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Cile prace:

e Vypracovani literarni reSerSe na problematiku tvorby organickych radikald

rozpadem organickych hydroperoxidu.

e Seznameni se sdetekci organickych radikalli za pomoci elektronové
paramagnetické rezonancCni  spektroskopie a stanoveni organickych
hydroperoxidi za pomoci FOX test.



Uvod

Mezi reaktivni formy kysliku (zkracené ROS) patfi volné radikaly, které jsou vysoce
reaktivni slouceniny s kratkou dobou Zivota. Reaktivita volnych radikald souvisi
s existenci neparového elektronu ve vnéjsi Casti elektronového obalu molekuly, ktery
poskytuje volnému radikalu znacnou reaktivitu (Valko a kol., 2004). Nejjednodussim
volnym radikalem je atom vodiku (H), ktery obsahuje jen jeden elektron a to neparovy.
Nékteré volné radikaly mohou také obsahovat i jiné atomy napf. atom kysliku (O).
Volné radikaly jsou velmi reaktivni, nestalé slouCeniny, které napadaji v burikach
organismu vse, co je biologické stavby (lipidy, proteiny a nukleové kyseliny). Mohou
meénit jejich strukturu a poskodit je do takové miry, kdy bunécné casti nemohou

spravné biologicky fungovat.

Reaktivni formy kysliku vznikaji pfirozené pfi nékterych chemickych reakcich, plini
mnohé dulezité funkce (likvidace fagocytovaného materidlu v granulocytech, prinik
spermie do vajicka apod.) a pusobi pfi bunééné smrti (apoptéza). Jejich tvorba je
v rovnovaze s antioxidativnimi mechanismy, které maji ochranny vliv. Naruseni této

rovnovahy ve prospéch volnych radikald vede k tzv. oxidativnimu stresu.

Cilem mé diplomové prace je studium a detekce rozpadu organickych hydroperoxida
na organické radikaly. Pro jejich detekci byl pouzit FOX test a pro detekci radikalt bylo
pouzito EPR spin-trapové metody a imuno spin-trappingu. Obé metody maji hlavni
pouziti v detekci volnych radikall, ale musime pouzit tzv. vychytavace spinu (spin-
trapy), které jsou schopné prevést volné radikaly na adukty vychytavaca spinl s delSi
dobou Zivota a tim je mozné je detekovat. Pomoci metody EPR spin-trapové metody
se detekuji paramagnetické radikaly a pomoci imuno spin-trappingu neparamagnetické

nitronové adukty.



Teoreticka cast
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1. Reaktivni formy kysliku

Vznikaji pfi chemickych reakcich (napf. autooxidace) a Casto zamérné (neutrofily nebo
synthasa oxidu dusnatého), napfiklad mitochondrie produkuji superoxidovy aniontovy
radikal (O,"), ktery je ve vétSim mnozstvi nebezpeény pro burku, a proto musi byt
odstrafiovan enzymem superoxid dismutasou obsahujici mangan (MnSOD), jinak by
dochazelo k poskozeni u eukaryotickych organismd (McCord a Fridovich, 1969). Casem
byly objeveny dalSi antioxidanty, které puasobi proti volnym radikalim (kapitola 1.3
Eliminace ROS v bunkach).

Reaktivni formy kysliku jsou vSude na Zemi, v ZivociSich, rostlinach a v aerobnich
bakteriich, kde se vyskytuji v mnozstvi, které pfirozené regulacni mechanismy dokazi
neutralizovat (Pokorny, 2005). Jsou dulezitou soucasti obrany bunky proti infekci,
bunécné signalizace, apoptdézy a starnuti bunék (Hawkins, 2001; Halliwell a Gutteridge,
2007; Halliwell, 2011; Tulah, 2013; Kroeller-Schoen a kol., 2014), dale pak jsou dulezité
také v procesu dozravani spermii, kdy hladina ROS muze ovlivnit interakci spermie a
vajicka (Buonocore a kol., 2010). Bohuzel ROS mohou byt také nebezpelné pfi vysoké
koncentraci v burice, kdy mohou poskodit proteiny, lipidy, nukleové kyseliny a bunécné
struktury. Napfiklad v DNA poskozuji purinové a pyrimidinové baze, kde zpusobuji
dvoufetézcoveé zlomy a cross-link DNA. Tato poSkozeni mohou byt pfi¢inou mutageneze,
karcinogeneze, procesu starnuti, nemoci souvisejicich s vékem (Dai a kol., 2009;
Harman, 2009) a neurodegenerativnich nemoci (Parkinson a Alzheimer) (Ames, 1983;
Halliwell, 2006; Finch, 2007; Halliwell a Gutteridge, 2007; Halliwell, 2007).

a Gutteridge, 2007; Lambeth, 2007). Reaktivni formy kysliku pomahaji imunitnimu
systému zabijet infek&ni organismy rychlou a silnou odpovédi, tim nas chrani pfed
infekcemi. Patogeny dokazou reagovat na urcitou hladinu ROS v organismu zvySenim
obranného antioxidativniho systému, ktery zpomaluje fyziologickou odpovéd imunitniho
systému. Hladina ROS v organismu se proto méni a jeji vy$Si hodnota je pro patogeny
velky problém, protoze samy nestihaji v€as zareagovat a jsou pak posléze postupné
zlikvidovany (Halliwell a Gutteridge, 2007; Imlay, 2008). Jakmile je hrozba patogen(
odstranéna, hladina ROS se v burfice po imunitni reakci postupné snizuje (Morgenstern,
1997; Halliwell, 2006; Hultgvist a kol., 2009).

Lidské télo reguluje ROS/antioxidativni rovnovahu velmi opatrné, aby se hladina

antioxidant( a oxidativniho poSkozeni pfilis neménila (Halliwell ,1999; Halliwell, 2000).

11



1.1 Definice a déleni ROS

Reaktivni formy kysliku muzeme definovat jako chemické latky obsahujici atom d&i
molekulu kysliku a jsou déleny na dva druhy: radikalové ROS a neradikalové ROS.
Nejcastéji jsou ROS v literatufe nazyvané jako ,volné kyslikové radikaly“. Termin ROS je

zkratka pfevzata z angli¢tiny: ,Reactive oxygen species”.

Prvni skupina radikalovych ROS obsahuje O,", oxid dusnaty, hydroxylovy radikal
(HO®) a hydroperoxylovy radikal (HO,"). Radikalova skupina ROS je povazovana za vice
reaktivni, protoZze obsahuje vzdy jeden ¢i vice neparovych elektrond ve vnéjsi vrstvé
molekulového orbitalu a ma vysoce pozitivni redoxni potencial (Halliwell a Gutteridge,
2007). Radikaly jsou schopné oxidovat biomolekuly (lipidy, proteiny a nukleové kyseliny)
v burikach a vytvofit posléze organické radikaly (napf. peroxylové (ROO°) a alkoxylové

(RO" radikaly) (Gutteridge a Halliwell, 2000; Halliwell a Gutteridge,2007).

Druha skupina neradikalovych ROS zahrnuje peroxid vodiku (H,O;), peroxynitrat,
hydroxid, singletni kyslik (*O,) a kyselinu chlornou. Tyto neradikaly, jak je také mazeme
nazvat, neobsahuji neparovy elektron, ale mohou byt chemicky reaktivni a vytvofit

radikaly za urcitych podminek.

1.2 Tvorba ROS

Tvorba ROS je soucasti redoxnich procesu (napf. bunécné dychani v mitochondriich,
oxidativni vzplanuti), ale také interakce bunék s vnéjSimi (exogennimi) a vnitfnimi
(endogennimi) zdroji. Mezi exogenni zdroje ROS patfi fyzikalni zdroje (y, UV a viditelné
zareni) nebo chemické zdroje (xenobiotika) (von Sonntag, 1987; Halliwell a Gutteridge,
1989). Endogenni zdroje ROS =zahrnuji autooxidaci, mitochondrialni elektronovy

transportni fetézec, fagocytarni reakce, reakce cytochromu P450 a dalsi.

Reaktivni formy kysliku se vytvafi pfi pfenosu excitacni energie nebo elektronu. Pfenos
excitaéni energie nastava pfi pfenosu energie z tripletniho chromoforu na O, za vzniku
singletniho kysliku (‘0,) (Halliwell a Gutteridge, 2007). PFi pfenosu elektronu dochazi
k redukci O, za vzniku superoxidového aniontového radikalu (O,") (Obrazek 1, reakce 1)
katalyzovana nékolika typy membranovych nebo cytoplasmatickych enzymd. Redukce je
uskute€néna za pomoci komplexu | a komplexu Il v mitochondrii katalyzované NAPDH
oxidasou. Superoxidovy aniontovy radikal miaze dismutovat na peroxid vodiku (H,Oy)

spontanné (Obrazek 1, reakce 2) nebo pomoci enzymu superoxid dismutasa (SOD). Dale
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pak pomoci katalasy nebo peroxidasy se H,O, redukuje na H,O a O,. Za pfitomnosti iontu
kovu (Fe** a Cu?") dochazi k tvorb& HO® (Obrazek 1, reakce 3) prostfednictvim Fentonovy
nebo Haber-Weissovy reakce (Kyaw a kol., 2004). Peroxid vodiku se také dokaze sam

rozlozit pomalou samovolnou disociaci, tato metoda se pouziva k laboratorni pfipravé O,.

e e, 2H* Fe?*
0, -~ 0, —\ ., H,0 HO*

Obrazek ¢. 1. Strucny popis redukce O,, superoxidového radikalu a redukce H»O,. Prevzato a
modifikovano od Pospisil a kol. (2013).

