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Glutathion peroxidaza

Redukovany glutathion

Oxidovany glutathion

Glutathion-S-transferaza

4-hydroxy-2-nonenal

Kelch-like ECH-associated Protein 1 - proteinovy chaperon, negativni

regulator transkripéniho faktoru Nrf2

Lipoic Acid - lipoova kyselina

Low Molecular Weight - nizkomolekularni (napi. LMW antioxidanty)
monoacylglycerol

Matrix Assisted Laser Desorption/lonization - laserova desorpce/ionizace

za ucasti matrice

Metal Binding Proteins - protein vazajici kovy
Malondialdehyd

Mastné kyseliny

N-acetyl-L-cystein

Nikotinamid adenindinukleotid fosfat

Nuklearni factor kB - specificka skupina transkripcnich faktort,

ovlivitujici genovou expresi



NO;MK
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NO,OA

Nrf2

OA

PPARs

RONS

SOD
TNB

T-REX

Trx

TrxR

Nitrované mastné kyseliny

Nitro Monoacyl Glycerol - nitromonoolein, glycerol ester kyseliny

nitroolejové
Nitrooleic Acid - nitroolejova kyselina

Nuclear Factor Erythroid 2-related Factor 2 - proteinovy transkrip¢ni

faktor regulujici expresi genti cytoprotektivnich enzymu
Oleic Acid - olejova kyselina

Peroxisome Proliferator-activated Receptors - receptory aktivované

proliferatorem peroxisomu, transkripéni faktory

Reactive Oxygen and Nitrogen Species - reaktivni kyslikové a dusikové

formy
Superoxid dismutaza
5-thio-2-nitrobenzoova kyselina

Targetable Reactive Electrophiles and Oxidants - cilené reaktivni

elektrofily a oxidanty
Thioredoxin

Thioredoxin reduktaza
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1. Uvod

Zatimco lidsky genom zahrnuje zhruba 20 000 - 25 000 gent, celkovy pocet
proteint v lidském proteomu se odhaduje na vice neZ jeden milion. ! Za takové zvyseni
proteomické diverzity mohou posttranslaéni modifikace (PTM), chemické upravy
proteinti po jejich nasyntetizovani ribozomem. PTM hraji klicovou roli ve funkéni
proteomice. Davaji proteinim nové vlastnosti, reguluji aktivitu, lokalizaci a interakci
Sjinymi bunéénymi molekulami, stabilizuji konformace proteint, pfispivaji

k imunitnimu rozpoznavani apod. 2

Castymi modifikacemi proteinti jsou napt. fosforylace, glykosylace, N-acetylace,
metylace ¢i ubikvitinylace. Lze mezi né¢ vSak zatadit i modifikaci mastnymi kyselinami
a jejich derivaty. Mastné kyseliny s kratkym, stfedné dlouhym a dlouhym fetézcem jsou
pfipojeny ke stovkdm proteini a reguluji intraceluldrni transport, subcelularni

lokalizaci, protein-protein a protein-lipid interakce.

Neenzymatickou oxidaci polynenasycenych mastnych kyselin oxidem dusnatym
a piibuznymi reaktivnimi formami dusiku vznikaji tzv. nitrované mastné kyseliny.
Nitrované mastné kyseliny maji elektrofilni charakter a mohou za ur¢itych podminek
reagovat s nukleofily jako je glutation a specifické aminokyselinové zbytky proteind

a peptidt. 3

Utinek elektrofilnich latek v buiice zavisi na celkovém stavu buiiky. Bunééna
homeostaza je udrzovana neptetrzitou signalizaci pro produkci elektrofilti a nukleofilti
asnazi se udrzet pfirozeny nukleofilni tonus. Jestlize je homeostdza naruSena (napf.
nadmérnou tvorbou reaktivnich kyslikovych a dusikovych forem), mohou byt
poskozeny bunécné struktury a v extrémnich ptipadech navodit bunéénou smrt. ZaleZzi
tedy zejména na rovnovaze mezi oxidanty a antioxidanty, ale také na signalizacnim

o ’ o7 r o o 4
pusobeni a rovnomérné syntéze elektrofila a nukleofild.

Nitrované mastné kyseliny (napi. kyselina nitroolejova, konjugovana kyselina
modulace fady intracelularnich signéalnich drah. ® Mira signalizace zavisi na koncentraci
volnych nitrovanych mastnych kyselin, jelikoZ byvaji ¢asto zabudované do buné¢nych
membran, vazané na transportni proteiny nebo aminokyselinové zbytky

nizkomolekularnich latek jako je glutathion.



V diplomové praci se zabyvam Vvazbou nitrovanych mastnych kyselin
na nizkomolekuldrni thioly. Zkoumam interakci kyseliny nitroolejové a odvozeného
glycerol esteru, tzv. nitromonooleinu, s cysteinem. Cystein je aminokyselina, jejiz
zbytky se Casto vyskytuji v aktivnich mistech proteint, maji oxida¢né-redukéni aktivitu
a jsou dulezitym cilem PTM. Dale zkoumam interakci zminénych nitroalkenti
s glutathionem, hojné¢ se vyskytujicim peptidem V buikach eukaryot. Interakce
vybranych elektrofilnich nitroalkent s nizkomolekularnimi thioly (cystein, glutathion)
jsou sledovany pomoci spektrofotometrické metody zaloZzené na detekci volnych -SH
skupin nukleofili za riznych reakénich podminek, jelikoz reaktivita cysteinylovych
zbytkll je zavisla na prostfedi, ve kterém se vyskytuji. Diplomova prace castecné
navazuje na bakalafskou praci, ve které jsem studovala interakce lidského sérového

albuminu s nitroolejovou kyselinou.
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2. Cile prace

Literarni reSerSe zaméfend na antioxidanty a biologicky aktivni elektrofily
se zfetelem na charakterizaci nitrovanych derivatl nenasycenych mastnych
kyselin, zakon¢end vyctem metod vhodnych pro studium téchto latek.
Optimalizace Ellmanovy spektrofotometrické metody pro detekci volnych -SH
skupin.

Spektrofotometricka analyza interakci L-cysteinu a glutathionu s kyselinou
nitroolejovou a glycerolesterem kyseliny nitroolejové, Sledovani zavislosti
reaktivity téchto latek na pH prostredi.

Popis principu pouzité metody, vysvétleni naméfenych dat, diskuse o vlivu

reak¢nich podminek a reaktivité nitroalkent.
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3. Teoreticka Cast

3.1. Oxidacné-redukéni homeostaza

Oxidacné-redukcni a radikalové reakce jsou soucasti spletitého systému, jehoz
cilem je bunécna stabilita (homeostaza). Zahrnuji reakce metabolismu, biotransformace
1é¢iv nebo regulace genové exprese. © Vzhledem k piitomnosti kysliku se pii reakcich
mohou uplatnovat mechanismy produkujici vysoce reaktivni molekuly s oxidacnimi
ucinky, nebo piimo volné radikadly (molekuly sjednim neparovym elektronem).
Vznikaji vSak 1 latky s redukénimi vlastnostmi. Charakterizuje je vysoka elektron-
donorni kapacita a uvadi se jako nizkomolekularni (LMW) antioxidanty. Pro buné¢nou
homeostazu je dilezitd rovnovédha mezi ,,prooxida¢nimi a antioxida¢nimi latkami.
NaruSeni rovnovahy mulze buiiku piimét ke spuSténi obrannych a imunitnich

mechanismt (zanétlivé reakce, destrukce bunéénych struktur apod.). 4

Stresové odpovédi organismu nemuizeme vzdy povazovat za negativni jev.
Urc¢itd mira oxidacniho stresu je za specifickych okolnosti organismu prospé&s$na,
nemluvé o aplikaci oxida¢nich procestt ve vyzkumu zéanétlivych mechanismti a fade¢

