Aldrich, USA),
e kyselina chlorista (HCIO4) (Sigma-Aldrich, USA),
e hydroxid sodny (NaOH) (Lach-Ner, Ceska republika),
o fosfatovy pufr (PBS),
o chlorid sodny (Lach-Ner, Ceska republika),
o chlorid draselny (CHEMAPOL, Ceska republika),
o hydrogenfosfore¢nan sodny (Lach-Ner, Ceska republika),
o dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, Ceska republika),
e médium RPMI 1640 (Biosera, Francie),
e penicilin (Biosera, Francie),
e streptomycin (Biosera, Francie),
e fetalni bovinni sérum (Biosera, Francie),
e trypanova modi (SigmaAldrich, USA),
e voda pro vysokotué¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC) (Sigma-Aldrich,
Izrael),
e acetonitril pro HPLC (Sigma-Aldrich, Izrael),
e acetaldehyd (Sigma-Aldrich, Izrael),
e propanal (Sigma-Aldrich, Izrael).

4.2 Pristrojové vybaveni

Laminarni box s vertikalnim proudénim vzduchu SCS 2-4 (Faster, Ferrata, Italie),
inkubator CO2 MITRE 4000 series (Contherm, Hutt City, Novy Zéland), stolni centrifuga
Centrifuge 5430 R (Eppendorf AG, Hamburg, Némecko), automaticky pocita¢ bunék
TC20 Automated Cell Counter (Bio-Rad Laboratories, California, USA), tfepacka
s ohfevem PSC18 (Grant Instruments, Cambs, Velkd Britanie), homogenizitor UPSOH
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(Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow, Némecko), chromatograf Alliance e 2695 HPLC
System (Waters Corporation, Milford MA, USA), detektor 2998 Photodiode Array
Detector (Waters Corporation, Milford MA, USA), chromatograficka kolona Symetry
C18, 4,6 x 75 mm s velikosti ¢astic 3,5 um (Waters Corporation, Milford MA, USA).

4.3 Bunécna linie U937

Pro meéfeni byla pouzita bunécnd linie U937, kterd byla poprvé izolovéana
od 37letého pacienta z histiocytarniho lymfomu v roce 1976. Buiky byly péstovany
Vv kultivaéni 1ahvi v inkubatoru s 5% CO; atmosférou pfiteplot¢ 37 °C spolu
s RPMI-1640 médiem, které obsahovalo 10% roztok fetalniho bovinniho séra

a 1% roztok antibiotik (penicilin a streptomycin v poméru 1 : 1).

4.4 UrCeni pocCtu a vitality bunéek

Urceni poctu bunc¢k bylo provadéno pomoci automatického pocitace bunék.
Nejprve byly buiiky smichany s 0,4% trypanovou modfi v poméru 2 : 1. Trypanova modf
pronikd do mrtvych bunék ptes jejich poruSenou plazmatickou membranu a obarvuje je,
zatimco u zivych bunék ke zbarveni nedochazi. Poté byly pieneseny na pocitaci sklicko
a vlozeny do pocitace bun¢k, tim bylo nasledn¢ ur¢eno celkové mnozstvi bun€k na ml,

pocet zivych bun¢k na ml a procentualni zivotaschopnost bun¢k.

Po celou dobu provadénych experimentt se z kultivacni ldhve v laminarnim boxu
odebiralo takové mnozstvi bun¢k, aby koncentrace byla 1 000 000 Zivych bunék na ml.
4.5 Priprava biologickych vzorkd na méreni volnych