Ve vétdiné pripadd maji radikaly kratkou dobu Zivota, protoZe velmi rychle reaguji
s biomolekulami za vzniku dalSich radikalt (Hawkins and Davies, 2001). Pfehled nékolika

reakci ROS s buné&nymi komponentami je znazornéno na Obrazku 2.
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Obrazek ¢&. 2: Burniky udrzuji redoxni homeostazu mezi vznikem a eliminaci ROS pomoci jednotlivych

reakcich na obrazku 1. Pfevzato a modifikovano od Shi a kol. (2012).

1.3 Eliminace ROS v bunkach

Hladina ROS v burikach je udrzovana na nizké urovni pomoci antioxidac¢nich systémua,
které eliminuje ROS, a tak chrani biomolekuly pfed Skodlivym G¢inkem ROS. Antioxidaéni
systém muzeme rozdélit na neenzymaticky a enzymaticky. Toto rozdéleni predstavuje
vétsinu celkové antioxidativni kapacity bunék (Obrazek 3) (Ristow a kol, 2009; Jang a kol.,
2010; Palomero a Jackson, 2010).

Pozitivni regulace Pro-oxidanty ze stravy
(napf. polyfenoly)
Metabolismus kyseliny

arachidonové Peroxiredoxiny,

Glutathion/Glutathion
peroxidasovy systém

Pozitivni regulace

Fagocyty Dalsi zdroje SOD, katalaza
Antlomdanty Antioxidanty ze stravy

02'-IH2021NO ‘[ Dalsi ROS (napf. polyfenoly),

A € Vitamin E. Vitamin C,
j Karotenoidy
Bunééné dychani

i . i Chelatory Zeleza Krevni sloZky
Synthésa oxidu dusného (napf. lactoferin) (napf. Albumin,
Ceroluplasmin,
i L Hemopexin,
Xantin oxidasa Haptoglobin

Transferin)

RQOS - reaktivni formy kysliku

SO0D - superoxid dismutasa

Obrazek ¢. 3: Priblizny popis rovnovahy mezi antioxidanty a ROS udrZzovany v burikach. (Prevzato a
modifikovano od Halliwell (2011).

Neenzymatické antioxidanty jsou tvofeny nizkomolekularnimi latkami (askorbat, a-
tokoferol, koenzym Q10 a dalSi latky) (Valko a kol., 2007). PF¥i interakci ROS s
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neenzymatickymi antioxidanty jsou antioxidanty oxidovany ROS za vzniku radikalu

antioxidantu, ktery je nasledné eliminovan.

Enzymatické antioxidacni systémy zahrnuji enzymy superoxid dismutasy (SODy),
peroxidasy a peroxiredoxiny. Superoxid dismutasy rychle odstrafuji vytvofeny
0O," pomoci katalyzované dismutace, kdy do reakce vstupuji dva O,", pfiCemz jeden je
redukovan na H,O, a druhy na O, (viz reakce 4). Zivogichové maji MnSODy v
mitochondrialni matrix a médnato-zineCnaté typy SOD (CuZnSOD) v mitochondrialnim
mezimembranovém prostoru a ve zbytku buriky (Fridovich,1995). Rostliny maji takeé
SODy, které maji ve svém aktivhim misté zelezo (FeSOD) (Alscher a kol., 2002). Bakterie
obsahuji vSechny jiz uz zminéné SODy, ale maji navic SODy obsahujici nikl (NiSOD)
(Halliwell a Gutteridge, 2007). Vdechny SODy katalyzuji dfive zminénou reakci a je jedno
jaky obsahuiji prvek (Fridovich, 1995; Halliwell a Gutteridge, 2007).

reakce €. 4

205+ 2H* + SOD - H,0,+ 0,

Peroxid vodiku je eliminovan pomoci enzym( z rodiny peroxidas nebo katalasy
Substratem pro peroxidasu mlze byt napf. askorbat nebo glutathion. Reakci pomoci
askorbat peroxidasy (AA) vznika z H,O, H,O a redukovany dehydroaskorbat (DHA)

(reakce 5)

reakce ¢. 5

H,0, + AA - H,0 + DHA

V pfipadé, Ze oba substraty pro enzym jsou H,O,, dochazi k uplnému rozkladu H,0O,

pomoci katalasy na H,O a O, (reakce 6)

reakce ¢. 6

2 H,0, + katalasa — 2 H,0 + 0,
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Peroxiredoxiny jsou peroxidasy a mohou byt povazovany za nejdllezitéjSi enzymy
v odstranéni H,O, u zvifat, bakterii a rostlin (Rhee, 2006). Jsou to homodimery
neobsahujici Zadnou prosthetickou skupinu a jejich redoxni reakce je zavisla na cysteinu
v aktivnim misté. Zname nejméné tfi typy peroxyredoxinu: typicky 2-cys (nejbéznéjsi),
atypicky 2-cys a 1-cys peroxydiredoxin. Bufky maji fadu mechanismd na reaktivovani
oxidovanych peroxyredoxini (Rhee a kol., 2006) napf. u zvifat je nezbytny selen pro
aktivitu thioredoxin reduktasy, ktera udrzuje thioredoxiny v redukovaném stavu pro

peroxiredoxiny.

1.4 Oxidativni stres

Béhem oxidativniho stresu dochazi k naruSeni oxidacni-antioxidaéni rovnovahy
vedouci k potencialnimu oxidativnimu poskozeni (Sies, 1991). Oxidativni stres muze
vzniknout pfi poklesu hladiny antioxidantl, pfi zvySené produkci ROS, kdy je bunka
vystavena vy$Sim hladinam O,, dale pfitomnosti toxind produkujicich ROS (paraquat)
nebo pfi zvySené aktivaci pfirozenych systémi produkujicich ROS (napf. fagocytl)
(Halliwell a Gutteridge, 2007).

V poslednich letech byly vyvinuty biomarkery (napf. malondialdehyd, 4-hydro-2-
nonenal, 4-hydroxy-4-hexenal, akrolein, izoprostany a dalSi) pro monitorovani oxidativniho
stresu a jim zpusobeného oxidativhiho poSkozeni v lidskych tkanich a tekutinach. Pro
mérfeni oxidativniho stresu se nejvice pouziva krev a moc€. BohuZzel tato méfeni Spatné
detekuji oxidativni poSkozeni v malém mnozstvi bunék, a navic poSkozeni nékterych
organl se vubec neodrazi na burkach v krvi (napf. poSkozeni v mozku) (Moller a Loft,
2002; Jacob a kol., 2003; Halliwell, 2005; Halliwell a Gutteridge, 2007; Bjelakovic a kol.,
2008; Loke a kol, 2008; Halliwell, 2009; Meagher a kol, 2010; Rytter a kol., 2010; Xu a
kol., 2010).

1.5 Organické radikaly

Lipidové a proteinové alkylové radikaly (R®) se tvofi vytrzenim slabé navazaného H
z nenasycenych mastnych kyselin a aminokyselin pomoci HO® (Obrazek 4, reakce 5). P¥Fi
pritomnosti O,, R® reaguje s O, za vzniku lipidového a proteinového peroxylového radikalu
(ROQO") (Obrazek 4, reakce 6). Vytrzeni dalSiho H z nenasycenych mastnych kyselin a

aminokyselin pomoci ROO® dochazi k tvorbé lipidového a proteinového ROOH a dal$iho
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R* (Obrazek 4, reakce 7) (Ravanat a kol., 2000). Organické ROOR jsou obecné
primarnimi produkty lipidové peroxidace a proteinové oxidace. Dosud jsou studovany

nejvice lipidové ROOH, ale v posledni dobé se zveda zajem i o proteinové ROOH.

HO;', HO® 0, Fe?

RH \5 . R "-E » ROO" AT-RDOH L\—.Ro*

Fe** OH-

Obrazek ¢&. 4. Struény popis jednotlivych reakci a jejich komponent pro vznik organickych radikald.

Prevzato a modifikovano od PospiSil a kol. (2013).

Organické ROOH se pii nedostatku iontt pfechodnych kovii (Fe?*, Cu?*) a redukujicich
latek nahromadi v bufice a jsou vysoce stabilni. Riuzné se pohybuji diky chybéjicimu
neparovému elektronu a vysoké polarité z mista vytvorfeni k cili. V opacné situaci, kdy
jsou ionty pfechodnych kovu a redukujici se latky pfitomny v blizkosti ROOH, dochazi

k redukci ROOH na lipidové a proteinové RO* (viz obrazek €. 3, reakce 8).