patologickych procesii (aterosklerdza, neurodegenerativni choroby a dalgi.) °

Kromé LMW antioxidanti a oxidac¢nich ¢inidel zasahuji do oxida¢né-redukéni
rovnovahy také enzymy, receptory a signalni proteiny. Dynamické zmény v rovnovaze
nastavaji vlivem katalytického ucinku enzymi, diky kterému lze za kratky cas
produkovat velké mnozstvi latek, nebo naopak Ize rychle eliminovat velky pocet
oxida¢nich forem a volnych radikalt. Pokud tedy reakci mezi antioxidantem a reaktivni
oxidovanou molekulou katalyzuje specificky enzym, vznika tak opakujici se katalyticky
cyklus, ktery efektivné reguluje mnozstvi reaktivnich substanci. Z toho vyplyva, ze
systém LMW antioxidantd/prooxidanti spolu s enzymy, signalnimi proteiny a receptory

prezentuji komplementarni bun&¢nou komunikaci. *

LMW antioxidanty 1 prooxida¢ni latky mohou byt endogenniho 1 exogenniho
puvodu. Plsobeni exogennich latek obecné zavisi na jejich vazebnych cilech

v organismu a do kterych biotransformacnich procesi jsou zapojeny.
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Jako meziprodukty metabolismu cukrii a lipidi v organismu vznikaji vysoce
reaktivni elektrofilni molekuly, které maji v bunéné homeostize vyznamnou roli.
Kromé nejznaméjsiho glykoaldehydu, 4-hydroxy-2-nonenalu nebo methylglyoxalu jsou
to také elektrofilni derivaty mastnych kyselin. 89 Jejich pozitivni uc¢inek spociva
v posttranslaéni modifikaci proteinti *°, nicméné negativni vliv téchto latek se mize
projevit spusténim procesi starnuti. Existuje tedy spojitost mezi schopnosti elektrofilti

regulovat specifické signalni drahy a schopnosti spoustét destruktivni procesy.

3.2. Antioxidanty

Bunééna ochrana proti reaktivnim kyslikovym formam a toxicité elektrofilu je
tvofena dvéma typy LMW antioxidantl - piimé antioxidanty, které jsou oxidacné-
redukéné aktivni, a nepifimé antioxidanty, které mohou nebo nemusi byt oxidacné-
redukéné aktivni. Nepiimé antioxidanty aktivuji drahu Keap1/Nrf2/ARE (viz Aktivace
Nrf2/Keapl), coz vede kexpresi geni cytoprotektivnich proteind s katalytickymi
ucinky (znamé jako enzymy faze Il). Vzajemna spojitost mezi témito ochrannymi
systémy je ziejma, jelikoz nékteré cytoprotektivni proteiny se ucastni syntézy a/nebo
regenerace piimych antioxidantli, zatimco nékteré piimé antioxidanty jsou potiebné
pro Katalytickou funkci proteini. Rada ochrannych molekul, &asto izolovanych
z rostlinného zdroje (napf. sulforafan, kurkumin), mlZe kromé regulace syntézy
cytoprotektivnich proteinli pfimo vychytavat reaktivni formy kysliku a dusiku a Ize je

oznacit za bifunkéni,

3.2.1. Enzymové antioxidanty

a) Superoxid dismutazy (SOD)

SOD katalyzuji diproporcionacéni reakci superoxidového aniontu (O2*)
za vzniku peroxidu vodiku a molekuly kysliku. Existuje nékolik izoforem SOD, které
se lisi povahou aktivniho centra. U ¢lovéka najdeme tii formy - cytozolickou Cu, Zn-
SOD, mitochondridlni Mn-SOD a extracelularni SOD. Neutralizaci Oj* provadi
postupnymi oxida¢nimi a redukénimi reakcemi iontli pfechodnych kovll ve svém

aktivnim mists. 12
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b) Katalaza

Katalaza je prvni antioxida¢ni enzym, ktery byl charakterizovan, a katalyzuje
preménu peroxidu vodiku na vodu a kyslik. Sklada se ze Ctyf podjednotek, z nichz
kazda obsahuje hem a NADPH. Nachazi se piedev§im v peroxizomu aerobnich bun¢k,
nejvetsi aktivitu ma v jatrech a erythrocytech. Urcité mnozstvi se ale nachazi ve vsech

tkanich.
¢) Glutathion peroxidaza (GPx)

GPx katalyzuje oxidaci kofaktoru glutathionu (GSH), pficemz se redukuje
peroxid vodiku nebo lipidové peroxidy. Muize tedy fungovat jako opravny enzym pii
zvySené peroxidaci lipidd. Existuji dvé formy tohoto enzymu. Jedna je zavisla na
selenu, druhd neni. Tento rozdil vyplyva z poctu podjednotek, mechanismu katalyzy a
vazby selenu na aktivni centrum enzymu. Selen-dependentni GPx redukuji peroxidy
tvorbou selenolu (SeOH) ve spojeni s tripeptidem glutathionem. Metabolismus
ptitomnych v buiikach (viz Neenzymatické antioxidanty - pfimé - glutation). **

d) Glutathion-S-transferaza (GST)

GST rozklada hydroperoxidy lipidit a katalyzuje konjugaci GSH s cizorodymi
latkami. Navazdnim na GSH se substraty stdvaji vice rozpustnymi ve vodé¢, jsou
transportovany do Zzlu¢e a dale metabolizovany. Priiklady substrati jsou napf.
chloroform, aflatoxin, organické nitrdty nebo analgetikum paracetamol. Nékteré
izoformy GST slouzi v bufice jako proteinové nosic¢e pro hem, bilirubin, steroidni

hormony a dalsi biologicky aktivni latky. ** 10
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3.2.2. Neenzymové antioxidanty - primé
Za piimé antioxidanty povazujeme latky, které mohou podléhat oxidacné-
redukénim reakcim a redukovat reaktivni kyslikové a dusikové meziprodukty. Je

potieba je dopliiovat konzumaci potravin, nebo regenerovat. 1
a) Glutathion

Hlavnim zastupcem LMW antioxidanti je glutathion. Je pfitomny ve vSech
rostlinnych a Zivo&isnych buiikach a je produkovan zejména v jatrech. *’ Ve vysokych
koncentracich (1-10 mmol/l) je pfitomny v cytoplazmé, mitochondriich a jadre. Nizké
koncentrace GSH (do 2 mmol/l) se objevuji v endoplazmatickém retikulu. 18 Vyskytuje
se v organismu piedev§im ve dvou formach, redukovany (GSH) a oxidovany (GSSG),

a za bézného stavu tvori GSH 98 % celkového mnozstvi. *°

Struktura GSH se sklada ze tfi aminokyselin - glycinu, cysteinu a glutamové
kyseliny. Jako antioxidant pusobi glutathion diky dvéma specifickym mistim
ve struktufe (Struktura 1). Je to tzv. pseudopeptidovd vazba mezi aminoskupinou
cysteinu a a-karboxylovou skupinou glutamatu, ktera chrani pted aminopeptidazami,
a thiolovd skupina na cysteinylovém zbytku, kterd muze branit oxidaci thiolovych
skupin jinych proteinti, mize komplexovat ionty kovli a zapojovat se do oxidacnich
reakei za vzniku disulfidu. ?° Pfikladem takové oxidaéni reakce je redukce peroxidu
vodiku pomoci GSH za vzniku molekuly vody a GSSG, katalyzovand GPx (viz

Enzymatické endogenni antioxidanty). *'

Pseudopeptidova vazba

NH, / o)

H
N
HOOC N /\COOH
o]
sy «——— Thiolova skupina
Glutamova kyselina Cystein Glycin

Struktura 1: Glutathion

Krom¢ obrany organismu proti RONS se glutathion podili na detoxifikaci
elektrofilnich xenobiotik a na metabolismu prostaglandinti a leukotrient. Umoziiuje

transport aminokyselin a absorpci mikronutrientil ze stfeva (hlavné Zelezo a selen). 18
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Konjugace glutathionu s mnoha xenobiotickymi slou¢eninami napomaha
eliminaci téchto sloucenin, jelikoz umoziuje jejich sekreci z buiiky. Takové adukty
mohou byt transportovany pfes membranové transportéry, napfi. ,,multidrug rezistentni‘
proteiny. K interakci mize dojit neenzymaticky (napf. interakce GSH s chinonem nebo
menadionem), ale vétSinou probihd rychlejsi enzymaticky katalyzovanou Michaelovou
adici. Typicky takto GSH eliminuje 4-hydroxy-2-nonenal (HNE, viz Produkty
peroxidace lipida) a dalsi podobné elektrofily. Konjugat (Michaeltiv produkt) se miize

preskupit za vzniku stabiln€jsiho cyklického poloacetalu (struktura 2). 2
OH
/\/\)Oi O
S /\)“\H /\

0
H,N COOH

Struktura 2: Produkt reakce HNE a GSH ve formé poloacetalu.

