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1. Uvod

Kiize je nejvétsSim orgadnem téla a zastdva nékolik dilezitych funkci. Tvofi
pfedev§im ochrannou bariéru pred uc¢inkem vnéjSich chemickych a fyzikéalnich vlivi.
Mezi tyto vnéjsi vlivy se fadi i reaktivni formy kysliku, které zvySuji oxidativni stres a
mohou degradovat biomolekuly mezi které se fadi i lipidy. Lipidova peroxidace je proces
oxidace lipidl, ktery vytvari Siroké mnozstvi produktd. Lipidova peroxidace muze
probihat tfemi mechanismy a to enzymaticky, neenzymaticky a neenzymaticky za pomaoci
reaktivnich forem kysliku. Tato diplomova prace je zaméfena na lipidovou peroxidaci
pomoci reaktivnich forem kysliku. Nejvice zastoupenymi lipidy v kiiZi jsou cholesterol,
skvalen a volné mastné kyseliny. Lipidové peroxidaci vyvolané reaktivnimi formami
kysliku podléhaji hlavné polynenasycené mastné kyseliny. Nejvice zastoupenymi

polynenasycenymi mastnymi kyselinami v kazi jsou kyselina linolova a arachidonova.

Produkty lipidové peroxidace miizeme rozd¢lit na priméarni a sekundarni. Mezi
primarni produkty lipidové peroxidace polynenasycenych mastnych kyselin patii
hydroperoxidy. Z téchto hydroperoxidi pak dal§imi reakcemi mohou vznikat sekundarni
produkty lipidové peroxidace. Nejvice studovanymi sekundarnimi produkty lipidové
peroxidace jsou malondialdehyd, 4-hydroxynonenal, akrolein nebo hexanal.
Malondialdehyd a 4-hydroxynonenal jsou povazovany za spolehlivé biomarkery lipidové

peroxidace a byly u nich pozorovany mutagenni a toxické ucinky.

Antioxidanty maji schopnost omezovat oxidaci biomolekul a chrani pted
reaktivnimi formami kysliku a oxidativnim poskozenim. Antioxidanty miizeme rozdélit
do dvou skupin, a to na endogenni, kam patii enzymy jako superoxid dismutasa nebo
katalasa, a na exogenni kam muZeme zafadit napf. kyselinu askorbovou nebo alfa
tokoferol. Nicméné¢ nékteré antioxidanty za urcitych podminek mohou mit prooxidac¢ni

vlastnosti a tim podporovat oxidaci biomolekul.



2. Prehled problematiky

2.1 Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou reaktivni molekuly skladajici se z jednoho,
dvou nebo tfi atomu Kkysliku. V biologickych systémech vznikaji jako sekundarni
produkty metabolismu a v nizkych koncentraci se podileji na bunécné signalizaci a
homeostazi (Droge 2002). Nicméné nekontrolovany narust tvorby ROS vede
k oxidativnimu stresu, béhem kterého muze dochazet k poskozeni proteind, lipidd,

polysacharidi a nukleovych kyselin (Wiseman, Halliwell 1996, Stadtman, Levine 2000).

Reaktivni formy kysliku mohou byt rozdéleny do dvou skupin, a to na radikalové
a neradikalové (Kohen, Nyska 2002). Radikalové ROS obsahuji alespon jeden neparovy
elektron na atomu kysliku, diky ¢emuz jsou vysoce reaktivni. Mezi radikalové ROS se
fadi superoxidovy aniontovy radikal (037), hydroxylovy radikal (HO®), peroxylovy
radikal (ROO®) a alkoxylovy radikal (RO*®). Neradikalové ROS na rozdil od radikalovych
neobsahuji na své molekule neparovy elektron, nicméné ne¢které z nich mohou pusobit
jako oxidac¢ni ¢inidla. Patéi mezi né peroxid vodiku (H,0,), kyselina chlorna (HCIO),

ozon (05) a singletni kyslik (*0,).

Dalsi moZnosti rozdéleni ROS je na anorganické a organické. Mezi anorganické
ROS ftadime napi. 037, H,0, a HO®. Organické ROS jsou ekvivalenty téch
anorganickych, ale neparovy elektron se nachdzi na organické sloucenin€. Mohou byt
kyslikové, kam se fadi RO" a ROO", a uhlikové kam patii uhlikovy (alkylovy) radikal
(R).

Hlavnimi zdroji endogennich ROS jsou mitochondrie, plazmatickd membrana,
endoplazmatické retikulum a peroxysomy (Moldovan, Moldovan 2004). Zdrojem
exogennich ROS muze byt naptiklad ionizujici zateni, UV zafeni, tabdkovy kouf nebo

vystaveni toxiniim, herbicidiim a insekticidim.



2.1.1 Vlastnosti vybranych anorganickych ROS

2.1.1.1 Superoxidovy aniontovy radikal

Superoxidovy aniontovy radikal je jednim z nejrozsitenéjsich ROS vznikajici jak
neenzymatickymi, tak 1 enzymatickymi procesy. Superoxidovy aniontovy radikal
obsahuje jeden neparovy elektron a neenzymatickou tvorbou vznika jednoelektronovou

redukci molekularniho kysliku (O2) (1) (Halliwell 2007).

0, +e” - 05 D
Diky své elektronové konfiguraci se O3~ miiZe chovat jako redukéni €inidlo (2), redukuje

naptiklad Zelezné komplexy jako je cytochrom-c,
05 + Fe3* - 0, + Fe?* 2)

ale i jako oxidac¢ni ¢inidlo (3), kdy pfijima elektrony a miize oxidovat molekuly jako je

kyselina askorbova nebo tokoferol (Phaniendra et al. 2015).
0, + Fe?* - H,0, + Fe3* ()

Enzymy, které mohou vytvafet 05~ zahrnuji xantin oxidasu, lipooxygenasu,
cyklooxygenasu nebo NADPH oxidasu (Bielski, Cabelli 1995). Pti niz§im pH pfijmutim
protonu ptechazi 03 do formy hydroperoxylového radikalu (HO3). Z celkového
mnozstvi 05" v cytosolu se nachazi okolo 0,3 % v protonované formé. Hydroperoxylovy
radikdl narozdil od O3 mlze snadnéji prochazet pies fosfolipidovou dvojvrstvu
v disledku nepfitomnosti zdporného néboje na molekule. Hydroperoxylovy radikal je
silngj$i oxidant nez 05~ a muZe spustit fetézovou oxidaci polynenasycenych mastnych

kyselin, ktera vede k poskozeni funkce membrany (Bielski et al. 1983).

2.1.1.2 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku oproti 05~ a HO® neobsahuje ani na jednom ze svych dvou atomt
kysliku nepéarovy elektron, kviili ¢emuz je fazen mezi neradikélové ROS. Peroxid vodiku
se chova jako oxidant nebo reduktant v zavislosti na pH prosttedi. Za béZnych podminek

podléhd pomalé dekompozici na H,0

a 0y, ktera muze byt urychlena zvysenim teploty, koncentrace a pH. Peroxid vodiku se

v zivociSnych bunikach tvofi pfedevsim jako produkt biochemickych procesti a je



potencialné toxicky kvili tvorbé HO®. Peroxid vodiku miize vznikat dismutaci O3~ a to
neenzymatickou (spontanni) a enzymatickou (superoxid dismutasa) (4). Neenzymaticka
dismutace probiha ptedevsim pfti nizkém pH, kdy O3~ pfechazi do formy HO3, kvuli vyssi
koncentraci H*. Hydroperoxylovy radikal také nemda oproti 05~ zaporny naboj, tudiz

nedochazi K jejich odpuzovani.
HO3 + HO3 — H,0, + 0, 4)

Pravé pti fyziologické pH je dismutace katalyzovana superoxid distmutasou
(SOD), kdy superoxid oxidasa (SOO) katalyzuje oxidaci O3~ na Oz (5) a superoxid
reduktasa (SOR) katalyzuje redukci 05~ na H202 (6).

05 + Fe3* - 0, + Fe?* (5)
05~ + Fe?* - H,0, + Fe3* (6)

2.1.1.3 Hydroxylovy radikal

Hydroxylovy radikal je nejvice reaktivni molekula z ROS a mize byt produkovéan
z H,0, béhem bunééného metabolismu. Bunka vyprodukuje okolo padesati molekul HO*
kazdou sekundu a za cely den je to az 4 miliony molekul HO®, které mohou nasledné
oxidovat biomolekuly (Lane 2002). Kvuli své reaktivit¢ HO® oxidativné poskozuje
biomolekuly v dosahu nékolika nanometrid od svého mista vzniku a také se podili na
vzniku mnoha neurodegenerativnich (Venero et al. 2003), kardiovaskularnich (Lipinski,

Pretorius 2012) nebo rakovinnych onemocnéni (Dizdaroglu, Jaruga 2012).