1.5.1 Proteinové hydroperoxidy

Proteiny jsou prvni cile ROS v burice, protoze se vyskytuji v bufice nejvice ze vSech
bunétnych komponent. Reakci proteind s ROS vznika relativné hodné produktu.
V proteinech dochazi napf. k oxidaci vedlejSich fetézcu, fragmentaci kostry proteinu, dale
pak dochazi k dimerizaci nebo agregaci proteinu, ke zménam v konformaci a bunééném

chovani proteinu a dalSi (Obrazek 5).
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Duasledky oxidace proteinti

Oxidace vedlejiich Fetézc(i - nékteré mohou byt pouiity jako markery poikozeni

Fragmentace kostry proteinu
/ Vytvoreni novych reaktivnich latek
(peroxidy, DOPA)

—y Uvolnéni daliich radikéll a vyskyt reakei v Fetézci
X*
— —p  Dimerizace nebo agregace
nebo —fp  Rozbaleni nebo konformaéni zmény
neradikélow —p  Ztrata funkéni a strukturdlini aktivity
oxidant —p

Zmény v bun&éném chovani

Obrazek ¢&. 5: Dusledky oxidace proteint. Prevzato a modifikovano od Davies a Hawkins (2004).

Produkty vznikajici béhem oxidace proteind jsou dle vyzkuma relativné inertni a
odstrafiovany intro &i extra-celularnimi enzymy (Dean a kol., 1991; Pacifici a Davies,
1990; Dean a kol., 1992; Grant a kol., 1992). DalSi vyzkumy dokazaly, ze nékteré
produkty (napf. redukéni zbytky navazané na proteiny a proteinové peroxidy) mohou
iniciovat dalSi chemické reakce, které vedou ke zvySeni oxidativniho stresu (Simpson a
kol., 1992; Gieseg a kol., 1993; Simpson a kol., 1993).

Nejnovéjsi vyzkumy se zabyvaly pfitomnosti radikall v protein-radikalové fetézové
reakci a byly provedeny pomoci EPR spin-trapové metody (Davies a kol., 1995; Davies,

1996). Bohuzel pfesna stechiometrie oxidace proteinl neni stale znama.

Proteiny reaguji s ROS za tvorby proteinovych radikall, které posléze interaguji a tvori
napf. aromatické produkty postrannich fetézcl, peroxylové radikaly kostry proteinu a

postrannich fetézcu, peroxidl vazanych na proteiny a dalSi (Obrazek 6).
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Aromatické produkty postrannich fetézci(i <= Stabilni markery
X* XH I proteinového poskozeni

(0]
Protein —S-&, Proteinové radikaly —_— Peroxylové radikaly

kostry proteinu
/ 0, /

Peroxylové radikaly —, Peroxidy vazané 10, o )
postrannich retézci na proteiny ' rotein
Sekundarni
Oxidacni produkty radikély - Fragmentace kostry proteinu
postrannich fetézcti l
I Dalsi poskozeni:

Stabilni markery Proteiny - inaktivace enzymu
proteinového poskozeni DNA - oxidované baze, prolomeni vlakna,

cross-linky mezi proteinem a DNA
Lipidy - indukce peroxidace

Obrazek ¢. 6: Reakce proteinti s ROS. Prevzato a modifikovano od Davies a Hawkins (2004).

1.5.2 Lipidové hydroperoxidy

Dulezitym chemickym déjem, kterému podléhaiji lipidy a je sou€asti oxidativniho stresu,
je lipidova peroxidace (Rowley a kol., 1984; Otamiri a Sjodahl, 1989; Baynes, 1991;
Esterbauer a kol., 1992; Berliner a Heinecke, 1996; Markesbery, 1997). B&hem tohoto
procesu jsou lipidy v bunéEnych membranach oxidované na lipidové ROOH (Girotti,
1998). Lipidové ROOH a cyklické peroxidy mastnych kyselin jsou primarnimi produkty
lipidové peroxidace, které pak podléhaji pfeménam za vzniku sekundarnich produktd
lipidové peroxidace (Gardner, 1989; Esterbauer, 1993; Girotti, 1998; Spiteller, 1998).
Nékteré sekundarni produkty lipidové peroxidace (napf. malondialdehyd, 4-hydro-2-
nonenal a 4-hydroxy-4-hexenal) jsou velmi reaktivni a zpusobuji poSkozeni (napf.
naruseni struktury a funkce biomolekul (Terao a Matsushita, 1977; Frankel a kol., 1979).

VétSina reakci lipidQ je popsana na obrazku 7.
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|

Propagace lipidove
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Obrazek ¢. 7: Schéma znazorriujici vznik a rozpad ROOH v membrané. Fosfolipidové ROOH mohou byt
redukovany na méné reaktivni ROH pomoci PHGPx nebo jsou hydrolyzovany fosfolipasou A2 uvolriujici
ROOH mastnych kyselin. Tyto ROOH jsou redukovany GPx nebo rozkladany kovovymi ionty, ONOO"™ &i
pomoci HCIO. Pri tomto rozkladu vznikaji peroxyly mastnych kyseliny (ROO°) anebo alkoxylové radikaly
(RO"). Tyto latky se mohou ucastnit reakci, které vedou ke vzniku lipidovych fragmentacnich produkti a taky

davaji za vznik "0, pomoci Russellova mechanismu. Prevzato a modifikovano od Miyamoto a kol. (2007).

Lipidova peroxidace muze probihat dvéma zplsoby — enzymaticky a neenzymaticky.
V pfipadé neenzymatické peroxidace lipidl se jedna o proces premény lipidu, ktery je
Casto nekontrolovatelny, degenerativni a patologicky. Na reakci se nejvice z ROS podileji
HO® a HO,". Celkové se tato reakce déli na tfi faze: iniciace, propagace a terminace
(Ayala, 2014). Neenzymaticka peroxidace lipidi probiha predevS§im v biologickych
membranach a lipoproteinech, kde se méni fluidita, propustnost membran, membranovy
potencial, dochazi k ovlivnéni membranovych enzym( a tvorbé chemoatraktivnich latek

pro makrofagy.

Enzymaticka peroxidace lipidd probiha v aktivnich centrech hydroperoxidas a

endoperoxidas (cyklooxygenasa a lipoxygenasa) a produkuje biologicky aktivni latky
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(prostaglandiny, leukotrieny), které jsou dllezité v fizeni bunécnych déji a v ochrannych
pochodech (Stipek a kol., 2000).

V prabéhu obou mechanismu peroxidace lipidU vznikaji také derivaty mastnych kyselin,
zvané oxylipiny. Oxylipiny jsou derivaty mastnych kyselin obsahujici jednu nebo vice
kyslikovych skupin, jsou biologicky aktivni a maji dalezitou roli jako obranné signaly nebo

antimikrobialni slou€eniny.

Lipidové ROOH vzniklé pfi peroxidacich jsou relativné stabilni v organickych roztocich
za pokojové teploty. Rozkladaji se pomoci kovovych iontd (Fe*, Cu®") redukci na RO*

anebo oxidaci na ROO® (reakce 7 a 8).

reakce ¢. 7

ROOH + Fe?* - RO* + OH™ + Fe3*

reakce ¢. 8

ROOH + Fe3* - ROO®* + HY 4+ Fe?*

Dale mohou byt rozloZzeny pfi ohfati, pfi expozici UV svétlem nebo pfi pfitomnosti
hemovych protein (Girotti, 1998). Mohou také podléhat redukci na méné aktivni ROH
pomoci enzymu patfici do skupiny GPx ¢i glutathion transferas (GST) (Ursini a Bindoli,
1987).

1.5.2.1 Detekce hydroperoxidli a peroxidu

Prvni pouzivanou metodou pro detekci lipidovych hydroperoxidi je reakce s jodem
v kyselém prostiedi, pfi které reaguje pFfesné jeden jodidovy iont pro kazdou
hydroperoxidovou skupinu v reakci (Jessup a kol.,, 1994). Nicméné tato metoda trpi

citlivosti k O, a svétlu, proto jeji hlavni pouziti je ve standardizaci jinych metod.

Dal$i Siroce pouzivanou metodou je technika zahrnujici redukci ROOH pomoci Fe?*
v kyselych organickych rozpoustédlech a vznik komplext Zelezitych ionthd (Fe®') s
xylenolovou oranzi (XO) (Wolff, 1994; Gay a kol., 1999). Vznikly komplex XO/Fe*" je

méfen pomoci absorplni spektroskopie (Gay a kol., 1999). Tato metoda je jinak
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oznacovana jako FOX test a v dnesni dobé se hlavné pouzivaji jeji vylepsené verze PCA-
FOX (Gay a Gebicki, 2002) a M-PCA-FOX (Gay a Gebicki, 2003). Metoda FOX assay je
relativné rychla, bez citlivosti k O, a urovné absorbance jsou stabilni. BohuzZel hlavnim
nedostatkem je nepfesna stechiometrie mezi vzniklymi ROOH a Fe** a vysoka citlivost
k malé zméné v pH (Gay a kol., 1999; Gay a kol., 1999).

Mezi dal$i techniky méfeni hydroperoxidli a peroxidd muzeme zaradit infracervenou
spektrofotometrii (Ralph a kol., 1958), konduktometrii, separace pomoci HPLC s normaini
nebo reverzni fazi v kombinaci s LC/MS/MS (Morgan a kol., 2008), kombinace HPLC-
ESR, ESI/MS, MS/MS (Guo a kol., 2003) a EPR spin-trapova metoda.

