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CIiLE PRACE

Teoreticka ¢ast

Vypracovat literarni reSerSi na téma lipidova peroxidace a produkce
4-hydroxynonenalu, vliv 4-hydroxynonenalu na buiky a zdravi. Porovnat

4-hydroxynonenal a malondialdehyd.
Prakticka cast

Zvladnout metodiku prace s vysokotlakou kapalinovou chromatografii (HPLC) s PDA
aQDa detektorem. Stanovit produkci 4-hydroxynonenalu v lidskych nadorovych
bunikdch pomoci HPLC. Vyhodnotit naméfené vysledky a diskutovat v porovnani

s literaturou.



1 UVOD

Lipidy jsou biologick¢é makromolekuly s rozmanitymi biologickymi funkcemi
(strukturni, zasobni, signalni). Nejsnaze podléhaji oxidaci lipidy, jez obsahuji mastné
kyseliny s nékolika dvojnymi vazbami (polynenasycené mastné kyseliny). Pokud dojde
k poskozeni téchto molekul v biologickém systému vlivem oxida¢niho stresu, mtize to
vést az K bunééné smrti.

Lipidova peroxidace je fetézovd reakce zpuisobujici oxidativni poskozeni
nenasycenych mastnych kyselin. Ta midZze byt =zapfi¢inéna neenzymaticky
prostiednictvim putsobeni reaktivnich forem kysliku nebo skrze specifické enzymy
(lipoxygenasy, cyklooxygenasy, epoxygenasy). Lipidovou peroxidaci vznikd Siroké
spektrum produktd. Primarnimi produkty jsou relativné stabilni lipidové hydroperoxidy,
které ale mohou podléhat dalSim reakcim za vzniku sekundarnich produktd lipidové
peroxidace. Sekundarné se tak tvoii hydroxy mastné kyseliny a aldehydy o rtizné délce
uhlikového fetézce. Nejvyznamnéj$imi sekundarné vznikajicimi aldehydy jsou
4-hydroxynonenal, malondialdehyd, hexanal a dalsi.

Za jeden z dilezitych markert lipidové peroxidace je povazovan 4-hydroxynonenal.
Tento aldehyd vznikda jak neenzymatickou, tak enzymatickou cestou lipidové
peroxidace predevs§im kyselin arachidonové a linoleové. 4-hydroxynonenal vykazuje
cytotoxické ucinky, mulze puasobit i mutagenné a genotoxicky, reagovat
s biomolekulami a kovalentné je modifikovat. Ve fyziologickych koncentracich ptisobi
4-hydroxynoneal jako signalni molekula, ale jeho zvySené hladiny v organismu
vyvolavaji 1 provazi riizné patologické stavy.

Teoreticka ¢ast této diplomové prace je zamétena na lipidovou peroxidaci a produkci
4-hydroxynonenalu, jeho vlastnosti a biologické plisobeni. Také je 4-hydroxynonenal
srovnavan s dal$im vyznamnym markerem lipidové peroxidace, malondialdehydem.
Prakticka cast této prace se zabyva detekci sedmi karbonyll, jez vznikaji lipidovou
peroxidaci na modelu kyseliny linoleové a rakovinnych bunék, pomoci HPLC/MS

analyzy a také stabilitou 4-hydroxynonenalu v prostiedi hydroxylového radikalu.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Lipidova peroxidace

Lipidy jsou biologické makromolekuly s rozmanitymi biologickymi funkcemi.
Ve form¢ fosfolipidi jsou zakladnimi stavebnimi kameny bunéénych membran a jejich
stav vyrazné ovlivituje fyziologii bunék. Dle pfitomnosti dvojnych vazeb délime mastné
kyseliny obsazené¢ v lipidech na nasycené a nenasycené, piicemz polynenasycené
mastné kyseliny (PUFA), obsahujici dvé a vice dvojnych vazeb, jsou nejsnaze
oxidovatelné. Mezi PUFA se tadi napiiklad kyselina linolova, kyselina linoleova
¢i kyselina arachidonova (Gardner, 1989).

Lipidova peroxidace je fetézovou reakci, pfi niz dochazi k oxidativnimu poskozeni
nenasycenych mastnych kyselin (Porter et al., 1995). Mize probihat neenzymatickou
cestou prostfednictvim piisobeni reaktivnich forem kysliku (ROS) nebo enzymatickou
cestou (lipoxygenasy (EC 1.13.11.-), cyklooxygenasy (EC 1.14.99.1), epoxygenasy
(EC 1.14.13.69)) v rostlinnych i zivo¢isnych bunkach (Smith a Murphy, 2002; Yin
etal.,, 2011). Pti fyziologické nebo nizké mife lipidové peroxidace (subtoxické
podminky) dochdzi v buikdch ke stimulaci antioxidacnich obrannych systému
a signdlnich drah aktivujici expresi antioxidacnich protein. Je-li mira lipidové
peroxidace stfedni aZ vysoka (toxické podminky), je ochranna kapacita bunék
prevysSena jejich oxida¢nim poSkozenim. V buiik4ch je vyvolana programovana buné¢na
smrt nebo nekréza (Kinnunen et al., 2012). Tyto procesy jsou zpusobeny piimym
oxida¢nim poSkozenim bunécnych struktur a dlouhodobé plsobeni oxida¢niho stresu,
zahrnujictho i lipidovou peroxidaci, muze indukovat vyvoj patologickych stavi

a zrychlené starnuti celého organismu (Fruhwirth et al., 2007).
2.1.1 Neenzymaticka lipidova peroxidace

Neenzymatickd lipidova peroxidace je fetézovou oxidaéni reakci nejcastéji
zprostiedkovanou volnymi radikdly, jiz podléhaji PUFA. Jednotlivé reakce probihaji
predev8$im volné v cytosolu, v blizkosti membran, ale i v organelach napf.
v mitochondriich (Bindoli, 1988) a extracelularnim prostoru (Bodera et al., 2015),
na rozdil od katalytického mista enzymu v piipadé enzymatické lipidové peroxidace.
Tak jako 1 ostatni radikalové reakce, lipidova peroxidace zahrnuje tii hlavni faze:

iniciace, propagace a terminace.
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Pro iniciaci je klicovym krokem tvorba lipidového uhlikového radikalu (L°).
V biologickych systémech miize byt peroxidace indukovana exogennimi fyzikalné-
chemickymi vlivy (UV zéfeni, ionizujici zafeni, koufeni, zneCiSténi vzduchu), ale
i endogennimi enzymovymi systémy uvolfiujicimi volné radikaly. Piikladem téchto
systémi je predevSim elektronovy transportni systém v mitochondriich, NADPH-
oxidasa (EC 1.6.3.1), xanthinoxidasa (EC 1.17.3.2) a cytochrom P450 (EC 1.14.-.-)
(Bochkov et al., 2010). Peroxidace lipida byva iniciovana pouzitim pifechodnych kovi
(Fe?*, Cu* - Fentonova reakce) za vyvoje hydroxylového radikalu (HO®), y-zafeni
nebo enzymii produkujicich radikéaly. U mechanistickych chemickych analyz je dilezité
zajistit tvorbu radikalti s definovanou rychlosti jejich vzniku. Pro tento ucel je na misté
pouziti azoiniciatord. Kinetika rozkladu azoiniciatori odpovida kinetice prvniho fadu
a jsou znamy rychlostni konstanty rozkladu za mnoha riznych podminek. Pro studium
riznych systéma byly vyvinuty hydrofilni, amfifilni 1 hydrofobni azoinicidtory
(Culbertson a Porter, 2000). Volny radikal atakuje cilové uhlikové atomy v molekule
PUFA, jenz tvofi tzv. methylenové mistky (jsou z obou stran obklopeny uhlikovymi
atomy, které tvofi dvojnou vazbu). Pfitomnost dvojné vazby u methylenového uhliku
oslabuje vazbu uhlik-vodik, a tim zvySuje citlivost vodiku k odStépeni. Po odstépeni
vodikového radikalu zistava na cilovém uhliku neparovy elektron, ktery muize byt
stabilizovan pieskupenim dvojnych vazeb v molekule ¢asto za vzniku konjugovanych
dienu (Halliwell a Gutteridge, 2007).

Reakcemi takto vzniklych radikali s molekularnim kyslikem vznikaji lipidové
peroxylové radikaly (LOO®) schopné dalsiho odstépovani citlivych vodik a tim je
nastartovana fetézova reakce. Lipidové peroxylové radikaly jsou kli¢ové meziprodukty,
které pohdnéji propagaci radikalovych reakci. JelikoZ propagace zahrnuje adici
molekuly kysliku, jeji rychlost je zavisla na jeho parcidlnim tlaku, jenZ se v rtiznych
tkanich, organech a za riznych podminek 1isi. Vzniklé LOO® maji schopnost odstépovat
vodiky z citlivych mist v molekulaich PUFA a vedou k tvorbé vétsiho mnozstvi
lipidovych hydroperoxidi (LOOH). Lipidové hydroperoxidy jsou ve srovnani
S ostatnimi produkty relativné stabilnimi primarnimi produkty lipidové peroxidace.
Avsak LOOH se v piitomnosti redukovanych piechodnych kovi (Fe?*, Cu®) rozkladaji
za tvorby lipidového alkoxylového radikalu (LO®) a hydroxidového aniontu, zatimco
vV pfitomnosti oxidovanych piechodnych kovii (Fe®, Cu?") dochdzi k velmi pomalé
produkci LOQO®. Vsechny vzniklé radikaly se mohou tcastnit dal$i propagace fetézové

reakce. Lipidové uhlikové radikaly vzniklé v pribéhu vyse popsanych reakci podléhaji
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intramolekularnim radikalovym substitucim. V pfipadé radikalové substituce
v molekule LOOH dochazi k tvorbé LO® a epoxidu, zatimco v molekule obsahujici
LOO® a dvojnou vazbu dochazi k cyklizaci. Tyto meziprodukty podléhaji dal$im
reakcim, v nichZ vznikaji stabilni alkoholy, aldehydy a alkany (Yin et al., 2011).
Retézova reakce volnych radikalt probiha tak dlouho, dokud se dva radikaly nespoji
(rekombinace) mezi sebou, ¢imZz zanikne pfitomnost volného elektronu. Terminace
lipidové peroxidace mize byt vyvolana pritomnosti antioxidanti jako napft. vitamin E
(tokoferol), askorbat a B-karoten. Radikalové reakce jsou ukonceny v momenté, kdy

jsou vSechny radikaly odstranény (Halliwell a Gutteridge, 2007).
2.1.2 Enzymaticka lipidova peroxidace

Enzymaticka lipidova peroxidace zahrnuje tvorbu lipidovych peroxidi probihajici
Vv aktivnim misté¢ enzymu. Pfed samotnou peroxidaci PUFA dochazi plisobenim lipas
(EC 1.3.1.3) k hydrolyze jejich zasobnich forem (triacylglyceroly, fosfolipidy)
na alkohol a mastné kyseliny. V prubé¢hu enzymatické lipidové peroxidace vznikaji
stereospecifické produkty s dulezitymi biologickymi wc¢inky. Ackoliv jsou volné
radikaly dulezitymi meziprodukty enzymatickych reakci, jsou uzavieny v katalytické
podilejici se na enzymatické lipidové peroxidaci jsou cyklooxygenasy (COX)
a lipoxygenasy (LOX) (Kuehl a Egan, 1980).

Cyklooxygenasa je hemoprotein aktivni ve form¢é homodimeru, jenZ se nachazi
vV membrané endoplasmatického retikula nebo jaderné membrané. Savci disponuji
dvéma izoenzymy: COX-1 a COX-2. Kazdy monomer COX disponuje dvéma aktivnimi
misty, jednim peroxidasovym a jednim oxygenasovym. V oxygenasovém aktivhim
misté dochazi k aktivaci substratu, v peroxidasovém k peroxidaci umoznéné piitomnosti
hemu. COX katalyzuje dvé za sebou jdouci reakce v preméné kyseliny arachidonové
na prostaglandin Hz (PGHy).

Lipoxygenasy jsou nehemové proteiny obsahujici ionty zeleza. Jsou tvofeny jednim
polypeptidovym fetézcem, jenZ se skldda do dvou domén. Jedna doména LOX je
tvofena prevazné a-helixy, kterd je katalyticka, a druhou tvoii B-barel. Lidské bunky
disponuji Sesti izoenzymy LOX, jejichZz substratem je kyselina arachidonova,
a katalyzuji oxygena¢ni reakce na Ctyfech ruznych pozicich v molekule kyseliny
arachidonové. Na rozdil od zivocichii se u rostlin vyskytuji enzymy LOX, jejichz

substraty jsou piedevSim kyseliny linoleovd a linolenovd. Kazdd oxidacni reakce
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katalyzovana LOX zahrnuje vazbu Oz na dvojici dvojnych vazeb substratu (Brash,
1999; Feussner a Wasternack, 2002).

| kdyz COX a LOX katalyzuji podobné dioxygenacni reakce, nejsou si tyto enzymy
podobné sekvenci, ani strukturou, ani jejich tkanovou ¢i bunéénou lokalizaci. I piesto je
mechanismus pusobeni obou skupin enzymi stejny (odstépeni vodiku a dioxygenace).
Primarnimi produkty COX jsou endoperoxidy nebo endoperoxid-hydroperoxidy, u LOX
vznikaji primarn¢ jednoduché hydroperoxidy. Prvotni produkty reakci COX a LOX
potom vedou k lokalni tvorbé hormonti nazyvanych jako eikosanoidy (lipidy
s 20 uhliky). V piipadé LOX vznikaji leukotrieny, zatimco v piipadé¢ COX vznikaji
prostanoidy, prostaglandiny a tromboxany (Marnett et al., 1999; Viita et al., 2012).
Eikosanoidy a dalsi produkty se u zivo€ichl ucastni signalizace prostfednictvim
receptort  spojenych s G-proteiny, jsou zahrnuty v proliferaci a diferenciaci
a i v patologickych procesech (Schneider et al., 2007).

Cytochromy P450 jsou hemové proteiny disponujici n€kolika riznymi enzymovymi
aktivitami. Z pohledu metabolismu PUFA je nejdulezitéjsi monooygenasova
a epoxygenasova aktivita. Na rozdil od COX a LOX, kde probihd dioxygenace
(inkorporace celé molekuly O2), se u P450 jednd o monooxygenace (inkorporace pouze
jednoho atomu kysliku). Odstépenim vodiku z PUFA mize dochazet k tvorbé
alkylového radikalu a nasledné hydroxylaci za vzniku hydroxymastnych kyselin.
Dalsim zptsobem interakce s P450 je monooxygenace dvojné vazby nebo epoxygenace
(Capdevila et al., 2000). Oxida¢ni produkty vzniklé z kyseliny arachidonové, predevsim
epoxyeikosatrienové kyseliny, vedou k vasodilataci, maji protizanétlivé ucinky a chrani
srdecni  sval  pfed  ischemicko-reperfuznim  poskozenim. Podobné  jsou
epoxyeikosatetraenové  kyseliny  0¢innymi  inhibitory = srde¢nich  arytmii
a epoxydokosapentaenové kyseliny dokonce inhibuji angiogenezi a zmiriiuji tvorbu
metastazi nadort. Tyto produkty jsou tak jedny z mala pozitivnich vliva lipidové
peroxidace na zdravi (Spector et al., 2004; Deng et al., 2010).