Ptedpoklada se, ze HO® vznika v biologickych systémech Fentonovu (7) a Haber-
Weissovou (8) reakci. Nicméné mnoho dalsich pfechodnych kovi jako je méd’, kobalt
nebo nikl se mohou podilet na tvorbé HO* v Zivych buitkach. Béhem Fentonovy reakce

dochazi k produkci HO® reakci Zeleznatého kationtu (Fe?*) s H,0,,.
Fe’* + H,0, » Fe** + HO" + OH™ @)

Haber-Weissovou reakci vznika Fe?" reakci 03~ s Zelezitym kationtem (Fe3*). Dal§im

krokem je Fentonova reakce (7).

03 + H,0, - 0, + HO* + OH~ (8)



2.1.2 Vlastnosti vybranych organickych ROS
2.1.2.1 Uhlikovy radikal

Uhlikovy radikal je molekula obsahujici neparovy elektron na atomu uhliku.
Bézné vznikd oxidaci biomolekul béhem metabolismu, ale mnohem castéji je tvoren
béhem patologickych procesti a zvySeném oxidativnim stresu. Muze vznikat reakci

biomolekuly napi. nenasycené mastné kyseliny s HO*(9).
HO® + RH -» R" + H,0 9)

2.1.2.2 Peroxylovy radikal

Peroxylovy radikal vznika reakci O, S R® nebo také dekompozici hydroperoxidii
(ROOH). Je mnohem stabilnéjsi R* nebo RO°® a iniciuje peroxidace mastnych kyselin.

Anorganickym analogem k ROO* je HO5,.

2.1.2.3 Alkoxylovy radikal

Alkoxylovy radikal je organickym analogem k HO® a ptlisobi stejnymi
mechanismy. Nicmén¢ oproti HO®, RO*® pusobi i intramolekularni cyklizaci. Alkoxylovy
radik4l muiZze iniciovat propagaci lipidové peroxidace vytrzenim H z lipidu anebo -
stithem vytvofit aldehydy a R" (Girotti 1998). Alkoxylovy radikal vznika dekompozici
ROOH.

2.2 Lipidova peroxidace

K lipidové peroxidaci miize dochéazet tfemi mechanismy, a to oxidaci za pomoci
volnych radikalli, neenzymatickou oxidaci nezavislou na volnych radikalech a

enzymatickou oxidaci (Niki et al. 2005).

Lipidova peroxidace vyvoland volnymi radikaly je fetézovy mechanismus, kdy
iniciator ve form¢ volného radikdlu oxiduje molekulu lipidu. Tato reakce se sklada
z iniciace, propagace a terminace (Porter et al. 1995). Hlavnim krokem béhem iniciace je
tvorba R, ktera mize byt provedena odstépenim atomu vodiku z RH pomoci iniciatoru

ve formé volného radikalu (10).



In°+RH - InH + R° (10)

Propagace obvykle za¢ina adici molekularniho kysliku na R (11) a nasledné

dochazi k odtrzeni atomi vodiku z RH pomoci ROO" za vzniku ROOH a dalsiho R* (12).
R* + 0, > ROO" (11)
ROO® + RH - R* + ROOH (12)

Pokud radikal interaguje s neradikédlovou molekulou vzdy se vytvoti dalsi radikal,
ktery pokracuje v fetézové reakci. Nicméné mira propagace zavisi na sile vazby mezi C
a H, které jsou nejslabsi mezi dvémi dvojnymi vazbami napi. C11 u kyseliny linolové
(Obrazek 1) (Pryor, Porter 1990). Tato vazba ma nizsi disocia¢ni energii (75-80 kcal/mol)
nez vazba C-H vedle jedné dvojné vazby (= 88 kcal/mol) a nez C-H vazba alkylu (= 101
kcal/mol)(Wagner et al. 1994). Pravé H nachazejici se C mezi dvémi dvojnymi vazbami
byva prednostné¢ odstranén za pomoci ROO°®. Lipidova peroxidace muize byt obecné
popsana jako proces béhem n¢hoz oxidanty jako volné radikaly reaguji s lipidy obsahujici

dvojnou vazbu na atomu uhliku, obzvlasté polynenasycené mastné kyseliny.

Obrdzek 1 Kyselina linolova.

Béhem terminace dojde k interakci dvou molekul ROO* za vzniku tetraoxidu (13).
Z nestabilniho tetraoxidu poté vznika aldehyd, alkohol a O, (14). K tomuhle kroku
dochazi pouze tehdy, jeli koncentrace radikalli dostatecné natolik aby zde byla vysoka
pravdépodobnost kolize dvou radikald. K terminaci muze také dojit plsobenim
antioxidantl. Jeden z nejucinnéjsich antioxidantd inhibujici lipidovou peroxidace béhem

terminace je alfa tokoferol (a-TOH) (Yin, Porter 2005).
2R00* - [ROOOOR] (13)
[ROOOOR] = RHO + ROH + 0, (14)

Je dobte znamo, Ze vysoka hladina ROS miiZe zpisobit ptimé poSkozeni molekul
lipida. Cty¥i hlavni ROS, které se nejvice podili na lipidové peroxidaci jsou HO®, HO;,
(Ayala et al. 2014), ROO" (Gaschler, Stockwell 2017) a RO*. Glykolipidy, fosfolipidy a

cholesterol nejcastéji podléhaji oxidativnimu poskozeni.



2.2.1 Primarni produkty lipidové peroxidace

Béhem lipidové peroxidace dochazi k produkci Siroké Skaly produkta.
Hydroperoxidy, produkovany béhem propagace, jsou hlavnimi primarnimi produkty
lipidové peroxidace. Hydroperoxidova skupina se muze navazat na mnoho lipidovych

struktur napt. volné mastné kyseliny, triacylglyceroly, fosfolipidy nebo steroly.

Hydroperoxidy jsou reaktivni a chemicky nestabilni, in vivo se rozkladaji
jednoelektronovou nebo dvouelektronovou redukei, ktera miize zastavit peroxidativni
poskozeni. Enzymy zodpovédné za dvouelektronovou redukci hydroperoxidi jsou
peroxidasy (Brigelius-Flohé, Maiorino 2013) a selenoprotein P, ktery vyuziva gluthation
nebo thioredoxin jako donor elektronti (Steinbrenner, Sies 2009). Béhem
jednoelektronové redukce dochézi ke vzniku RO" za pomoci Fe?* nebo ROO" za pomoci

Fe®* nebo jiného piechodného kovu.

2.2.2 Sekundarni produkty lipidové peroxidace

Oxidaci ROOH vznikaji sekundarni produkty lipidové peroxidace. Mezi tyto
sekundérni produkty lipidové peroxidace patii hydroxy mastné kyseliny (ROH) a
karbonylové sloudeniny. Hydroxy mastné kyseliny vznikaji pfevazné v piitomnosti Fe?*,
kdy analogicky k Fentonové reakci (7) vznika RO", OH™ a Fe** (15) (Mlakar, Spiteller
1996).

ROOH + Fe?* - RO® 4+ OH™ + Fe3* (15)

Alkoxylovy radikal nasledné vytrhne H jiné mastné kyseliné za vzniku pfisluSného
hydroxy mastné kyseliny (16).

RO® + RH - ROH + R° (16)

Nejvice studované sekundarnimi produkty jsou karbonylové slouceniny, a to
hlavné alkanaly (propanal, hexanal), alkenaly (akrolein), dialkanaly (malondialdehyd) a
hydroxyalkenaly (4-hydroxynonenal). Malondialdehyd je povazovan za nejvice
mutagenni produkt lipidové peroxidace, zatimco 4-hydroxynonenal je nejvice toxicky
(Esterbauer et al. 1990). Malondialdehyd se po mnoho let vyuziva jako spolehlivy
biomarker lipidové peroxidace omega-3 a omega-6 mastnych kyselin. Malondialdehyd je
kone¢ny produkt dekompozice vétSich polynenasycenych mastnych kyselin (napf.

arachidonova, eikosapentaneova, dokosahexaenova) (Yin et al. 2011).



4-hydroxyalkenaly jsou povazovany za ,,druhé posly volnych radikali*, protoze
jsou produkovany v pomérné velkém mnozstvi a jsou to velmi reaktivni aldehydy
(Esterbauer et al. 1991). Vysoka toxicita 4-hydroxynonenalu je zpisobena velmi rychlou

reakci s thiolovou a amino skupinou (Schaur 2003).

Aldehydy vznikaji ptevazné z ROe, ktery podléha B-stiihu za vzniku alkanalu
nebo alkenalu a R*. AvSak nékteré aldehydy mohou vznikat i jinymi zpisoby napf. pii
vzniku dialkanald hraje velkou roli cyklizace. Hydroxyalkenaly mohou vznikat nékolika

mechanismy, hlavn¢ tedy $tépenim dihydroperoxida nebo cyklizaci a B-stfihem ROe.