1.5.3 Peroxylové a alkoxylové radikaly

Peroxylové radikaly jsou souasti mnoha oxidativnich metabolickych a degradacénich
reakci (Howard, 1973). Prikladem téchto reakci je napf. autoperoxidace, dale pak
chemicky (Witting, 1980) ¢&i biologicky indukovana lipidova peroxidace (Recknagel a kol.,
1977; Slater, 1984) a rozpad ROOH pomoci kovovych komplext (reakce 8) (Hrycay a
O’Brien, 1971; Griffin a Ramirez, 1981; Kalyanaraman a kol., 1983; Dix a Marnett, 1985).
Zminéné reakce mohou byt dale katalyzovany pomoci dalSich ROQO?®, které vznikaji pfi
tvorbé prostaglandinu H (De Groot a kol., 1975; Rahimtula a O'Brien, 1976; Porter, 1980;
Vliegenthart a Veldink, 1982).

Peroxylové radikaly vznikaji hlavné reakci radikald R® obsahujicich ve svém stfedu C
s O, (reakce 9) nebo interakci ROOH s kovovymi komplexy (Fe**) (reakce 8) (Kochi, 1973;
Neta a kol., 1990; Davies a kol., 1995; Davies a kol., 1996).

reakce €. 9

2R°+ 0, > ROO*

Vzniklé ROO® prochazeji velkym mnozstvim reakci, které davaji za vznik dalSim
slou€enindam obsahujicim karbonylové skupiny (aldehydy nebo ketony), alkoholim a
ROOH, ale mohou také dimerizovat, kdy vznikne tetroxid (ROO-OOR) reakci dvou ROO*

(reakce 10). Tetroxid se muze rozlozit na karbonyl a organicky hydroxid (Bartlett a
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Guaraldi, 1967; Adamic a kol., 1969; Bennett a kol., 1970; Howard, 1972; Bennett, 1990;
von Sonntag a Schuchmann, 1997).

reakce ¢. 10

2R0O0° - ROO — O0OR

Alkoxylové radikaly mohou vznikat rozpadem z ROOOOR (reakce 10 a reakce 11)
nebo jednoelektronovou redukci ROOH (reakce 12) (Berdnikov a kol., 1972; Gilbert a kol.,
1981; Gilbert a kol., 1981; von Sonntag, 1987; Chamulitrat a kol, 1988; Davies, 1989).

reakce ¢. 11

ROO — O0R - 2R0°+ 0,

reakce ¢. 12

ROOH +e~ - RO°+ HO™

Alkoxylové radikaly jsou sou¢asti mnoha dullezitych reakci, podobné jako ROO* (napf.
pyrolyza a fotolyza mnoha organickych peroxidl, esterd organickych &i anorganickych
kyselin). Dukazy o existenci RO® v reakcich jsou diskutovany v mnoha ¢lancich z poloviny
20. stoleti (Leffler, 1949; Bell a kol., 1951; Waters, 1952; De La Mare a Vaughan, 1957,
Gray a Williams, 1959; Walling, 1957; Karnojitzky, 1958). Problémem bohuzel je, Zze RO®
nemohou byt izolovany a vétSina dlkazu je nepfima (Gray a Williams, 1959). Na tyto
problémy z poloviny stoleti navazaly dalsi studie (Chamulitrat a kol, 1988; Davies, 1989)
které detekovaly RO®, ale i ROO® radikaly rozpadem ROOH.

1.5.3.1 Detekce a dtikazy tvorby peroxylovych a alkoxylovych radikalci

Jednoznacné dukazy tvorby ROO® a RO® bylo v mnoha biologickych systémech tézké
ziskat. Pfima detekce neni vétSinou mozna, i kdyz pokusy o detekci pomoci EPR byly

uskute¢nény. Pfi pokusech o detekci ROO® a RO® za pomoci EPR byly pouzity spin-trapy
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(tzv. vychytavace spinu a-phenyl-N-tert-butylnitron (PBN) a 2-methyl-2-nitrosopropan
(MNP)), ale vysledky nebyly divéryhodné kvlli fotochemické a termalni nestabilité
vyslednych aduktd vychytavacd spin vzniklych pfi reakci spin trapu s radikalem (Howard
a Tait, 1978; Janzen a kol., 1978; Pfab, 1978). Dosazené vysledky kontrastuji s dalSimi
vyzkumy, kdy se podafilo zachytit ROO® a RO* za pokojové teploty ve tmé pfi pouziti
stejnych vychytavacl spind PBN a MNP (Ohto a kol., 1977; Niki a kol., 1983; Yamada a
kol., 1984).

Jiné studie ROO* a RO* pomoci EPR vybraly cyklické vychytavace spinl nitronové
stavby 5,5-dimethyl-1-pyrrolin (DMPO), a-(4-pyridyl N-oxid)-N-tert-butylnitron (POBN).
Tyto vychytavace spind meély vytvofit detekovatelny adukt vychytavace spint a poskytnout
charakteristickd EPR spektra pro sledované radikaly. Bohuzel jednotlivé studie a vysledky
nelze porovnat, protoze byly provedeny za jinych podminek a rozpoustédel, a proto jsou
dal$i prace k objasnéni tohoto problému nutné (Janzen a kol., 1978; Rosen a Rauckman,
1980; Kalyanaraman a kol., 1983).

1.6 Elektronova paramagneticka rezonanéni spektroskopie

Elektronova paramagnetickd rezonanéni spektroskopie (jiny nazev je elektronova
spinova rezonancni spektroskopie neboli ESR) je metodou pro studium molekul
obsahujicich neparové elektrony (napf. kyslikové, organické radikaly a paramagnetické
ionty pFfechodnych kovuU). Elektronova paramagnetickd rezonancéni spektroskopie
jednoznalné dokaze urcit pfitomnost latek obsahujicich neparové elektrony i pfi velmi
nizké koncentraci a této vlastnosti se vyuziva pfi studiu mechanismi chemickych a
elektrochemickych reakci. Dale pak je EPR schopné poskytnout cenné informace o vnitfni
struktufe molekul napf. lokalizace neparovych elektront v molekule, aktivnich center a

intramolekularnich pohyba.

1.6.1 Princip EPR

Pro méfeni je potfeba EPR spektrometr, ktery se sklada ze zdroje elektromagnetického
zafeni (v rozsahu mikrovin), dale pak z mikrovinného detektoru, silného elektromagnetu a

rezonatoru, do kterého se vklada vzorek v sklenéné €i kfemenné kapilare.

Elektronova paramagneticka rezonanéni spektroskopie je zalozena na Zeemanoveé

jevu, pfi kterém dochazi k Stépeni energetickych hladin elektrond v magnetickém poli.
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Absorpce elektromagnetického zafeni (mikrovinna frekvence v elektromagnetickém
spektru) paramagnetickym vzorkem (latka s neparovym elektronem) umisténym
v magnetickém poli probiha za urcité frekvence a hodnoté magnetického pole, ktera zavisi
na typu pfitomné paramagnetické latky a jeji charakteristice. Toto popisuje rovnice 1, kde
h = Plankova konstanta, v = frekvence, g = konstanta zavisla na typu radikalu, = Bohrlv

magneton a H = aplikované magnetické pole.

rovnice ¢. 1

hv = gfH

Vyhoda EPR je, Zze kdyZ nejsou pfitomny zadné radikaly nebo neparové elektrony, tak
nedochazi k Zzadnym absorpcim a eliminuje se tak tim i absorpce pozadi, ktera byva

problematicka pro jiné spektroskopické techniky pfi zkoumani biologickych vzorka.

NejvétSim omezenim EPR je doba zivota volnych radikald za fyziologickych podminek.

Tato omezeni EPR vedla k dalSimu vyzkumu a vyvinuti EPR spin-trapové metody.

Vysledkem EPR méfeni je EPR spektrum, ve kterém dostaneme zaznam absorpce
mikrovinného zareni v zavislosti na velikosti magnetického pole, a jednotliva spektra jsou
ve formé prvni derivace absorpéniho spektra. Spektrem EPR tedy rozumime zavislost
derivace dl/dH velikosti absorpce vysokofrekvenéni energie na intenzité vnéjSiho

magnetického pole.
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Obrazek ¢&. 8: Porovnani absorpéniho spektra a EPR spektra. Prevzato a modifikovano z

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/2/21/EPR_lines.png/749px-EPR_lines.png.

1.6.2 EPR spin-trapova metoda

Spin-trapova metoda byla vyvinuta na konci 60. let 20. stoleti jako rozSifujici technika
EPR pro detekci reaktivnich radikall v chemickych systémech (lwamura a Inamoto, 1967;
Janzen, 1971; Lagercrantz, 1971; Perkins, 1980; Janzen a Haire, 1990; Villamena a
Zweier, 2004). Pfi EPR spin-trapové spektroskopii vyuzivame vychytavace spind
organické stavby obsahujici ve svém stfedu nitronové nebo nitroso stavby. Vychytavace

spinU reaguiji s radikaly za tvorby aduktu vychytavace spinu.