aldehyd pomoci HPLC

Piiprava vzorkii na izolaci aldehydi se nejprve zapocala odebranim bunck
z kultivacni 1dhve, nasledovala centrifugace bunéné suspenze pii 2 460 g po dobu
10 min. Nésledné byl odebran supernatant, bunéény pelet byl spolu s 200 pul PBS
centrifugovan pii 2 460 g po dobu 5 min. Opét byl odebran supernatant a k peletu bylo
pridano 200 pl PBS, probéhla centrifugace pii 2 460 g po dobu 5 min.
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Po dvojim promyti bunék pomoci PBS byl odebran supernatant a k peletu bylo
pfidano 180 pul HPLC vody spolu s azo inicidtorem AAPH, tak aby vysledna koncentrace
byla 10 mM. Vzorky byly inkubovany pti 37 °C po dobu 0, 15, 30, 45 a 60 min, aby byla
sledovana Casova zavislost tvorby aldehydii. Pro zachovani piesného Casu pisobeni
AAPH, byla inkubace provadéna postupné a ostatni vzorky byly drzeny v PBS pti 37 °C.
Nasledn¢ byly vSechny vzorky centrifugovany pii 2 460 g po dobu 10 min.
Bylo odebrano 125 ul supernatantu a smichano spolu s 1 ul 50mM
2,4-dinitrofenylhydrazinu (DNPH) rozpusténého v 50% kyseling sirové, ktery zptisobi
derivatizaci vzniklych aldehyda (obrazek €. 5). Poté probihala inkubace vzorkd 30 min

ve tmée pii pokojové teploté, nasledné doslo k méteni vzorki na HPLC.

OQNJ,,O O§N+’O
0
o;H+ + HSC‘/<H oy
0 HN\NHZ <|3| HN\lN
N

Obrazek ¢. 5: Reakcni schéma derivatizace acetaldehydu pomoci DNPH

4.6 Priprava biologickych vzork( na méreni vazanych
aldehydl pomoci HPLC

Izolace vazanych aldehydu se zapocala stejné jako u volnych aldehydi, buniky byly
odebrany z kultiva¢ni lahve, nasledovalo dvoji promyti bunék pomoci PBS, poté byl
odebran pelet. K peletu bylo pfidano 180 ul HPLC vody spolu s AAPH (10 mM).
Nasledovala inkubace vzorkil na tfepacce s ohfevem pii 37 °C po dobu 0, 15, 30, 45
a 60 min. Poté byly vzorky centrifugovany pii 2 460 g po dobu 10 min. Supernatant byl
odstranén a k peletu bylo ptfidano 200 ul HPLC vody, vzorky byly homogenizovany

pomoci ty¢ového homogenizatoru po dobu 90 sekund. Pfi nizkém pH se aldehydy vazi
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na proteiny, proto byla poté provedena alkalicka hydrolyza. Do vzorki bylo pfidano 40 pl
6M NaOH a nasledné byly inkubovany pii 60 °C po dobu 30 min, tim doslo k uvolnéni
aldehydii navazanych na proteiny. Ke vzorkim bylo pfidano 100 pl 35% HCIO4,
aby doslo k precipitaci vzniklych proteini vlivem sniZzeni pH. Nasledné byly vzorky
protiepany a centrifugovany pii 2 460 g po dobu 10 min. Poté bylo odebrano 125 ul
supernatantu a smichdno s 1 ul 50mM derivatiza¢niho ¢inidla DNPH rozpusténého v 50%
kyseling sirové. Vzorky byly inkubovany ve tmé pii pokojové teploté¢ po dobu 30 min,

nasledovala jejich analyza s pouzitim HPLC.

4.7 Priprava vzorkd AAPH na méreni aldehydU
pomoci HPLC

Izolace aldehydi vytvofenych z azo iniciatoru AAPH byla provadéna nasledovné.
Nejprve bylo do mikrozkumavek piidano 180 pl HPLC vody spolu s AAPH,
aby vysledna koncentrace byla 10mM. Vzorky byly inkubovany na tiepacce s ohfevem
pii 37 °C po dobu 0, 15, 30, 45 a 60 min. Nasledné bylo odebrano 125 pul supernatantu
a smichano s 1 ul 50mM DNPH rozpusténého v 50% kyseliné sirové. Poté byly vzorky
inkubovany ve tmé pii pokojové teploté po dobu 30 min a nasledné¢ zméteny pomoci

HPLC.

4.8 HPLC analyza aldehydu

K analyze DNPH derivata bylo vyuzivano HPLC s konstantni mobilni fazi, ktera
byla slozena z HPLC vody a acetonitrilu v poméru 2 : 3. Izokratickd separace sloucenin
probihala pomoci kolony Symetry Symetry C18 (4,6 x 75 mm, velikost ¢astic 3,5 um)
s celkovym Casem analyzy 15 min a nastfikovy objem €inil 50 pl. Mobilni faze protékala
kolonou rychlosti 0,3 ml/min, kdy teplota kolony byla udrzovana na 25 °C a na vzorkach

byla udrzovana teplota 8 °C.