Glutathion regeneruje také jiné oxidované antioxidanty, napf. vitamin C a E %,
a zapojuje se do opravnych procesit molekul proteinli, nukleovych kyselin a lipidd,

v ’ . ;2
poskozenych peroxidaci. 3

b) N-acetyl-L-cystein (NAC)

Antioxida¢ni schopnosti dlouho dostupného bezpecného Iéku NAC spocivaji
vV jeho snadné deacetylaci na L-cystein, substrat pro syntézu GSH. Udrzuje tak
dostatecnou hladinu GSH piedevsim v jatrech. Podobné jako mnoho dalSich thioli ma
chelata¢ni Uc¢inky a redukuje mnoZzstvi ROS. Podéava se zejména pacientlim pii otravé

paracetamolem nebo acetaminofenem.
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¢) Thioredoxin (Trx)

Thioredoxinovy systém je systém proteini s oxidoreduktdzovou aktivitou
avyskytuje se ve vSech prokaryotnich 1 eukaryotnich buiikkach. Sklada se
z thioredoxinu, NADPH a thioredoxin reduktazy (TrxR). Trx je maly 12kD protein,
ktery obsahuje tzv. redox-aktivni misto, Cys-Pro-Gly-Cys. Po zapojeni do oxidacné-
reduk¢nich reakci s jinymi proteiny mohou dvé sousedni -SH skupiny Cys zbytka
vytvorit disulfidicky mustek. TrxR je homodimer, ktery za pouziti NADPH jako donoru
elektront katalyzuje redukci aktivniho mista Trx, ¢imz jej regeneruje. Thioredoxin
peroxidaza vyuzivad Trx jako donora vodiku pii redukci H,O, a alkylhydroperoxidi.

(schéma 3). 25,26

- NADPH
p

j
S— S

, . . ;o Lo .27
Schéma 1: Mechanismus pusobeni thioredoxinového systému

d) Koenzym Qiq

Koenzym Qio se obecné podili na transportu elektroni v dychacim fetézci
v mitochondriich a na transportu elektrond mimo mitochondrie. ?® Do oxidatng-
reduk¢nich reakei dehydrogenaz nebo cytochromt se zapojuji pouze redukovana forma
(ubichinol, CoQjoH;) aubisemichinonovy radikal (CoQjoH). Ubichinol umoziuje
vazbu vodiku na volné radikaly, ¢imZ z n&j vznika CoQ1oH. Ten vykazuje antioxidacni
vlastnosti, miize reagovat S dalSimi radikaly a volnym kyslikem. 2% Také oxidovany o-
tokoferol (vitamin E) mlze byt redukovan pomoci ubichinolu. Redukovand forma

tokoferolu pak také vykazuje antioxida¢ni schopnosti.
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Na regeneraci ubichinoli zjejich oxidovanych forem se podili tfi
cytoprotektivni enzymy - NAD(P)H chinon dehydrogenaza 1 (NQO1), TrxR a glutation

reduktaza. *°

e) Vitaminy

Vitamin C neboli kyselina L-askorbova eliminuje RONS a redukuje ionty
tranzitnich kovt u specifickych biosyntetickych enzymii. Je nezbytny pro biosyntézu
kolagenu, karnitinu, neurotransmiterti a neuroendokrinnich peptidii. Poméhé pti vyvoji
kosti a chrupavek, je dulezity pro rGst a obnovu pojivovych tkéni, pro metabolismus

tukl a odolnost vuci infekcim (podpora imunitni odpovédi organismu). 3

Vitamin E neboli a-tokoferol je lipofilni antioxidant lokalizovany v bunéénych
membrandch. Zde chrani polynenasycené mastné kyseliny membranovych fosfolipid
pted peroxidaci a inhibuje peroxidaci lipoproteinli s nizkou hustotou (LDL). Spole¢né
S nenasycenymi mastnymi kyselinami se také vyskytuje v potravinich, zejména

v rostlinnych olejich. Jako typicky antioxidant také neutralizuje kyslikové radikaly. **

f) Proteiny vazajici kovy (MBPs - ,,Metal-binding Proteins*)

MBPs jsou skupina latek s nejvyssi antioxidacni kapacitou v krevni plazmé. 32

Patfi mezi n¢ albumin, ceruloplazmin, metalothionein, ferritin, myoglobin, transferrin
a laktoferrin. Jejich antioxidacni aktivita spociva pfedevS§im ve schopnosti vazat ionty
kovii (napf. Cu?* aFe?"). Tyto ionty jsou hlavnimi prekurzory vzniku ROS, jelikoZ
interaguji s peroxidem vodiku tzv. Fentonovou reakci (schéma 2). ** Vazbou iontil

na proteiny je tedy kontrolovano mnoZstvi volnych ionti vstupujicich do této reakce. **

Fe** + H,0, — Fe¥* + +OH + OH- (1)

Fe** + H,0, —> FeX* + +00H + H* (2)

Fentonova
e+ VN reakce
A A
HIOZ
Nizka toxicita Vvsoka toxicita

Schéma 2: Fentonova reakce °
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Albumin je narozdil od ostatnich zminénych MBPs multifunkéni antioxidacni
protein. Jeho koncentrace se za normalniho stavu pohybuje mezi 35 az 50 g/l a tvofi
60 % celkového obsahu proteinlt v plazmé. % Dye tretiny molekul albuminu
se vyskytuji v redukované formé¢, maji tedy volnou -SH skupinu na cysteinylovém
zbytku Cys-34. Tato forma se nazyva mercaptalbumin. *’ Cys-34 v krevni plazmg
zaujima daleZitou roli ,,vychytivate® volnych radikali a roli nukleofilniho centra. *®
Reakei s peroxynitritem nebo peroxidem vodiku se Cys-34 oxiduje a vznikne sulfenova
kyselina (HSA-SOH), meziprodukt, ktery se podle stupné oxida¢niho stresu muze bud’
zpétn¢ redukovat na mercaptalbumin nebo ireverzibiln¢ oxidovat na dal$i formy
kyselin. Reakci s nizkomolekularnimi thioly (glutation, cystein) muze také vytvorit
disulfid (HSA-S-S-R, schéma 3). * Albumin obsahuje krom& Cys-34 také 3est
methioninovych zbytki, které mohou byt oxidovany. 0 Celkem se podili Cys a Met

zbytky albuminu na vice nez 70 % aktivity ve vychytavani volnych radikaléi v séru.