Vybér vychytavace spinl pro dany radikal podléha nékolika kritériim. Prvnim kritériem
je doba potfebna k vytvoreni paru radikal-vychytavac, ktera je mnohem kratSi nez doba
reakce radikalu s okolim. DalSim kritériem je, ze kazdy vychytavac se pouziva pro detekci
urcitého radikalu, a proto jich existuje vice druhl. Posledni kritérium je nejdllezité;si,
protoze je o stabilité paru radikal-vychytava¢, kdy vychytava¢ a radikal vytvofi kovalentni
vazbu a tento par je stabilni a méfitelny pomoci EPR. V8echna vySe zminéna kritéria by
méla byt pfi experimentu zohlednéna a navrhnuta v ramci technickych a laboratornich
moznosti tak, aby se podafilo zméfit pozadovany radikal. Specificita reakce vychytavacl s
volnymi radikaly udélala z EPR pomoci vychytavace spinll vysoce specificky nastroj pro
detekci volnych radikald v biochemickych systémech, bunkach, tkanich a zvifatech
(Hawkins a kol., 2009).
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Bohuzel i EPR spin-trapova metoda proteinovych radikald in vivo ma své omezeni.
Prvnim je pronikani vychytavacu spint do bunék, druhym omezenim je nestabilita adukt(
vychytavaCe spinl v tkanich, dale pak ztrata dielektrického vzorku a nizka koncentrace

téchto aduktl v pfitomnosti antioxidantd, které mohou reagovat s vychytavacem spind.

1.6.2.1 Detekce radikalti pomoci EPR spin-trapové metody

PFi detekci radikald O," a HO® pomoci vychytavace spinll DMPO vznika superoxidovy
(DMPO-OO0H) a hydroxylovy (DMPO-OH) adukt vychytavace spinli (obrazek 9), ktery ma
rizna EPR spektra (Finkelstein a kol., 1980). Spektralni rozliseni DMPO-OOH a DMPO-
OH (obrazek 10) (Vojta a kol., 2015) meéla velky vliv na porozuméni role O, a HO®
v mnoha biologickych procesech zahrnujicich také imunitni odpovéd v0ci hostiteli
(Britigan a kol., 1986; Pou a kol., 1989; Ramos a kol., 1992). Stéle se ale nevi, pro¢
pfitomnost atomu O ovliviiuje tvar EPR spektra u DMPO-OOH a DMPO-OH aduktd

vychytavace spinu.
H* H
+ 0 — = T OOH
O

\

oO—=2

H
N OH
D.
3

Obrazek ¢. 9: Vychytavac spinit DMPO (¢. 1) a jeho dvé vznikajici formy v reakci s O,"" a HO®*: DMPO-
OOH (¢. 2) a DMPO-OH (¢. 3). Prevzato a modifikovano od Rosen a kol. (2004).
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DMPO-OH

Obrazek ¢. 10: Odlisna EPR spektra DMPO-OH a DMPO-OOH adukt( vychytavace spint. Prevzato a
modifikovano od Vojta a kol. (2015).

Pro detekci radikalu HO® se mlze také pouzit vychytava¢ spind POBN a 3,3,5,5-
tetramethyl-1-pyrrolin (TMPO). Reakci vychytavace spini POBN s HO® vznika POBN-OH
adukt vychytavaCe spinl, ktery ma poloCas zivota vfadu nékolika hodin. Jinym
vychytavadem spind s podobnym polo€asem Zzivota aduktu vychytavace spin(, ktery je
vhodny napfiklad pro detekci 'O, je TEMPD (2,2,6,6-tetramethyl-4-piperidin). VyuZiti
vychytavacu spinl pro detekci radikall v biologickych systémech je stale pfezkoumavano
(Davies a kol., 1996; Berliner a kol., 2001; Villamena a Zweier, 2004).

Spin-trapova metoda byla plivodné vyvinuta pro zkoumani radikalt nizkomolekularnich
latek (O, aHO®) a je dnes rozsahle pouzivan pro zkoumani tvorby radikall na
proteinech, lipidech, DNA/RNA a polysacharidech jak v izolovaném, tak i komplexnim
biologickém systému (Davies, 1993; Clement a kol., 2001; Davies a Hawkins, 2004).

1.7 Imuno spin-trapping

Metoda imuno spin-trappingu navazuje na EPR spin-trapové metody a posouva je o
kousek dale. Imuno spin-trapping kombinuje specifitu, senzitivitu spin-trapové metody a
interakci mezi antigenem a protilatkou. Je zaloZena na detekci nitronové ¢asti v DMPO-

protein-radikal odvozeného aduktu vychytavace spint pomoci protilatky proti DMPO.

Vychytava€ spint DMPO byl vybran pro svoji znamou vhodnou farmakokinetiku
(pfijem, distribuci, metabolismus a exkreci) v biologickych systémech (napf. buriky,

paraziti a zvifata) (Anzai a kol., 2003), je nejméné toxicky, je rozpustny ve vodé a
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v organickych rozpoustédlech. Diky této vlastnosti mize vstoupit do jakékoliv bunééné
Casti, a tak se navazat na proteinové a DNA radikaly, kdykoliv jsou vytvofeny. Nitronové
adukty vychytavace spinu vytvorené pomoci DMPO zUstavaji stabilni a mohou byt dale
vyuzity pfi imuno spin-trappingu (Mason, 2004; Ramirez a kol., 2005; Ramirez a kol.,
2007).

Proteinové a DNA radikaly jsou zachyceny pomoci DMPO a vytvareji nitronové adukty.
Vytvofené nitronové adukty jsou rozeznavany anti-DMPO protilatkou. Protilatka proti
DMPO rozeznava jen DMPO, ale ne molekulu, na kterou je navazan, proto je nutna dalsi
separace, a proto se imunoanalyza oznacuje jako heterogenni. Vysledna separace oddéli
biomolekulové radikaly od volnych DMPO radikalt a malych molekulovych DMPO radikalt
(Guo a kol., 2004).

Celkové muzeme imuno spin-trapping rozdélit na 3 hlavni kroky (Ramirez a kol., 2005;
Ramirez a kol., 2007). Prvnim krokem je zachyceni vytvofenych stabilnich nitronovych
aduktd z makromolekularnich radikald. DalSim krokem je separace anebo extrakce
nitronovych aduktl a poslednim krokem je imunodetekce spojena s lokalizaci nitronovych

aduktt pomoci metody ELISA nebo Western-blot.

Produkce anti-DMPO protilatek (Detveiler a kol., 2002) pomohla detekovat velké
mnozstvi proteinovych radikald pomoci DMPO imuno spin-trappingu (Ramirez a Mason,
2005; Gomez-Mejiba a kol., 2009). Mezi proteiny, ve kterych byly detekovany proteinové
radikaly, patfi napf. myoglobin (Detveiler a kol., 2002; Detveiler, 2005; Bhattacharjee a
kol., 2007; Lardinois a kol., 2008), hemoglobin (Ramirez a kol., 2002; Ramirez a kol.,
2003; Deterding a kol., 2004; Detveiler, 2005), cytochrom ¢ (Chen a kol., 2004),
neuroglobin (Lardinois a kol., 2008), Cu/Zn-SOD (Ramirez a kol., 2005; Ramirez a kol.,
2009; Ranguelova a kol., 2010), Mn-SOD (Ansenberger-Fricano a kol., 2013), katalasa
(Bonini a kol., 2007), myeloperoxidasa (Siraki a kol., 2007; Siraki a kol., 2008), eozinofil
peroxidasa (Ranguelova a kol., 2010), laktoperoxidasa (Guo a kol., 2004; Bonini a kol.,
2007), mikroglobulin (Guo a kol., 2004), albumin (Ramirez a kol., 2005; Ranguelova a
kol., 2010) a dalsi.
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Techniky uzité pro analyzu

Biomolekula
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Analyza pomoci hmotnostni spektrometrie

Nitronovy adukt

Magneticka rezonance (nMRI)

Obrazek ¢. 11: Porovnani jednotlivych technik pro studium biomolekularnich radikalt. Prevzato a

modifikovano od Gomez-Mejiba a kol. (2009)

Vyhodou imuno spin-trappingu pfed EPR spin-trapovou metodou je proveditelnost
aplikace této technologie v jakékoliv vyzkumné, klinické a akademické laboratofi bez
nutnosti komplikovaného vybaveni &i specialisty v oboru fyziky. Dal§i vyhodou je moznost
detekovat vicero proteinovych radikald ve stejném systému a ureni jejich pfiblizné

molekularni hmotnosti.

Imuno spin-trapping je moderni, jednoduchd, spolehliva, dostupna, citliva a specificka
metoda pro detekci proteinovych radikall in situ, in vitro, ex vivo a in vivo a mohla by byt

velmi uzite€na v toxikologickém vyzkumu.
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Prakticka cast
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2. Material a metody

2.1 Chemikalie

APS (10%), akrylamid-bisakrylamid (AB-3 a AB-6), bromfenolova modf, commassie
blue briliant (CBB 250), gelovy roztok 3x, glycerol, H,O, (3%), heptahydrat siranu
Zeleznatého (BDH Prolabo), hydroxid sodny (Lach-ner), (Sigma-Aldrich), chlornan sodny
(Sigma-Aldrich katalasa z hovézich jater (1600 units/mg) (Sigma), kyselina molybdenova
(Sigma-Aldrich), kyselina sirova (96%) (Lach-ner), lower-buffer, mléko, PBS-T, ponceau
Cerven, pfenaseci pufr (Transfer-buffer 1%), odbarvovaci roztok (destain solution), roztok
primarni protilatky proti DMPO, roztok sekundarni protilatky proti DMPO, sérum hovéziho
albuminu (Sigma-Aldrich), TEMED, upper-buffer, xylenova oranz (Sigma-Aldrich), a-(4-
pyridyl N-oxid)-N-tert-butylnitron (POBN) (Sigma-Aldrich), 2,2,6,6-Tetramethyl-4-piperidin
(TEMPD) (Aldrich), 5,5-dimethyl-1-pyrrolin (DMPO) (Sigma-Aldrich).