Aldehydy byly detekovany pomoci detektoru s diodovym polem (PDA) v rozsahu
vlnovych délek 200-400 nm. Pro vyhodnocovéni jednotlivych chromatogrami byla

vyuZivana vlnové délka 360 nm.
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5. Vysledky

5.1 Vliv azo inicidtoru na vitalitu bunék

Bylo provedeno méfeni vitality bun¢k po dané dobé inkubace 10 mM AAPH.
Byly pfipraveny vzorky o koncentraci 1000000 bunek/ml v RPMI-1640 médiu,
kdy vzorky obsahujici pouze bunécnou suspenzi slouzily jako kontrola a u dalsich vzorka
byla provedena inkubace s AAPH. Namétené hodnoty byly vyneseny do grafu spolu

se smérodatnymi odchylkami (obrazek ¢. 6).
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Obrdzek ¢. 6: Graf procentudlniho zastoupeni Zivych bunék ve vzorcich, které byly inkubovany

po urcitou dobu s 10mM AAPH pri teploté 37 °C. Zobrazené hodnoty znaci priumeéry (n=3, =SD).

Z obrazku ¢. 6 mizeme vidét, Ze doba inkubace AAPH ma vliv na vitalitu bunék. Vitalita
nadorovych bunék poklesla z 69 % v kontrole na 39 % ve vzorkach s dobou inkubace
AAPH 60 min.
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5.2 Tvorba aldehydd s kratkym fetézcem po aplikaci
azo iniciatoru

Cilem experimentalni ¢asti této bakalaiské prace bylo stanoveni sekundéarnich
produktii lipidové peroxidace v nadorovych buiikach. Pomoci HPLC analyzy byly
ve vzorcich identifikovany dva DNPH derivaty to acetaldehyd-DNPH derivat
a propanal-DNPH derivat. Na chromatogramu na obrazku ¢. 7 Ize vidét polohu piku
derivatiza¢niho ¢inidla DNPH a také polohy piki jednotlivych DNPH derivata.
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Obrazek ¢. 7: Chromatogram aldehydovych sloucenin derivatizovanych pomoci DNPH
V ndadorovych bunkach U937. Chromatogram s vyrezem zobrazujici acetaldehyd-DNPH derivat

(retencni ¢as t = 8,03 min) a propanal-DNPH derivat (retencni cas t = 10,48 min).

Nésledné bylo provedeno ovéieni, Ze se opravdu jedna o acetaldehyd-DNPH derivat

pomoci metody standardniho ptidavku (obrazek €. 8).
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Obrazek ¢. 8: Chromatogram pro overeni acetaldehyd-DNPH derivatu pomoci metody
standardniho pridavku. Vzorky byly inkubovany po dobu 0 min spolu s 10 mM AAPH pri teplote
37 °C.

Z obrazku €. 8 vidime, ze se acetaldehyd-DNPH derivat standardniho ptidavku vytvofil

ve shodny retenc¢ni ¢as jako nami izolovany acetaldehyd-DNPH derivat ze vzorku.

Bylo provedeno ovéfeni i pro dalsi sekundarni produkt lipidové peroxidace

propanal-DNPH derivat, také pomoci metody standardniho piidavku (obrazek ¢. 9).
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Obrdzek ¢. 9: Chromatogram pro ovéreni propanal-DNPH derivdtu pomoci metody standardniho

pridavku. Vzorky byly inkubovany po dobu 0 min spolu s 10 mM AAPH pri teplote 37 °C.