HSA-SO, Dxidacni stres ; Nitrosaéni stres
HSA-SO,H_~ i
1«
HSA-SOH <& HSA-SH » P LsA-SNO
RSH v ol N
J \
HSA-S-S-R RS-SR i RS-NO RSH

Schéma 3: Premény albuminu pri oxidacnim stresu 3

Antioxidac¢ni kapacita albuminu spociva piedev§im ve schopnosti vazat
riznorodé ligandy. Kromé iontl kovli vaze také bilirubin, ¢imZ se inhibuje peroxidace
lipidt. 2 Ma vysokou afinitu k mastnym kyselindm s dlouhym fetézcem
a k nenasycenym mastnym kyselinam, které mohou v plazmé snadno podléhat oxidaci.
%8 Podobné& chréni buiiky vazbou homocysteinu, produktu katabolismu metioninu.
Hladina volného homocysteinu v plazmé je povazovana za jeden z faktora

aterosklerdzy. 43
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g) Kyselina mocova (UA)

Narozdil od ostatnich savct Clovék netransformuje kyselinu mocovou na tzv.
alantoin *, proto je jeji mnozstvi v krvi dostatecné pro vyznamné antioxidacni u¢inky
jako vychytavani ROS (napf. peroxynitrit, hydroxylovy radikél, singletovy kyslik,
lipidové peroxidy) > nebo tvorba stabilnich komplexd sionty Zeleza a médi. *
Kromé toho chrani antioxidaéni enzymy SODI a SOD3. * Znama je role UA
pii intenzivni fyzické zatézi, kdy je zvySena jeji produkce a chréni tak organismus

“ c v, 47
ptred oxida¢nim stresem.

Nizké hladiny UA mohou byt povazovany jako rizikovy faktor demence nebo
Parkinsonovy choroby, jelikoz UA mé neuroprotektivni uginky. *® Naopak zvysena
hladina UA mutze mit opacné, oxidacni Gcinky, a nckteré studie ji povazuji za faktor

zanétlivych procest %% a selhani srdce *°.
h) Karotenoidy

Karotenoidy jsou antioxidacni latky rozpustné v tucich, jejichz struktura ma
zakladni isoprenoidni skelet. Jsou to zejména vychytdvale singletového kysliku, ale

a- a B-karoten.

3.2.3. Neenzymové antioxidanty - bifunkéni

a) Flavonoidy

-----

Flavonoidy jsou rostlinné sekunddrni metabolity s protizdnétlivymi,
antimikrobialnimi, antitrombotickymi, antialergickymi, protirakovinnymi
a antioxidaénimi vlastnostmi. ** Jako antioxidanty typicky chelatuji ionty Zeleza
a dalSich kovli, a vychytdvaji RONS (zejména peroxynitrit vlivem jejich 3°,4°-
katecholového uspofadani a volné 3-hydroxylové skupiny ve struktufe °%). Mimoto
indukuji detoxika¢ni enzymy faze II (NAD(P)H-chinon reduktiza, glutation S-
transferaza a UDP-glukuronosyl transferaza). >* Aktivuji také GPx, SOD a katalazu. >
® Ppodobn¢ také inhibuji rozné oxiddzy (xantin oxiddza, NADH oxidaza,

cyklooxygenaza, lipoxygenaza). °’
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Krom¢ mono- a dihydroxyflavonoidi se vyskytuji v této skupin€ i zastupci
Svyssim poctem hydroxylovych skupin. Takovi mohou mit oxida¢ni ucinky
a mechanismem Fentonovy reakce mohou produkovat hydroxylové radikaly. >3
Oxidacni a antioxidacni vlastnosti flavonoidi jsou vSak velmi zavislé na jejich celkové

koncentraci. Hlavnim zastupcem této skupiny je kvercetin.
b) Kyselina a-lipoova (LA)

Kyselina lipoovéd se vétSiné tkani pomoci NADH a NADPH preménuje
na kyselinu dihydrolipoovou (DHLA), ktera ma jesté lepsi antioxida¢ni ucinky nez LA.
Neutralizuje volné radikaly, regeneruje vitamin C a ma chelata¢ni schopnosti, kterymi
napomaha degradaci nahromadénych toxini a pravdépodobné stabilizuje lysozomy
chelataci zeleza. Jako kofaktor pyruvatdehydrogendzy a a-ketoglutaratdehydrogenazy
chrani tyto enzymy pfed vlivem oxidacniho stresu, coz souvisi s celkovou funkci LA

jako stimulanta aktivity enzymt oxidativni fosforylace a bunééného dychéni. 2

c) Melatonin

N-acetyl-5-methoxytryptamin, trivialné melatonin, je hlavni produkt sekrece
mozkové epifyzy a ma nescetné mnozstvi pozitivnich G¢inkl pro organismus. Jedna se
0 antioxidant volnych radikdld a imunomodulaéni c¢inidlo. Experimentalné bylo
zjiSténo, Ze zvySuje hladiny intracelularniho GSH. Stimuluje fadu antioxida¢nich
enzymu vcetné SOD, GPx a katalazy, a inhibuje prooxidacni enzymy, syntazu oxidu
dusnatého, xanthinoxiddzu a lipoxygendzu. Stabilizaci bunéénych membran pomaha
buiikdm odoldvat oxida¢nimu poskozeni. Pravdépodobné také aktivuje elektronovy
transportni fetézec, ¢imZ sniZzuje Unik elektrond a tvorbu ROS. Vlivem vSech téchto
ucinku je melatonin potencidlnim prostiedkem pro 1écbu riiznych neurodegenerativnich

poruch, které maji zdklad v oxida¢nim poskozeni bunéénych struktur. %8

3.24. Neenzymové antioxidanty - nepiimé
Typickymi nizkomolekularnimi nepfimymi antioxidanty jsou induktory exprese
genti cytoprotektivnich proteinii. Narozdil od pfimych antioxidantli mohou, ale nemusi
byt oxida¢né-redukéné aktivni, a jejich antioxidacni ucinky spocivaji v regulaci
asignalnim puasobeni. Exprimované enzymy jsou katalyticky aktivni a nejsou
spotiebovavany pii oxidaéné-redukénich reakcich. Casto katalyzuji pravé chemické

reakce, pii kterych dochazi k detoxifikaci cilové slougeniny. *°
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a) Mineraly

Nekteré mineralni latky Ize povazovat za nepfimé antioxidanty, jelikoz maji

ulohu stabilizace antioxidac¢nich enzym a jsou potifebné pro jejich spravnou funkci.

Zinek aktivuje ¢i stabilizuje pfes 300 enzymi a vice nez 2000 transkripénich

faktort se zapojuje do genové exprese proteint zavislych na zinku. >

M¢d’ je nezbytna pro spravnou funkci enzymil rodiny SOD. Podili se na tvorbé
enzymt, proteinii a mozkovych neurotransmiteri (stimuluje nervovy systém), a hraje

roli pfi protiinfekcnich a protizanétlivych reakcich. 52

Ve stopovém mnozstvi organismus potiebuje také selen. Zakladni molekula,
ve které se selen v téle vyskytuje, je selenocystein, povazovany za 21. aminokyselinu
(AK) a zakladni AK zbytek selenoproteini a selenoenzymi. Z vySe zminénych jsou to

napf. enzymy rodiny GPx nebo TrxR. %
b) Sulforafan

Sulforafan ((R)-1-isothiokyano-4-methyl-sulfonylbutan) je rostlinny neptimy
antioxidant, znamy piedevsim jako soucast zeleniny (brokolice, zeli, kvétak, kapusta).
Vznika aktivaci prekurzoru glukorafaninu myrosinazami, rodinou enzymd, jez hraji roli
pii obrannych reakcich rostlin (schéma 4). V celistvém stavu rostliny je prekurzor
od enzymi prostorové oddélen, proto dochazi k aktivaci jen tehdy, kdyZ je rostlina
poranéna. Sulforafan je typickym piikladem nepiimého antioxidantu, ktery reguluje

signaliza¢ni drahu Nrf2/Keapl. ™

OH

HO

S S N
= —_— \C s
HO o) /\/\/
W/\/\/ \N I \\““O
OH N
T/
SO;H
Glukorafanin Sulforafan

Schéma 4. Preména glukorafaninu na sulforafan
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c) Michaelovy akceptory