2.3 Tvorba reaktivnich forem kysliku v kdzZi

K tvorbé ROS v kiizi miZe dochazet jak enzymatickou, tak i neenzymatickou
cestou. Mezi enzymy, které produkuji ROS patii enzymy elektron transportniho fetézce
v mitochondriich, NADPH oxidasy, xantin oxidoreduktasy, nékolik peroxisomalnich
oxidas, enzymy ze skupiny cytochrom P450, cyklooxigenasy a lipoxygenasy. Hlavnim
neenzymatickym zdrojem ROS v kizi je pfedev§im UV zafeni a rtiznd xenobiotika

(Rinnerthaler et al. 2015).

2.3.1 Mitochondrialni produkce ROS

Na vnitini membrané mitochondrii se nachdzi elektronovy transportni fetézec
skladajici se ze Ctyf enzymatickych komplext a ATP syntasy. K produkci ROS dochézi
na komplexu I, I a II nejvice vSak na komplexu I a III. Béhem elektronového
transportniho fetézce jsou elektrony pieneseny z NADH na komplex | a z FADH> na
komplex I, tyto elektrony jsou dale pteneseny pies komplex III az na komplex IV, kde
redukuji molekuldrni kyslik na vodu (Voet, Voet 2010). AvSak b&hem tohoto procesu
muze dojit k tniku elektronu na molekularni kyslik, kdy jednoelektronovou redukci
vznika 05~ (Muller et al. 2007). Odhaduje se, Ze 1-2 % vdechovaného kysliku vede
k produkci 05~ (Turrens 2003). Mitochondrie v kdzi hraji vyznamnou roli pfedev§im
produkci ROS k bunééné signalizaci a jsou piimo spojeny s udrzovadnim epidermalni

homeostaze (Hamanaka et al. 2013).



2.3.2 Peroxisomalni produkce ROS

Peroxisomy obsahuji Sirokou skéalu enzymi, pfedev§sim oxidoreduktasy, které
produkuji H2O: jako sekundarni produkt. Mezi tyto enzymy patii hlavné acyl-CoA
oxidasa, D-aminokyselinova oxidasa, D-aspartat oxidasa a L-a-hydroxykyselinova
oxidasa, které se ucastni procest jako P-oxidace mastnych kyselin, katabolismus a
anabolismus D-aminokyselin, glyoxylatovy a dikarboxylatovy metabolismus (Fransen et
al. 2012). Nicméné peroxisomy mohou produkovat také O3 a to pomoci enzymu
xantinoxidasy. Tento enzym katalyzuje dvé reakce, a to hydroxylaci hypoxantinu na
xantin a hydroxylaci xantinu na kyselinu moc¢ovou (Harrison 2002). Xantinoxidasa je
spojena se zvySenim O35  V epidermanich keratinocytech a endotelidlnich bunkach

(Deliconstantinos et al. 1996).

2.3.3 Produkce ROS v endoplazmatickém retikulu

V endoplazmatickém retikulu se na produkci ROS podili zejména enzymy ze
skupiny cytochrom P450 v kombinaci s protein disulfid izomerasou (PDI) a
oxidoreduktinem 1 endoplazmatického retikula (Erol). Protein PDI vytvaii disulfidové
mustky v receptorovych proteinech. Béhem tohoto procesu je PDI redukovano a
obnoveno do ptivodniho stavu pomoci Erol. Redukovany Erol poté pienese elektron pies
kofaktor FAD na O za tvorby H>O>. Pfi netiplném pienosu muze dojit k tvorbé 05~
(Bhandary et al. 2012).

Cytochrom P450 hraje vyznamnou roli pifi detoxifikaci od xenobiotik nebo
lipofilnich slou€enin. Cytochrom P450 katalyzuje oxidaci produktu ¢imz dojde ke
zvyseni rozpustnosti ve vod¢. V tomto procesu jsou elektrony z NADPH pieneseny na
cytochrom P450 pomoci cytochrom P450 reduktasy coz vede k hydroxylaci xenobiotik.
Nicmén¢ béhem pienosu elektronti mize dochazet k tvorbé ROS, obzvlasté 05~ (Bae et

al. 2011).

2.3.4 Produkce ROS v membranach a cytosolu

Na produkci ROS se v membranach podili piedev§im NADPH oxidasa.
Neutrofily a makrofagy vykazuji zvySenou aktivitu NADPH oxidasy béhem zvySeného
oxidativniho stresu v kuzi (Papparella et al. 2005). NADPH redukuje FAD na FADH>,

které nasledné redukuje hemové Zelezo ze Fe** na Fe?*. Toto Fe?* redukuje 0, na O3".
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Oproti vySe zminénym zdrojim O35~ je Vv membranach produkovan primarné jako signalni

molekula nebo za ti¢elem obrany proti mikroorganismim (Rinnerthaler et al. 2012).

V cytosolu se ROS vytvati jako sekundarni produkt metabolismu kyseliny
arachidonové. Enzymy cyklooxygenasa a lipoxygenasa vyuzivaji kyselinu
arachidonovou jako substrat k syntéze prostagladinu H2 a leukotriend. Oba tyto enzymy

v ptitomnosti NADH nebo NADPH mohou produkovat 05~ (Kukreja et al. 1986).

Dalsim zptsobem vzniku ROS v cytosolu ale 1 ve vSech organelach je reakce O>
sionty zeleza. Dochazi k tvorbé HO® Haber-Weissovou a Fentonovou reakci, jejichz

prubéh byl jiz zminén diive.

2.3.5 Tvorba ROS pomoci azoiniciatoru AAPH

Hydrofilni azoiniciator 2,2'-azobis(2-amidinopropane) dihydrochlorid (AAPH) se
dlouhé Iéta vyuziva ke studiu lipidové peroxidace a jeji inhibice. Azoslouceniny a prave
i AAPH jsou schopny produkovat ROS béhem své dekompozice pii 37°C (Peyrat-
Maillard et al. 2003). Nejprve dochazi ke vzniku R*, ktery nasledné interaguje s Oz za
vzniku ROO°®. Peroxylovy radikal poté spousti lipidovou peroxidaci. Nicméné
za neptitomnosti O je tvorba ROO® inhibovana, coz nasledn¢ vede k produkci R*. Mize
také dojit k tvorbé RO kombinaci dvou ROO" za vzniku tetraoxidu, ktery se rozstépi na

dva RO" a Oz (Wahl et al. 1998).

Hal, CHa by HA ChHa
ci \ I =n | /\/cr _re ] (|3
HaH cH, cH, N Hp (|3H3
Half T 5 o Hof CH, b 3 CHy ey . Hal\, GCHy
2 — 2 \\ ‘ 00 - \> ll 0000 I /\/ — 2 » 2 >—'—o
N J}HE H?“/ <|:H3 HeN CH, CH, MM Heh CHs

Obrdzek 2 Termdini rozklad AAPH a ndslednd tvorba ROO* a RO°. Schéma podle Werber et al. (2011).

2.4 Produkty lipidové peroxidace v kzi

Tato kapitola bude vénovana tvorbé produktti lipidové peroxidace v kuzi
radikalovymi formami ROS. Pfestoze cholesterol je oxidovan pievazné 10, a 05 nebude

tento mechanismus zminén.
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2.4.1 Lipidy v koznich bunkach

Lipidy mizeme rozdélit do dvou skupin, a to na nepoldrni a polarni. Nepolarni
lipidy jako jsou triglyceridy se nachdzi hlavné v adiposni tkdni a slouzi jako zasobarna
energie u savcu (Frithbeck et al. 2001). Polarni lipidy, hlavné tedy fosfolipidy, se podili

na struktuie bunéénych membran (Vance E, Vance J.E. 2002).

Kiize je nejvétsim organem lidského téla a je tvofena tfemi vrstvami: pokozka
(epidermis), skara (dermis) a podkozni vazivo. Lipidy nachazejici se na povrchu kize
jsou smési epidermalnich lipidi a lipidt uvoliiujicich se z mazovych zlaz (Pappas 2009).
Kozni maz (sebum) tvoii nepolarni lipidy, hlavné triacylglyceroly, vosky a skvalen, zatim
co epidermalni lipidy jsou tvofeny stejnym mnozstvim volnych mastnych kyselin,
cholesterolu a ceramida (Huang et al. 2009).