Z obrazku ¢. 9 mizeme vidét, ze propanal-DNPH derivat pochazejici ze standardniho
piidavku se vytvofil ve shodny retencni Cas, jako nami izolovany propanal-DNPH derivat

ze vzorku.
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Poté byla méfena Casova zavislost vlivu 10 mM AAPH na nadorové buiky
s dobou inkubace 0, 15, 30, 45 a 60 min. Jako prvni byl sledovan acetaldehyd-DNPH
derivat (obrazek ¢. 10).
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Obrazek ¢. 10: Chromatogram casové zavislosti tvorby acetaldehyd-DNPH derivatu pri piisobent
10 mM AAPH na nadorovych bunkach. Vzorky byly inkubovany po urcitou dobu spolu s 10 mM
AAPH pri teplote 37 °C.
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Obrazek ¢. 11: Graf casové zavislosti tvorby volného acetaldehyd-DNPH derivatu pvi puisobeni
10 mM AAPH na nadorovych burikdch v porovndni s acetaldehyd-DNPH derivatem vytvorenym
pouze z 10 mM AAPH bez bunek. Graf's vyrezem zobrazujici casovou zavislost tvorby vdazaného
acetaldenyd-DNPH derivdtu pii piisobeni 10 mM AAPH na nddorovych buiikdach. Zobrazené
hodnoty znaci priiméry (n=4 + SD).

Z obrazkl ¢. 10 a 11 muzeme vidét, Zze s rostoucim Casem plisobeni azo iniciatoru
na vzorky snadorovymi buiikami dochazi k narGstu mnozstvi acetaldehyd-DNPH
derivatu. Pi pisobeni 10 mM AAPH ve vzorcich s nddorovymi buiikami po dobu 60 min
se mnozstvi izolovaného acetaldehyd-DNPH derivatu zvétsilo 4,5x oproti plsobeni

10 mM AAPH po dobu 0 min.

Také z grafu na obrazku ¢. 11 mizeme vidét, Ze pti pisobeni 10 mM AAPH v HPLC
vodé bez nadorovych bunék, je mnozstvi izolovaného acetaldehyd-DNPH derivatu stalé

a nezavisi na délce inkubace azo iniciatoru.

Bylo stanoveno mnozstvi vazaného acetaldehyd-DNPH derivatu na proteiny v bunéénych
membrandch. Tohle mnozstvi zlistdva stabilni s rostouci dobou inkubace 10 mM AAPH

a dosahuje hodnot zhruba 6x vyssich neZ pro volny acetaldehyd-DNPH derivat.

Muzeme si dale povSimnout, Ze uz i pii ptisobeni 10 mM AAPH po dobu 0 minut, bylo

stanoveno urcité mnozstvi volného acetaldehyd-DNPH derivatu v nddorovych buiikach.
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Pozd¢ji bylo ovéfeno, ze toho mnozstvi vznikd pii pusobeni derivatiza¢niho ¢inidla
nastény nadoby mikrozkumavky  zpolypropylenu. Mnozstvi  stanoveného
acetaldehyd-DNPH derivatu vytvofeného pii ptisobeni DNPH v plastové a ve sklenéné

mikrozkumavce maZzeme vidét na obrazku &. 12.
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Obrazek ¢. 12: chromatogram zobrazujici zavislost tvorby acetaldehyd-DNPH derivitu pri
ptisobeni DNPH ve sklenéné a plastové mikrozkumavce.

Z grafu vidime, ze pifi pusobeni derivatiza¢niho ¢inidla ve sklenéné mikrozkumavce
nedochazi k vytvoreni takového mnozstvi acetaldehyd-DNPH derivatu jako pti plisobeni

DNPH v plastové mikrozkumavce.
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Nasledn¢ byl sledovan dalsi sekundéarni produkt lipidové peroxidace, konkrétné

propanal-DNPH derivat (obrazek ¢. 13).
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Obrazek ¢. 13: Chromatogram casové zavislosti tvorby propanal-DNPH derivatu pri piisobeni
10 mM AAPH na nadorovych burikach. Vzorky byly inkuboviny po danou urcitou dobu s AAPH
pri teploté 37 °C.
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Obrdzek ¢ 14: Graf casové zavislosti tvorby volného propanal-DNPH derivatu pri piisobeni
10 mM AAPH na nddorovych busikach v porovndni s propanal-DNPH derivdatem vytvorenym
pouze z 10 mM AAPH bez bunek. Graf's vyrezem zobrazujici casovou zavislost tvorby vdazaného
propanal-DNPH derivaitu prii piisobeni 10 mM AAPH na nddorovych buiikdch. Zobrazené
hodnoty znaci prumeéry (n=4, + SD).