Elektrofilni latky, které maji na dvojné vazbé elektron-deficitni centrum
vytvoiené vlivem sousedici funk¢ni skupiny s elektronegativnim prvkem, jsou schopné
reagovat s thioly mechanismem Michaelovy adice. Rikd se jim proto Michaelovy
akceptory. Chaperonovy protein Keapl obsahuje ve své struktufe 25 cysteinylovych
zbytkli a 9 znich je vysoce reaktivnich. Interakci stémito AK zbytky Michaelovy
akceptory spousti signdlni drahu Nrf2/Keapl/ARE. Jsou tedy induktory exprese
ochrannych enzymi faze II a nepfimo zvySuji antioxidacni kapacitu buiiky. Ptikladem
biologicky vyznamnych Michaelovych akceptord jsou cinnamaty (derivaty kyseliny

skoficové), chalkony, kurkuminoidy nebo kumariny. **

3.3. Biologicky aktivni elektrofily

3.3.1. Charakteristika
Biologicky aktivni elektrofily vznikaji béhem regulovanych metabolickych
procesi nebo béhem patologickych procest jako vedlejsi produkty oxidace.
Pti oxida¢nim stresu a jejich zvySené produkci mohou zménit bunééné funkce piimo
prostfednictvim modulace signdlnich cest nebo nepfimo modifikaci bunéénych
makromolekul. Proto pfispivaji k rozvoji neurodegenerativnich chorob, rakoviny,
aterosklerdzy, Alzheimerovy choroby, chronického zanétu. Nicméné, V regulovaném

mnozstvi mohou ptiznivé ovlivnit nékteré bunécné pochody, jak jiz bylo vysvétleno. 62

Biologicky aktivnimi elektrofily se rozumi latky, které mohou mit riiznou
strukturu, ale sdili jednu vlastnost - obsahuji elektron-deficitni centrum na atomu uhliku
vlivem posunu elektronové hustoty k elektronegativnéjsSimu prvku (napt. karbonylovy
kyslik, dusik vdzané funkcni skupiny). To miize pfijmout elektrony od elektronoveé
bohatych molekul - nukleofilii. Nukleofily mohou byt kationty (Hg”*, Cd**, Zn*),
polarizované neutralni molekuly (obsahuji volné elektronové pary), polarizovatelné

neutralni molekuly (Cly, Br;), oxidaéni ¢inidla a nékteré Lewisovy kyseliny. 63
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3.3.2. Endogenni elektrofily a jejich vazebné cile
Velkou skupinou elektrofilnich latek, znichz se znacny pocet pfirozené
vyskytuje v bunikach, jsou mastné kyseliny (MK) obsahujici a, B - nenasycenou

karbonylovou skupinu (struktura 3).
@]
o
Struktura 3: Funkcni skupina a, f - nenasycenych karbonylovych sloucenin.
Reaktivita této skupiny zavisi na povaze sousedicich atomi. Pokud je na -
uhliku vazén alesponl jeden atom vodiku, je elektrofilnim centrem a muze reagovat
s nukleofilnimi skupinami, jako je napt. -SH skupina. Tyto latky jsou prevazné

produkty neenzymatické oxidace MK, ale také sekundarni metabolity, produkty

metabolismu hemu a dalsi. ®
a) Produkty peroxidace lipida

Klicovym krokem peroxidace lipidl je rozklad polynenasycenych MK na malé
reaktivni fragmenty se strukturou aldehydu (2-alkenaly, 4-hydroxy-2-alkenaly,
ketoaldehydy). Vyznamnymi zastupci téchto fragmentil jsou malondialdehyd (MDA) &
a 4-hydroxy-2-nonenal (HNE) (schéma 5). %
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R \/ \/('()()H
Polynenasycené MK
+ volné radikaly («OH)
-H,0

R, = ___ COOH
o, V=V V LOOH

Nenasyceny lipidovy radikal

Lipidové
hydro-
peroxidazy

00«
COOH

VanYanVan i
Peroxyl radikal

Malondialdehyd 4-hydroxy-5-nonenal
(MDA) (HNE)

Schéma 5: Vznik meziproduktit MDA a HNE oxidaci nenasycenych MK. 66

Malondialdehyd vznika peroxidaci polynenasycenych MK a pii syntéze

prostaglandinti. V neutralnim roztoku se vyskytuje ve formé nereaktivniho enolatu,
pfiniz§im pH ve formé B-hydroxyakroleinu, ktery tvoii adukty s proteiny a DNA.
Detekce MDA se tradicné€ pouzivala jako indikator peroxidace lipidd. Priméarné reaguje
s e-aminoskupinami lysinovych zbytkidl proteinii a zplsobuje tak cross-linking. Miize

tvotit adukty s DNA, u lidi zejména v jatrech bez zjevného zpisobeni onemocnéni. o7

4-hydroxy-2-nonenal je hlavni aldehyd produkovany peroxidaci 6-

nenasycenych MK jako je kyselina linoleové a arachidonova. %8 Ma elektrofilni centrum
na uhliku C3 amize tvofit tzv. Michaelovy adukty s thiolovou skupinou
cysteinylovych, s imidazolovou skupinou histidinovych, a s a-aminoskupinou
lysinovych zbytka proteinti. % Casto také tvori Schiffovy baze ptes C1 atom a muize
reagovat s thiolem kyseliny lipoové. Ne&které mitochondridlni proteiny jsou timto
zpusobem inaktivovany - acyltransferazy, 2-oxo-glutarat dehydrogendzovy a pyruvat
70, 71

dehydrogenazovy komplex, glycin dekarboxylédza.
MK vznika podobny produkt - 4-hydroxy-2-hexenal (HHE). 69

Peroxidaci w3-nenasycenych
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b) o, f-nenasycené aldehydy

Cinnamaldehyd (struktura 4) a kyselina skoficova jsou =zastupci a, -

nenasycenych aldehyd a znama potravinova aditiva diky jejich skoficové vini. Maji
S cysteiny mechanismem Michaelovy adice nebo tvofi iminy. Mirné inhibuje
thioredoxin reduktdzu a indukuje faktor Nrf2 (viz Nrf2/Keapl signaliza¢ni draha) &
a také podléha Michaelové adici na nékteré reaktivni cysteiny TRPA1 (Clen rodiny
iontovych kanald TRP- , Transient Receptor Potential®), ¢imz aktivuje transdukci
signdlu. " Derivaty peptidyl-cinnamaldehydu 6ginkuji jako reverzibilni inhibitory
tyrozin fosfataz, ptiCemz interakce spociva ve tvorbé iminu se zbytkem argininu

a nasleduje Michaelova adice na zbytek cysteinu. ™

0
Struktura 4: Cinnamaldehyd
C) a, B-nenasycené ketony

Seskvitepren zerumbon je piikladem latky produkované tropickymi rostlinami,
Ktera ma protizanétlivé UCinky. V eukaryotickych buikach indukuje expresi
detoxikacnich geni a potlaCuje expresi prozanétlivych genl. Kovalentni modifikaci
cysteinylovych zbytkii na proteinu Keapl obdobné jako zminény cinnamaldehyd

aktivuje signalni dréhu Nrf2. ™

Intracelularni dehydrataci prostaglandinu D, vznika elektrofilni 15-deoxy-A2*-

prostaglandin (struktura 5), jehoz Michaelovy adukty s thiolovymi skupinami glutationu

a cysteinylovych zbytkd spousti zan&tlivé bun&&né procesy. "°
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COOH

Struktura 5: 15-deoxy-4"*"*-prostaglandin
d) a, B-nenasycené 5-laktony

Zastupcem této skupiny nenasycenych elektrofilnich slou¢enin je leptomycin B
(struktura 6). Dlouhy alifaticky fetézec leptomycinu B je zakonéeny &-laktonovym
kruhem. Je schopny tvofit komplexy s jadernymi proteiny a CRMI, cozZ je receptor
prenosu signali zjadra do cytoplazmy. Selektivni vazbou jeho a, B-nenasycené o-
laktonové skupiny na Cys529 proteinu CRM1 inhibuje jaderny export. ** Pavodné byl

v / . 11 12 7 . S s . . A
povazovén za antifungalni latku "%, dnes je zndmy zejména pro antiproliferaéni u¢inky.