Tabulka 1: Procentualni zastoupeni lipid v epidermis a sebum (Niki 2015).
Volné

mastné | Ceramid = Cholesterol @ Triacylglycerol = Vosky | Skvalen
kyseliny

Estery
cholesterolu

Epidermis = 30-35% @ 30-35% 30-35 % - - - -
Sebum 10 % - <5% 50 % 25% 12 % <5%

Tabulka 2: Procentualni zastoupeni mastnych kyselin v epidermis a sebum (Niki 2015).

Kyselina | Myristovd Myristolejova Palmitova Palmitolejova Stearova (C18:0)
(C14:0) (C14:1) (C16:0) (C16:1)

Epidermis 1,11 % - 14,01 % 2,34 % 11,06 %
Sebum 12,66 % 5,58 % 22,48 % 21,8 % 3,46 %
Kyselina Olejova Linolova Arachidonova Eikosapentaneovda Dokosahexaenov

(c18:1) (C18:2) (C20:4) (C20:5) a(C22:6)

Epidermis 15,12 % 21,52 % 6,22 % - -

Sebum 15,18 % 1,44 % 0,27 % 0,22 % 0,3%

Nejvice zastoupenou nenasycenou mastnou kyselinou v epidermis je kyselina

linolova, zatimco v sebum je to kyselina palmitolejova.
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2.4.2 Lipidové peroxidace cholesterolu

Cholesterol je vyznamnym substratem pro 'O, a ozon Os. Produkty oxidace
cholesterolu se nazyvaji oxysteroly (Niki 2009). Oxidace cholesterolu volnymi radikaly
muze byt zahajena bud’ pfenosem atomu vodiku z allylového mista na cholesterolu nebo
adici ROO’ na dvojnou vazbu. K odtrZzeni atomu vodiku z cholesterolu ROO" dochazi
z uhliku C-6 (Sevilla et al. 1986). Timto odtrzenim dojde ke vzniku R" a naslednou
interakci s Oz ke vzniku ROO" na uhliku C-7 nebo C-5 (Obrazek 3) (Pratt et al. 2003).

HO s 0o HO 5 0OH

R
CHg
Ot CHs
e
RH
Ho Ho
OOH

felel

Obrdzek 3 Tvorba primdrnich produkti lipidové peroxidace cholesterolu. Schéma podle Yin et al. (2011)

Pti interakci s donorem vodiku vznikaji ROOH cholesterolu a jejich naslednou
redukci redukénimi &inidly jako jsou peroxidazy nebo Fe?* dojde ke vzniku
hydroxycholesterolu. Disproporcionaci ROOH dojde taktéz k tvorbé ketocholesterolu.
Ketocholesterol je produktem dehydratace ROOH tzv. Russellovym mechanismem
béhem n€hoz dochézi k terminaci radikalového fetézce reakei dvou ROO® a naslednym

rozkladem vzniklého tetraoxidu (Howard, Ingold 1968) (Obrazek 4).
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Obrdzek 4 Tvorba sekunddrnich produktu lipidové peroxidace cholesterolu. Schéma podle Yin et al. (2011).

Nicméné k odtrzeni H muze dochazet i z uhliku C-4. Produkty vznikaji stejnym
mechanismem oxidace jako tomu bylo u uhliku C-7. K dalsi tvorbé produktti vede adice

ROO" na dvojnou vazbu kruhu B cholesterolu (Obrazek 5).

R
CH, R
CH, CH,
CH,
) CH, CH,
+ ROO
—_— -RO"

—_—

HO C
HO Ho

[}
[ul
~
a

R

Obrdzek 5 Schéma tvorby epoxidu cholesterolu. Schéma podle Yin et al. (2011).

Dochéazi k tvorbé cholesterol epoxidl, které jsou dvéma hlavnimi produkty oxidace
cholesterolu volnymi radikaly (Brown et al. 1996). Epoxidy mohou podléhat dalsim

transformacim pomoci cholesterol epoxid hydrolasy (Watabe, Sawahata 1979).

2.4.3 Lipidova peroxidace nenasycenych mastnych kyselin

Nenasycené mastné kyseliny jsou diky methylenové skupiné nachazejici se mezi
dvéma sousednimi dvojnymi vazbami substraty pro enzymatickou oxidaci a oxidaci

volnymi radikaly.
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Nejvice studovanou nenasycenou mastnou kyselinou je kyselina linolova, jelikoz
je se jedna o jednu z nejcastéji se vyskytujicich nenasycenych mastnych kyselin in vivo.
Oxidaci kyseliny linolové miizeme ziskat ¢tyfi hydroperoxidy (Yamamoto et al. 1982)
(Obrazek 6). Dojde k vytrzeni H z C11 uhliku ROO’, vznika tak neparovy elektron na
C11, kdy adici O2 na C13 nebo C9 dojde k pteskupeni neparového elektronu. Naslednou
reakci s RH vznikaji dva izomery C13 hydroperoxidu a dva izomery C9 hydroperoxidu.
V malém mnozstvi vznika 1 paty hydroperoxid (11-Z,Z) nicméné tento produkt je

nestabilni a dochazi k jeho rychlé pfemén¢ na stabilnéjsi produkt (Brash 2000).

— 11 = COOH
HiC

13 a

— 11 p—

R1

R2
V 02/ 62\4 \
L 00" oo " T00 R2
M ——Q mw—L —El /W—L j )_\/_9/
11 11 11 " —
R NS R2 = R2 Ri = R2 RI1 N

RH l RH l RH l RH l
HOO QoH O0H HOO R2
=] Ri 13 13 g
11 — 11 — 11 11 —
R1 X R2 — a - R < 2 R1 =
Obrdzek 6 Primdrni produkty kyseliny linolové. Tvorba Ctyr izomer( hydroperoxidu pomoci ROO*. Schéma podle Niki

(2009).

Dalsi oxidaci téchto produkti poté mize vznikat Siroka Skala aldehydd v zavislosti na
izomeru hydroperoxidu ze kterého vznikaji. Mezi nejCastéjsi aldehydy patii hexanal
(Obrazek 7), heptanal, (E)-2-heptenal, (E)-2-oktenal, (E,E)-2,4-decadienal (Nielsen et al.
2004), (E)-nonenal, pentanal, (E)-hexenal, (E,E)-2,4-nonadienal a 4-hydroxynonenal
(Han, Csallany 2009).
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Obrdzek 7 Tvorba hexanalu lipidovou peroxidaci kyseliny linolové. Schéma podle Shahidi, Pegg (1994).

Oxidaci kyseliny arachidonové ROO" vznikaji také nejprve hydroperoxidy (Yin
et al. 2011). Vice nenasycené¢ mastné Kkyseliny jako arachidonova (20:4),
eikosapentaenova (20:5) nebo dokosahexanova (22:6) jsou oxidovany podobnym
mechanismem jako kyselina linolova, avSak dochazi zde také intramolekularni cyklizaci.
Tyto cyklické peroxidy (isoprostany) vznikaji pfi oxidaci kyseliny arachidonové. Nejvice
studovanymi isoprostany jsou Fo-isoprostany. Oxidaci kyseliny arachidonové miize byt
vytvofeno az 64 riznych izomerl Fz-isoprostanti. Oxidaci kyseliny eikosapentaenové a

dokosahexanové vznikaji Fz-isoprostany a Fs-neuroprostany.

Jednim z hlavnich produktii lipidové peroxidace kyseliny arachidonové je MDA.
Malondialdehyd mulZe vznikat jak enzymatickymi procesy, tak ale i neenzymaticky
pomoci ROS. Béhem oxidace pomoci ROS nejprve vznikaji hydroperoxidy. Peroxylovy
radikal na kyselin¢€ arachidonové cyklizaci vytvoti endoperoxid, ktery se odstépi a vytvoii

tak MDA (Obrazek 8) (Ayala et al. 2014).
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Obrdzek 8 Schéma tvorby MDA lipidovou peroxidaci kyseliny arachidonové. Schéma podle (Esterbauer et al. 1991).

2.4.4 Lipidova peroxidace skvalenu

Skvalen tvofi 12-13 % celkového mnozstvi lipida v kazi (Niki 2015) a je relativné
stabilni vii¢i ROO’, jelikoz obsahuje Sest dvojnych vazeb, ale bez reaktivni methylenové
skupiny. Nicménég skvalen je dobfe oxidovan singletnim kyslikem a ozonem. Reakci se

singletnim kyslikem vznika 12 hydroperoxidi.
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2.5 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky, které jsou schopny omezovat ¢i dokonce inhibovat
oxidaci substratu (Halliwell 2007). Hraji klicovou roli pfi ochrané organismu pfed ROS
a oxidativnim poskozenim. Mnohé studie prokazaly schopnost antioxidantli snizovat
negativni efekt ROS na organismus, a to pfedevsim v obrané¢ kiize pred oxidativnim
stresem zpusobenym UV zafenim (Stojiljkovic et al. 2014). Antioxidanty mohou pusobit
nckolika mechanismy, odstranénim kovovych iontil a klicovych ROS jako jsou 05, HO®,
RO* nebo ROO*, pierusenim radikalové Fetdzové reakce a zhasenim 0, (Gutteridge
1995).