Vzhledem Kk ptitomnosti hemu jako kofaktoru nebo iontil Zeleza v aktivnich mistech
zminénych enzymu se projevuje dileZitost Zeleza pro reakce lipidové peroxidace.
Redoxni cykly zeleza zésadné ovliviiuji miru lipidové peroxidace, protoze dokazou
interagovat jak s meziprodukty vzniklymi &isté chemicky, tak i enzymaticky. Retézové
radikdlové reakce v enzymovych systémech probihaji velice podobné jako

V neenzymovych, pouze u nich dochazi k tvorb¢ stereospecifickych produktt.
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2.1.3 Produkty lipidové peroxidace

Pii lipidové peroxidaci dochazi ke vzniku Sirokého spektra produktl, primarnimi
produkty jsou lipidové hydroperoxidy. Lipidové hydroperoxidy jsou relativné stabilni,
avSak mohou podléhat dalSim reakcim za vzniku sekundarnich produkta lipidové
peroxidace jako jsou hydroxy mastné kyseliny a aldehydy o rtizné délce uhlikového
fetézce. NejvyznamngjSimi sekundarn€ vznikajicimi aldehydy jsou malondialdehyd,

4-hydroxynonenal, propanal, hexanal a dalsi (Esterbauer a Cheeseman, 1990).
2.13.1 Primarni produkty lipidové peroxidace

Lipidové hydroperoxidy vznikaji v propagaéni fazi a jsou hlavnimi primarnimi
produkty lipidové peroxidace. Hydroperoxidova skupina mize byt navdzana na rtizné
typy lipidovych molekul (volné mastné kyseliny, triacylglyceroly, fosfolipidy, steroly).
Problematiku lipidovych hydroperoxidi, véetné jejich tvorby, pfemén a pisobeni
Vv biologickych systémech, shrnul A. Girotti (1998). Jak uz bylo uvedeno vyse, LOOH
jsou na rozdil od volnych radikald za mirnych podminek (nizka teplota, absence iontl
prechodnych kovil) relativné stabilnimi produkty. Bylo zjisténo, Ze pfitomnost LOOH
VvV séru mize byt vyuzita pro predikci oxidacniho stresu ve tkanich vcetné zmén miry
lipidové peroxidace fluktuujici v prib¢hu dne. Jakmile dojde k tvorbé LOOH, mohou
tyto podléhat riznym redukénim reakcim vedoucim bud’ k inhibici nebo k indukci
peroxida¢niho poskozeni (Argiielles et al., 2004, 2007).

Lipidové hydroperoxidy se mohou in vivo rozkladat na zakladé¢ dvou-elektronové
redukce, jeZ miZe inhibovat peroxidacni poskozeni. Enzymy zodpovédné za tuto
redukci LOOH jsou glutathionperoxidasy (GPX; EC 1.11.1.9) zavislé na selenu
a selenoprotein P. GPX katalyzuji redukci H20O2 na vodu a organickych hydroperoxidt
na odpovidajici alkoholy za vyuziti glutathionu (GSH) jako redukéniho Ccinidla.
Glutathionperoxidasy se vyskytuji ve vysoké mife v sav¢ich tkanich a v bunkach byly
nalezeny v jadrech, cytosolu a mitochondriich. (Brigelius-Flohé a Maiorino, 2013)
Ptitomnost selenocysteinového residua jako katalytického fetézce zajistuje rychlou
reakci s hydroperoxidem a naslednou ucinnou zpétnou redukci pomoci GSH.
Selenoprotein P je hlavnim selenoproteinem v lidské plasmé, jenz redukuje
hydroperoxidy za vyuziti GSH nebo thioredoxinu jako kosubstratu a chrani lipoproteiny

s nizkou hustotou (LDL) pied peroxidaci (Steinbrenner a Sies, 2009).
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Druhou moznosti rozpadu LOOH in vivo je jedno-elektronova redukce, ktera
na rozdil od vyse popsané inhibice podporuje iniciaci a propagaci lipidové peroxidace.
Dochazi tak k tvorbé novych LOOH, coz prodluzuje trvani peroxida¢niho procesu
apfrispiva k vétsimu rozsahu oxidacnich poskozeni. Lipidové hydroperoxidy se
pfi interakci s piechodnym kovem (M) rozkladaji na LOO® a/nebo na LO® na zakladé
redoxniho stavu M, jenz je ovlivnén tzv. redoxnim cyklem (reakce 1 a 2).

LOOH +M" — LO® + OH™ + M™'! (reakce 1)
LOOH + M™! - LOO® +H" + M" (reakce 2)

LOOH reaguji i s peroxodusitanem (silny induktor buné¢né smrti) nebo kyselinou
chlornou (vznikajici v mistech zanétu) za tvorby molekuly singletniho kysliku (*O2).
Reakce 102 s mastnymi kyselinami vede k tvorbé dalsich LOOH, zatimco pii reakci
s aminokyselinami dochazi v zavislosti na pfitomnosti a charakteru reaktivnich skupin
ke vzniku ruznych oxidaénich produktii, obecné peroxidi a endoperoxidi (Stadtman
a Berlett, 1997). V pripadé, Ze reaguje 'Oz s aminokyselinovymi residui Vv ramci
proteinu, dochazi k fragmentaci, zmén¢ konformaci, inaktivaci enzymu a naruseni

bunééného obratu proteina (Davies, 2003; Miyamoto et al., 2007).
2.1.3.2 Sekundarni produkty lipidové peroxidace

Pokud probihaji dalsi cykly lipidové peroxidace, dochdzi k dalSim reakcim
a fragmentaci vzniklych meziprodukti na hydroxy mastné kyseliny a aldehydy o rizné
délce uhlikového fetézce. Radikalové meziprodukty lipidové peroxidace piisobi lokalng,
ale vzniknuvsi aldehydy mohou difundovat pies membrany, dokonce i pies karyotéku
(Halliwell a Gutteridge, 2007). Timto zpusobem mohou aldehydy ovliviiovat
| biomolekuly vzdalené od mista tvorby aldehydu, naptiklad kovalentné¢ modifikovat
proteiny ¢i reagovat s nukleovymi kyselinami. Sekundarni produkty peroxidace lipidil
mohou byt soucasti bunécné signalizace, ale taktéZ mohou mit mutagenni ¢i toxické
ucinky (Negre-Salvayre et al., 2008).

Monohydroxy mastné kyseliny (OHFA) jsou dualezitymi sekunddrnimi produkty
lipidové peroxidace vyuzitelné jako plasmatické markery jeji miry in vivo i ex vivo.
Delsi dobu byly OHFA opomijeny, nebot nebylo mozné je jednoduse
spektrofotometricky detekovat. Az v roce 1995 bylo popsano méfeni C18, C20 a C22
OHFA pomoci plynové chromatografie s plamenovou ionizaci. Za pouziti této metody

vSak musel byt kazdy vzorek analyzovan dvakrat, jednou s derivatizaci za tvorby

15



methylestert a jednou bez ni (Nikkari et al., 1995). O rok pozd¢ji byla vyvinuta
technika pro detekci a kvantifikaci pomoci GC/MS (Wilson et al., 1997). Protoze
OHFA mohou hrat dualezitou roli v tvorbé aterosklerotickych plaki a az 30 % esterli
cholesterolu s kyselinou linoleovou vznika z jeji oxidované formy, kyseliny
hydroxylinoleové, byla na misté analyza mozného vyuziti OHFA jako markeru lipidové
peroxidace v klinické praxi (Suarna et al., 1997). V této studii byly vyuzity extrakty
plasmy podrobené ucinku volnych radikali odpovidajici nizkym ¢i mirnym oxidacnim
podminkam a vysokym oxida¢nim podminkam. Byly detekovany a kvantifikovany C18
OHFA s pozici hydroxylové skupiny na uhlicich C8 az C16. Zatimco pii mirnych
oxidacnich podminkach se koncentrace vSech zvysila podobné, za silnych oxidacnich
podminek byla pozorovana koncentracni zavislost pouze u 9- a 13- OHFA. Na zaklad¢
této studie a diky jejich korelaci s mirou oxidac¢niho stresu jsou tyto dvé OHFA
doporuceny jako markery v klinické praxi (Kaikkonen et al., 2004).

Mezi sekundarnimi produkty lipidové peroxidace bylo nalezeno mnoho rdznych
aldehydt, ptredev§im malondialdehyd (MDA), 4-hydroxynon-2-enal (4-HNE),
formaldehyd, acetaldehyd, propionaldehyd, hexanal a 4-hydroxyhex-2-enal, jenz byly
intenzivné studovany Esterbauerem a jeho kolektivem v 80. letech (Esterbauer et al.,
1982; 1984; 1989). MDA byl $iroce vyuzivan po dlouhou dobu jako spolehlivy marker
lipidové peroxidace ®-3 a -6 mastnych kyselin a to na =ziklad¢ reakce
s thiobarbiturovou kyselinou (TBA). Tato reakce vSak byla vyrazné nespecifickd, coz
vedlo k nasledné kontroverzi jejiho vyuziti pro kvantifikaci MDA ze vzorku in vivo
(Pryor, 1989). Nasledné byly vyvinuty nové metody pro stanoveni volného i vazaného
MDA pomoci GC-MS/MS, LC-MS/MS a nékolik derivatiza¢nich technik (Giera et al.,
2012). Jelikoz je MDA jednim z nejvice popularnich a spolehlivych markert
oxida¢niho stresu, je stile klinicky relevantni. Jednd se o bifunkéni aldehyd, jehoz
aktivita vzrusta pii klesajicim pH, kdy dochazi k pifesmyku na B-hydroxyakrolein.
Jelikoz je MDA elektrofil, reaguje siln¢ s nukleofilnimi centry aminokyselin, tvofi
adukty s proteiny, muze vyvolavat sitovani DNA a ma také nékolik dilezitych
signalnich uloh v bunkach (Ayala et al., 2014).

2.2 4-hydroxynonenal

4-hydroxynonenal je B-nenasycenym elektrofilnim aldehydem a hlavnim pifedstavitelem
4-hydroxyalkenal, které vznikaji jako koncové produkty oxida¢niho rozkladu PUFA

prostfednictvim enzymové i neenzymové oxidace. Tato slouCenina je diky pfitomnosti
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reaktivnich center schopna podléhat reakcim s mnoha riznymi molekulami, jez jsou
popsany v kapitole 2.2.2. Rozsahla reaktivita 4-HNE umoziuje tvorbu proteinovych
¢1 DNA adukti, coz jsou dysfunk¢ni formy téchto biomolekul, ¢imz dochazi k ovlivnéni
dalezitych bunécénych pochodii. Ze vSech znadmych produktt lipidové peroxidace je
nejvice studovanym pravé 4-HNE, vzhledem k jeho reaktivité a roli v patologickych
stavech (Spickett, 2013).

2.2.1 Vznik 4-hydroxynonenalu

Mechanismus tvorby 4-hydroxynon-2-enalu byl po dlouhou dobu pfedmétem zkoumanti,
protoze 4-HNE je hlavnim cytotoxickym produktem lipidové peroxidace. Bylo zjisténo,
7ze substraty pro tvorbu 4-HNE jsou Kkyseliny linoleova a arachidonova. Devét
uhlikovych atomu tvoficich molekulu 4-HNE odpovidd deviti uhlikovym atomim
z o-konce téchto nenasycenych mastnych kyselin (Uchida, 2003). V roce 1990 Pryor
a Porter navrhli prvni mozny mechanismus tvorby 4-HNE a o tfi roky pozdéji Gardner
aHamberg (1993) ziskali prvni experimentalni dikazy o tvorbé 4-HNE
z hydroperoxidii zminénych mastnych kyselin. Nasledna studie Schneidera a kolektivu
(2001) vyuzila 9- a 13- hydroperoxidy kyseliny linoleové jako vychozi reaktanty. Tito
zjistili, ze existuji dva rizné mechanismy vedouci k 4-hydroperoxy-2E-nonenalu
(4-HPNE). Prvnim mechanismem je radikalové odstépeni vodiku na atomu C8
v molekule kyseliny 13-hydroperoxyoktadekadienové (13-HPODE), které vede k tvorbé
10,13-dihydroperoxidu, jenz podléha Stépeni. Druhym zplisobem je piimé Stépeni
kyseliny 9-hydroperoxyoktadekadienové (9-HPODE) za tvorby 3Z-nonenalu, ktery je
prekurzorem 4-HNE a kyseliny 9-oxononanové.
Je znamo 5 hlavnich mechanismi, jimiZ miZe 4-HNE obecné vznikat:
- Redukce hydroperoxidu na alkoxylovy radikal prostfednictvim Fe?* nasledovany
beta-stiihem.
- Protonace lipidového hydroperoxidu, po které dochédzi k Hockovu pteskupeni
a nasledné hydrolyze a Hockovu §tépeni.
- Cyklizace peroxylového radikdlu a tvorba dioxetanu a jeho Stépeni.
- Atak volného radikdlu v bis-allylové poloze -6 PUFA vedouci ke vzniku
radikdlového intermediatu, jez dale reaguje s molekulou kysliku a tvofi
hydroperoxidy jako napt. HPODE. Odstépeni dalSiho allylového vodiku v jejich

struktuie produkuje opét radikalovy intermediat, ktery je po oxygenaci ptemeénén
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na nestabilni dihydroperoxidovy radikal podléhajici Hockovu pieskupeni
a Stépeni.

- Oxida¢ni produkty vytvofené reakci hydroperoxidového epoxidu s Fe?
anaslednym pieskupenim a beta-stfihem zahrnuji mnoho raznych aldehydi,
véetné 4-HNE (Ayala et al., 2014).

Nékteré mechanismy tvorby 4-HNE jsou demonstrovany na piikladu kyseliny
linoleové (Obr. 1, Obr. 2, Obr. 3, Obr. 4). Reakce je iniciovana radikalovym odstépenim
vodiku Vv bis-allylové poloze na uhliku C11. Odstépeni vede k tvorbé lipidového
uhlikového radikélu, jehoz naslednym pieskupenim vznikaji dva hlavni meziprodukty:
9- a 13- alkylové radikaly kyseliny oktadekadienové (Obr. 1). Radikalové meziprodukty
jsou oxidovany za vzniku lipidovych peroxylovych radikald, které mohou piijmout
proton nebo podléhat ptfesmyku za vzniku dioxethanového radikalu. Vytrzenim protonu
z jiné biomolekuly a jeho pfijetim lipidovymi peroxylovymi radikaly jsou tvofeny
9-HPODE a 13-HPODE. Dioxethanovy radikal je pro tvorbu 4-HNE relevantni pouze
z 9-peroxylového radikalu (Spickett, 2013). Vzniknuvsi hydroperoxyoktadekadienaty

podléhaji n¢kolika riznym reakcim.

HOm/\/\/\/\/\/\/\/\/ kyselina linoleova

o} K'OH
H,0

H O\“/\/\/\/\/\/\/\/\/ H O\“/\/\/\/\/\/\/\/\/
O 9-alkyl radikal 0 13-alkyl radikal
: -
HO \"/\/\/\/\/\/\/\/\/ H O\II/\/\/\/\M/W
o (¢} o} (I)
I
o .

13-peroxyl radikal ©
H* H O\"/\/\/\/\/\/\/\/\/
o} OOH
13-hydroperoxyoktadekadienova k.
H O\ﬂ/\/\/\/ﬁ/\/\/\/\/ H O\[I/\/\/\/\|_|/\/\/\/

o OOH ¢] 0-0
9-hydroperoxyoktadekadienova k. dioxethanovy radikal

9-peroxyl radikal

Obr. 1 Schéma prvotnich fazi peroxidace kyseliny linoleové.
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9-HPODE je v prosttedi iontdi piechodného kovu (Fe?*) pieménén
na 9-alkoxylradikal, ktery podléha cyklizaci. Po reakci s molekulou kysliku a protonaci
vznikd cyklicky hydroxyalkoxyl, jez podléha beta-stiihu za tvorby 4-HNE
a 9-oxononanové kyseliny. Dalsi moZznou cestou vedouci od 9-HPODE je protonace
hydroperoxylové skupiny, jez umozinuje Hockovo pteskupeni. To zahrnuje tvorbu
epoxidového intermedidtu podléhajiciho naslednému Hockovu Stépeni. Produkty
Hockova §tépeni jsou opét 9-oxononanova kyselina a 4-HNE (Obr. 2) (Pryor a Porter,
1990; Loidl-Stahlhofen et al., 1994).

HO\"/\/\/\/\/\/\/\/\/

O OOH
9-hydroperoxyoktadekadienova k.
F 2+
-OH H+
H O\"/\/\/\/\(\/\/\/\/ H O\ﬂ/\/\/\/\f/\/\/\/\/
o o} o (I)
+
cyklizace OH,

O ‘ Hockovo preskupeni
/\?\/\/\/\/(j\/\/\ HZO
HO O

HO\"/\/\/\/\/O\/\/\/\/\
®

0,, H* O

'KHzo
HO. HY
HO 0 o} OH
Fe2* “ .
'OH/i e H+/i Hockovo Stepeni
j\/\/\/fIi/\/\ HO\"/\/\/\/\“ * ON\/\/\/
HO o ° ©

. , ‘OH
kyselina 9-oxononanova \
l beta-strih OW
i Ovi/\/\
HO o 04\/\/\/\/
Jow
1. Oy, 2. redukce
0 HO\OOVI/\/\ OMY\A/
HO 0 4-hydroxynon-2-enal
o
‘OH
o
/uo\/\/\/\) + OW
HO o’
kyselina 9-oxononanova H\i
OMW

OH
4-hydroxynon-2-enal

Obr. 2 Schéma moznych cest tvorby 4-HNE z 9-HPODE.
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dioxethanovy radikal

|

o 0
kyselina 9-oxononanové l 1. Oy, 2. redukee
OMY\A/
OH

4-hydroxynon-2-enal
Obr. 3 Schéma tvorby 4-HNE z dioxethanového radikalu.