2.2 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy AtD HM-200, dvoupaprskovy spektrometr Unicam UV550 (Thermo
Spectronic, Cambridge, Velka Britanie), elektroforeticka jednotka Biorad power pac 1000,
EPR spektrometr Miniscope MS 400 (Magnettech, Berlin, Némecko) chladici box LIE FKV
410, magneticka michacka vortex IKA big squidminiodstiedivka (Fisher Scientific,
Pardubice, Ceska republika), michadlo s magnetickym ohfevem IKA C-MAG HS 7,
mrazici box LIE G 5216 513 L, ph elektroda SemTix 81, ph metr Inolab ph 7110, Trans-
blot SD semidry transfer cell a dalsi bé&éZzné vybaveni laboratofe (pipety, kadinky,

eppendorfky a jiné).

2.3 Priprava proteinovych hydroperoxidt

Albuminové ROOH byly pfipravovany z albuminu o koncentraci (100 mg/ml), ktery
reagoval s kyselinou molybdenovou (H>MoO,) (100 mM) a H,O, (100 mM). Nasledovala
30minutova inkubace na ledu a po této inkubacni dobé byla reakce zastavena katalasou
(2000 jednotek/ml).

V reakci vznikal 'O, a HO® radikal. Vznikly 'O, reagoval s vychytavatem spintit TEMPD
za vzniku detekovatelné TEMPONE slouceniny a HO® reagoval s DMPO za vzniku
DMPO-OH detekovatelného aduktu vychytavace spina. Singletni kyslik oxidoval albumin
za vzniku albuminovych ROOH. Albuminové ROOH se nechaly reagovat s oxidacnim
¢inidlem NaClO (100 mM) nebo redukénim ¢inidlem FeSO, (1 mM) za vzniku organickych

radikald. Organické radikaly reagovaly s vychytavacem spini DMPO za vzniku DMPO-OH
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adukt( vychytavace spinl. Adukt DMPO-OH a slou¢enina TEMPONE byla posléze
detekovatelna pomoci EPR spektrometru kam se pfenesla kapilara vzorku.

Vysledny objem vzorku vioZzeny do kapilar byl 30 ul, albumin tvofil 24/27 ul, vychytavac
spinl 3 ul a v pfipadé pouziti NaCIO/FeSO, dalSi 3 pl.

2.4 Priprava reagentti pro FOX test

Pro pfipravu FOX test byly pouZity tyto roztoky: H,SO, (250 mM), FeSO, (5 mM) a XO
(5 mM).

Zasobni roztoky heptahydratu (FeSO,4) a XO se nafedily pomoci H,SO,4 (pomér 1:1).
Vysledné nafedéné roztoky XO (2,5 mM) a FeSO, (2,5 mM) se smichaly také v poméru
1:1. Vysledny pouzity vzorek obsahoval 800 ul albuminu, HM0O4 a H,O, (100 mg/ml) a
200 pl smési XO a heptahydratu a byl posléze umistén na 30 minut do tmy, aby probéhla
spravna inkubace. Méfeni vyslednych vzorkl probihalo na absorp&nim spektrometru pfi

vinové délce 560 nm.

2.5 Méreni na EPR spektrometru

Pouzity EPR spektrometr méfi v rozsahu 50 az 450 mT pfi frekvenci 9,5 GHz. Tento
pFistroj je vysoce citlivy, dokaze detekovat az 8 x 10° jednotek spind za 0,1 mT.

Prfistroj je propojen s pocCitaCem ve stejné mistnosti za stejné pokojové teploty a byl
ovladan pomoci programu Miniscope Control (verze 6.51). Béhem méfeni pfistroj
zaznamenaval 4096 dat za 1 minutu a méfeni vzdy trvalo 1 minutu, jen se 5krat
opakovalo. Vysledné spektrum je zprimérované z jednotlivych méfeni. Programem
Miniscope Control byla data nasledné zpracovana, zprimérovana a vykreslena finalni

kfivka, ktera byla uloZena a vyhodnocena v programu Multiplot (verze 2.26).

2.6 Priprava reagentti pro imuno spin-trapping

Prvné se pfipravil 10 % a 4 % sample gel. Pro pfipravu 10 % gelu se pouzilo AB-6/AB-
3 (2 ml), gelovy pufr (3x) (3,3 ml), glycerol (1 ml), H,O (3,5 ml), APS (10 %) (50 ul) a
TEMED (5 pl). Pro 3 % sample gel AB-3 (0,5 ml), gelovy pufr (1,5 ml), H,O (4 ml) APS (10
%) (45 pl) a TEMED (4,5 pl). Nasledovalo tuhnuti obou gelt po dobu 30 minut (celkové 60
minut).

Vzorek jiz pfipraveného albuminu 9 pl (viz 2.3 pFiprava proteinovych hydroperoxidii)
byl smichan s 1 yl DMPO a 19 pl extrakéniho pufru. V pfipadé pouziti NaCIO a FeSO,
obsahoval vzorek 9 yl albuminu,1 yl DMPO, 18 ul extrakéniho pufru a 1 pl NaCIlO nebo

FeS0O,.Takto pfipraveny vzorek se nechal inkubovat po dobu 30 minut pfi 60°C. Nasledné
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se do kazdého vzorku pfidal 1 pl bromfenolové modfi pro lepSi kontrolu pribéhu
elektroforézy, pak byl vzorek nanesen do gelu a probihala elektroforéza po dobu 1 az 2
hodin pfi konstatnim napéti 25, 50 a 100 mA.

Po ukonceni elektroforézy byl gel se vzorkem vyjmut a obarven v CBB 250 pro kontrolu
separace a nasledoval proces pfenosu gelu na biomembranu, ktery trval 1 hodinu pfi
konstatnim napéti 100 mA. Stejné jako po ukon&eni elektoforézy nasledovalo kontrolni
obarveni, ale v ponceau €erveni. Nasledné byla biomembrana kutlivovana 3 h nebo pfes
noc v roztoku PBS-T obsahujici mléko (2,5 g na 50 ml), tento proces se nazyva blocking.

Po kultivaci biomembrany v PBS-T s mlékem nasledovala kultivace po dobu 1 h
v roztoku primarni protilatky proti DMPO. Nasledné byla biomembrana 30 minut
promyvana v PBS-T bez mléka a byla pfenesena do roztoku PBS-T obsahujici mléko a
sekundarni protilatku proti DMPO (3 ul v 30 ml PBS-T obsahujici mléko) a kultivovana
dalsi 1 h. Po zavereCné kultivaci se sekundarni protilatkou nasledovalo posledni
promyvani po dobu 30 minut v PBS-T.

Vyslednd biomembrana byla prenesena do vizualizacniho pfistroje pro
chemiluminiscenci. Pro zméfeni chemiluminiscence bylo potfeba biomembranu pokapat
roztokem obsahujici (200 pl luminolu a 200 ul H,O,) a mohlo dojit k zméfeni

chemiluminiscence biomembrany.
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3. Vysledky

Prvni &ast experimentu diplomové prace je zaméfena na detekci ‘0O, a HO® pomoci
EPR spektrometrie a vychytavacd spind TEMPD a DMPO. DalSi ¢ast experimentu je
zamérena na detekci ROOH pomoci FOX testu a posledni ¢ast experimentu je imuno

spin-trapping organickych radikald s vychytavaéem spintit DMPO.

3.1 Detekce singletniho kysliku a hydroxylového radikalu

Byla detekovana tvorba 'O, a HO® pomoci vychytavadt spind TEMPD a DMPO v EPR
spektrometru. Pro experiment byl pouzit chemicky systém obsahujici albumin, H,O,,
H,Mo0Q,, katalasu, NaClO a FeSO,. V tomto méfeni byl méfen signal TEMPONE EPR
aduktu vznikajici reakci vychytavage spin TEMPD s 'O, a DMPO-OH aduktu vznikajici
reakci DMPO s HO®. Singletni kyslik vznikl rozkladem z H,O, a z albuminovych ROQO°®,
zredukovanych z ROOH pomoci NaClO. Hydroxylovy radikal vznikl rozpadem H,O,.