Antioxidanty je mozné rozdélit do dvou skupin, a to na enzymatické a
neenzymatické (Nimse, Pal 2015). Enzymatické antioxidanty zahrnuji enzymy jako jsou
SOD, katalasa nebo gluthation peroxidasa a pasobi hlavné mechanismem, kdy radikalové
ROS pifevadéji na H,0, a poté aZz na H,0. Mezi nejvyznamnéj$i neenzymatické
antioxidanty patfi vitaminy (vitamin C a E), karotenoidy a fenoly. Neenzymatické
antioxidanty je jest¢ mozné rozdélit na lipofilni a hydrofilni. Hydrofilni antioxidanty se

nachdzi hlavné v cytosolu, zatimco lipofilni pfedev§im v bunéénych membréanach.

2.5.1 Kyselina askorbova

Kyselina askorbovd (AA), jejiz L-enantiomer je vitamin C, je ve vodé rozpustny
antioxidant. Kyselina askorbové plisobi antioxidacné proti 05", HO® a RO® vytvorenim
dehydroaskorbové kyseliny (Obrazek 9) (Du et al. 2012). Pt#i vyzkumu puasobeni
antioxidantl v krevni plazmé se ukédzala byt kyselina askorbova jako nejucinngjsi
nasledovana bilirubinem, kyselinou moc¢ovou, koenzymem Q10 a vitaminem E (Beyer
1994). OvSem problém nastava v pfitomnosti prechodnych kovi, kdy se AA chova jako
prooxidant. Askorbat (AscH2) miize redukovat trojmocny kov na dvojmocny a zaroven
se sdm oxiduje na askorbat radikal (Asc™) (17). Kovovy iont mlize byt znovu oxidovan a
nasledné redukovan v redoxnim cyklu produkujicim ROS. Pravé v pfitomnosti O,
dochazi k tvorbé 05"a H,0, (Du et al. 2012). Poté nasleduje jiz diive popsana Fentonova
reakce (7).

Fe3* + AscH, — Fe?* + Asc*™ + 2H* (17)

17



HO

HO
Q 8]
0 0
Ho\)‘\q -H* HO
—_—
HO OH

Q oH
kvselina askorbova askorbat
_E'
HO HO
8] (0]
0 e 0
HO -« HO

! 0 0 OH
dehydroaskorbova kyselina askorbat radikal

Obrazek 9 Schéma tvorby dehydroaskorbové kyseliny. Schéma podle Macan et al. (2019).

2.5.2 Alfa-tokoferol
Alfa-tokoferol (a-TOH) je v tucich rozpustny antioxidant a je jednou z osmi

forem vitaminu E. VSechny obsahuji chromanovy kruh s hydroxylovou skupinou, diky
které muze redukovat ROS. Alfa-tokoferol hraje vyznamnou roli béhem lipidové
peroxidace. Lipidové peroxylové radikaly interaguji s a-TOH mnohem rychleji nez
S jinymi antioxidanty, ¢imz chrani nenasycené mastné kyseliny pied oxidaci (Choe, Min
2006). Alfa-tokoferol redukuje ROO* za vzniku ROOH a tokoferoxylového radikalu
(a-TO*), ktery je mnohem stabilné&jsi nez ROO* (18).

a-TOH + ROO*® - a-TO* + ROOH (18)

Nicméné a-TO* muze interagovat s dalsi molekulou a-TO* za vzniku o-TOH a tokoferyl
chinonu (a-TQ) (19).

a-TO* + a-TO* = a-TOH + o-TQ (19)

Pt1 vétsi mife oxidace a-TO* muze reagovat s ROO® za vzniku komplexi (a-TOOR), které
naslednou hydrolyzou vytvaii ROOH (20), coz jsou primarni produkty lipidové
peroxidace.

a-TO* + ROO® - [a — TOOR] - a-TQ + ROOH (20)
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3. Cil prace
Cilem této prace je stanoveni sekundarnich produkti lipidové peroxidace pomoci
vysokotlaké kapalinové chromatografie pfi plisobeni azoiniciatoru na lipidy nachazejici

se v praseci klizi a nasledné studium vlivu antioxidanta.
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4. Material a metody

4.1 Pouzité chemikalie

2,2'-azobis(2-amidinopropane) dihydrochlorid (Sigma-Aldrich, USA), hydroxid sodny
(Lach-Ner, Ceska republika), kyselina chlorista (Sigma-Aldrich, USA), 24-
dinitrofenylhydrazin (Sigma-Aldrich, USA), 1,1,3,3-tetraethoxypropan (Sigma-Aldrich,
USA), kyselina sirova (Lach-Ner, Ceska republika), hexanal (Sigma-Aldrich, USA),
kyselina askorbova (Sigma-Aldrich, USA), a-tokoferol (Sigma-Aldrich, USA).

4.2 1zolace sekundarnich produktl lipidové peroxidace z kize

Sekundarni produkty lipidové peroxidace byly izolovany z kiize prasecich uSich,
které byly po odebrani zmrazeny a uchovany. Skalpelem byly vyfiznuty ¢tverce z vnitini
strany ucha kazdy o hmotnosti 1 g. Pfed homogenizaci bylo potieba nejprve vzorky
nakrajet pomoci skalpelu na mensi kousky. Vzorek se ptenesl do malé kadinky a ptidalo
se 500 pl vody. Nasledné¢ byly vzorky homogenizovany pomoci tyCového
homogenizatoru (IKA ultra-turrax T25, Staufen, Némecko) a to vzdy v intervalech 30 s
homogenizace a 30 s pauza, aby nedochazelo k zahtivani vzorku. Tento proces byl
opakovan 3x. Poté se vzorky pfenesly do jedné kadinky a byly znovu homogenizovany.
Vzorek byl rozdélen do mikrozkumavek vzdy po 1,5 g a nasledné bylo aplikovano
vybrané oSetfeni. Po skonceném oSetfeni byly vzorky centrifugovany na 5000 g po dobu
10 min pifi 4 °C. Po centrifugaci bylo odebrano 500 ul supernatantu do novych

mikrozkumavek.

Nasledné byla provedena alkalickd hydrolyza. Aldehydy, a pfedev§im MDA se
pii nizs§im pH vazi na proteiny. Pravé pomoci alkalické hydrolyzy dojde K pferuseni vazby
C-N mezi aldehydy a aminokyselinami. Vazba C-N je tvofena hlavné¢ aminokyselinou
lysinem, ktery ma aminoskupinu na postrannim fetézci. V bazické prostfedi poté dojde
k adici OH™ na C a tim se prerusi vazba C-N. K 500 pul supernatantu bylo pfidano 100 pl
6M hydroxidu sodného (NaOH), vzorky byly protiepany a nasledné inkubovany pii 60
°C po dobu 30 min. ZvySena teplota katalyzuje reakci.
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Uvolnéné proteiny byly nasledné odstranény precipitaci béhem, které dochazi ke
srazeni proteinti vlivem snizeni pH. Pfi snizeni pH pod izoelektricky bod proteint dojde
Kk rozruSeni hydrofilni ¢asti a nasledkem toho hydrofobni ¢ast precipituje. Ke vzorkim
bylo pfidano 300 pl 35% kyseliny chlorist¢ (HCIO4), vzorky byly protiepany a
centrifugovany na 25 000 g po dobu 10 min pti 4 °C.

Do novych mikrozkumavek bylo odebrano 125 pl supernatantu a ptidan 1 pl 50
mM derivatiza¢niho ¢inidla 2,4-dinitrofenylhydrazinu (DNPH) rozpusténého v 50% (v/v)
kyseling sirové Kk provedeni derivatizace vzorku (Obrazek 10), ktera probiha v kyselém
prostfedi. Vzorek byl inkubovan ve tmé pti pokojové teploté po dobu 30 min a nésledné

zméren na HPLC.
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Obradzek 10 Schéma derivatizace MDA derivatizacnim cinidlem DNPH.

4.3 OsSetfeni vzorkd AAPH a antioxidanty

Nejprve byla sledovana ¢asova zavislost tvorby karbonylovych sloucenin. K 1,5
g homogenatu z koZznich bun€k byl pfiddn azoiniciator AAPH (10 mM), vzorky byly
protfepany a nasledn¢ inkubovany pii 37 °C po 15, 30, 45 a 60 min.