Posledni moZznym osudem 9-peroxylového radikélu je jeho cyklizace za vzniku
dioxethanového radikalu, jenz je fragmentovan na 9-oxononanovou Kkyselinu
a 4-hydroperoxynonenal, coz je ptimy prekurzor 4-HNE (Obr. 3) (Pryor a Porter, 1990).

Cesta vedouci od 13-HPODE majoritné vede k dalSimu radikalovému odstépeni
vodiku, tvorba dihydroperoxylového meziproduktu a jeho S$tépeni Hockovym
mechanismem (Obr. 4). Minoritni je cesta vedouci pies dioxetan nebo alkoxylovy
radikal (Esterbauer et al., 1986, Pryor a Porter, 1990).

HOYWV\MAN
o OOH
13-hydroperoxyoktadekadienova k.

K’OH
H,0
HO\“/\/\/\/‘\/\/\/\/\/
0 OOH
"
HO\“/\/\/\/\/'\/\/\/\/

o} OOH
02

HO ~ F

o OOH
10,13-dihydroperoxyoktadekadienova k.

l Hockovo preskupeni a Stepeni

HO\“/V\/\NO + OW

o} OOH

kyselina 9-oxononanova
y redukce

OMW
OH
4-hydroxynon-2-enal

Obr. 4 Schéma majoritni tvorby 4-HNE z 13-HPODE.
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4-HNE je taktéz koneénym produktem enzymatické transformace -6 PUFA (Ayala
et al,, 2014). V savcich bunkach je tento proces katalyzovan 15-lipoxygenasami
(15-LOX). Existuji dvé tiidy téchto enzymu - jedna tfida je exprimovana
v retikulocytech, eosinofilech a makrofazich, zatimco druha enzymova tiida je
zastoupena v bunkach kuze, rohovky, prostaty, plic a jicnu (lvanov et al., 2010;
Klil-Drori a Ariel, 2013). Hlavnimi prekurzory enzymatické tvorby 4-HNE jsou
u lidskych bunék 13-HPODE a kyselina 15-hydroxyeicosatetraenova (15-HPETE)
(Schneider et al., 2001). Rostlinnd draha enzymatické tvorby 4-HNE zahrnuje LOX
vytvafejici primarni prekurzory, jez jsou dale pfeménovany hydroperoxidlyasami
(EC 4.2.99.-), alkenaloxygenasami (EC 1.13.--) a nakonec peroxygenasou
(EC 1.11.2.1) katalyzujici posledni krok (Takamura a Gardner, 1996).

2.2.2 Reaktivita 4-hydroxynonenalu

I pfes svou relativni stabilitu ve srovnani s volnymi radikaly je 4-HNE velmi reaktivni
slouceninou. Ve své molekule obsahuje tfi reaktivni skupiny: C2=C3 dvojnou vazbu,
C1=0 aldehydovou skupinu a C4-OH hydroxylovou skupinu. Pfitomné elektrofilni
uhliky v molekule jej délaji velmi reaktivnim pro nukleofilni atak thioly a amino-
skupinami. Reaktivita je umoZnéna jak prostfednictvim Michaelovy adice (majoritn¢)
na uhlik C3, tak tvorbou Schiffovy badze mezi uhlikem C1 a primdrnimi aminy. Diky
témto predispozicim muze 4-HNE reagovat s Sirokym spektrem molekul, jako jsou
proteiny (obsahujici His, Cys a Lys), fosfolipidy obsahujicimi aminoskupinu
a s nukleovymi kyselinami (pfedev§im s guanosinem po epoxidaci). Interakce
s biomakromolekulami vedou k jejich sitovani, zméné a ztraté biologické aktivity.
Oxidacné reduk¢éni pochody na aldehydové skupin€ jsou soucasti bunécného
metabolismu a antioxida¢ni ochrany. Jednotlivé mozné reakce 4-HNE popisuje Obr. 5
(Schaur, 2003; Dalleau et al., 2013).
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Reakce aldehydové o Reakce hydroxylové
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Obr. 5 Piehled reakci, jimz mohou podléhat jednotlivé reaktivni skupiny molekuly 4-HNE
(Dalleau et al., 2013).

2.2.2.1 Bunéény metabolismus 4-hydroxynonenalu

Sav¢i bunky si vyvinuly mnohé enzymové cesty pro detoxifikaci 4-HNE. Hlavnim
cilem rychl¢é intracelularni metabolizace je ochranit klicové molekuly pifed modifikaci
aldehydovymi zbytky vzniklymi pii lipidové peroxidaci (Siems a Grune, 2003).
Biochemické drahy metabolismu 4-HNE vedouci k tvorbé piislusného alkoholu
(1,4-dihydroxy-2-nonen, DHN) nebo kyseliny (4-hydroxy-2-nonenové, HNA) se lisi
Vv zavislosti na urovni oxida¢niho stresu (Ayala et al., 2014).

Pi1 fyziologickych ¢i nizkych hladinach oxidac¢niho stresu je hlavni detoxifikacni
reakci konjugace 4-HNE s GSH katalyzovana glutathion S-transferasami (GST;
EC 2.5.1.18) za tvorby glutathionyl-HNE (GS-HNE), kterou znazoriiuje Obr. 6.
Konjugace probiha prostfednictvim Michaelovy adice na uhliku C3, ¢imZ zabrafuje
jinym nukleofilnim adicim s biomolekulami. Konjugovany 4-HNE mtize nasledné
podléhat dvéma riznym reakcim. Bud probihda redukce katalyzovanda NADH-
dependentni alkoholdehydrogenasou (EC 1.1.1.71) za tvorby glutathionyl-DHN a/nebo
prob&hne oxidace katalyzovana aldehyddehydrogenasou (ALDH; EC 1.2.1.3) za vzniku
glutathionyl-HNA (Balogh a Atkins, 2011).

NH, | O
NH, 4 O HOMN N O
HO N OH konjugace o) o) H o
N/\"/ + OMW — S
© © SHH © oH 4\)\/\/\/
4-hydroxynon-2-enal o)

glutathion OH
glutathionyl-HNE

Obr. 6 Schéma konjugace GSH a 4-HNE za vzniku GS-HNE.
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Pti stfednich hladindich oxida¢niho stresu podléhd 4-HNE piimé oxidaci
aldehyddehydrogenasou na HNA. HNA mtze byt v mitochondriich dale
metabolizovana prostiednictvim B-oxidace (Siems a Grune, 2003).

U vysokych hladin oxida¢niho stresu je volny 4-HNE i GS-HNE metabolizovan
pomoci aldoketoreduktasy (AKR; EC 1.1.1.21) za tvorby DHN. Zminéna AKR
disponuje vysokou enzymatickou aktivitou pro redukci dalSich o,B-nenasycenych
aldehydi jako jsou akrolein, trans-2-hexenal, trans-2-nonenal. Jeji aktivita je
nékolikanasobné vyssi vi¢i GSH-konjugatim ve srovnani s volnymi alkanaly (Siems
a Grune, 2003; Alary et al., 2003). Burczynski et al. (2001) demonstrovali, ze 4-HNE
I dalsi zminéné o,B-nenasycené aldehydy vedou Kk indukci exprese isoformy C1
aldoketoreduktasy schopné tyto reaktivni aldehydy rychle odstrafiovat.

Z biologickych experimentl vyplynulo, Ze naruseni genu Gsta4 kodujiciho isoenzym
GST u mysi vede k neschopnosti odbourani 4-HNE a jeho akumulaci. Timto byla
potvrzena zasadni role GST v detoxifikaci 4-HNE (McElhanon et al., 2013). Naopak
nadmérna exprese aldehyddehydrogenas snizuje tvorbu 4-HNE proteinovych aduktd
a toxicitu 4-HNE v bunéénych kulturach (Black et al., 2012; Kong a Kotraiah, 2012).

2.2.2.2 Adukty 4-hydroxynonenalu s biomolekulami

Jak jiz bylo zminéno vyse, zasadnimi produkty reakci 4-HNE jsou adukty s proteiny
a DNA. V ramci proteinovych adukti roste preference pro reakci s aminoskupinou
ve sméru Lys < His << Cys (Sayre et al., 2006).

Cysteinové adukty jsou mnohem ¢astéjsi u 4-hydroxy-2-alkenalt (cozZ je i 4-HNE),
nez u o,B-nenasycenych aldehydii postrddajicich C4 hydroxylovou skupinu. Tato
skuteCnost je zptsobena tim, Ze elektron-akceptorova 4-hydroxyskupina pfispiva
k vyssi elektropozitivit¢ na uhliku C3 a snadnéj$§imu nukleofilnimu ataku. Reakce
4-HNE s thioly (Cys) vede k tvorbé nasyceného aldehydu s thioetherovou vazbou
sulthydrilové skupiny z uhliku C3. Aldehydovy fetézec vzniklého produktu muze ale
dale reagovat se 4-hydroxylovou skupinou za tvorby cyklického hemiacetalového
derivatu (Obr. 7) (Esterbauer et al., 1975).

(Cys)
NN
rotein S
(Cys) OMM/ Michaelova adice P
protein” “SH + OH >
4-hydroxynon-2-enal O
HO

Obr. 7 Schéma tvorby cysteinového aduktu 4-HNE.
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Obr. 8 Schéma tvorby histidinového aduktu 4-HNE.

Struktura adukt 4-HNE s His byla poprvé objasnéna Uchidou a Stadtmanem (1992).
Michaeliv adukt HNE-His je mozné izolovat a stabilizovat. Pozdé&ji bylo na zakladé
NMR analyzy aduktt zjisténo, ze reakce probihd vyhradné v jedné pozici na dusiku
N*-imidazolového kruhu (Obr. 8) (Hashimoto et al., 2003).

Reakci 4-HNE s lysinovou g-amino skupinou vznikd mnoho produkt zahrnujicich
piedevsim Michaeltiv adukt, pyrrolovy adukt a fluoreskujici zesitovany adukt (Obr. 9)
(Esterbauer et al., 1991). Ne¢kolik let po jejich identifikaci byly zjistény dalsi
podrobnosti vzniku téchto lysinovych aduktd. Michaeliiv adukt vznikd predevSim
pii velkém nadbytku Lys oproti 4-HNE (Obr. 9 A), zatimco pii ekvimolarnich
mnozstvich dochazi k tvorbé aduktii obsahujicich 2 a vice molekul 4-HNE. Pyrrolové
adukty byly jednémi z prvnich aduktd zalozenych na Schiffové bazi (Obr. 9 B),
vykazujicich vysokou stabilitu a jsou pravdépodobné i1 nejstabiln€jSimi konecnymi
produkty 4-HNE modifikace proteinti (Nadkarni a Sayre, 1995). Fluoreskujici adukty
byly objeveny pii kovalentni modifikaci LDL pusobenim 4-HNE (Esterbauer et al.,
1986) a nasledn¢ byl identifikovan 3-hydroxy-3-imino-1,2-dihydropyrrolovy derivat
(Obr. 9 C) zodpovédny za fluorescenéni vlastnosti (Tsai et al., 1998).
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Obr. 9 Schéma tvorby lysinovych aduktd 4-HNE. A: tvorba Michaelova aduktu, B: tvorba
pyrrolového aduktu a C: tvorba 3-hydroxy-3-imino-1,2-dihydropyrrolového derivatu.

Obecné mohou modifikaci 4-HNE podléhat mnohé proteiny a peptidy s dilezitou
funkei zahrnujici glutathion, karnosin, enzymy, membranové transportni proteiny
a prenasece, receptorové proteiny, cytoskeletalni proteiny, chaperony a dalsi (Zarkovic
etal., 2013).

Modifikace DNA pisobenim 4-HNE probihda zejména v misté deoxyguanosinu
mechanismem Michaelovy nukleofilni adice aminoskupiny deoxyguanosinu na dvojnou
vazbu 4-HNE (Obr. 10). 4-HNE-guanosinové adukty vznikaji jako dvojice
diastereoisomert, které dale vedou k zesitovani DNA a nebo tvorbé DNA-proteinovych
konjugata (Minko et al., 2009). Tyto adukty byly nalezeny v lidskych i zvifecich
tkanich, jsou potencidlné mutagenni, karcinogenni a mohou byt opraveny vystépenim
postizenych nukleotidd (Choudhury et al., 2004). V prostfedi peroxidi dochazi
k odlisné reakci, kdy je nejdiive 4-HNE oxidovan na 2,3-epoxy-4-hydroxynonanal, ten
dale reaguje s aminoskupinou guanosinu, adenosinu nebo cytosinu (Nair et al., 1999).
Naslednou cyklizacni reakci vznikéd etheno-DNA adukt, jez miize byt odstranén cestou
vystépeéni baze (Gros et al., 2003). Zvysené hladiny etheno-DNA aduktd byly nalezeny
V postizenych organech pacientd s chronickou pankreatitidou, ulcerézni kolitidou
a Crohnovou chorobou. Z tohoto divodu jsou slibnymi biomarkery, mohou slouzit
Kk popisu miry genetického poskozeni vzniklého endogenni oxidaci w-6 PUFA (Nair
et al., 2006; 2010).
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Obr. 10 Schéma vzniku 4-HNE-guanosinového aduktu.

2.2.3 Metody detekce a kvantifikace 4-hydroxynonenalu

Pro pochopeni tvorby a biologickych u¢inkd 4-HNE je dulezitym aspektem jeho
detekce a kvantifikace v chemickych systémech i tkanich (plasmé). Existuje nékolik
riznych metod pro analyzu 4-HNE, ale z pohledu jeho reaktivity je hlavni otazkou, zda
detekovat volny aldehyd, ¢i jeho adukty (Esterbauer et al., 1991). Volné 4-HNE
absorbuje v UV oblasti (Amax = 220-223 nm) a v chemickych systémech prostych
proteind je mozné jej detekovat pfimo po separaci od ostatnich aldehydt pomoci HPLC.
Naopak u biologickych vzorku je dosazeno vé&tsi specifity a sensitivity pomoci
derivatizacnich  Cinidel reagujicich s aldehydy, znichZ nejznaméjsi jsou
2,4-dinitrofenylhydrazin (DNPH) (Obr. 11) ¢i 1,3-cyklohexandion. I ptes derivatizaci je
nutné provést HPLC separaci a pouzit standardy pro spravnou identifikaci 4-HNE
v komplexni smési alkanalii a alkenalli, protoZe derivatizacni c¢inidla reaguji obecné

s aldehydovou skupinou (Yan a Forster, 2011).

O,N NO,
R O,N NO,
{ H,S0, . N
—0 HZN\H ﬁ’ 1Y \H

R, =H ... aldehyd 2,4-dinitrofenylhydrazin hydrazon
R; =R ... keton (DNPH)

Obr. 11 Derivatiza¢ni reakce 2,4-dinitrofenylhydrazinu s aldehydem/ketonem, pti niz vznika
hydrazonovy adukt.
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Dalsi moznosti je vyuziti hmotnostni spektrometrie, jejiz vyhodou je identifikace
na zakladé m/z a fragmentacnich vzori. GC-MS vyzaduje derivatizaci vzorkl
do tékavého stavu, v piipadé 4-HNE je to napi. reakce s pentafluorobenzyloximem
nasledovana silylaci. Derivatizovany 4-HNE je poté ionizovan v negativnim modu
a kvantifikovan na zaklad¢ porovnani s deuterovanym 4-HNE jako vnitinim standardem
(van Kuijk etal., 1995; Selley, 1997). Vyhoda piistupu LC-MS je v tom, Ze neni
potfeba derivatizaci dosahnout té¢kavosti, proto je nakladani se vzorkem jednodussi
(Gioacchini et al., 1999). Separace kapalinovou chromatografii je provedena na reverzni
fazi za pouziti kolony s C18 sorbentem a ionizaci elektrosprejem v negativnim modu
(Zanardi et al.,, 2002). Z pohledu kvantifikace volného 4-HNE nema GC-MS
ani LC-MS velkou vypovidaci hodnotu vzhledem k jeho reaktivité¢ a velkému podilu
aduktt s biomolekulami. Je vhodné proto analyzovat vedle volného 4-HNE i jeho
adukty, nebo 4-HNE z aduktti uvolnit provedenim hydrolyzy, deproteinace a neprodlené
vzorek analyzovat (Aldini et al., 2006).