Struktura 6: Leptomycin B
e) Maleimidy

Maleimid je elektrofil, ktery se ¢asto pouZziva v bioorganické chemii ke znaceni
proteint diky jeho specifické reakci s thioly (viz Laboratorné pouzivané elektrofily).
Pfirozenym derivatem je napi. antibiotikum showdomycin (struktura 7), izolovany
ze Streptomyces showdoensis. ”° Je strukturné& podobny uridinu a pseudouridinu
a inhibuje n&které enzymy zapojené do metabolismu uridinu v in vitro podminkach. ¥

Zaroven jsou jeho cili enzymy zapojené do biosyntézy bunécné stény. 81
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Struktura 7: Showdomycin
f) Vinylsulfony

Elektrofilni vinylsulfonova skupina vyznamné inhibuje cysteinové proteazy.
Chova se jako Michaellv akceptor a vaze se kovalentné na cysteinylové zbytky
ptislusnych proteaz. 82 Proto se peptidické vinyl sulfony hojné aplikuji ve studiu protedz
nebo jako néstroje ke studiu rodiny deubikvitinatnich enzymd. % Prodni

vinylsulfonovy produkt methyldambullin byl izolovan z rostlin rostoucich na Sri Lance
84,85

a prokazaly se jeho antiparazitické ucinky.

3.3.3. Laboratorné pouZzivané elektrofily

a) Jodacetamidy

Jodacetamidy maji vysokou afinitu ke vSem thiolim a tvofi tak thioethery.
V ptipadé absence volné thioskupiny reaguji také se zbytky metioninu, histidinu nebo
tyrozinu. Dokazi reagovat i s alifatickymi aminy, ale pouze za vysokého pH, jelikoz
aminy jsou v pH pod 8,0 protonovany a jsou tedy zna¢né nereaktivni. Jodacetamidy

jsou nestabilni na svétle. 8
b) Maleimidy

Nazev maleimid je slozen z kyseliny maleinové a imidu. Je to nenasyceny imid,
ktery se hojn& vyuziva pro selektivni modifikace cysteinylovych zbytki. ® Reakce
mezi thiolem a maleimidem dava thiosukcinimidové produkty a je to typicky piiklad

Michaelovy adice (schéma 6).
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Schéma 6: Mechanismus Michaelovy adice thiolové skupiny proteinu na maleimid.

Reakce je velmi rychld a produkty jsou dostatecné stabilni pro jejich vyuziti
z hlediska biokonjugaénich studii. Casto se pouZivaji derivaty maleimidu (R; - alkyl,
aryl) jako N-ethylmaleimid, a jejich fluorescenéni & chromoforické analogy. ®¢ Narozdil
od jodacetamidii maleimidy nereaguji s methioninem, histidinem nebo tyrozinem.
Nicmén¢, maleimid dokaze reagovat také s primarnimi aminoskupinami a selektivita
zavisi na reak¢nich podminkéch, zejména na pH. V rozmezi hodnot pH od 6,5 do 7,5 je
reakce maximaln¢ selektivni pro thioly. V pH 7,0 je reakéni rychlost maleimidu s thioly
stale asi 1 000krat vétsi nez s aminy. V pH nad 7,5 ale primarni aminy a thioly reaguji
s maleimidem kompetitivng. 8’ Maleimid je ve vodném roztoku nestabilni, méize dojit

K hydrolyze (otevieni kruhu).

3.34. Nitrované mastné Kyseliny
Nitrované mastné kyseliny (NO,-FAs) jsou endogenni latky produkované béhem
interakci nenasycenych MK s RONS. Nitrace MK miiZe probihat riiznymi mechanismy,
zavérem reakce je ale vzdy adice radikalu oxidu dusiku na dvojnou vazbu, pfi¢emz
mohou vzniknout riizné regio- a stereoizomery. ® NO,-FAs maji znagné elektrofilni
charakter, diky kterému interaguji s mnoha biologickymi nukleofilnimi cili a jsou to

vyznamné signalni molekuly.
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3.3.4.1. Mechanismus nitrace nenasycenych MK

Nitrace mastnych kyselin vychazi z reakci radikalu oxidu dusnatého *NO, oxida
dusiku odvozenych od *NO (napt. *NO;), peroxynitritu ONOO™ a kyslikovych
mediatoria (Oz, H>O, a lipidové peroxyl radikaly LOOe¢). Postup, jakym dojde
k vysledné nitraci MK, zavisi na mnoha faktorech - koncentrace zminénych RONS
avazebnych cili, koncentrace katalyzatori a cinidel redukujicich RONS,
hydrofobni/hydrofilni podminky. 89 Tyto faktory také odrazeji stav bunécného
metabolismu a zanétlivy stav a v kone¢ném dusledku fidi rozsah oxidace, nitrosace

a nitrace cilovych molekul. °

Peroxynitrit ONOO" - kromé reakci s thioly ochotné reaguje v tkanich s oxidem
uhlicitym CO, za vzniku ONOOCO; a Vv zanétlivém prostiedi se dale tvofi radikaly
*NO,, *OH a *COg’, které podporuji nitraci MK. %

Peroxidazy - katalyzuji redukci H,O; a organickych peroxidl, nasledné oxiduji
organické slouceniny, anorganické anionty a halogenidy. Pomoci peroxid4z, hemovych

proteind a tranzitnich kovii (Fentonova reakce) se oxiduje NO, na sNO,. **

Protonizace NO, - dusitanovy anion NO; je béznym metabolitem <NO
a Vv kyselém prostfedi mize byt protonizovan za vzniku kyseliny dusité HNO, (k tomu
dochdazi napt. v travicim traktu, lysozomech nebo endozomech). Nasledné reakce HNO,

ve vodném prostiedi tvoii radikély a ionty indukujici adiéni nitraci biomolekul.

Aerobni reakce *NO - piestoze méa oxid dusnaty jeden neparovy elektron,
zachovava si vlastnosti malé nenabité molekuly a koncentruje se spise Vv lipofilnim
prostiedi, kde miiZze reagovat s molekulovym kyslikem O,. Tento efekt znasobuje
tvorbu sekundarnich reaktivnich forem z *NO pomoci Oy, v¢etné *NO,. ZvySuje se tak

v . ’ 2
mozZnost nitrace nenasycenych MK. ’
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V prvnim kroku nitrace dojde k rychlé reverzibilni adici *NO, na dvojnou vazbu,
vznikne B-nitroalkyl radikal. V lipofilnim prostiedi, kde je vysoka koncentrace *NO
a dalsich oxidi dusiku, mohou reakce pokracovat za tvorby nitrovanych derivati.
V hydrofilnim prostiedi vSak pievladd pomalé, ale ireverzibilni odstépeni allylového
atomu vodiku pomoci *NO; a néasleduji peroxida¢ni reakce (schéma 7). * Za podminek,

kdy je obsah kysliku nizky (ischemie, anoxie), se upfednostiiuji nitrani reakce.

Co se tyc¢e stereochemie produktd, nitroskupina se primarné vaze na dvojnou

vazbu v cis-konfiguraci, pouze malé procento nitraénich reakei dava trans-izomery. °

R' — . R?
VARV

vodné ME Fvdrafobni
prostredi, /o N prosifedi,
malo NOw  f N0z "“i.\ hodné NOx
»
s NO,
1 s F R 1 s ! 2
R v N W Rv” N _\‘\/R
0, G-nitroaliyl radikal
' -
o0
R1 i R} l ' ND:
VARV RN
o ONO  NO,
R1 "\. i . ?
| RN
l derivat nitronitritu
produkty
. -HNO,
peroxidace
NO, ,
RL ;’—‘/\.,x w\f_’ﬁ |
nitroalken I‘ Ivdrofiza
1S
Wy HO
."-.“
HO  NO,

8N/ — ry
R‘v/_}\v"_vﬁ

nitrohydroxy derivat

nitracni produkty

Schéma 7: Mechanismus nitrace a oxidace mastnych kyselin v hydrofilnim

a hydrofobnim prostredi. >
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Nitracni reakce mohou také nastat v prib¢hu peroxidace lipidi. Modifikuji se
pak  meziprodukty = konjugovanych  dienti, které vznikaji = enzymatickou