Pro sledovani vlivu antioxidantd na tvorbu karbonylovych sloucenin byl
k homogenatu ptidan azoiniciator AAPH (10 mM) a zaroven antioxidant (1mM) kyselina
askorbova nebo a-tokoferol. Vzorky byly nasledné prottepany a inkubovany pii 37 °C po
dobu 60 min.
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4.4 HPLC analyza karbonylovych sloucenin

Méieni karbonylovych sloucenin bylo realizovano pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie s pouzitim chromatografu Alliance e 2695 HPLC System
(Waters Corporation, Milford MA, USA). Karbonylové slouceniny byly separovany
izokratickou eluci kolonou Jupiter C18 (150 x 3 mm, velikost ¢astic 3 um) s celkovym
¢asem analyzy 20 min. Mobilni faze sloZend z 50 % acetonitrilu a 50 % vody protékala
kolonou rychlosti 0,5 ml/min termostatovanou na 35 °C. Pro detekci byl pouzit UV/VIS
detektor s diodovym polem (Photodiode Array, PDA) se spektralnim rozsahem 200-600
nm a optickym rozliSenim 1,2 nm. Vyhodnocovani jednotlivych slozek bylo provedeno

pii vinové délce 310 (MDA-DNPH adukt) a 360 nm (hexanal-DNPH adukt).

4.5 Analyza standardUl absorpcénim spektrometrem

Absorpéni spektra byla méfena na absorpénim spektrofotometru Specord 250
PLUS-223G1032 (Analytik Jena, Jena, Némecko) se spektralnim rozsahem 190-1100
nm, rychlosti 2 nm/s, s krokem 1 nm v rozsahu 200-400 nm. Vzorky byly méfeny
v kfemenné kyveté s optickou drahou 1 mm. Jako reference pro TEP byla pouzita 1 %
(V/v) H2SO4, pro hexanal byl pouzit 96 % (v/v) ethanol.

4.6 Statistické zpracovani dat

Statisticka analyza dat byla provedena pomoci programi Wolfram Mathematica
a MS Excel. Ve Wolfram Mathematice byl proveden test normality dat pomoci Shapiro-
Wilkova testu. Nasledné byl proveden test rovnosti rozptyli pomoci F-testu v MS Excelu.

Poté byly data analyzovany pomoci Kruskal-Wallisova test s post hoc Nemenyiho testem.
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5. Vysledky

5.1 Tvorba karbonylovych sloucenin po aplikaci azoiniciatoru na
kozni bunky

Hlavnim cilem prace bylo stanoveni sekundarnich produkti lipidové peroxidace
V koznich buiikdach. Pomoci HPLC/PDA byly ve vzorcich extraktu koznich bunék
identifikovany dva DNPH adukty a to MDA-DNPH a hexanal-DNPH. Na celém
chromatogramu (Obrazek 11) je mozné vidét umisténi jednotlivych DNPH adukti a

samotného DNPH. Hodnoty plochy pod pikem jsou pro MDA-DNPH adukt 40x vétsi nez
pro hexanal-DNPH adukt u kontrolniho vzorku.
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Obrdzek 11 Chromatogram derivatizovanych karbonylovych sloucenin pomoci DNPH v koZnich burikdch. (A)
Chromatogram pfi vinové délce A = 310 nm zobrazujici MDA-DNPH adukt (retencni cas t = 2,93 min), (B)

Chromatogram pri A = 360 nm s vyfezem zobrazujici hexanal-DNPH adukt (retencni ¢as t = 17,25 min). Ndstrik vzorku
byl 50 ul. Absorbance je vyjadiend v absorpcnich jednotkdch [a.j.].
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Nejprve byla métena ¢asova zavislost vlivu AAPH (10mM) na kazi v ¢asech 0, 15, 30,

45 a 60 min. Prvnim ze sledovanych produkti byl malondialdehyd, ktery vykazoval
narust po celou sledovanou dobu (Obrazek 12).
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Obrdzek 12 Chromatogram éasové zdvislosti tvorby MDA-DNPH pfFi plsobeni azoiniciatoru AAPH na extrakt
z koZnich bunék. Extrakt z koZnich bunék byl inkubovdn po urcitou dobu s AAPH (10mM) pri 37°C. Separace byla

provedena na reverzni fdzi kolonou C18 (150 x 3 mm, 3um) za pouZiti mobilni fdze acetonitril/voda v poméru 50:50 pfi
toku 0,5 ml/min. Chromatogram je zobrazen pf A = 310 nm. Ndstrik vzorku byl 50 ul.

Z chromatogramu (Obrazek 12) je patrné, ze i bez pusobeni AAPH je stabilni hodnota
MDA-DNPH aduktu v kontrolnim vzorku. Pro ovéfeni, zda se jedna o MDA-DNPH
adukt byl pouzit vnitini standart 1,1,3,3,-tetraethoxypropan (TEP) (Obrazek 13).
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Obrdzek 13 Ovéreni MDA-DNPH aduktu vnitfnim standardem. Ke vzorku inkubovaném 60 min s AAPH (10mM) byl
pridan 1,1,3,3,-tetraethoxypropan (TEP) jako standart MDA. Po derivatizaci byla provedena separace na reverzni fazi
kolonou C18 (150 x 3 mm, 3um) za pouZiti mobilni fdze acetonitril/voda v poméru 50:50 pri toku 0,5 ml/min.
Chromatogram je zobrazen pri A = 310 nm. Ndstrik vzorku byl 50 ul.

Mnozstvi MDA ve vzorku pfi 60 min vlivem AAPH narostlo o 100 % oproti kontrolnimu
vzorku. Integraci téchto kiivek byla stanovena plocha pod pikem MDA-DNPH aduktu,
ktera byla prepocitana pomoci kalibra¢ni kiivky standartu TEP na latkové mnozstvi
(Obrazek 15). K vytvoreni kalibra¢ni kiivky byla nejprve ur¢ena koncentrace zasobniho
roztoku standardu MDA z absorp¢niho spektra (Obrazek 14) pomoci Lambet-Beerova

zdkona (molarni absorpéni koeficient MDA e244 = 13700 dm®mol™*-cm™).
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Obrdzek 14 Absorpcni spektrum MDA.
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Absorp¢éni maximum nederivatizovaného TEP (A =250 nm) se derivatizaci posouva na A
= 310 nm. Hodnoty byly spole¢né¢ se smérodatnymi odchylkami vyneseny ve
sloupcovém grafu (Obrazek 16). Statisticky vyznamné rozdily oproti kontrolnimu vzorku

bez AAPH byly pozorovany u vSech oSetfenych vzorkd.
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Obrdzek 15 Kalibracni kfivka MDA. Data byly proloZeny primkou s rovnici zobrazenou v grafu.
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Obrdzek 16 Sloupcovy graf ¢asové zavislosti tvorby MDA-DNPH pii piisobeni AAPH (10mM) na extrakt z koZnich
bunék. Zobrazené hodnoty jsou pruméry (n=6, + SD) a vyjadruji mnoZstvi MDA-DNPH na 1 g kiiZe. Statisticky vyznamné
rozdily mezi kontrolou a oSetfenymi vzorky byly stanoveny pomoci neparametrického Kruskal Wallisova testu s post
hoc Nemenyiho testem na hladiné vyznamnosti o = 0,05. Statisticky vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdickou (*).

Druhym sledovanym produktem lipidové peroxidace byl hexanal. I zde vlivem

AAPH doslo k narustu mnozstvi hexanal-DNPH aduktu oproti kontrole (Obrazek 17).
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Opét je vidét, stabilni hodnota hexanal-DNPH aduktu i v kontrolnim vzorku. V 60 minuté
bylo mnozstvi hexanal-DNPH aduktu dokonce témér 5 x vétsi nez u kontroly. Pik

hexanal-DNPH byl ovéien pomoci vnitiniho standartu hexanalu (Obrazek 18).
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Obrdzek 17 Chromatogram éasové zdvislosti tvorby hexanal-DNPH aduktu pFi pilsobeni azoiniciatoru AAPH na
extrakt z koZnich bunék. Extrakt z koZnich bunék byl inkubovdn po urcitou dobu s AAPH (10mM) pri 37°C. Separace
byla provedena na reverzni fdzi kolonou C18 (150 x 3 mm, 3um) za pouZiti mobilni féze acetonitril/voda v poméru
50:50 pri toku 0,5 mi/min. Chromatogram je zobrazen pfi A = 360 nm. Ndstrik vzorku byl 50 pl.
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Obradzek 18 Ovéreni hexanal-DNPH aduktu vnitinim standardem. Ke vzorku inkubovaném 60 min s AAPH (10mM) byl
pridan standart hexanalu. Po derivatizaci byla provedena separace na reverzni fazi kolonou C18 (150 x 3 mm, 3um) za
pouZiti mobilni fdze acetonitril/voda v poméru 50:50 pfi toku 0,5 mi/min. Chromatogram je zobrazen pfi A = 360 nm.
Nastrik vzorku byl 50 ul.
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Plochy pod pikem byly pomoci kalibra¢ni kiivky standartu hexanalu pfepocitiny na
latkové mnozstvi (Obrazek 20). K vytvofeni kalibra¢ni kiivky byla nejprve uréena

koncentrace zasobniho roztoku standartu hexanalu z absorpéniho spektra (Obrazek 19).
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Obrdzek 19 Absorpcni spektrum hexanalu.