Detekci proteinovych aduktii 4-HNE se vénovalo mnoho studii, pficemz existuji dva
hlavni pfistupy a to: imunochemickd technika nebo analyza hmotnostni spektrometrii.
Pted analyzou aduktll je nutno vzit v potaz, ze jejich tvorba je reversibilni a jejich
stabilita se rOzni (Michaelovy adukty tvofi az 99% vSech detekovanych
a His- Michaelovy adukty jsou nejstabilngjsi) (Zhu et al., 2009). Z tohoto divodu
vétSina analyz aduktl zahrnuje redukci borohydridem, jez stabilizuje Schiffovy baze
a vétSinu Michaelovych adukt (Rauniyar a Prokai, 2009).

Vyvoj protilatek specifickych proti 4-HNE vazanému na proteiny a dalsi
biomolekuly byl bezpochyby uZite¢ny pro stanoveni typil patologickych stavi, kde je
4-HNE produkovano a objasnéni jeho rozmisténi v tkanich (Steinbrecher et al., 1984).
Antiséra proti riznym formam modifikovanych LDL byla znama jiz dfive, avSak prvni
doklad o vyvoji protilatky anti-4-HNE a anti-MDA proteinim byl publikovan Palinskim
a kolektivem (1990). Nasledné byly vyvinuty polyklonalni i monoklonalni protilatky
rozpoznavajici 4-HNE lysinové adukty na LDL a 4-HNE-albumin. AvSak tyto
protilatky vykazovaly kiiZovou reaktivitu s jinymi 4-HNE modifikovanymi proteiny
a MDA proteinovymi adukty (Chen et al., 1992). V roce 1993 vyvinul kolektiv Uchidy
pét monoklonalnich protilaitek s vysokou specificitou vuci 4-HNE histidinovym
aduktlim a paralelng s tim byly vyvinuty specifické monoklondlni protilatky imunizaci
kralikd (Uchida et al., 1993; Hartley et al., 1997). Od zacatku vyvoje protilatek bylo
zamé&rem jejich vyuziti pro ELISA, pomoci které byly detekovany 4-HNE-His adukty,
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nasledné byl vytvoten kit pro detekci téchto aduktl v lyzatech bunék (Uchida et al.,
1995; Satoh et al, 1999). Mnoho vytvofenych protilatek bylo pouzito
k imunohistochemické detekci 4-HNE v tkanich postizenych zanétem (Itakura et al.,
2000), ischemickych srde¢nich svalech (Eaton et al., 1999), extraktech mozku
s prokazanou Alzheimerovou chorobou (Reed et al., 2008; 2009) a dalsich. V posledni
dobé je mozné detekovat 4-HNE adukty, jako biomarkery, pomoci ELISA i v séru
pacientd (Mehta a Patel, 2019).

Zatimco pouziti protilatek a ELISA umoziuje detekci a kvantifikaci 4-HNE adukta,
nedava dostatek informaci o typu proteinu ¢i aduktu. Z tohoto pohledu je zajimavéjsi,
obvykle vyuziva fragmentaci a analyzu otisku prstu (adukty jsou detekovany na zakladé
navySeni hodnoty m/z u peptidu v porovnani s nativnim stavem), sekvencovani proteinu
pomoci tandemové MS/MS umoziiuje presnou identifikace mista a charakteru
modifikace. Vzorky jsou obvykle ptipraveny podle klasického postupu (redukce,
methylace, S$tépeni trypsinem, separace pomoci nanoLC a nasledné spojeni
s MALDI-TOF-MS/MS). Hmoty odpovidajici modifikaci 4-HNE lze vyhledat
v klasickych proteomickych databazich (Doorn a Petersen, 2002; Carini et al., 2004).
Diky témto pfistupim byly in vitro popsany adukty myoglobinu se 4-HNE
a 4-oxo-2-nonenalem (Liu et al., 2003), vsechny typy 4-HNE adukti na cytochromu ¢
(Isom et al., 2004) a taktéz modifikace kreatinkinasy, jeZ byly spojeny se sniZenou
enzymovou aktivitou (Eliuk et al., 2007). Nékolik studii také detekovalo adukty 4-HNE
in vivo napiiklad modifikace erytrocytové katalasy u pacientd s chorobou lupus
erythematodes (D‘Souza et al., 2008) nebo cysteinové adukty Hsp90 na modelu
chronické alkoholové jaterni nemoci u mysi (Carbone et al., 2005). Cilené postupy
pro detekci 4-HNE aduktd byly taktéz vyvinuty a validovany na komplexni smési
plasmatickych proteinti (Rauniyar a Prokai, 2011) a dale se uvazuje o jejich vyuZiti
v klinické praxi jako biomarkeru oxidativniho poskozeni a nékterych autoimunitnich

onemocnéni (Méndez et al., 2012).
2.2.4 Vliv 4-hydroxynonenalu na buiiky

Je vSeobecné znamo, Ze tvorba 4-HNE souvisi s tvorbou superoxidového aniontového
radikalu v mitochondriich, ktery vede k lipidové peroxidaci w-6-PUFA v bunétnych
membranach. Nedavné prace vSak ukazaly, Ze oxidace mitochondrialniho fosfolipidu

kardiolipinu vede taktéz k tvorbé signifikantnich mnozstvi 4-HNE a dalSich produktt
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oxidace (Yin a Zhu, 2012). Vznik 4-HNE z kardiolipinu hraje dtlezitou roli ve vnitini
cesté iniciace apoptosy U arterosklerézy a onkologickych malignit. Navic asi 30 %
aduktti 4-HNE s proteiny je lokalizovano v mitochondriich, z nichz vétSina z nich jsou
komponenty dychaciho fetézce (Zhao et al., 2014). VSechny tyto cesty jsou evolu¢né
umistény v mitochondriich, aby odbourdvaly ROS a snizovaly oxidacni stres (Siems
a Grune, 2003).

Kdyz dochézi k interakci 4-HNE s bunéénymi organelami, mize byt ovlivnéno
chovani biomakromolekul, s nimiz tvofi adukty biofyzikalni 1 biochemickou cestou.
Biofyzikalni cestou se muze pusobeni 4-HNE projevit pfedevsim u membranovych
proteinti, jejich konformacnimi zménami a také zvySenim fluidity fosfolipidové
dvojvrstvy. Pfi rozsahlé modifikaci membranovych proteinii typu transportérii a pump
mize dojit az k protrzeni membran (Subramaniam et al., 1997; Fleuranceau-Morel
etal., 1999). Biochemické plisobeni zahrnuje tvorbu vSech znamych adukti s DNA
a proteiny, jejimz duasledkem jsou zmény v bunécné signalizaci, genové expresi,
metabolismu a celkovém chovani buiiky.

V zavislosti na typu buiiky, stavu bunééného metabolismu a hlading ptitomného
4-HNE mize tento aldehyd podporovat preziti bunék nebo naopak vyvolat jejich smrt.
P#i nizkych koncentracich (fyziologicky > 1 pmol-1) 4-HNE dochazi k jeho
enzymatickému odbourani (viz kapitola 2.2.2.1), a bunky piezivaji. Za fyziologickych
podminek je polocas odbouravani 4-HNE okolo 2 min (Dalleau et al., 2013). Zaroven
pii téchto hladinach funguje jako signdlni molekula a jeho ptisobeni vede ke zvySeni
genové exprese jaderného faktoru odvozeného od erytrocyti (NRF2). NRF2 patii
do rodiny transkrip¢nich faktort, jenz aktivuji cytoprotektivni pochody prostiednictvim
exprese antioxidacnich proteinti. Mezi tyto antioxidacni proteiny patii GST, ALDH,
AKR, thioredoxinreduktasy (EC 1.8.1.9) a dalsi (Eckl, 2003). Souc¢asn¢ bylo zjisténo,
7e 4-HNE miize ménit signalizaci Ca?" ionti na zakladé jejich akumulace v cytoplasmé
prostiednictvim inhibice Ca?"/Mg?* ATPasy. V netoxickych koncentracich 4-HNE
aktivuje stresovou odpovéd’ prostiednictvim nartstu fosforylace tyrosinll, coz vede
k aktivaci p38 a c-Jun N-koncovych kinas (EC 2.7.11.24). Tyto proteiny jsou Cleny
drédhy mitogenem aktivovanych protein kinas (MAPK) a ovliviiyi transkripci
stresovych a detoxifikanich genii. Soucasné¢ bylo dokdzano, Ze 4-HNE mize
stimulovat aktivitu receptori rastovych faktort, proteinkinasy C (EC 2.7.11.13),
adenylatcyklasy (EC 4.6.1.1), fosfolipasy C (EC 3.1.4.3) a D (EC 3.1.4.4) (Rossi et al.,
1993; Parola et al., 1998). Aktivace stresovych signalnich drah je dulezitym
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mechanismem pro kontrolu detoxifikace a zahrnuje aktivaci transkripce gent pro slozky
antioxida¢niho bunééného systému.

Pii vy$Sich koncentracich 4-HNE dochazi k poskozeni proteinti a organel a mize
dojit k zastaveni bunécného cyklu a senescenci (bunka pieziva v klidovém stadiu) nebo
dochazi k indukci programované bunécné smrti autofagie ¢i apoptosy. 4-HNE spousti
apoptosu prostfednictvim vnitini 1 vné&j§i cesty iniciace a inhibici ochrannych
mechanismi jako je proteasomalni degradace proteini nebo pfirozené imunitni
odpovédi (Suzuki et al., 2001). Apoptosa vyvolana rozsahlou lipidovou peroxidaci
Vv pritomnosti iontd Fe se v nékterych zdrojich nazyva ferroptosa. Je znamo, ze
pfi tomto pochodu dochdzi ke ztraté enzymové aktivity zdsadniho membranového
antioxidacniho enzymu GPX4, avSak priubéh ferroptosy a subceluldrni lokalizace
toxickych LOOH je dodnes nedostatecné prozkoumana. Dikladné pochopeni
mechanismu by mohlo pfispét k vyvoji 1éebnych strategii proti patologickym
oxidaénim stavim vedoucim k nemocem (Feng a Stockwell, 2018; Conrad a Pratt,
2019). Pfi vyssich hladinach (1-10 umol-1?) 4-HNE se spotiebovavéa signifikantni
mnozstvi GSH, coZ vede k jeho nedostatku, ktery se projevuje tvorbou 4-HNE adukti
s biomolekulami. Takové koncentrace 4-HNE vedou zpétné i k vyssi koncentraci ROS,
coz obecné snizuje viabilitu bunék (Uchida et al., 1999). Pfi velmi vysokych
koncentracich 4-HNE dochézi k vyraznému poskozeni, nekréze buné€k a tim mohou byt
zasazeny celé tkané (Ayala et al., 2014).

Bylo zjisténo, ze 4-HNE vykazuje vyrazny vliv na proliferaci rakovinnych bunék.
Jeho pusobeni v koncentracich podobnych fyziologicky stanovenym ve zdravych
butikach (> 1 u pmol-1") vedlo k zastaveni proliferace a naopak k vyvolani diferenciace
bun¢k leukemické linie HL-60. Toto pisobeni bylo spojeno s vyraznym nartistem
populace bun¢k v GO/G1 fazich bunééného cyklu. Pfi¢inou tohoto bloku bylo sniZeni
exprese cyklini D a A zapfic¢inéné pravé vlivem 4-HNE, zatimco hladina cyklin-
dependentnich kinas 4 a 2 (EC 2.7.11.22) se nezménila (Pizzimenti et al., 1999). Mimo
zastaveni bunécného cyklu byl pozorovan i vyrazny proapopticky efekt na bunéénych

liniich odvozenych od neuronti, hepatocytt ¢i bunék endotelu (Poli a Schaur, 2000).
2.2.5 VIliv 4-hydroxynonenalu na zdravi

Uginky 4-HNE na lidské zdravi vyplyvaji z jeho plisobeni na bundéné urovni. Toxicita
4-HNE je spojovana s fadou zavaznych onemocnéni, které jsou zpusobeny jeho

interakci s proteiny ¢i DNA. Je asociovan se zénétlivymi reakcemi,
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neurodegenerativnimi  a  kardiovaskularnimi  chorobami, vcetné¢ aterosklerozy
prostfednictvim oxidace LDL (Grootveld et al., 1998; Negre-Salvayre et al., 2017).
Dale je 4-HNE povazovan za prostiednika jaternich chorob ptes fibrozu, steatozu az
k cirhdze, Casto zpasobenych nadmérnou konzumaci alkoholu (Parola a Robino, 2001).

Zanétlivé procesy jsou vétSinou spojeny s fibrogenezi pifi chronickych
onemocnénich. 4-HNE se v tomto kontextu jevi jako vyrazny aktivator prostiednictvim
zvySeni hladiny zanétlivého a fibrogenniho cytokinu TGFB1 produkovaného
makrofagy. Relativné dlouho je zndm piimy chemotakticky efekt neutrofilnich
leukocytti k tomuto aldehydu, poprvé popsan in vitro (Curzio et al., 1982) a in vivo
(Schaur et al., 1994). Nasledné¢ vsak bylo zjisténo, Ze tato atraktance je zpusobena
zvySenim exprese chemotaktického proteinu monocyti MCP1 (Marra et al., 1999).
Regulace zanétlivych onemocnéni v souvislosti s 4-HNE se lisi mezi jednotlivymi
tkanémi. Zatimco u bun€k leukocytl vede ptisobeni 4-HNE ke snizeni syntézy tumor-
nekrotizujiciho faktoru a (TNFa) a poklesu tvorby prozanétlivych cytokind (Page et al.,
1999), tak na modelu hepatocyti alkoholickych mysi zpasobovaly 4-HNE
modifikované proteiny aktivaci COX a expresi prozanétlivého tumor-nekrotizujiciho
faktoru o (Li et al., 1997).