¢1 neenzymatickou peroxidaci kyseliny linolové. >

3.3.4.2. Reaktivita NO,-FAs

Analyzy syntetickych nitro derivati olejové, linolové a arachidonové kyseliny
dokazuji, ze tyto derivaty maji jedineCnou reaktivitu ovliviiujici bunécné signalni
pochody. Uc¢inkuji riznymi mechanismy, zavislymi i nezavislymi na receptoru, a mira

regulace zavisi na jejich koncentraci v hydrofobnim & vodném prostiedi buiky. °

Elektrofilni reakce s vodou - nitroalkeny jsou schopné reagovat mechanismem
Michaelovy konjugacni adice s hydroxidovymi anionty, které se v malém mnozstvi
vzdy vyskytuji ve vodném prostfedi pii fyziologickém pH. Nitroalkeny
a nitrohydroxyderivaty se soucasné vyskytuji pfirozené v srde¢ni tkani, v krvi nebo
moci. Nitrohydroxyderivaty se vlivem vysoké polarity hydroxylové skupiny chovaji

podobné jako nasycené MK. °

Hydrolyza a uvolnéni *NO - nastava v ptipad¢, ze organické nitroderivaty reaguji
mechanismem Neffovy reakce. Za neutralnich hydrofilnich podminek soucasny vyskyt
nitroalken a nitrohydroxyderivati umoznuje vznik aniontu Rg-C(')-NOZ. Nasledujici
protoniza¢ni a deprotoniza¢ni déje vedou k nitrosoderivatu a k uvolnéni *NO pomoci
redukénich c¢inidel (napf. askorbét). Uvolnéni je snadné diky slabé C-N vazbé
nitrosoderivatu a stabilizaci vzniklého uhlikového radikalu dvojnou vazbou a -OH
skupinou. Uhlikovy radikdl miize byt nasledné redukovan riznymi redukénimi
mechanismy a vzniké konjugovany keton, finalni produkt. ® Nitroderivaty MK jsou ale
hydrofobni povahy a v hydrofilnim prostfedi se Casto stabilizuji (tvorba micel), proto

k uvoln&ni *NO z jejich molekul v fadé piipadi nemusi dochézet. °

Tvorba aduktit s proteinovymi thioly a histidinovymi zbytky - nitroalkeny velice
rychle reaguji s thiolaty (-S°) na molekuldch GSH a cysteinu mechanismem Michaelovy
adice. K molekulam GSH maji daleko vétsi afinitu nez elektrofilni lipidy nebo peroxid
vodiku. Dulezita vlastnost aduktd NO,-FAS s proteiny je jejich reverzibilita v kontextu
bunécné signalizace. Adukty jsou klinicky detegovany a reprezentuji redox-senzitivni

. . . o 5
mechanismus regulace distribuce a funkce proteind.
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Hydrofobni  stabilizace - nitroalkeny  jsou vysoce stabilni
Vv polyethylenglykolech, alkoholech a dalSich méné polarnich rozpoustédlech.
Po umisténi do neiontovych detergentnich micel nebo do lipozomu se stabilizuji, je tak
branéno uvoliiovani *NO pomoci Neffovy reakce a elektrofilnim reakcim s thioly. %
Nitroalkeny, které se vyskytuji v bunééné membrané¢ ve formé komplexnich lipida
a lipoproteini, jsou tedy ve stabilizované formé, kterou lze mobilizovat a plisobenim

esteraz a fosfolipaz typu A2 aktivovat pro nasledné signaliza¢ni ptsobeni. 8

3.3.4.3.  Signalni pisobeni NO»-FAS
Inhibice zanétlivych funkci bunky - NO»-FAs inhibuji funkce neutrofili
(leukocytt) a krevnich desti¢ek mechanismy nezavislymi na cGMP (cyklicky guanosin
monofosfat). V aktivovanych neutrofilech kyselina linoleova (LNO>) inhibuje produkci
O,¢’, transport vapniku a expresi CDI11b nezavisle na *NO. Expozice neutrofill
a krevnich desti¢ek LNO, také zpiisobuje zvyieni hladiny cAMP, * coz miZe zpiisobit
inhibici trombinem indukované agregace (tu vSak zpétné obnovuji inhibitory adenylat

cyklazy). >

Inhibice NF-xB - elektrofilni latky pfispivaji k transkripéni regulaci zanétu
pomoci posttranslaéni modifikace NF-xB. NF-xB je proteinovy komplex o péti
podjednotkach (p50, p52, p65, pl00 a pl05). Zejména dimer p50 a p65 podporuje
expresi genti podilejicich se na pteziti bun¢k a progresi zanétu. NO,-FAS, 15-deoxy-
A ** ¥ prostaglandin J, a rostlinné seskviterpenové laktony jsou elektrofily, které
potlacuji transaktivaci proteinového komplexu NF-kB. NO,-FAs vykazuji inhibi¢ni
ucinek tim, Ze alkyluji podjednotku p65 a tim ji zabrafiuji vazat se na promotorovou

oblast gentli souvisejicich se zanétem. >

Aktivace PPAR - PPARs (,,peroxisome proliferator-activated receptors®) je
skupina jadernych proteinovych receptorli, které¢ funguji jako transkripéni faktory. %
Maji tfi rGzné izoformy (o, P/0, y) a piispivaji k regulaci metabolismu tukd,
adipogenezi, glykemie a zané&tlivych reakei. ° Po vazbé& lipofilnich ligandii tvoii PPAR
heterodimer s retinoidnim X receptorem (RXR), vaze se na specifické regiony DNA
(PPREs - ,,peroxisome proliferator hormone response elements) a reguluje transkripci

cilového genu (schéma 8). NO,-FAs se ve velké mife vazi na izoformu PPARy. ¥/
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Schéma 8: Regulace transkripce pomoci PPARs o

Aktivace Nrf2/Keapl/ARE - adukt proteinu Keapl a elektrofilniho derivatu
mastné kyseliny je jednim z piikladd PTM proteinti regulujici dalezitou signalni drahu
bunky. Nrf2 je transkripéni faktor, ktery je ve stavu homeostazy vazan na protein
Keapl, ten funguje jako adaptor pro Cullin 3 (Cul3), ligazu vedouci Nrf2 k ubikvitinaci
a nasledné proteasomalni degradaci. Tato degradace probiha pomérné rychle, polocas
existence Nrf2 v buice je priblizné 20 minut, a proto je obtizné jej za béznych
podminek detegovat. Nicméné, za podminek oxidacniho ¢i elektrofilniho stresu se
elektrofilni ligand aduje na Keapl a komplex Nrf2/Keapl je rozstépen, coz vede
ke snizené degradaci Nrf2 a jeho akumulaci v buiice. Vyssi koncentrace usnadnuje jeho
transport do jadra, kde heterodimerizuje s Maf proteinem (Maf = ,,musculo-aponeurotic
fibrosarcoma protein®) a vaZe se na elementy antioxida¢ni odpovédi (ARE). Vysledny

komplex iniciuje transkripci velké skupiny cytoprotektivnich gend (schéma 9). %
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Schéma 9. Role komplexu Nrf2/Keapl V buiice za fyziologickych podminek

e, 99
a pri oxidacnim stresu.