Absorpéni spektrum hexanalu ukazuje dva piky, kdy koncentrace byla vyhodnocovéana
z prvniho piku, druhy pik tvofi nejspiSe oligomery hexanalu. Nasledné pomoci Lambet-
Beerova zdkona (molarni absorpéni koeficient hexanalu €23 = 13750 dm3®mol*-cm™)
byla dopocitana koncentrace roztoku. Hodnoty a smérodatné odchylky byly vyneseny ve
sloupcovém grafu (Obrazek 21). Ze sloupcového grafu je mozné vidét, Ze u hexanal-
DNPH aduktu nejprve dochazi k vyraznéjSimu narustu u 15 min oproti kontrole, u 30 min
neni zaznamenam vyraznéjsi narust oproti 15 min. K dal§imu nérustu poté dochazi u 45
min a 60 min. Statisticky vyznamné rozdily byly pozorovany mezi kontrolnim vzorkem

a vSemi vzorky oSetfenymi AAPH.
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Obrdzek 20 Kalibracni kfivka standartu hexanalu. Data byly proloZeny primkou s rovnici zobrazenou v grafu.
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Obradzek 21 Sloupcovy graf ¢asové zavislosti tvorby hexanal-DNPH pfi plisobeni AAPH (10mM) na extrakt z koZnich
bunék. Zobrazené hodnoty jsou priiméry (n=6, + SD) a vyjadfuji mnoZstvi hexanal-DNPH na 1 g kiZe. Statisticky
vyznamné rozdily mezi kontrolou a osetfenymi vzorky byly stanoveny pomoci neparametrického Kruskal Wallisova
testu s post hoc Nemenyiho testem na hladiné vyznamnosti a = 0,05. Statisticky vyznamné rozdily jsou oznaceny
hvézdickou (*).
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5.2 Vliv vybranych antioxidantl na tvorbu malondialdehydu a
hexanalu

Byly vybrany dva antioxidanty, lipofilni a-tokoferol (a-TOH) a hydrofilni
kyselina askorbova (AA), u kterych byl sledovan vliv na tvorbu MDA a hexanalu v kizi.
U obou antioxidanti dochazi k narustu MDA-DNPH aduktu oproti kontrole i vzorku
inkubovanému 60 minut s AAPH (Obrazek 22).
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Obrdzek 22 Chromatogram zobrazujici vliv dvou antioxidantii na MDA-DNPH adukt v extraktu z koZnich bunék.
Extrakt z koZnich bunék byl inkubovdn po 60 min s AAPH (10mM) a zdroveri s antioxidantem a-TOH (1ImM) nebo AA
(ImM) pri 37°C. Separace byla provedena na reverzni fdzi kolonou C18 (150 x 3 mm, 3um) za pouZiti mobilni fdze
acetonitril/voda v poméru 50:50 pfi toku 0,5 ml/min. Chromatogram je zobrazen pfi A = 310 nm. Ndstfik vzorku byl 50
ul.

K nejvys$imu narustu dochézi u AA, oproti kontrole doslo k narustu MDA-DNPH o
témef 60 %. Pfi porovnani vzorku bez antioxidantu (60 min AAPH) se vzorky
s antioxidanty byl zaznamenan narust o vice nez 10 % u a-TOH a 40 % u AA. Plochy
pod pikem a smérodatné odchylky byly pfepocitany a vyneseny ve sloupcovém grafu
(Obrazek 23).
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Obrdzek 23 Sloupcovy graf vlivu pisobeni antioxidanti a-TOH (ImM) a AA (ImM) na tvorbu MDA-DNPH pFi
plisobeni AAPH (10mM) na extrakt z koZnich bunék. Zobrazené hodnoty jsou priiméry (n=6, £ SD) a vyjadiuji mnoZstvi
MDA-DNPH na 1 g kiZe. Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnim vzorkem, vzorkem oSetfenym AAPH bez
antioxidantu a vzorky osetfenymi antioxidanty byly stanoveny pomoci neparametrického Kruskal Wallisova testu
s post hoc Nemenyiho testem na hladiné vyznamnosti a = 0,05. Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnim vzorkem
a vzorky osetienymi AAPH i antioxidanty jsou oznaceny hvézdickou (*), statisticky vyznamné rozdily mezi vzorkem
osetrenym jen AAPH a vzorky oSetrenymi AAPH i antioxidanty jsou oznaceny dvémi hvézdickami (**).

Dale byl pozorovan vliv antioxidanti na hexanal-DNPH adukt. U obou
antioxidanti dochazi k poklesu hexanal-DNPH aduktu oproti vzorku s AAPH (Obrazek
24).
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Obradzek 24 Chromatogram zobrazujici vliv dvou antioxidanti na hexanal-DNPH adukt v extraktu z koZnich bunék.
Extrakt z koZnich bunék byl inkubovdn po 60 min s AAPH (10mM) a zdroveri s antioxidantem a-TOH (1mM) nebo AA
(ImM) pri 37°C. Separace byla provedena na reverzni fdzi kolonou C18 (150 x 3 mm, 3um) za pouZiti mobilni fdaze
acetonitril/voda v poméru 50:50 pfi toku 0,5 ml/min. Chromatogram je zobrazen pfi A = 360 nm. Ndstfik vzorku byl 50

ul.
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Pfi pouziti a-TOH byl zaznamenan pokles o 60 %, u AA dokonce az o 100 % oproti
vzorku s AAPH. Plochy pod pikem a smérodatné odchylky jednotlivych vzorkid jsou

porovnany ve sloupcovém grafu (Obrazek 25).
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Obrdzek 25 Sloupcovy graf viivu plisobeni antioxidantii a-TOH (1ImM) a AA (1mM) na tvorbu hexanal-DNPH pfi
plisobeni AAPH (10mM) na extrakt z koZnich bunék. Zobrazené hodnoty jsou priméry (n=6, + SD) a vyjadruji mnoZstvi
hexanal-DNPH na 1 g kiZe. Statisticky vyznamné rozdily mezi vzorkem osetrenym AAPH bez antioxidantu a vzorky
oSetfenymi antioxidanty byly stanoveny pomoci neparametrického Kruskal Wallisova testu s post hoc Nemenyiho
testem na hladiné vyznamnosti a = 0,05. Statisticky vyznamné rozdily jsou oznaceny hvézdickou (*).
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6. Diskuze

ey ee

produkty jako jsou reaktivni karbonyly pak od 80. let 20. stoleti. Tato prace byla nejprve
zaméfena na detekci sekundéarnich produkta lipidové peroxidace v koznich bunkach pfi
pouziti azoiniciatoru. Pomoci HPLC-PDA analyzy byly detekovany dva produkty
lipidové peroxidace a to MDA-DNPH adukt a hexanal-DNPH adukt v extraktu z koznich
bun¢k. Tyto produkty vykazovaly narust po celou sledovanou dobu. Tvorba MDA
zpusobena lipidovou peroxidaci iniciovanou AAPH byla jiz diive studovana na mnohych
zivoc¢isnych modelech napt. na krysich jatrech (Palozza et al. 1995, Zhang, Omaye 2001),
krysim séru (Depboylu et al. 2007), kutecich erytrocytech (Zhang et al. 2014), praseci
sitnici (Nakanishi-Ueda et al. 2006) nebo lidské plazmé (Lotito, Fraga 1998). Tvorba
hexanalu pomoci AAPH neni tak hojn¢ studovana jako MDA. Néarust hexanalu za pouZziti
AAPH byl zaznamenan napf. v hovézich jatrech (Lynch et al. 2001) nebo lidské krvi
(Chu, Liu 2004).

Lipidova peroxidace v koznich bunkach byla hlavné studovéana ve spojeni s UV
zarenim (Yamazaki et al. 1999, Grundmann et al. 2004, Kuhn et al. 2006, Barcelos et al.
2014). Rynkowska et al. (2021) sledovali narust MDA zptsobeny Fentonovou reakci

Vv prasecich koZnich buikéch.

Jak jiz bylo diive zminéno MDA je produktem lipidové peroxidace pievazné
omega-6 nenasycenych mastnych kyselin. V kiizi se nachazi kyselina arachidonova, ze
které pravdépodobné vznika MDA-DNPH adukt detekovany v této praci. Tvorbu MDA
z kyseliny arachidonové popsal jiz Pryor et al. (1976), jako produkt dekompozice
endoperoxidi. Uz Hamberg a Samuelsson (1967) detekovali MDA vytvotené z kyseliny

arachidonové.