Kardiovaskularni onemocnéni je jednou z nejéastéjSich pfi¢in umrti ve vyspélych
zemich. Srde¢ni sval je organem s nejvySSim pifijmem a spotiebou molekularniho
kysliku a jeho vyuziti energie je zavislé na oxidacni fosforylaci v mitochondriich
(Duncker a Bache, 2008). Jeden komorovy myocyt disponuje asi 7 000 mitochondriemi,
jez tvoii ptiblizn€ 25% objemu cytosolu. Vysoka oxida¢ni kapacita je stalym zdrojem
ROS a sekundarné i 4-HNE. Za fyziologickych podminek je 4-HNE enzymaticky
metabolizovan, avSak urcité patologické vlivy (ischemickd reperfuze, srde¢ni selhani,
diabetes) mohou vést k prekroceni metabolické kapacity, zvySené tvorbé 4-HNE
a naslednym dysfunkcim (Mali a Palaniyandi, 2014). Bylo zji$téno, ze samotna srde¢ni
ischemie nevede k nardstu tvorby 4-HNE ani jeho aduktd. Naopak po prob&hnuvsi
srdecni ischemii a nasledné reperfuzi byly pozorovany az Sestindsobné zvyseni
koncentrace 4-HNE a jeho aduktl nezavisle na délce ischemie. Toto poskozeni je patrné
zpusobeno akumulaci sukcindtu po dobu ischemie a jeho naslednym oxida¢nim
odbouranim v komplexu Il (EC 1.3.5.1) na vnitini mitochondrialni membrané, které
vede Kk vyrazné produkci ROS (Renner et al., 2005). Pozdé&ji bylo zjisténo, ze srdecni
poskozeni miize byt omezeno plsobenim mitochondridlni ALDH2. Farmakologicka

aktivace ALDH2 vedla k 35% snizeni koncentrace 4-HNE in vitro a 60% zmenseni
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poskozené cCasti srdce in vivo (Gomes et al., 2014). Nadmeérna exprese ALDH?2 snizila
hladiny 4-HNE v prub&hu ischemie i reperfuze, naopak vypnuti genu pro ALDH2 vedla
ke zvySeni koncentrace 4-HNE a poskozeni srde¢ni tkané (Munukutla et al., 2019).
Vzhledem k vysokym energetickym narokiim a markantnimu zastoupeni lipidi
(@ PUFA) v neuronech, je mozkova tkan taktéz velmi citlivd na pfitomnost ROS.
Soucasné je v mozkové tkani relativné vysoké zastoupeni iontd kovl i ptisun kysliku,
coz muze vést k produkci 4-HNE, jehoz zvysena koncentrace je spojena hned s nékolika
neurodegenerativnimi chorobami (Csala et al., 2015). ZvySené koncentrace 4-HNE
v plasmé byly detekovany u pacientd s obecnou depresi (Gardner et al., 2003), zatimco
zvySené koncentrace v mozkové klife u pacientli s bipolarni poruchou a schizofrenii
(Sanders et al., 2002). Patogeneze a genetické pozadi neurodegenerativnich poruch jsou
znamé a lipidova peroxidace a jeji produkty véetn¢ 4-HNE nemusi byt pfimou pticinou
jejich vzniku, avSak vyrazné piispivaji k progresi téchto onemocnéni. V piipadé
Huntingtonovy a Parkinsonovy choroby byla zvysena koncentrace 4-HNE asociovana
s akumulaci Zeleza prave v oblasti mozku zodpovédné za tyto patologické stavy (Devos
etal.,, 2014). U Huntingtonovy choroby hraje oxidativni poskozeni dulezitou roli
Vv patofyziologii. U pacientll bylo identifikovano nékolik oxida¢nich modifikaci proteinti
I DNA a v jejich mozkové tkani byly nalezeny zvySené hladiny MDA a 4-HNE (Lee
etal.,, 2011). Dale bylo zjisténo, ze je 4-HNE lokalizovano ptedev§im v inkluzich
mutantniho proteinu huntingtinu a ze 4-HNE inhibuje funkci proteasomu a vede
ke zvysené akumulaci proteinovych agregatti (Di Domenico et al., 2017). Parkinsonova
choroba se vyznacuje piitomnosti tzv. Lewyho télisek, jejichz hlavni soucésti je
agregovany protein o-synuklein (a-syn). Bylo zji§téno, Ze oxidace a nitrace a-Syn
zvySuje jeho agregaci, pficemz oxidacni poSkozeni proteasomu vede k jeho sniZené
degradaci (Xiang et al., 2013). Bylo prokazano, ze 4-HNE adukt s a-syn ma vyrazné
zvétSeny oligomeracni potencidl a vyvolava dal§i vyraznou proteinovou agregaci.
Progresi Parkinsonovy choroby muze 4-HNE také urychlit prostfednictvim naruSeni
dopaminové signalizace (Cagle et al., 2019). Alzheimerova choroba je nejvice
studovanou neurodegenerativni poruchou, jejiz projevy zacinaji mirnym zhorSenim
kognitivnich schopnosti a vyvijeji se az do vaznych pozdnich fazi ztraty mentalni
aktivity (Penke et al., 2018). Na bunécné urovni dochazi k akumulaci agregovaného
peptidu amyloidu B, jenz dokonce zvysSuje tvorbu ROS (Pratico a Sung, 2004).
V prvotnich fazich dochézi ke zvySené produkci H202 a LOOH, jez dale podnécuji

tvorbu MDA a 4-HNE. Oxidativni poskozeni ovliviiuje fadu proteint, ménice jejich
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strukturni a funk¢ni vlastnosti na intracelularni i synaptické urovni (Zhao a Zhao, 2013).
Cili modifikaci 4-HNE jsou casto enzymy zahrnuté do energetického metabolismu
neuront (akonitasa (EC 4.2.1.3), enolasa (EC 4.2.1.11) a ATP-syntasa (EC 7.1.2.2))
nebo antioxida¢ni ochrany (superoxiddismutasa (EC 1.15.1.1) a hem-oxygenasa
(EC 1.14.14.18)) (Di Domenico et al., 2017). Amyotroficka lateralni skleréza (ALS) je
chronické onemocnéni charakterizované degeneraci motorickych neuront vedouci
Kk oslabeni svall a atrofii. Asi 20 % pacientt s ALS disponuje mutaci v antioxidacnim
enzymu superoxiddismutase, ktera vede k neurotoxicité. Toxicita mize byt zptsobena
jak nespravnou konformaci proteinu a jeho agregaci, tak i ptisobenim odkrytych
reakénich center obsahujicich Cu/Zn, které mohou reagovat s peroxodusitanem Cci
superoxidovym radikalem za paradoxni podpory lipidové peroxidace (Valentine, 2002).
Zvysené markery oxidativniho stresu (véetné¢ 4-HNE aduktll) byly detekovany v miSe,
mozkomisnim moku a séru pacientdt s ALS. | v pfipadé této choroby dochazi
k ovlivnéni energetického metabolismu, struktury neuronli a proteinové homeostazy
pusobenim 4-HNE (Di Domenico et al., 2017).

Uloha 4-HNE v rakovinném bujeni je stale prozkouméavéana. Bylo popsano n&kolik
potencidlné mutagennich 4-HNE-DNA modifikaci, napf. DNA adukt nejcastéji
mutovaného genu lidskych malignit p53 (Hu et al., 2002). Avsak vysoka reaktivita
4-HNE vuci proteinim ve srovnani s DNA vedla ke zjisténi, ze hlavnimi cytotoxickymi
a karcinogennimi vlivy 4-HNE je poskozeni proteint zajist'ujicich opravy DNA (Feng
etal., 2004). Rakovinné bunky si vSak paradoxné udrzuji nizké hladiny 4-HNE
ve srovnani s buiitkami zdravych tkani prostfednictvim nadmérné exprese eliminacnich
enzymu (GST) (Zanetti et al., 2003). Vyssi odolnost vuci oxidaénimu stresu mize
komplikovat protirakovinnou léc¢bu radioterapii a chemoterapii, na které se buiky
mohou adaptovat a vytvorit si rezistenci. Hlavni roli v této regulaci hraje NRF2, ktery
dodava malignim buitkam vys$i adaptabilitu, ristovou vyhodu a zvySuje rezistenci.
Pro vyvoj ucinnéjsi protirakovinné terapie by bylo nutné prozkoumat fyziologické
a patologické role 4-HNE na Sirokém spektru lidskych malignit (Kansanen et al., 2013).

Na vyvéazeni u¢inkd 4-HNE byly nalezeny pfirodni inhibitory produkce ROS
vyvolané 4-HNE. Mezi né patii quercetin, ¢ajové polyfenoly, jejichZ inhibi¢ni efekt
klesa v tfad¢: epigallokatechingallat, teaflavindigallat, teaflavingallat a teaflavin. Tyto
polyfenoly projevily i protektivni ucinek vii¢i rakovinnému bujeni, ktery mtze plynout
jak z inhibice tvorby ROS, tak z modulace aktivity enzyma spojenych s bunécnou

proliferaci a kancerogenezi (Feng et al., 2001).
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2.3 Porovnani 4-hydroxynonenalu a malondialdehydu

Mezi Sirokym spektrem produkti lipidové peroxidace jsou hlavnimi sekundarnimi
produkty reaktivni aldehydy. Tyto funguji jako signalni molekuly a taktéz jako
cytotoxické produkty maji dlouhé biologické pusobeni piedevSim prostiednictvim
kovalentni modifikace proteinti. Mezi zasadni reaktivni produkty patii 4-HNE a MDA,
jenz jsou uz nékolik desitek let studovany ve smyslu mechanismu jejich tvorby
a metabolismu a taktéZ jsou vyuzivany jako markery lipidové peroxidace (Ayala et al.,
2014). Hladiny téchto aldehydu s vékem a pfi patologickych stavech mnohonasobné
narustaji oproti jejich fyziologickym koncentracim (Gegotek a Skrzydlewska, 2019).
Jejich zakladni vlastnosti, chovani a funkce jsou piedkladany v této kapitole. Né&které
fyzikaln¢ chemické a fyziologické vlastnosti jsou uvedeny v Tab. 1.

Zatimco 4-HNE je tvofen jako hlavni produkt peroxidace piedev§im w-6 PUFA,
MDA je obecné nejvice abundantnim aldehydem pii lipidové peroxidaci (Esterbauer
a Cheeseman, 1990). Jak jiz vyplyva z Tab. 1, 4-HNE vykazuje vyS$$i toxicitu nez
MDA, zatimco MDA disponuje vy$$i mutagenitou. Mechanismus mutagenity MDA
vychéazi z tvorby guanosinovych, adenosinovych i cytosinovych adukti a vedou
K substitucim bazi i rozsahlym insercim ¢i delecim. Genotoxicita 4-HNE je dana také
tvorbou DNA aduktt (hlavné s guanosinem), jez vyvolavaji vyménu sesterskych
chromatid. Nekteré buiky a tkané (obzvlasté jaterni a endotelidlni) jsou na pusobeni
4-HNE citlivéjsi neZ jiné (Guéraud et al., 2010).

Tab. 1 Hlavni fyzikaln¢ chemické a fyziologické vlastnosti 4-HNE a MDA. (The Human
Metabolome Database; PubChem)

4-HNE MDA
N

Strukturni vzorec 0O OH O A°
Molekulova hmotnost M [g-mol™?] 156,22 72,06
Pocet donort H vazby 1 0
Pocet akceptorti H vazby 2 2
LDso [mg-kg™] (krysa, peroralng) 35 632
LDso [mg-kg™] (my$, peroralng) 69 606
Parti¢ni koeficient logP 1,7 -0,6
Rozpustnost ve vodé [g-17] 31 241
Disociac¢ni konstanta pKa 12,8 6,7
Fyziologicka koncentrace ¢ [umol 1] (krev) 0,05-0,15 1-2
Fyziologickd koncentrace ¢ [umol-mmolireatinin ] (mog) 0,03 0,22
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Vzhledem k ptfitomnosti reaktivnich center dochazi u obou aldehydi k cetnym
reakcim s nukleofily, jako jsou napf. bazické aminokyseliny. 4-HNE ma vétsi schopnost
tvofit proteinové adukty pres Schiffovy baze (Lys) a pfes Michaelovy adice (Cys, His,
Lys, GSH), zatimco MDA tvoii pouze Schiffovy baze s Lys a mlize sitovat proteiny.
Specifickym  pfipadem MDA adukti jsou kombinované malondialdehyd-
acetaldehydové proteinové adukty (MAA), které mohou vznikat reakci Lys s jednim
nebo dvéma ekvivalenty MDA a jednim ekvivalentem acetaldehydu. Nedavno bylo
zjisténo, Ze podobné adukty mohou vznikat i reakci MDA s formaldehydem (Nakamura
et al., 2017). MAA vykazuji vysokou miru imunogenity a taktéz mohou zpusobovat
sitovani proteinii i DNA (Weismann a Binder, 2012). Zesitované biomolekuly ztraci
svou funkci a biologické vlastnosti, se vzrlstajicim vékem a u chronickych nemoci
se tyto akumuluji (Cheng et al., 2011). Oba dva srovnavané aldehydy pies tvorbu
aduktt ovliviiuji syntézu a odbourdvani proteini. MDA piimo modifikuje elongacni
faktor EF-2, ¢imz zabranuje interakci s ribozomem a narusuje translaci (Argiielles et al.,
2009). 4-HNE pies Cys adukty inhibuje enzymy napf. proteindisulfidisomerasu
(molekularni chaperon; EC 5.3.4.1) u alkoholickych jater, pfi€emz viici MDA je tento
enzym resistentni. Podobné&, ackoliv jsou oba aldehydy substraty ALDH?2 (katalytickym
residuem je Cys), je 4-HNE zaroven jejim inhibitorem (Guéraud et al., 2010).

4-HNE i MDA ovliviji signalni drahy, pfi¢emz role 4-HNE byla popsana v kapitole
2.2.4. Ve zkratce 4-HNE ovliviiuje aktivitu mitochondridlnich enzymt (tim mutze
zvySovat tvorbu ROS), v urcitych koncentracich aktivuje vnitini 1 vnéjsi cestu apoptosy,
ovliviiyje antioxidacni odpovéd’ a miiZze regulovat i proliferaci bunc¢k hladkého svalstva
pii aterogenezi (Ayala et al., 2014; Gegotek a Skrzydlewska, 2019). MDA také muze
fungovat jako pfenaSe¢ signidlu a miiZze regulovat glukosou stimulovanou sekreci
insulinu v Langerhansovych ostritvcich. V jaternich bunkach indukuje zvysenou expresi
kolagenu a mize podporovat fibrogenezi. Adukty MDA s kolagenem soucasné vedou
k zesitovani, ztraté elasticity a patologickym stavim krevnich cév (Yamada et al.,
2009). Biologicky vliv MDA je prozatim dobfe prozkouman pouze u Vlivu aduktt
MDA a MAA na proteiny, které vedou k prozanétlivym reakcim v ramci celého
organismu. ZvySené mnozstvi aduktd mlze aktivovat specifické lymfocyty a vyvolavat
autoimunitni odpovéd (Wang et al., 2012), piispivat k ateroskleroze i sekreci
prozanétlivych cytokini (interleukini 6 a 8) (Gonen et al., 2014). Prostfednictvim
proteinkinasy C aktivuje také jaderny faktor kB a zvySuje expresi TNFa, coz obecné

podporuje zanétlivé reakce (Busch a Binder, 2017).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Médium RPMI-1640 (Biosera, Francie), fetalni hovézi sérum (Biosera, Francie),
streptomycin (Biosera, Francie), penicilin (Biosera, Francie), trypanova modf (Sigma-
Aldrich, USA), peroxid vodiku (Sigma-Aldrich, USA), heptahydrat siranu Zeleznatého
(BDH Laboratory Supplies, Velka Britanie), hydroxid sodny (Lach-Ner, Ceska
republika), kyselina chlorista (Sigma-Aldrich, USA), 2,4-dinitrofenylhydrazin (Sigma-
Aldrich, Rakousko), kyselina sirova (Lach-Ner, Ceska republika), voda pro HPLC
(Sigma-Aldrich, lzrael), acetonitril pro HPLC (Sigma-Aldrich, lzrael), kyselina
linoleova (Sigma-Aldrich, USA), 4-hydroxynonenal (Cayman Chemical, USA),
formaldehyd (Lach-Ner, Ceska republika), acetaldehyd (Sigma-Aldrich, USA), aceton
(Lach-Ner, Ceska republika), 1,1,3,3-tetraethoxypropan (Sigma-Aldrich, Cina),
valeraldehyd (Sigma-Aldrich, USA), hexanal (Sigma-Aldrich, USA),
2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina (MES; Sigma-Aldrich, USA).

3.1.2 Pristrojové vybaveni

Laminarni box s vertikalnim proudénim (Merci, Ceska republika), kultiva¢ni inkubator
(Contherm Mitre 4000 series, Novy Zéland), automaticky pocita¢ bunék (Automated
Cell Counter TC20 Bio-Rad Laboratories, USA), sklicka pro pocitani bunék (Bio-Rad
Laboratories, USA), stolni centrifuga (Fisher Scientific, Korea), stolni mini centrifuga
(ThermoFisher, USA), stolni centrifuga (Sigma 3-30K Sartorius, Némecko), vortex
(IKA Works MS2, USA), tfepactka (BioSan SIA PSU-10i, LotySsko), ultrasonikator
(Ultrasonikator UP50H Hielscher, Némecko), termoblok (BioSan SIA Bio TDB-100,
Lotyssko), HPLC (Waters Alliance e2695 HPLC System, USA), PDA detektor
(Waters 2998 Photodiode Array Detector, USA), QDa detektor (Waters ACQUITY
QDa Detector, USA), chromatograficka kolona (Symetry C18, 4,6 x 75 mm, velikost
¢astic 3,5 um, Waters, USA).

36



3.2 Biologicky material a kultivaéni podminky

Pro experimenty byla pouzita bunétna linie U937, kterd byla kultivovana pii 37 °C
v 5% CO; atmosféte. Ke kultivaci bylo pouzito RPMI-1640 médium s 10% fetalnim
hovézim sérem a antibiotiky (penicilin 100 U-ml?, streptomycin 100 pg-ml™?). Buiky
linie U937 jsou kultivovany ve formé suspenzni kultury.