Jak mizeme z piedchozich dvou obrazku ¢. 13 a 14 vidét, tak se vzristajicim Casem
inkubace azo iniciatoru ve vzorcich s nadorovymi bunikami dochézi k nartistu mnozstvi
propanal-DNPH derivatu. Pfi pusobeni 10 mM AAPH ve vzorcich s nadorovymi
bunikami po dobu 60 min se mnozstvi stanoveného propanal-DNPH derivatu zvétsilo

zhruba 2x oproti piisobeni 10 mM AAPH po dobu 0 min.

Také z grafu na obrazku €. 14 miizeme vidét, Ze pti ptsobeni 10 mM AAPH v chemickém
systému bez nadorovych bun¢k, bylo stanovené mnozstvi izolovaného propanal-DNPH

derivatu po celou dobu stalé a nezavisi na délce inkubace azo iniciatoru.

Bylo stanoveno mnoZstvi vazaného propanal-DNPH derivatu na proteiny v bunéénych
membranach. Tohle mnozstvi ziistava stabilni s rostouci dobou inkubace 10 mM AAPH

a dosahuje nejvyssich namétenych hodnot pro propanal-DNPH derivat.

Muzeme si dale povSimnout, Ze uz i pii ptisobeni 10 mM AAPH po dobu 0 minut, bylo

stanoveno urcit¢é mnoZstvi volného propanal-DNPH derivatu v nadorovych buikéch.
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Dale bylo ovéteno, ze toho mnozstvi vznika pii plisobeni derivatizacniho ¢inidla na stény
nadoby mikrozkumavky z polypropylenu. Mnozstvi propanal-DNPH derivatu
vytvoteného pti pasobeni DNPH v plastové a ve sklenéné mikrozkumavce miizeme vidét

na nasledujicim obrazku ¢. 15.
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2
2
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©
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0,0005 '/\
-0,0005 } } f f } } } } }
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¢as [min]
sklenéna mikrozkumavka plastova mikrozkumavka

Obrazek ¢. 15: Chromatogram zobrazujici zavislost tvorby propanal-DNPH derivatu pri
ptisobeni DNPH ve sklenéné a plastové mikrozkumavce.

Z chromatogramu ¢. 15 vidime, Ze pfi pusobeni derivatizacniho ¢inidla ve sklenéné
mikrozkumavce dochézi k vytvoieni mnohonasobné mensiho mnozstvi propanal-DNPH

derivatu néz pii pasobeni DNPH v plastové mikrozkumavce.
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6. Diskuze

Lidova peroxidace je fetézova reakce, kterd se se zdjmem studuje uz od poloviny
minulého stoleti, aldehydy jakozto sekundarni produkty lipidové peroxidace se pak
aldehydi s kratkym fetézcem vytvofenych béhem procesu lipidové peroxidace
v nadorovych buinikach U937. Jako iniciator lipidové peroxidace byl pouzit azo iniciator
AAPH. K detekci sekundéarnich produktii byla vyuzivana HPLC analyza, pomoci které
byly detekovany aldehydy s kratkym fetézcem, a to konkrétné acetaldehyd-DNPH derivat
a propanal-DNPH derivat. Tyto aldehydy byly vytvofeny béhem oxidace mastné
kyseliny, ktera obsahovala dvé a vice dvojnych vazem. Nejprve doslo k iniciaci reakce
za pomoci ROO*® nebo RO* vytvoteného rozpadem AAPH spolu s nenasycenou mastnou
kyselinou linolovou, byl vytvofen uhlikovy radikal na kyselin€ linolové. Ten dale
reagoval s Oz za vzniku ROO*. Béhem procesu propagace byl ROO*® vytrhnut vodik z RH
za vzniku ROOH. Hydroperoxid kyseliny linolové reagoval s Fe?* za vzniku RO®
na kyseling linolové. Z RO* kyseliny linolové byl beta stfihem vytvoien hexanal (Girotti
1998) a druhym fragmentem byla kyselina s uhlikovym radikalem, ktera dale mohla
podléhat fetézové reakci. Vznikly hexanal byl poté rozstépen na acetaldehyd a buten
vV piitomnosti radikalu. Stépeni aldehydu na aldehyd s krat$im fetézcem a alken popsali
jiz (Norrish a Bamford 1936)). Buten byl poté $tépen na formaldehyd a propanal
(Gonzalez-De-Castro a Xiao 2015). Schéma tvorby aldehydu s kratkym fetézcem

detekovanych v této bakalarské praci je zobrazeno na obrazku €. 16.