Nicméné nejvice zastoupenou nenasycenou mastnou kyselinou v kizi je kyselina
linolova. Béhem peroxidace kyseliny linolové vznikaji jako primarni produkty ROOH,
které jsou nestabilni a dale se rozkladaji na sekundarni produkty mezi, které patii i v této
praci detekovany hexanal. Ve shodé s vysledky diplomové prace, Cao et al. (2014)
detekovali hexanal jako sekundarni produkt lipidové peroxidace kyseliny linolové,
nicméné spolecné s hexanalem byl detekovéan i nonenal, ktery v diplomové praci nebyl
detekovan. Podle Mas-Bargues et al. (2021) mtze dochazet k tvorbé¢ MDA 1 z kyseliny
linolové. Produkci MDA z kyseliny linolové detekovali jiz Tamura, Shibamoto (1991),
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kdy v této praci byla pouzita Fentonova reakce k iniciaci lipidové peroxidace. Tsikas
(2017) navrhuje moznou tvorbu MDA zkyseliny linolové nejprve vytvofenim
endoperoxidu a nésledné dekompozice na MDA. Tomuto mechanismu tvorby by
odpovidalo i mnohem v¢&tsi mnozstvi nami detekovaného MDA nez hexanalu, jelikoz
béhem tvorby MDA z endoperoxidu kyseliny linolové nedochazi k tvorbé hexanalu.
V této praci pouzity azoiniciator AAPH vytvaii ROO®, ktery interaguje s kyselinou
linolovou za vzniku hydroperoxidu. Tento hydroperoxid se dale rozklada na ptislusny
ROO*® nebo RO*. Nicmén¢ podle Miyashita et al. (1985) miize dojit k dalsi adici ROO" ha
konjugovany hydroperoxid kyseliny linolové. Vznika tak R* a naslednou adici Oz a

cyklizaci vznik4 endoperoxid. Ten poté podléha dekompozici na MDA.

Dalsi cast této diplomové prace byla zaméfena na vliv antioxidanti na tvorbu
MDA a hexanalu v koznich burikach. Byl studovan vliv lipofilniho a-TOH a hydrofilniho
AA. Pii pouziti obou antioxidantii byl pozorovan narust MDA-DNPH aduktu oproti
kontrolnim vzorktim. V tomto ptipadé se tedy oba antioxidanty chovaji jako prooxidanty.
Jak jiz bylo zminéno pfi vétsi mife oxidace mize vlivem o-TOH dochézet k zvySené
tvorbé ROOH ze kterého poté muze vznikat MDA. Naproti tomu AA vykazuje
prooxidacni ucinky v ptfitomnosti ptechodnych kovi. Je dobie znamo, ze klze za
fyziologickych podminek obsahuje zelezo (Molin, Wester 1976, Kurz et al. 1987). A
pravé AA muze redukovat Fe3* na Fe?*. Zeleznaté kationty Fe?* poté mohou redukovat
H202 na HO" a ROOH na RO". Nasleduje Fentonova reakce, u které jiz byl detekovan
narust MDA v prasec€ich koznich buikach (Rynkowska et al. 2021). Laudicina, Marnett
(1990) zaznamenali vyznamny prooxidacni efekt AA pii sledovani lipidové peroxidace

Vv krysich jatrech a ptisuzuji tento efekt pravé schopnosti AA redukovat kovové ionty.

U hexanal-DNPH aduktu byl zaznamenan pokles u obou antioxidanti oproti
vzorku oSetfeném AAPH bez antioxidantu. VEtSi pokles byl naméten pii pouZiti AA nez
a-TOH. Yin et al. (2011) popisuje vliv donori H jako je napf. a-TOH na tvorbu
hydroperoxidi kyseliny linolové. Pokud se a-TOH chova jako prooxidant dochazi
Kk tvorbé hydroperoxidii na C11, C9 a C13 kyseliny linolové v poméru 1:1:1. Pfi oxidaci
bez a-TOH se netvoii zadny nebo nedetekovatelné mnozstvi C11 hydroperoxidu. Efekt
na tvorbu hydroperoxidu mai AA. A pravé z C11 hydroperoxidu nemtze vznikat hexanal
jako produkt lipidové peroxidace, coz koresponduje s naSimi naméfenymi vysledky.
Kompletni schéma tvorby sekundarnich produktti detekovanych v této praci je shrnuto na

Obrazku 26.
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7.Zaver

Cilem této prace byla detekce sekundarnich produktt lipidové peroxidace v kiizi
Z prasecich usi. Lipidova peroxidace byla iniciovana pouzitim azoinicidtoru AAPH na
homogenat z koznich bun¢k. Sekundarni produkty lipidové peroxidace byly nasledné
vyizolovany a analyzoviny pomoci HPLC-PDA s vyuzitim derivatiza¢niho cinidla
DNPH. Analyza ukdzala ptitomnost dvou sekundarnich produktii lipidové peroxidace
MDA-DNPH a hexanal-DNPH aduktu. Pouzitim wvnitfniho standartu a naslednou
analyzou bylo ovéfeno, ze se skute¢né jedna o MDA-DNPH a hexanal-DNPH adukt. U
téchto karbonyll byla sledovana ¢asova zavislost jejich tvorby pii plisobeni azoiniciatoru
po dobu 15, 30, 45 a 60 min. U obou produktii byl zaznamenan narust ve vsech
stanovenych ¢asech oproti kontrolnimu vzorku bez AAPH. Detekované mnozstvi MDA -
DNPH aduktu bylo v 60 min az 40x vét$i nez hexanal-DNPH aduktu. Provedenim
statistické analyzy se potvrdilo, Zze narust MDA-DNPH i hexanal-DNPH aduktu je

statisticky vyznamny.

Ptedpoklddame, Ze nédmi detekovany MDA-DNPH adukt vznikd lipidovou
peroxidaci kyseliny arachidonové a linolové. Azoiniciator vytvaii ROO", ktery vytrhne H
z kyseliny arachidonové, vznika tak R" a naslednou adici O2 dochazi k tvorbé ROO".
Tento ROO’ cyklizaci vytvoii endoperoxid, ktery dekompozici produkuje MDA. Tvorba
MDA z kyseliny linolové probiha stejné, nicméné vychozi latkou je jiz diive vytvoreny
hydroperoxid, na kterém dochazi k tvorbé R* vlivem ROO". Hexanal-DNPH adukt je
produktem lipidové peroxidace kyseliny linolové. Peroxylovy radikdl vytrhne H
z kyseliny linolové a néslednou adici Oz vznikd ROO’. Interakci s RH vznika
hydroperoxid. Jen C13 hydroperoxidy mohou vést na tvorbu hexanalu, ktery vznika

redukci a naslednym beta stithem téchto hydroperoxidu.

V dalsi ¢asti prace byl sledovan vliv antioxidantli na tvorbu MDA-DNPH a
hexanal-aduktu pomoci AAPH. Byly pouzity dva antioxidanty, a to hydrofilni AA a
lipofilni a-TOH. U obou antioxidantt byl zaznamenan narust MDA-DNPH aduktu oproti
vzorku bez antioxidantu. Statisticka analyza potvrdila narust MDA-DNPH po pouziti
antioxidantl oproti kontrolnimu vzorku bez AAPH i antioxidanti tak i u vzorku s AAPH
jako statisticky vyznamny. Oba antioxidanty se tedy v tomto pfipad¢ chovaji jako

prooxidanty, ¢imz podporuji tvorbu MDA-DNPH aduktu.
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Nicméné u hexanal-DNPH aduktu byl zaznamenan pokles po pouziti obou
antioxidantti oproti vzorku s AAPH bez antioxidantu. Provedenou statistickou analyzou
bylo potvrzeno, ze pokles mezi vzorky osSetfenymi AAPH a antioxidanty a vzorkem
S AAPH bez antioxidantu je statisticky vyznamny. Domnivame se, ze zde dochazi
k poklesu kvili ptsobeni antioxidanti na tvorbu hydroperoxidi kyseliny linolové.
V ptipadé, kdy se AA i a-TOH chovaji jako prooxidanty dochazi k zvysené produkci C11

hydroperoxidu, ktery nevede na tvorbu hexanalu.

Na vysledky z této diplomové prace by mohlo byt navazéno pii dalSim studiu
lipidové peroxidace v koznich bunikach. Dalsi prace by mohly byt rozsifeny o detekci
vétSiho spektra produkth lipidové peroxidace, ale 1 vlivu jinych antioxidantii. Také by
mohl byt studovan vliv soucasného ptuisobeni AA a a-TOH vzhledem k tomu, Ze tyto

antioxidanty se chovaji synergicky.
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