Bunécna linie U937 byla odvozena z malignich bun€k ziskanych vyplachem hrudni
dutiny 37-mi letého neléceného pacienta s difiznim lymfomem. Muze u nich byt
vyvolana konecna diferenciace ve zralé monocyty. Bunky exprimuji FAS receptor,
proto jsou citlivé na ptisobeni tumor-nekrotizujiciho faktoru TNF. Tato linie se pouziva
ke studiu chovani a diferenciace monocyti, jez je ovlivilovano mnohymi rozpustnymi

latkami. (US Public Health Service)

3.3 Metody

3.3.1 Priprava smési standardi pro HPLC/MS analyzu

Byla ptipravena smés komer¢nich standardl analyzovanych karbonyld, jejichz vysledna
koncentrace v nastfiku byla odhadnuta podle predpokladané intenzity signalu.
Zakoupené karbonyly byly nafedény do 96% (v/v) ethanolu na koncentraci
100 mmol-1?, kromé 4-HNE a MDA. Komer¢ni standard 4-HNE byl nafedén do 96%
(v/v) ethanolu na zasobni koncentraci 1 mmol-17,

Standard pro MDA byl ptipraven z 500 pl 1% (v/v) kyseliny sirové a 20 pl
1,1,3,3-tetractoxypropanu (TEP). Smés byla inkubovana pii teploté 40 °C ve tmé po
dobu 2 hodin. Poté byla na absorpénim spektrofotometru zméfena absorbance standardu
MDA pii 244 nm (absorpéni spektrofotometr byl vynulovan na hodnotu 1% v/v
kyseliny sirové; molarni absorpéni koeficient standardu empa = 13700 dm*-mol™-cm™).
Z namé&fené hodnoty absorbance byla vypocitana koncentrace ptfipraveného standardu,
na jejimz zakladé¢ byla upravena jeho koncentrace nafedénim 1% (v/v) kyselinou
sirovou na 1 mmol-1,

Zasobni roztoky standardd karbonyld byly smiseny a dofedény 1% (v/v) kyselinou

sirovou na finalni koncentrace uvedené v Tab. 2.
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Tab. 2 Zasobni a finalni koncentrace standardd karbonylti pro HPLC/MS analyzu jejich smési.

Aldehyd Zasobni koncentrace  Finalni koncentrace ve smési
Malondialdehyd 1 mmol-1*? 10 umol-1*
Formaldehyd 100 mmol-1* 15 mmol-1*
Acetaldehyd 100 mmol 1 1 mmol-1?

Aceton 100 mmol-1* 5 mmol-1*
4-hydroxynonenal 1 mmol-1* 100 pmol-1*
Valeraldehyd 100 mmol-1* 500 pmol-1*?
Hexanal 100 mmol 1 500 pmol-1*

Do vialky bylo odebrano 250 ul smési standarda karbonylid. Smés byla inkubovana
ve tmé s 2 ul 50 mmol-I DNPH rozpusténého v 50% (v/v) kyseling sirové po dobu
30 min pti teploté¢ 4 °C. Reakci karbonyli s DNPH doslo k derivatizaci za vzniku
karbonyl-DNPH adukti a vzorek byl neprodlené analyzovan pomoci HPLC/MS.

3.3.2 Priprava vzorki kyseliny linoleové pro HPLC/MS analyzu

Byly ptipraveny vzorky kyseliny linoleové o koncentraci 0,5 mmol-1?:, jez byly
vystaveny Fentonové reakci, pfi niz vznikal HO®. Tato reakce byla vyvolana v 520 pl
vzorku kyseliny linoleové, k niz byl pfidan heptahydrat siranu zeleznatého do vysledné
koncentrace 1 mmol-1* a H,02 ve vysledné koncentraci 5 mmol-1"t. Kontrolnimi vzorky
byla kyseliny linoleovéa o koncentraci 0,5 mmol-1"%, ktera nebyla dale upravovana. Bylo
provedeno kinetické méfeni v ¢asech 0, 5, 15 a 60 min od vyvolani reakce. Po uplynuti
inkubac¢ni doby bylo do vialky ihned odebrano 125 pl vzorku kyseliny linoleové, ktery
byl po dobu 30 min inkubovan pti 4 °C s 1 pl 50 mmol1* DNPH rozpusténého
v 50% (v/Vv) kyseling sirové. Po dokonceni derivatizace s DNPH byl vzorek okamzité

analyzovan pomoci HPLC/MS.
3.3.3 Urceni poctu a vitality bunék

Pred kazdym pouzitim bunécné linie byl stanoven pocet bunck a jejich vitalita pomoci
automatického pocitace bunék (Automated Cell Counter TC20 Bio-Rad Laboratories,
USA). Pro zjisténi vitality bunék je nutné obarveni bunétné suspenze 0,4% wi/v
trypanovou modii v poméru 1:1. Obarvena suspenze je nanesena na pocitaci sklicko
a vloZena do automatického pocitace bunck urcujiciho jak celkovy pocet bunék, tak

I mnozstvi zivych bunék ve vzorku.
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3.3.4 Priprava biologickych vzorki

V experimentech byly pouzity vzorky piipravené tak, aby obsahovaly 5-10° bunék
v 200 pl. Bunééna suspenze byla ped samotnym méfenim tfikrat promyta v 25 mmol-1™
MES pufru o pH 6,5 (pH bylo upraveno 1 mol-1* NaOH), aby bylo eliminovano falesné
pozadi z kultivacniho média.

V promytych bunécnych suspenzich byl analyzovan vliv HO®. VVzorek byl vystaven
Fentonové¢ reakci, pii niz vznika vysoce reaktivni HO®. Reakce byla vyvolana ve 200 pl
bunécné suspenze pridavkem heptahydratu siranu zeleznatého do vysledné koncentrace
1 mmol-1t s H,O2 ve vysledné koncentraci 5 mmol-1?. Kontrolni vzorek bunééné
suspenze uz nebyl dale upravovan. Bylo provedeno kinetické méteni, béhem n¢hoz byly
vzorky sledovany v ¢asech 0, 5, 15 a 60 min. Vzorky byly po dobu inkubace udrzovany

na tfepacce pii pokojové teplotg.
3.3.5 Priprava biologickych vzorku pro HPLC/MS analyzu

Ze vzorki bunéfné suspenze oSetienych reagenty pro zkoumani vlivu HO® byl
nasledujicim zplsobem izolovan 4-HNE a analyzovan pomoci HPLC s detektorem
diodového pole (PDA). Po dokonceni inkubace byl vzorek neprodlené sonikovan na
ledu po dobu 90 s. Po 15 min centrifugaci pii 10 000 g pii 4 °C bylo do ¢isté zkumavky
odebrano 180 pl ze vzniklého supernatantu, k némuz bylo piidino 36 ul 6 moll?
hydroxidu sodného. Vytvoteny vzorek byl inkubovan v termobloku po dobu 30 min
pfi 60 °C, kdy alkalickou hydrolyzou doSlo k uvolnéni aldehyddi navazanych
na proteiny. K zamezeni zpétného navazani aldehydu k proteinim, byly proteiny
precipitovany pomoci 90 ul 35% (v/v) kyseliny chloristé a okamzitou centrifugaci
po dobu 10 min p#i 16 000 g pti 4 °C odstranény ze vzorku. Po dokonceni bylo 150 ul
ziskaného supernatantu odebrano do vialky. Do takto pfipraveného vzorku bylo pfidano
1,2 pl 50 mmol-1* DNPH rozpusténého v 50% (V/v) Kyseling sirové a nasledovala
30 min inkubace ve tm¢ pfi pokojové teploté, pfi niz vznikaly karbonyl-DNPH adukty.
Po derivatizaci DNPH byl vzorek ptipraven pro neprodlenou HPLC/MS analyzu.

3.3.6 Priprava vzorki standardu 4-hydroxynonenalu pro test stability

Pro test stability 4-HNE v piitomnosti HO® byly pfipraveny vzorky standardu 4-HNE
o koncentraci 100 pmol-1? v 1% (v/v) kyseling sirové. Po celou dobu bylo se

standardem pracovano ve tmé. Kontrolni vzorky standardu 4-HNE nebyly dale
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upravovany, zatimco ve vzorcich sledujicich pisobeni HO® byla vyvolana Fentonova
reakce. Fentonova reakce byla iniciovana v 500 pl standardu 4-HNE pfidanim
heptahydratu siranu Zeleznat¢ho do vysledné koncentrace 1 mmollt! a H.0:
do vysledné koncentrace 5 mmol-1. Bylo provedeno kinetické méfeni, béhem kterého
byly vzorky sledovany v ¢asech 0, 15 a 60 min. Po dokonceni inkubace bylo odebrano
125 ul vzorku standardu 4-HNE do vialky, k némuz byl ptidan 1 ul 50 mmol-1* DNPH
rozpusténého v 50% (v/v) kyselin€ sirové. Tento vzorek byl inkubovan ve tmé po dobu
30 min pii 4 °C a po takto provedené derivatizaci byl ihned analyzovan pomoci

HPLC/MS.
3.3.7 HPLC/MS analyza vzorki

Prvnim krokem k zavedeni metodiky stanoveni aldehydt v biologickych vzorcich byla
provedena analyza smé&si derivatizovanych standardd vybranych karbonylu, u kterych
byla ptedpokladana ptitomnost v realnych vzorcich (viz kapitola 3.3.1). Dalsi analyzy
byly poté provedeny se vzorky kyseliny linoleové vystavené pusobeni HO® (viz kapitola
3.3.2) a nasledné se vzorky bunééné suspenze vystavené ptusobeni HO® (viz kapitola
3.3.4 a 3.3.5). Nakonec byly pro test stability analyzovany i vzorky standardu 4-HNE
vystaveného ptsobeni HO® (viz kapitola 3.3.6).

Analyza karbonyl-DNPH aduktii probihala izokratickou separaci pomoci HPLC, jejiz
mobilni faze byla slozena z vody pro HPLC a acetonitrilu v poméru 2:3 (v/v). Prostor
s vialkami obsahujici analyzované vzorky byl udrzovan pii teploté 4 °C. Pro separaci
byla pouzita kolona Symetry C18 (4,6 x 75 mm, velikost ¢astic 3,5 pm), jejiz teplota
byla 35 °C. Mobilni faze protékala rychlosti 0,3 ml'min™ a nastfikovy objem analytu
¢inil 10 pl. Méfeni jednoho vzorku probihalo po dobu 40 min.

Detekce analytli byla provedena pomoci detektoru diodového pole (PDA) a zaroven
hmotnostniho detektoru (QDa). Na detektor PDA byl nastaven rozsah absorpcnich
vlnovych délek 200-400 nm. Hmotnostni detektor s ionizaci elektrosprejem byl
nastaven takto: napéti konu (cone voltage) 15 V, napéti kapilary 0,8 kV, teplota proby
600 °C. Hmotnostni spektra vSech analyti byla méfena v negativnim modu, kromé
MDA-DNPH méteného v moédu pozitivnim. K evaluaci vysledkt ziskanych HPLC/MS

analyzou byl pouZit software Empower® 3.
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3.3.8 Statisticka analyza

Pomoci programu GraphPad Prism byly vysledky podrobeny statistické analyze. Byly
provedeny neparové parametrové t-testy porovnavajici kontrolu a oSetfeny vzorek
ve stejném cCase. Dale byla provedena analyza variance jednocestnda ANOVA s Tukey
testem. Analyzy byly provedeny na hladin€ vyznamnosti a = 95 %. Podle vysledki
uvedenych analyz byly statisticky signifikantn¢ rozdilné soubory dat oznaceny ,,*

(viz popisky obrazki).
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4 VYSLEDKY

Experimenty provedené v praktické casti koresponduji s dlouhodobéjsim vyzkumem
provadénym na pracovisti, vénujicim se problematice ROS a lipidové peroxidace.
Jelikoz je na pracovisti intenzivné studovan fyziologicky vyznam a dopady lipidové
peroxidace u rostlinného (Pospi$il a Yamamoto, 2017; Ferretti et al., 2018)
I zivocisného (Rac et al., 2015) materialu, mize byt predkladana prace rozsitujici pole

detekovanych karbonylovych produktii i do budoucna pfinosna.
4.1 HPLC/MS analyza smési standardi karbonyli

Byla vytvofena smés komeréné dostupnych standardd karbonyld, u kterych byla
predpokladédna pritomnost ve vzorcich vystavenych plsobeni HO® s probihajici
lipidovou peroxidaci. Tato smés (viz kapitola 3.3.1) byla po derivatizaci s DNPH
podrobena HPLC/MS analyze. Na zakladé zaznamu z detektoru PDA Obr. 12
popisujiciho separaci derivatizovanych standardi vybranych karbonyla byly stanoveny
klicové identifika¢ni parametry (vinova délka absorpcniho maxima (Obr. 13) a reten¢ni
¢as). Nasledna analyza pomoci hmotnostniho detektoru QDa vedla ke stanoveni tfetiho
identifika¢niho parametru, hodnoty m/z. Hodnoty uvedenych identifika¢nich parametri
pro jednotlivé karbonyly jsou uvedeny v Tab. 3. Tyto parametry umoznily identifikaci
aslouzily k potvrzeni piitomnosti karbonyl-DNPH aduktd ve vzorcich kyseliny

linoleové i bunécné suspenze podrobenych ptisobeni HO®.

Tab. 3 Identifika¢ni parametry derivatizovanych standardi karbonylt pro HPLC/MS analyzu.

Karbonyl-DNPH tr (mMin) Amax (NM) m/z
Malondialdehyd-DNPH 4,9 310 235
Formaldehyd-DNPH 5,7 355 209
Acetaldehyd-DNPH 7,2 360 223
Aceton-DNPH 9,2 360 235
4-hydroxynonenal-DNPH 15,6 380 335
Valeraldehyd-DNPH 20,8 360 265
Hexanal-DNPH 31,5 360 279
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Obr. 12 Ukazka chromatogramu derivatizované smési standardti karbonyld pfi 360 nm.
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Obr. 13 Srovnani absorp¢nich spekter analyzovanych karbonyl-DNPH adukti.
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4.2 Vliv hydroxylového radikalu na tvorbu karbonylii ve vzorcich

kyseliny linoleové

Na zéklad¢ zjisténych identifika¢nich parametrd derivatizovanych karbonylii byla
vyhodnocena data ziskand HPLC/MS analyzou vzorkil kyseliny linoleové, jez byly
vystaveny pusobeni HO®. VV chromatogramech ziskanych z PDA byly identifikovany
piky karbonyl-DNPH aduktt a integraci jejich kiivek byla stanovena plocha pod pikem.