Graf 1 ukazuje EPR signal TEMPONE a DMPO-OH aduktu. Pro kvantifikaci a
porovhani TEMPONE a DMPO-OH EPR spekter byla vynesena vy3ka stfedniho piku do
sloupcového grafu (Graf 2 a 3). EPR signal TEMPONE vzorku bez albuminu byl velmi
silny a porovnatelny se signalem DMPO-OH aduktu, ale signal TEMPONE aduktu vzorku

s albuminem byl v porovnani se signalem DMPO-OH aduktu 3x menSi.
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Graf ¢. 1: Spektra TEMPONE a DMPO-OH aduktu pomoci EPR spektrometrie. Vzorek A je signal
TEMPONE vznikly reakci TEMPD s H,O,, H,M0OQ4, katalasou a NaClO. Vzorek B je signal TEMPONE vznikly
reakci TEMPD s albuminem, H,O,, H,MoOQ4, katalasou a NaClO. Vzorek C je signal DMPO-OH aduktu vznikly
reakci DMPO s albuminem a H»0,. Vzorek D je signal DMPO-OH aduktu vznikly reakci DMPO s albuminem,
H20, a HoMO4. Vzorek E je signal DMPO-OH aduktu vznikly reakci DMPO s albuminem a H»O» po pridani
katalasy. Vzorek F je signal DMPO-OH aduktu vznikly reakci DMPO s albuminem, H,02 a HaMoO4, po pridani
katalasy. Vzorky G a H jsou signaly DMPO-OH aduktu vzniklé reakci DMPO s albuminem, H20,, H,M0Os4,
katalasy a NaClO/FeSQ.. Jako reprezentativni vzorek byly vybrana spektra TEMPONE a DMPO-OH aduktu

vzorku s 30minutovou inkubaci.
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Graf ¢é. 2: Porovnani hodnot signalu TEMPONE a DMPO-OH aduktu (vzorky A aZ D). Kazdé méreni bylo
3x zopakovano a prumérné hodnoty byly opatreny pfislusnou smérodatnou odchylkou.
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Graf ¢. 3: Porovnani hodnot signalu TEMPONE a DMPO-OH aduktu (vzorky E az H). Kazdé méreni bylo

3x zopakovano a primérné hodnoty byly opatifeny pfislusnou smérodatnou odchylkou.

Hodnoty jednotlivych EPR signall (TEMPONE a DMPO-OH aduktu) byly podobné. P¥i
reakci H,O, s H,Mo00O,, katalasou a NaClO byl naméfen velmi vysoky signal TEMPONE.
Po pfidani albuminu do reakce s H,O, s H,Mo00,, katalasou, TEMPD a NaClO byl
naméfen niz8i signal TEMPONE neZ bez albuminu. Pfi druhé reakci, kdy reagoval
albumin s H,O, se tvofil HO®* pravdépodobné reakci H,O, se zbytky pfechodnych kovu
(zejména Fe?") pfitomnych ve H,O a nasledné interagoval s DMPO za tvorby DMPO-OH
aduktu. P¥i reakci albuminu s H,O0, a HoM0OQy si Ize vS§imnout niz$iho signalu DMPO-OH
aduktu, ktery je pravdé&podobné diisledkem tvorby 'O, v reakci. Dikazem, e dochazelo
k tvorbé HO® je pata a Sesta reakce, pfi kterych byl naméfen velmi maly EPR signal
DMPO-OH aduktu v dusledku reakce katalasy s H,O,, ktery rozkladala a tim i eliminovala
tvorbu HO® v reakci. PFi reakci albuminu s H,0,, H:M0QO,, katalasou a NaClO nebyl
detekovan skoro zadny signal DMPO-OH aduktu, ale v pfipadé pouziti FeSO, byl

naméfen velmi vysoky signal DMPO-OH aduktu. Pravdépodobné dochazelo k interakci
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mezi H,0, a FeSO, a ke vzniku velkého mnozstvi HO®, ktery nasledné reagoval s DMPO
za vzniku DMPO-OH aduktu.

3.2 Detekce albuminovych hydroperoxidi pomoci FOX testu

Singletni kyslik, ktery se podafilo detekovat v pfedchozi kapitole, zptsoboval oxidativni
poskozeni albuminu, pfi kterém vznikaly albuminové ROOH. Tyto ROOH se pak
detekovaly pomoci FOX testu. Pfi metodé FOX dochazi k redukci ROOH pomoci Fe?* a
vzniku komplext Zelezitych iontl (Fe**) s XO. Vznikly komplex XO/Fe* je posléze méfen

pomoci dvoupaprskového spektrometru pfi 560 nm.

Nejprve byla pfipravena kalibracni kfivka vzrustajici koncentrace H,O, (Graf 4).
Koncentrace H,O, se pohybovaly od 7,5 uM po 40 uM. Jako reference (blank) byla
pouzita H,O a reagenty pro FOX test.

0,8 r

y =0,0629x + 0,0256
R?=0,992

0,5

04 r

Absorbance [a. u.]

0,2 r

01

75 875 10 125 15 17,5 20 225 25 275 30 32,5 35 37,5 40
Koncentrace H,0, [uM]

Graf ¢. 4: Kalibracni kiivka pro koncentrace H.O, a v grafu jsou uvedeny pruméry ze tfi méreni

s pfislusnymi smérodatnymi odchylkami.

Nasledné byly pfipraveny albuminové ROOH (Graf 5), u kterych se méfila jejich

hodnota absorbance pomoci FOX testu a posléze byla absorbance albuminovych ROOH
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pfepoctena na koncentrace H,O, pomoci regresni rovnice kalibracni kfivky (Tabulka 1).

Cilem bylo vytvofit klesajici graf absorbance (1-0,1 A.U.) Jednotlivé vzorky byly vzdy

pripraveny stejné (2.3 priprava proteinovych hydroperoxidi), jen se liSily ve vysledné

koncentraci albuminu.
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5: Vysledny graf prumérnych hodnot absorbance albuminovych ROOH vzniklych pfi FOX

experimentu. Hodnota absorbance pro kazdy vzorek (¢. 1-8) byla zmérfena 3x pfi 560 nm, posléze

zpriimérovana a opatfena prislu§nou smérodatnou odchylkou.

Koncentrace Absorbance Absorbance alb. Koncentrace alb. Teor. kon.
H,0, [uM] H,0,[r. u.] ROOH [r. u.] ROOH [mg/ml] H,0, [uM]

37,5 0,89 0,886 16,6 37,33

30 0,77 0,722 12,5 28,13

20 0,44 0,463 10 21,05

15 0,32 0,304 8,3 14,25

8,75 0,17 0,162 7,14 8,34

7,5 0,12 0,129 6,25 8,06

5 0,08 0,064 5,55 4

2,5 0,04 0,032 5 2

Tabulka €. 1: Porovnani jednotlivych koncentraci a absorbanci H>O, s koncentracemi a absorbancemi

albuminovych ROOH. Porovnani hodnot bylo umoznéno diky regresni rovnici pfimky, ktera byla vytvofena na
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zacatku experimentu. Posledni sloupec hodnot odpovida teoretické dopocitané hodnoté koncentrace H20-,
ktera odpovida koncentraci albuminovych ROOH. Posledni dvé hodnoty u koncentrace a absorbance H>0;
jsou teoretické hodnoty, které byly dopocitany a pfidany pro tcel porovnani a dopoctu teoretické koncentrace
H20,, ktera odpovida jednotlivym naméfenym absorbancim dané koncentrace albuminovych ROOH.

V dal$i &asti experimentu s 'O, a albuminovymi ROOH byl méfen vliv teploty na
hodnotu absorbance. Pro tento experiment byly pouzity vZzdy 2 stejné vzorky o stejné
koncentraci albuminu a postup jejich pfipravy byl stejny, jako v kapitole 2.3 pfFiprava
proteinovych hydroperoxida. VVzorky se liSily jen v typu inkubace (bez ledu a s ledem)
(Graf 6).

1,0 -
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Graf ¢. 6: Primérna hodnota absorbance vzorku v ledu a pfi pokojové teploté. Kazdé méreni bylo
opakovano 3x pfi 560 nm a primérné hodnoty absorbance albuminovych ROOH byly opatifeny pfislusnou

smérodatnou odchylkou.

Po zjisténi faktu, Zze hodnoty absorbance, které reprezentuji mnozstvi vytvofenych
albuminovych ROOH, byly vy8Si na ledu, se rozhodlo implementovat tuto skutec¢nost do
vSech pfedchozich (detekce singletniho kysliku a hydroxylové radikall) a nasledujicich

méfeni (imuno spin-trapping).
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3.3 Imuno spin-trapping organickych radikalid s vychytavacem spinu
DMPO

Princip metody je, Ze pomoci DMPO se zachyti organické radikaly, které spolecné
s DMPO vytvareji nitronové adukty. Vytvofené nitronové adukty jsou rozeznavany anti-
DMPO protilatkou. Protilatka proti DMPO rozeznava jen DMPO, ktery muze byt navazan
na rizné molekuly, a proto je nutna dalSi separace, v pfipadé tohoto méfeni byla pouzita
separacni metoda Western-blot.