U obou stanovenych aldehydi v nadorovych bunkach dochazelo k narustu jejich
mnozstvi s rostoucim ¢asem inkubace AAPH. M¢étenim kontrolni hodnoty 0 min
pusobeni AAPH byla stanovena jistd hladina aldehydu. Tohle mnozZstvi aldehydt pochézi
z reakce derivatizacniho ¢inidla se sténou plastové mikrozkumavky. Kdy derivatizaéni
¢inidlo je rozpusténo v kyseliné sirové, kterda mize mit vliv pravé na plastovou
mikrozkumavku. Méfili jsme 1 mnozstvi aldehydd, kdyz derivatiza¢ni ¢inidlo plsobi

ve skle, ale namétené mnozstvi nedosahovalo takovych hodnot jako v plastu.

Meétenim vitality vzorkl s riznou dobou plisobeni AAPH bylo ukazano, jaky vliv
ma AAPH na nédorové buniky. Bylo ocekévano, Ze s rostouci dobou plisobeni AAPH

vitalita nadorovych bun¢k bude klesat, jelikoz AAPH pracuje jako iniciator lipidové
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peroxidace, pii které dochazi k oxidaci BH a tim k jejich néslednému naruseni. M¢éteni

potvrdilo vliv AAPH na vitalitu bunék. Vliv AAPH na vitalitu bunék popisovala i studie

(Firth a kol. 2007), ktera uvadi ze pfi pouziti 10mM AAPH a inkubaci 12 hodin dojde

k poklesu vitality az o 50 %.
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Obrdzek ¢. 16: Schéma tvorby aldehydii s kratkym retézcem z kyseliny linolové
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7.7aveér

Teoreticka ¢ast predkladané bakalarské prace byla zamétena na téma reaktivnich
forem kysliku, lipidové peroxidace a jeji sekundarni produkty a poté na iniciaci lipidové

peroxidace pomoci azo iniciatora.

Cilem experimentalni ¢asti bakalaiské prace bylo stanoveni sekundarnich
produkta lipidové peroxidace v nadorovych bunkach iniciované pomoci azo iniciatoru
AAPH. Byla pouzita bunéc¢na linie U937, u které byl studovan vliv pisobeni AAPH
na vitalitu téchto bunék. S rostouci dobou inkubace azo inicidtoru vitalita bunék klesala.
Sekundarni produkty lipidové peroxidace byly izolovany znadorovych bun¢k,
derivatizovany pomoci derivatiza¢niho ¢inidla DNPH a analyzovany pomoci metody
HLPC. Pomoci chromatografické analyzy byly stanoveny dva sekundarni produkty
lipidové peroxidace: acetaldenyd-DNPH derivat a propanal-DNPH derivat. Pouzitim
metody standardniho pifidavku bylo ovéfeno, ze se opravdu jednd o tyto aldehydy
s kratkym fetézcem. Byla sledovana Casova zavislost tvorby téchto dvou sekundarnich
produkti lipidové peroxidace pii pusobeni AAPH po dobu 0, 15, 30, 45 a 60 min.
U acetaldehyd-DNPH derivatu byla zaznamenana hodnota pii pusobeni AAPH po dobu
60 min 4,5x vétsi nez hodnota kontrolni a u propanal-DNPH derivatu doslo k naristu 2x,
ale u chemického systému bylo mnozstvi stanovenych sekundarnich produkt konstantni
po celou dobu inkubace AAPH. Acetaldehyd-DNPH derivaty a propanal-DNPH derivaty
je mozno povazovat za spolehlivé markery lipidové peroxidace iniciované pomoci AAPH

vV nadorovych buiikach U937.
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