Pomoci HPLC analyzy byly ve vzorcich kyseliny linoleové detekovany tyto
karbonyl-DNPH adukty: MDA-DNPH, formaldehyd-DNPH, acetaldehyd-DNPH,
aceton-DNPH, 4-HNE-DNPH, valeraldehyd-DNPH a hexanal-DNPH (Obr. 14). Jelikoz
MDA-DNPH byl identifikovan jen v n€kterych opakovanich experimentu, nejsou u néj
uvedeny smérodatné odchylky a nemohla byt provedena statisticka analyza. Podobn¢ je
tomu u valeraldehyd-DNPH u vzorkd kyseliny linoleové vystavené ptsobeni HO®
v ¢ase 0 min a u hexanal-DNPH u kontrol v ¢ase 0 min. U MDA-DNPH, formaldehyd-
DNPH a acetaldehyd-DNPH byl pozorovan prikazny nartst téchto aldehydd
ve vzorcich kyseliny linoleové uz okamzité po oSetieni HO®. Mnozstvi aduktu
acetaldehyd-DNPH detekovaného v oSetfenych vzorcich kyseliny linoleové bylo v Case
0 min po osetieni 40x vys$si nez ve vzorcich kontrolnich, po 60 min od o$etieni to bylo
8x vice. V piipadé 4-HNE-DNPH byl pozorovan okamzity narist po osetfeni HO®
oproti kontrole, ale uz po 5 min doslo k poklesu na stabilni uroven kontrolniho vzorku.
Bylo tedy potvrzeno, Ze pii peroxidaci kyseliny linoleové sice 4-HNE vznika, ale jeho
mnozstvi se v ¢ase pomérné rychle snizuje. Z tohoto diivodu byl proveden test stability
standardu 4-HNE v prostiedi HO® (viz kapitola 0). Nutno podotknout, Ze plochy pikt
aceton-DNPH, valeraldehyd-DNPH a hexanal-DNPH byly detekovany pouze do hodnot
4000 AU'min a proto jsou u téchto analytd vétsi smeérodatné odchylky a méné
signifikantni rozdily v Case, ve srovnani napi. s acetaldehyd-DNPH. Ponévadz byl
u nékterych karbonyl-DNPH adukti (aceton-DNPH, 4-HNE-DNPH, valeraldehyd-
DNPH, hexanal-DNPH) v kontrolnich a oSetfenych vzorcich stanoven podobné vysoky
signdl (a tedy 1 srovnatelna koncentrace), mohlo dochazet k oxidaci kyseliny linoleové

jiz pted analyzou pfi pfedchozim skladovéni.
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Obr. 14 Kinetické méteni vlivu HO® na tvorbu karbonyl-DNPH adukti ve vzorcich kyseliny
linoleové (n=3, + SD; v piipadé MDA-DNPH n=2), vysledky z PDA. Signifikantni
rozdily mezi kontrolou a oSetienim stanovené pomoci analyzy variance jednocestna
ANOVA s Tukey testem jsou oznafeny hvézdickami: * P < 0,05; ** P < 0,01;
*** P <0,001. Rozdily byly potvrzeny pomoci t-testu.
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Ve vzorcich kyseliny linoleové vystavené vlivu HO® byly pomoci QDa detekovany
pouze adukty MDA-DNPH, formaldehyd-DNPH a acetaldehyd-DNPH (Obr. 15).
MDA-DNPH bylo v o$etfenych vzorcich detekovano asi 2,5x vice neZ v kontrolnich
a tato hladina byla stabilni po celou sledovanou dobu. Stejny nartst byl ve vzorcich
kyseliny linoleové oSetiené HO® pozorovan i u formaldehyd-DNPH a acetaldehyd-
DNPH v ¢ase 0 min, ale s inkubac¢ni dobou se mnozstvi téchto aduktd snizovalo.
U formaldehyd-DNPH dochazelo k postupnému snizeni mmnozstvi v oSetfenych
vzorcich, nicméné hodnoty osetienych vzorku byly i po 60 min inkubace 0 35 % vyssi
nez u kontrolnich. U acetaldehyd-DNPH bylo u oSetfenych vzorkl snizeni rapidni
mezi 0. a 5. min, naez byla hladina acetaldehyd-DNPH od 5. min takika stabilni
a cca 0 20 % vyssi nez kontrola.

Vysledky ziskané pomoci PDA a QDa koresponduji v piipadé¢ MDA-DNPH
a formaldehyd-DNPH, kdy byl u obou adukti pozorovan vyrazny nartst v oSetfenych
vzorcich oproti kontrole a jejich hladina v Case zustavala pfiblizné stejna. Trend
vysledku ziskanych pomoci PDA a QDa pro acetaldehyd-DNPH se také shoduje, avSak
po prvotnim nartstu v ¢ase 0 min byl nasledny pokles signalu v oSetfenych vzorcich

vyrazny a konstantni od ¢asu 5-60 min, zatimco u PDA byl pokles postupny.
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Obr. 15 Kinetické méfeni vlivu HO® na tvorbu aldehyd-DNPH adukti ve vzorcich kyseliny
linoleové (n=3, + SD), vysledky z QDa. Signifikantni rozdily mezi kontrolou
a oSetfenim stanovené pomoci analyzy variance jednocestna ANOVA s Tukey testem
jsou oznaceny hvézdickami: * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001. Rozdily byly
potvrzeny pomoci t-testu.

4.3 Vliv hydroxylového radikalu na tvorbu karbonyli v rakevinnych

bunkach

Na zékladé zjiSténych identifikacnich parametrii derivatizovanych karbonyll byla
vyhodnocena data ziskana HPLC/MS analyzou vzorki rakovinnych bun¢k U937, které
byly vystaveny vlivu HO®. V chromatogramech byly identifikovany piky karbonyl-
DNPH adukt a integraci jejich kiivek stanovena plocha pod pikem.

Pomoci PDA detektoru bylo ve vzorcich oSetfenych rakovinnych bunék detekovano
stejnych sedm karbonyl-DNPH adukt (Obr. 16) jako ve vzorcich kyseliny linoleové.
V kontrolnich vzorcich byly hladiny vétsiny z nich (MDA-DNPH, formaldehyd-DNPH,
acetaldehyd-DNPH, aceton-DNPH a 4-HNE-DNPH) stabilni po celou dobu
experimentu. MDA-DNPH vykazovalo v biologickych vzorcich oSetfenych HO® oproti
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kontrolnim signifikantni nartist signalu po celou sledovanou inkuba¢ni dobu (v Case
0 min je to 2x vice nez v kontrole, v ¢ase 60 min asi 15x vice nez v kontrole). Nartst
signalu formaldehyd-DNPH v oSetienych vzorcich byl v ¢ase jen mirny, na pocatku
osetfeni byl 0 20 % vyssi a po 60 min asi 0 30 % vyssi oproti kontrolnim vzorkam.
V ptipad¢ acetaldehyd-DNPH byl pozorovan postupny ndriist mnozstvi po vystaveni
rakovinnych bun¢k vlivu HO® v porovnani s kontrolnimi neosetfenymi bunikami. Thned
po osetfeni bun¢k acetaldehyd-DNPH vzrostl asi 0 10 %, po péti minutach jiz o 40 %
a po hodin¢ pusobeni HO® dosahoval 80% nartstu. Aceton-DNPH vykazoval nartst
az po 5. min pusobeni HO®, po 60 min bylo jeho mnozstvi oproti kontrole dvojnasobné.
Nartst 4-HNE-DNPH v osetienych buiikdch byl také pomalejsi, ihned po oSetfeni
pouze 10%, a od 5. min az do 60. min vykazoval 4-HNE-DNPH stabilni hladinu o 30 %
vys§i nez v kontrolnich buiikach. Pomoci PDA byly v bunéénych extraktech také
detekovany valeraldehyd-DNPH a hexanal-DNPH, ale pouze ve velmi malych
mnozstvich. U valeraldehyd-DNPH byl v bunikach pozorovan signifikantni nardst (6x
vice nez v kontrole) pouze v 5. min, v 5. a 60. min byla mnozstvi v oSetfenych vzorcich
oproti kontrole dokonce poloviéni (ale statisticky nesignifikantni). Hexanal-DNPH
nebyl v kontrolnich vzorcich rakovinnych bunék vibec detekovan, v oSetfenych
vzorcich byl hexanal-DNPH detekovan jen v nékterych opakovanich experimentu,
z tohoto divodu u tohoto aduktu nejsou uvedeny smérodatné odchylky. V téch
opakovanich, kde byl hexanal-DNPH detekovan vykazoval po celou inkuba¢ni dobu
postupny narust, po 60 min o 80 % vic oproti 0. min.

V analyzovanych vzorcich rakovinnych bunék, které byly vystaveny ptisobeni HO®,
byl QDa detektorem detekovan pouze MDA-DNPH (Obr. 17). Tento v kontrolnich
vzorcich vykazoval stabilni hladinu po celou dobu inkubace a v oSetfenych vzorcich
jeho mnozstvi s inkuba¢nim ¢asem vyznamné rostlo. V ¢ase 0 min MDA-DNPH vzrostl
v oSetfenych vzorcich o 70 %. Po 60 min inkubace bylo v oSetienych vzorcich
sedminasobné mnozstvi oproti kontrole.

Data ziskana z PDA (Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.) a QDA (Obr. 17) pro M

DA-DNPH vyborné koreluji, shoduje se trend i poméry nartistu signalu v case.
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. 16 Kinetické méteni vlivu HO® na tvorbu karbonyl-DNPH aduktl v rakovinnych butikach
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(n=3, + SD), vysledky z PDA. Signifikantni rozdily mezi kontrolou a oSetfenim
stanovené pomoci analyzy variance jednocestna ANOVA s Tukey testem jsou oznaceny
hvézdickami: * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001. Rozdily byly potvrzeny pomoci
t-testu.
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Obr. 17 Kinetické méteni vlivu HO® na tvorbu MDA-DNPH v rakovinnych bufikach (n=3,
+ SD), vysledky z QDa. Signifikantni rozdily mezi kontrolou a oSetfenim stanovené
pomoci analyzy variance jednocestna ANOVA s Tukey testem jsou oznaeny
hvézdickami: *** P < 0,001. Rozdily byly potvrzeny pomoci t-testu.

4.4 Vliv hydroxylového radikalu na stabilitu standardu

4-hydroxynonenalu

Na zékladé¢ vysledki HPLC/MS analyzy kyseliny linoleové, kdy jeji peroxidaci vznikal
4-HNE, jehoz mnozstvi v Case rapidné kleslo (viz kapitola 4.2), byl proveden test
stability standardu 4-HNE (Obr. 18 a Obr. 19). Jiz po 15 min vykazovaly kontrolni
vzorky standardu 4-HNE 45% ubytek signalu na PDA a 30% ubytek na QDa, coz
ukazuje na nestabilitu standardu tohoto aldehydu. V 60. min byly hodnoty srovnatelné
stémi v 15. min a nedochazelo tak k jeho dalSimu rozpadu. Vyrazny ubytek
4-HNE-DNPH byl sledovan pfi vystaveni standardu 4-HNE putisobeni HO®, a to jak
pomoci PDA, tak pomoci QDa detektoru. Pokles 4-HNE-DNPH byl pozorovan ihned
po vystaveni Fentonové reakci, v ¢ase 0 min ¢inil ubytek oproti kontrolnimu vzorku
na PDA téméi 95 %, na QDa 90 %. Toto snizeni 4-HNE-DNPH bylo po zbytek

inkubac¢ni doby témét identické.
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Obr. 18 Kinetické méfeni vlivu HO® na tvorbu aldehyd-DNPH adukt ze standardu 4-HNE
(n=1), vysledky z PDA.

V tomto testu stability 4-HNE byly pomoci PDA i QDa detekovany i jednoduché
aldehydy (Obr. 18 a Obr. 19). V kontrolnich vzorcich standardu 4-HNE byly pomoci
PDA detekovany v Case stabilni nizké hladiny formaldehyd-DNPH a acetaldehyd-
DNPH. Mnozstvi obou DNPH adukti se vSak vyznamné zvysila ihned po inkubaci
SHO®, coz potvrzuji oba pouzité detektory. Mnozstvi formaldehyd-DNPH
detekovaného na PDA narostlo po oSeteni oproti kontrole vice nez 25x, po 60 min to
bylo 30x vice nez v kontrole. Na QDa byl pozorovan ihned po oSetfeni osminasobny
nartst formaldehyd-DNPH oproti kontrole, po 15 min jej bylo stanoveno skoro 20x vice
a po 60 min 10x vice neZ v kontrolnim vzorku. Acetaldehyd-DNPH vykazoval postupny
rist v case puasobeni HO® na PDA i QDa. Pomoci PDA bylo v oSetfenych vzorcich
detekovano 280x az 380x vice acetaldehyd-DNPH nez v kontrolnich. Pomoci QDa bylo
ve vzorcich vystavenych plsobeni HO® stanoveno 150x az 200x vice acetaldehyd-
DNPH neZ v kontrolnich. Timto experimentem bylo prokdzéno, Ze 4-HNE neni
v prostiedi HO® stabilni, a dochazi k jeho rozpadu na jednodussi aldehydy -
formaldehyd a acetaldehyd.
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(n=1), vysledky z QDa
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5 DISKUZE

Karbonyly vzniklé lipidovou peroxidaci jsou studovéany jiz od 80. let 20. stoleti,
kdy se tématu intenzivné vénoval kolektiv Esterbauera. V poslednich dobé se ukazuje,
7e tyto sekundarni produkty hraji vyznamnou roli v patofyziologii mnoha onemocnéni
(Di Domenico et al., 2017; Negre-Salvayre et al., 2017; Feng a Stockwell, 2018;
Munukutla et al., 2019).

V predkladané praci byla provedena HPLC/MS analyza vzorkl kyseliny linoleové
a rakovinnych bunék linie U937, jez byly vystaveny ptisobeni HO®. V téchto vzorcich
bylo detekovano sedm karbonyli vznikajicich jako sekundéarni produkty lipidové
peroxidace: MDA, formaldehyd, acetaldehyd, aceton, 4-HNE, valeraldehyd a hexanal.

Peroxidace kyseliny linoleové byla v literatufe podrobné popsana a byly detekovany
mnohé produkty vznikajici pfi jejim rozkladu. Prvnim zndmym karbonylovym
produktem autooxidace kyseliny linoleové a jejich estertt byl MDA, jehoz prekurzorem
jsou cyklické endoperoxidy (Pryor et al., 1976). Pozdéji byly detekovany acetaldehyd,
valeraldehyd a hexanal pfi teplotnim rozkladu LOOH, vznikajicich pii autooxidaci
kyseliny linoleové (Frankel et al., 1981). Pti detailnim studiu byla detekovana kyselina
octova, valeraldehyd a hexanal jako rozkladné produkty LOOH, jez vznikaji z estert
kyseliny linoleové po fotosensitiza¢ni reakci s 1O, (Frankel et al., 1982). V roce 1991
byla publikovana zisadni studie peroxidace kyselin olejové, linoleové, linolenové
a arachidonové v peroxidaénim systému Fe?* a H,O», jenz koresponduje s metodikou
pouzitou v predkladané praci. Mezi produkty peroxidace byl vibec poprvé ve velkém
zastoupeni detekovan formaldehyd, a dale vSechny ostatni aldehydy detekované
i v pfedkladané praci (acetaldehyd, aceton, valeraldehyd, hexanal, MDA, 4-HNE).
V této publikaci byly jednoduché nasycené aldehydy (formaldehyd, acetaldehyd)
detekovany jako cystaminové derivaty pomoci GC-MS (Tamura et al., 1991), na rozdil
od DNPH derivati pomoci HPLC-MS v predkladané praci. VétSina publikovanych
klinickych praci se zabyva detekci a kvantifikaci MDA a 4-HNE (Tsikas et al., 2017,
Barrera et al., 2018; Geggotek a Skrzydlewska, 2019), ale pozornost jiz byla vénovana
I dal$im aldehydtim, s krat$im i del$im fetézcem (Berdyshev, 2011).

V literatufe bylo popsano, Ze u nadorovych bunck je obecné vyssi koncentrace ROS
ve srovnani se zdravymi buiikami, napf. u bunék chronické lymfocytarni leukemie
(Zhou et al., 2003), nebo vyssi mira oxidovanych bazi v DNA napt. u nemalobunécného

karcinomu plic (Tsao et al., 2007) ¢i karcinomt prostaty (Kumar et al., 2008).
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Na zaklad¢ téchto pozorovani a také jednoduché prace se suspenznimi bunéénymi
kulturami byly v piedkladané praci jako biologicky systém lipidové peroxidace zvoleny
buniky linie U937. U nich byly v daném casovém rozmezi detekovany vyse uvedené
karbonyly jako sekundéarni produkty peroxidace PUFA.