Pro vznik organickych radikall byl pouzit jako v pfedchozim experimentu za pouziti
FOX testu a EPR spektrometru albumin, ktery reagoval s H,0, a H,MoO, za vzniku 'O, a
ten oxidoval albumin pro vznik albuminovych ROOH. Vzniklé albuminové ROOH mohly
byt nasledné oxidovany pomoci NaClO nebo redukovany FeSO4 za vzniku organickych
radikald (ROO® a RO®). Jednotlivé radikaly reagovaly s DMPO a vytvarfely nitronové
adukty. Tyto adukty byly detekovany pomoci protilatky anti-DMPO a zobrazeny
v imunoblotu (Obrazek 12).
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Obrazek ¢. 12: Imunoblot anti-DMPO protilatky imuno spin-trappingu. Prvni vzorek (1.) obsahoval albumin
smichany s vychytavacem spini DMPO. Dalsi vzorek (2.) byl pfipraven z albuminu obohaceného o H;0o,
H2MO4 a vychytavac spint DMPO. Nasledujici vzorek (3.) byl pfipraven z albuminu obohaceného o H>O,,
H:MO,, katalasu a vychytavac¢ spini DMPO. Posledni dva vzorky (4. a 5.) byly pfipraveny z albuminu
obohaceného o H,0,, H,MO4, katalasu, NaClO nebo FeSO, a vychytavac¢ spinii DMPO.

U vzorkd 1 az 4 nedoSlo k Zzadnému rozstépeni albuminu a vzniku organickych
radikal, které by mohly s DMPO vytvofit nironové adukty detekovatelné anti-DMPO
protilatkou. U posledniho vzorku albuminu do3lo k rozstépeni albuminovych ROOH na
albuminové RO*, které vytvofili s DMPO nitronové adukty a ty byly detekovany pomoci
anti-DMPO protilatky.

Dosazené vysledky imuno spin-trappingu rozsifuji vysledky z pfedchozi kapitoly a
pomohly detekovat albuminové RO® vznikajici z albuminovych ROOH, které se pomoci

EPR spin-trappingu nepodafilo detekovat.

43



4. Diskuze

V reakci H,O, a H,Mo00O, s albuminem vznikaji albuminové ROOH, u kterych oxidaci
pomoci NaClO vznika 'O, pfes Russelliiv mechanismus z ROO® (Miyamoto a kol., 2007).
Singletni kyslik vznika rozpadem z ROOOOR meziproduktu vzniklého ze dvou ROO®
prenosem a-vodiku za soudasného pfenosu energie. Dale maze vznikat 'O, i pfi reakci
HCIO s ROOH. P¥i nepfitomnosti albuminu vznika 'O, reakci H,O, a NaCIO (reakce 13)

(Greer, 2006).

reakce ¢. 13

H,0, + NaClO - 10, + NaCl + H,0

Hydroxylovy radikal vznika interakci H,O, s ionty prechodnych kovt (zejména Fe®")

Fentonovou reakci (reakce 14) (Merz a Waters, 1947).

reakce ¢. 14

H,0, + Fe?" - HO® + OH™ + Fe3*

Zamérem diplomové prace bylo detekovat 'O, pomoci vychytavacée spini TEMPD a
radikal HO® za pomoci vychytavace spind DMPO. Byly detekovany vysoké signaly
TEMPONE a DMPO-OH aduktu pomoci EPR.

Pfidani katalasy mélo za nasledek uplné potlaceni signalu DMPO-OH aduktu, z ¢ehoz
vyplyva, zZe v pfedchozim méfeni byl detekovan HO® vznikly Fentovou reakci H,O, se
zbytky iontt pfechodnych kovil (Fe*) (reakce 14). Pfidani NaClO nemélo Zadny vliv na
signal DMPO-OH aduktu, ale pfidani FeSO, mélo. Tato skuteCnost potvrdila interakci
mezi zbylym H,O,, ktery se katalase nepodafilo rozloZit a Fe* z FeSO,. Jejich interakce
vytvarela Fentonlv systém, které generuje HO® radikal (reakce 14). Hydroxylovy radikal

interagoval s vychytava¢em spint DMPO za tvorby DMPO-OH aduktu.

Singletni kyslik, ktery se podafilo detekovat v pfedchozim méfeni pomoci TEMPD,
zpUsoboval oxidativni poskozeni albuminu, které vedlo k vytvareni albuminovych ROOH.
Albuminové ROOH byly detekovany pomoci FOX testu, pfi které dochazi k redukci ROOH
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pomoci Fe®" a vzniku Fe®*" komplex(i s XO. Komplexy Fe*/XO byly detekovany pfi 560
nm. Albuminové ROOH nebyly nejstabilnéjSi pfi pokojové teploté a tato domnénka byla
potvrzena méfenim, kdy vzorky uchovavaneé pfi pokojové teploté mély az o 25 % nizsi

absorbanci pfi 560 nm nez vzorky uchovavané na ledu.

Posledni méfeni pomoci metody imuno spin-trapping potvrdilo rozpad ROOH na RO*

radikaly pomoci ionti pfechodného kovu (Fe?*) (reakce 15).

reakce ¢. 15

ROOH + Fe?* - RO* + OH™ + Fe3*

Detekce probéhla pomoci anti-DMPO protilatky, ktera rozeznava DMPO nitronové
adukty, vzniklé interakci DMPO s organickymi radikaly. Jiné organické radikaly, které
mohly vznikat z albuminovych ROOH (napf. ROO® a R®), nebyly pomoci EPR

spektrometrie ani pomoci metody imuno spin-trapping detekovany.

Na zakladé téchto vysledkl Ize vyvodit zavér, Ze vznika mnohem vice '0, reakci H,0,
s NaClO nez pres Russelliv mechanismus. Hydroxylovy radikal vznika pfi interakci H,O,
sionty pfechodného kovu (Fe*) a muizZe byt nasledné eliminovan rozkladem H,O,
katalasou. P¥i interakci ROOH s ionty prechodného kovu (Fe?) vznikaji RO® radikaly

detekovatelné pomoci metody imuno spin-trapping.
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5. Zaveér

Vyzkum tykajici se ROS se v soucasné dobé zabyva jejich dukladnéjsi charakterizaci,
ucinkd na lidsky, rostlinny, ale i bakterialni organismus, dale pak jejich roli v bunécné
signalizaci, boji proti infekci, starnuti a apoptéze bunék. Nové technologie jako je imuno
spin-trapping pomahaji v sou€asnych vyzkumech detekovat ROS a tim i objevovat dalSi

nové funkce ROS, o kterych se v minulosti nevédélo.

Cilem diplomové prace bylo vytvofit a nasledné detekovat organické radikaly vznikajici
rozpadem ROOH v albuminu pomoci EPR spektrometrie, FOX testu a imuno spin-
trappingu. Pro tento uc€el byly pouzity oxidaéni Cinidla H,O,, H,M0O,, NaClO a redukéni
¢inidlo FeSO, v kombinaci s vychytavaci spind TEMPD a DMPO.

Vysledky Ize shrnout do nékolika dil¢ich zavéra.

Pfi pouziti H,O, s H,MoO,4, NaClO a vychytavace spini TEMPD byl detekovan vysoky

signal TEMPONE a pfi pfidani albuminu do stejné reakce byl tento signal mnohem mensi.

Pfi pouziti albuminu s H,O, a vychytavace spind DMPO byl detekovan vysoky signal
DMPO-OH aduktu. P¥i pfidani H,MoO, do reakce bylo dosazeno také velmi vysokého
signalu DMPO-OH aduktu, ale signal byl nizSi, protoze dochazelo k tvorbé '0,, ktery
signal DMPO-OH aduktu snizil. Katalasa eliminovala signal DMPO-OH aduktu ve vysoké
mife v obou pfipadech. Pfidani NaClO nevedlo k jinému vysledku, ale pfidani FeSO,
vedlo k detekci vysokého signalu DMPO-OH aduktu.

Méreni pomoci FOX test ovéfilo tvorbu ROOH reakci albuminu s H,O, a H,M0O,.

Metoda imuno spin-trapping detekovala RO*® radikaly vzniklé rozpadem ROOH pomoci
FeSO,.
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6.Seznam pouzitych zkratek

Cu2+
DHA
DMPO
DNA
EPR
Fe?*
FeSO,
GPx
GSH
GSSG

HCIO
HO®
H,O
H,O,
H,Mo0O,
MNP
NaClO
PBN
POBN
@)

O

0,

102
ONOO
R

RO*
ROO*
ROOOOR
ROS
SOD
TMPO
TEMPD

Askorbat peroxidasa

Médnaty kationt

Dehydroaskorbat
5,5-dimethyl-1-pyrrolin
Deoxyribonukleova kyselina
Eletronova paramagneticka rezonance
Zeleznaty iont

Siran zeleznaty

Glutathion peroxidasa

Redukovany glutathion

Oxidovany glutathion

Vodikovy kationt

Kyselina chlorna

Hydroxylovy radikal

Voda

Peroxid vodiku

Kyselina molybdenova
2-methyl-2-nitrosopropan

Sodna sul kyseliny chlorné
a-phenyl-N-tert-butylnitron

a-(4-pyridyl N-oxid)-N-tert-butylnitron
Atom kysliku

Molekula kysliku

Superoxidovy aniontovy radikal
Singletni kyslik

Peroxynitrat

Lipidovy nebo proteinovy alkylovy radikal
Lipidovy nebo proteinovy alkoxylovy radikal
Lipidovy nebo proteinovy peroxylovy radikal
Tetroxid

Reaktivni formy kysliku

Superoxid dismutasa
3,3,5,5-tetramethyl-1-pyrrolin
2,2,6,6-tetramethyl-4-piperidin
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