Konkrétné na buiikach linie U937 bylo jiz diive provedeno nékolik analyz tykajicich
se lipidové peroxidace, stanoveni jeji miry a vlivu na viabilitu bunék. Na zékladé
pusobeni 'Oz na buiiky deviti leukemickych linii, véetné U937, bylo zjisténo, Ze mira
peroxidace lipida se u jednotlivych bunécnych linii 1i$i v zavislosti na obsahu PUFA,
linie U937 putsobeni LOO® byla detekovana bazalni hladina MDA v koncentraci
575 nmol 1. Dale bylo zjisténo, Ze piisobenim LOO® trvajicim 12 h, dochazi ke vzniku
proteinovych hydroperoxidi, coz byl prvni ptipad jejich detekce v buiikéch po plisobeni
ROS. V této studii hladina MDA vzriistala az po pisobeni delsim nez 12 h (Gieseg
etal., 2000). Pti dalsi analyze lipidové peroxidace na bunééné linii byly potvrzeny
zvysené hladiny MDA a 4-HNE proteinovych adukti, coz potvrdilo jejich tvorbu
areakci s proteiny in vivo (Yang et al., 2004; Muller et al., 2013). Na pracovisti byla
na modelu bunék U937 provedena analyza vlivu HO® vzniklého Fentonovou reakci
na biomolekuly. Po pisobeni HO® byl detekovan vyrazny narist MDA, markeru
lipidové peroxidace. Soucasné bylo zjiSt€no, ze oxidacnim poskozenim biomolekul
dochézi k tvorb& 'O, jehoz plisobeni déle prohlubuje oxida¢ni poskozeni (Réc et al.,
2015). Kineticka analyza, tedy stanoveni minimalné MDA a 4-HNE a jejich zmény
V Case, zatim provedena nebyla. Existuje vSak nckolik studii naznacujicich kineticky
pribéh lipidové peroxidace. Pii studiu lipidové peroxidace a poskozeni na modelu
krysich ledvin vyvolanych nitriloacetitem Zeleznatym bylo zjiSténo, Ze
K nejintenzivnéj$i tvorbé karbonylovych produkti dochazi mezi prvni a 60. min
puasobeni (Qi et al., 1999). Taktéz u krysich hepatocytd, v nichz byla lipidova
peroxidace iniciovana pusobenim t-butylhydroperoxidu, doslo k nejvyraznéjsi zmené
koncentrace MDA oproti kontrole v 60. min (Rees et al.,, 1998). Na zakladé
mikroskopického sledovani buné¢k linii HeLa a SAS byl obdobné& vizualizovan vyrazny
nartst imunofluorescence 4-HNE po 1 h pisobeni (Tomita et al., 2019).

Co se tyCe rozsahu detekovanych karbonyl, ve studii analyzujici lipidovou
peroxidaci u bun¢k tabaku N. tabakum Bright Yellow-2 (BY-2) vystavenych ptsobeni
H202, bylo detekovano nékolik karbonylii korespondujicich s karbonyly v predkladané
praci (MDA, acetaldehyd, 4-HNE, aceton) (Biswas a Mano, 2015). Nejvyraznéjsi
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podobnost vSak vykazuje prace vénujici se studiu peroxidaéniho stresu bunék in vitro
prostfednictvim detekce tékavych aldehydt v prostoru nad kultivaénim médiem ¢i nad
3D kulturami rakovinnych bun¢k linie CALU-1 odvozené od nemalobunééného
karcinomu plic. Nepiimou elektrochemickou peroxidaci lipida byl v buiikach detekovan
MDA, butanal, valeraldehyd, hexanal a heptanal. Taktéz byla provedena kineticka
analyza, pfiCemz nejvys$i narist koncentrace MDA, valeraldehydu a acetonu byl
pozorovan po 5 min pusobeni (Shestivska et al., 2017). V piipad¢ valeraldehydu byl
v predkladané praci zjistén podobny trend jako v diskutované préci, tedy nejvyssi nartst
byl 5 min po vystaveni bunék peroxidaci a poté hladina valeraldehydu rapidné poklesla.
V predkladané praci byly nejvétsi naristy signalu u MDA, acetaldehydu, acetonu
a hexanalu pozorovany az po 60 min pisobeni HO® na rakovinné bunky linie U937.

Pti srovnani dostupnych informaci z literatury je mozno konstatovat, ze predkladana
prace jako jedna z mala studii prokazuje detekci acetaldehydu ve formé¢ DNPH aduktu
pomoci HPLC-MS a zaroven také MDA, 4-HNE a dalSich karbonylii jako markeri
lipidové peroxidace. RozSifeni pole simultdnné detekovatelnych karbonylovych
sloucenin pomoci jedné metody (HPLC) a jejich kvantifikace mize pfispét ke zptesnéni
stanovované miry lipidové peroxidace Vv raznych biologickych vzorcich. V praxi je
napt. zaddouci popis miry oxidacniho stresu prostiednictvim monitoringu hladin
formaldehydu a MDA po ischemické reperfuzi srdce (Maboudou et al., 2002). Zvysena
hladina MDA spolu s karbonylovymi proteinovymi adukty byla nalezena u pacientl
s chronickou myeloidni leukemii a zvySovani hladin téchto analytli dokonce ukazuje
na progresi onemocnéni (Ahmad et al., 2008). Existuje i studie navrhujici vyuziti
hexanalu jako markeru peroxidace matefského mléka (Elisia a Kitts, 2011).

4-HNE je uz asi dvé€ desitky let studovany, nejdiive jako toxicky produkt lipidové
peroxidace, pozd¢ji jako signalni molekula a spolehlivy marker lipidové peroxidace
(Milkovic et al., 2015). 4-HNE je atraktivnim analytem pro klinické vyuziti odhalujicim
souvislosti mezi genomickou a proteomickou trovni patologickych stavil. JelikoZ mize
byt pficinou i markerem mnoha onemocnéni jako napi. Alzheimerova choroba (Di
Domenico et al., 2017), rakovina (Guéraud, 2017), je za vyuziti modernich analytickych
metod zadouci, aby byl klinicky stanovovan. Z tohoto diivodu méla predkladana préace
za cil stanovit pravé 4-HNE a rozsifit tak paletu stanovovanych karbonyld vzniknuvsich
lipidovou peroxidaci. Nekteré prace 4-HNE detekovaly a kvantifikovaly v potravinach
a zvifecim krmivu (Douny et al., 2016; Wang et al., 2016), n&které v tkanovych

kulturach, vzorcich tkani/krve pacientt (Gardner et al., 2003; Zarkovic, 2003; Renner
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etal.,, 2005). V predkladané praci byl tento aldehyd detekovan poprvé na modelu
leukemickych buné¢k linie U937 vystavenych lipidové peroxidaci. Zaroven se povedlo
detekovat dalsi aldehydy jako napt. MDA (Rac et al., 2015), ale i aldehydy které
ve studiich  bunécné lipidové  peroxidace nebyvaji  typicky stanovovany
napfi. formaldehyd, acetaldehyd (Tamura et al., 1991). V ptedkladané praci byl soucasné
poprvé studovan i rozpad 4-HNE.

Piimé pasobeni HO® nebylo u 4-HNE, ani obecné u 4-hydroxyalkenalt, ani
2-alkenalu, zatim studovano. Také neni znamo, jakym zptsobem toto probiha, i kdyz
reaktivni dvojna vazba nabizi v piitomnosti HO® moznost pro reakce (adice nebo
abstrakce vodiku). V literatuie byl popsan pouze tepelny rozklad 2-alkenalti
a 2,4-alkadienalt (Matthews et al., 1971) v atmosféte vzduchu, ktera simuluje oxidaéni
prosttedi. Bylo zji§téno, Ze ob¢€ skupiny nenasycenych aldehydl se ve vodném prostiedi
pufru a =za pfitomnosti vzduchu rychle rozklddaji za wvzniku formaldehydu
a acetaldehydu (coz koresponduje s hlavnimi produkty rozpadu 4-HNE v predkladané
praci). Dale byly po tepelném rozkladu detekovany i aldehydy dokladajici Stépeni
dvojnych vazeb C=C (propanal, glyoxal) (Zamora et al., 2015). Studie detailné popisuje
tepelny rozklad pent-2-enalu, ktery figuruje i v navrhovaném reak¢énim schématu (Obr.
20), pii némz dochazelo ke vzniku formaldehydu, acetaldehydu a glyoxalu, stejnym
produktim jako v navrhovaném schématu (Obr. 20) (Zamora et al., 2015). Ackoliv
nelze piimo porovnavat pisobeni HO® v piedkladané praci a vzdusnou tepelnou oxidaci
v literatute, skutecnost, Zze dochazi ke vzniku korespondujicich produktii, podporuje
dosud nepublikovanou schopnost HO® oxida¢né §tépit 4-HNE i dalsi alkenaly.

Na zékladé vysledkl rozpadu 4-HNE v prostiedi HO® v predkladané praci byl
navrzen mechanismus tohoto $té€peni, jenz znazoriiuje Obr. 20. Po odtrzeni vodikového
radikéalu se pfimo nebo po pieskupeni tvoii peroxylovy radikal. Tento se v pfitomnosti
Fe?* $tépi na alkoxylovy radikil a dochéazi k roz$tépeni uhlikové vazby B-stiihem.
V reakcich navrhovaného rozkladu 4-HNE se ptisobenim HO® odstépuje formaldehyd,
dale kyselina mravenci, glyoxal a nakonec acetaldehyd. Navrhovany mechanismus
stépeni 4-HNE vychazi z mechanismu, ktery byl popsan u peroxidace lipidi Porterem
a Pryorem v 90. letech (Pryor a Porter, 1990; Porter et al., 1995).

Otazkou zlstava, zdali je samotné 4-HNE vice Skodlivé pro buiiky, neZ vznikajici
formaldehyd (jenz je prokazatelné¢ mutagenni (Yu et al., 2015)), acetaldehyd (tvortici
imunogenni adukty s MDA a podporujici dalsi peroxidaci (Weismann a Binder, 2012))
a glyoxal (také cytotoxicky (Shangari a O'Brien, 2004)). Z tohoto dtvodu by bylo
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vhodné problematiku $tépeni 4-HNE a jinych alkenal detailnéji prozkoumat, jelikoz
muze ovlivnit i celkovy profil vznikajicich karbonylii po lipidové peroxidaci zpiisobené
HQO®. Také by v takovych studiich bylo jisté¢ pfinosné prozkoumat vliv antioxidantii

a cytotoxicitu na biologickém systému.
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6 ZAVER

V predkladané diplomové praci byla vypracovédna literarni reSerSe na téma lipidové
peroxidace, produkce 4-HNE, jeho vlivu na buiiky a zdravi. Dale byly vlastnosti 4-HNE
porovnany s MDA.

Experimentalni c¢ast diplomové prace se zabyvala detekci karbonyli pomoci
HPLC/MS, kniz byla pouzita derivatizace DNPH. Na zaklad¢ HPLC/MS analyzy
komer¢nich standarda karbonylt, jejichz vznik lipidovou peroxidaci byl pfedpokladan,
byly zjistény identifikacni parametry jednotlivych karbonyl-DNPH aduktd. Tyto
parametry byly poté pouzity k potvrzeni ptitomnosti karbonyl-DNPH adukti
ve vzorcich kyseliny linoleové a rakovinnych bunék, které byly vystaveny lipidové
peroxidaci vyvolané HO®. V ptedkladané praci byla sledovana tvorba téchto karbonylt:
MDA, acetaldehyd, formaldehyd, aceton, 4-HNE, valeraldehyd a hexanal. V§echny tyto
karbonyly koresponduji s literaturou zabyvajici se lipidovou peroxidaci a jejimi
sekundarnimi produkty.

Nasledné byly pfipraveny vzorky kyseliny linoleové, v nichZz byla prostfednictvim
Fentonovy reakce produkujici HO® vyvolana lipidova peroxidace. Prostiednictvim
HPLC/MS analyzy byla v téchto vzorcich kineticky sledovana tvorba karbonylti jakozto
sekundérnich produktl probihajici lipidové peroxidace. Ve vzorcich kyseliny linoleové
oSetifenych HO® byl oproti kontrolnim vzorkiim zjistén narist MDA, formaldehydu,
acetaldehydu, 4-HNE a hexanalu (u MDA a hexanalu bez statistické vyznamnosti).
V piipadé¢ MDA a formaldehydu byl nardst signalu okamzity a s inkuba¢nim casem
konstantni, ale u acetaldehydu, 4-HNE a hexanalu dochazelo k jejich poklesu v case.
Mnozstvi acetaldehydu v oSetfenych vzorcich kyseliny linoleové klesalo po celou
sledovanou dobu, avsak i po 60 min inkubace byl v oSetienych vzorcich detekovan
statisticky vyznamny rozdil oproti kontrole. Hladina 4-HNE vykazovala nartst ihned
po osetfeni vzorkl, avsak jiz po 5 min doslo k jejimu poklesu na uroven v HO®
neoSetfenych vzorcich. Kinetickd analyza sekundarnich produkti peroxidace kyseliny
linoleové vyvolané Fentonovou reakci nebyla v literatuie popsana.

Kinetickd analyza tvorby karbonyli lipidovou peroxidaci byla provedena
I v biologickém modelu, kterym byla linie rakovinnych bun¢k U937. Po oSetfeni bunék
HO® byl pozorovan nardst vSech sledovanych karbonyld. Postupny nartst signalu
po celou inkuba¢ni dobu oproti kontrole byl zjisttn u MDA, formaldehydu

a acetaldehydu. Mnozstvi acetonu Vvzrostlo signifikantné az po 15 min pisobeni HO®.
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V piipad¢ valeraldehydu byl nartst v oSetfenych vzorcich pozorovan pouze v 5. min
pusobeni HO®, poté jeho hladina klesla pod tGroven ve vzorcich kontrolnich. Mnozstvi
4-HNE narostlo v oSetfenych bunikach oproti neoSetienym signifikantné az v 5. min
pusobeni HO®, a po zbytek sledované doby bylo konstantni. V literatuie nebyla
podobna analyza popsana, ale vzniklé produkty odpovidaji nékterym ptredchozim
pracim (Shestivska et al., 2017).

Na zakladé vysledku HPLC/MS analyzy vzorkli kyseliny linoleové byl navrzen
experiment zkoumajici stabilitu komeréniho standardu 4-HNE v prostitedi HO®, jez
nebyla v literatufe dosud popsana. Jiz po 15 min byl u kontrolniho vzorku 4-HNE
pozorovan pokles signdlu jak na PDA, tak i QDa detektoru, coz ukazuje jeho
nestabilitu. Bylo zjisténo, Ze po vystaveni standardu 4-HNE vlivu HO® dochazi
neprodlené¢ Kk vyraznému poklesu signalu 4-HNE, zatimco ihned po oSetieni je
pozorovan mnohonasobny nardst signalu formaldehydu a acetaldehydu. Z tohoto
vyplyva, Zze 4-HNE je nestabilni a dochazi k jeho rozkladu na jednoduché aldehydy
a byl navrzen i mozny mechanismus jeho $tépeni v prostiedi HO®.

Data ziskana v pfedkladané diplomové praci by mohla byt dale vyuzita pro budouci
studie prubehu lipidové peroxidace. Je ovSem nutné jesté optimalizovat detekci pomoci
QDa, jez by mél teoreticky byt oproti PDA detektoru citlivéjsi, avSak v analyzovanych
komplexnich vzorcich toho nebylo dosazeno. Také by bylo ptinosné karbonyly
simultdnné¢ detekované v této praci kvantifikovat a zjistit, v jaké mife pusobi
cytotoxicky. Detailnéj$i vyzkum by mohl byt vénovan i1 v této praci navrzenému

oxida¢nimu rozpadu 4-HNE, jeho pribéhu a produktim.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

10,
9-HPODE
13-HPODE
15-HPETE
4-HPNE
4-HNE
0-Syn
AKR
ALDH
ALS

COX

DHN
DNPH
GPX
GS-HNE
GSH

GST

H202

HNA

HO*®

Le

LDL

singletni kyslik

kyselina 9-hydroperoxyoktadekadienova
kyselina 13-hydroperoxyoktadekadienova
kyselina 15-hydroxyeicosatetraenova
4-hydroperoxy-2E-nonenal
4-hydroxynon-2-enal

a synuklein

aldoketoreduktasa
aldehyddehydrogenasa

amyotroficka lateralni skler6za
cyklooxygenasa
1,4-dihydroxy-2-nonen
2,4-dinitrofenylhydrazin
glutathionperoxidasa
glutathionyl-HNE

glutathion

glutathion S-transferasa

peroxid vodiku

kyselina 4-hydroxy-2-nonenova
hydroxylovy radikal

lipidovy uhlikovy radikal

lipoproteiny s nizkou hustotou
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LO®

LOO®

LOOH

LOX

MAA

MAPK

MDA

MES

NRF2

OHFA

PGH;

PUFA

ROS

TBA

TEP

TNFo

lipidovy alkoxylovy radikal

lipidovy peroxylovy radikal

lipidovy hydroperoxid

lipoxygenasa

pfechodny kov
malondialdehyd-acetaldehydovy adukt
mitogenem aktivovana protein kinasa
malondialdehyd
2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina
jaderny faktor odvozeny od erytrocytli
monohydroxy mastna kyselina
prostaglandin H;

polynenasycena mastné kyselina
reaktivni formy kysliku
thiobarbiturova kyselina
1,1,3,3-tetraetoxypropan

tumor-nekrotizujici faktor a
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