Priklady nékterych enzymi exprimovanych pomoci Nrf2:

NAD(P)H:chinon oxidoreduktaza 1 (Nqol) ', hem oxygenaza-1 (HO-1)
glutamat-cystein ligdza (Gel) %, glutathion-S-transferaza ®, mikrozomalni epoxid
hydrolaza (Eh-1) "2, sulfiredoxin 1 1%,
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3.4. Metody pro studium thioli a elektrofilnich 1é¢iv

3.4.1. Elektrochemie
Elektrochemicka analyza je vhodnéd pro sledovéni interakci biomakromolekul
(DNA, proteinii, polysacharidli) S nizkomolekularnimi ligandy (1éCiva, inhibitory
enzymul apod.). K interakci mezi biopolymerem a ligandem muze dojit bud’ pfimo
na povrchu pracovni elektrody, kdy je elektroda nejprve modifikovana biopolymerem
a nasledné ponofena do roztoku s ligandem, nebo jesté pred analyzou piimo v roztoku.
V piipadé prvniho postupu hrozi riziko strukturni zmény biopolymeru po adsorpci

na povrch elektrody jesté pied tim, nez dojde k interakci s ligandem. %%

Pouziti elektrochemie u peptidii a proteinii zavisi na obsahu elektrochemicky
aktivnich AK zbytkl ve struktufe danych molekul. Pro tyto Gcely jsou hlavni cystein,
thyrosin a tryptofan. Pokud neni potieba znaceni, vyuziva se zejména rtutovych
a uhlikovych elektrod. Ke rtufovym elektroddm maji vysokou afinitu sirné
aminokyseliny, které na jejim povrchu tvofi elektrochemicky redukovatelnou Hg-S

105

vazbu. = U modernich chronopotenciometrickych metod 1ze méfit tzv. katalyticky pik

(pik H), ktery souvisi s katalytickym vylu¢ovanim vodiku a lze jej vyuzit pfi sledovani

zmén struktury proteini (viz CPSA). *®

Na strukturni zmény v proteinech a jejich komplexech miZe mit vliv cas,
po ktery jsou adsorbované proteiny vystaveny vlivu elektrického pole. Protein muze
po urcitém case denaturovat nebo se mohou komplexy proteinu s DNA nebo dalSim
proteinem rozpadat. *°" ' Elektrochemické postupy musi byt témto nepfiznivym

vliviim pfizpiisobeny.
a) Cyklicka voltametrie (CV)

Vychozi metodou pro vSechny elektrochemické experimenty je cyklicka
voltametrie. Poskytuje fadu informaci - koncentraci zkoumané latky, termodynamické
vlastnosti oxida¢né-redukcnich procesti, informace o kinetice pienosu elektronli nebo
0 adsorpcné-desorpénim chovani studovanych molekul. Velky vyznam ma obecné

.. : - e < o 109
pfi studiu reverzibility oxida¢né-redukénich procest.
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Je to potenciostatickd metoda, méti tedy proud | prochazejici pracovni
elektrodou v zavislosti na aplikovaném potencialu E. Urcitd hodnota vkladaného
potencialu zpusobi elektrochemickou pfeménu (oxidaci ¢i redukci) v roztoku
a zaznamenaji se zmeény proudu. K ristu proudu dochazi jen do té¢ doby, dokud ubytek
analytu v okoli elektrody je kompenzovan diftizi zroztoku. Poté klesd a nasledné
se elektroda polarizuje vopatném sméru a méfi se druhd vétev cyklického

voltamogramu. **°

Prikladem pouziti cyklické voltametrie je odliSeni nativniho a denaturovaného
hovéziho sérového albuminu (BSA) na modifikované rtutové kapkové elektrode

(HMDE). '

Metoda byla také vyuzita pro stanoveni antioxida¢ni kapacity v plazmé, tedy

ror P . . o r NERS v o , 112
stanoveni nizkomolekuldrnich antioxidantl na zékladé¢ jejich reduk¢nich schopnosti.

b) Chronopotenciometricka analyza s Konstantnim proudem (CPSA)

Tato metoda patii mezi galvanostatické techniky, které spocivaji v méfeni
zmény potencidlu v Case po aplikaci konstantniho proudu na pracovni elektrodu.
Vlozeny proud urCuje tok ndaboje pfes rozhrani elektroda/roztok. V prubéhu
elektrochemické pfemény pozorujeme zpomaleni zmény potencialu E v Case
a po probéhnuti reakce se potencial rychle pfesune na hodnotu, pii které dochazi
K jinému oxida¢né-redukénimu procesu. Pro snadnéj$i hodnoceni dat se vytvari
zavislost (dE/dt)* na potencialu pracovni elektrody E. M4 velké vyhody pii analyze
proteinlt - dobré rozliSeni pikd, moZnost provadét analyzy za piitomnosti kysliku,

méteni v negativnich potencialech. 13

Metoda byla vyuzita napt. pfi analyze oxidacné-reduk¢nich vlastnosti lidského
sérového albuminu a jeho vazby s nitroolejovou kyselinou (NO,-OA), zastupcem
nitroderivatl nenasycenych MK. Nitroskupina kyseliny podléha elektrochemické
redukci, kterd se v grafu projevi jako redukéni pik pii ur€itém negativnim potenciélu.
Sledovanim zavislosti vySky piku na pomeéru koncentraci NO2-OA:HSA byl zjistén

pomér, v jakém tyto dvé latky spolu reaguyji. 14
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3.4.2. Chromatografie
Obecné se chromatografie pouziva pro zjisténi pritomnosti a koncentrace slozek
smési, pripadné jejich separaci na zaklad¢ distribuce mezi stacionarni a mobilni fazi.
Casto pouzivanou chromatografickou technikou je vysokoGdinna kapalinova
chromatografie (HPLC) a spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

(LCIMS).

Vysokoucinné kapalinové chromatografie lze typicky vyuzit pii detekci
nizkomolekuldrnich thiold (cystein, homocystein, homocystin, GSH). Po chemické
redukci oxidovanych thiolt lze kvantifikovat také obsah redukovanych a oxidovanych

thiold, nebo celkovy obsah thiolii ve vzorku. **°

3.4.3. Spektrometrie

a) Hmotnostni spektrometrie

Me¢éfeni interakci na zdkladé molekulové hmotnosti je moderni a ¢asto pouzivany
pfistup. Metody a podminky hmotnostni spektrometrie (MS) se dale vyviji
a zdokonaluji, lze tak méfit molekulové hmotnosti komplexii bez naruSeni
nekovalentnich interakci. Hmotnostni spektrometrie umoznuje tedy identifikovat vznik

daného komplexu. ™

Jednim z ptikladii detekce pomoci hmotnostni spektrometrie je méfeni reakce
thiol-blokujicich elektrofilt jodacetamidu, N-ethylmaleimidu
a methylmethanthiosulfonatu s kyselinou sulfonovou a dimedonem. Na zakladé
hmotnostnich spekter byla zkouména nachylnost vzniklych produkti k redukei €inidly

DTT nebo kyselinou askorbovou. **

Na syntetickém dekapeptidu a na plazmatickém glykoproteinu (von
Willebrandiiv faktor) bylo dokazano, ze lze vyuzit MS k identifikaci polohy volnych
thiolovych skupin. Vyuzilo se znaceni pomoci maleimid-PEO2-biotinu (MPB),
nasledné bylo provedeno proteolytické Stépeni, purifikaci zna¢enych peptidi a MALDI
hmotnostni spektrometrickou analyzu. Tato metoda je obecné vhodna pro velké
proteiny, které poskytuji vysoce komplexni hmotnostni spektra po St€peni na peptidy,
bez potieby dalsiho obohaceni vzorku. Lze jej pouzit i pro smési proteind, jelikoz je

spojend s elektroforetickou separaci (viz Elektroforetické piistupy). *8
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b) UV-VIS spektrofotometrie

Existuji spektrofotometrické piistupy, které vyuzivaji znacek nebo sond, které
jsou specifické pro interakci s danou aminokyselinou nebo spiSe s danou funkéni
skupinou. Pro analyzu thiolovych skupin proteint je typicky tzv. Ellmantv reagent
(5,5¢-dithio-bis(2-nitro)benzoova kyselina, DTNB). Obsahuje disulfidicky mustek
a po reakci s -SH skupinou se redukuje na thionitrobenzoovou kyselinu (TNB), ktera
absorbuje svétlo o vlnové délce 412 nm (schéma 10). Méfenim absorbance lze tedy

stanovit mnozstvi volnych thiolovych skupin ve vzorku.

NO,
COOH
NO,
NO,
COOH
COOH
S
SH
S . R/ » +
S
SH s
HOOC R - protein R
TNB
NO,
A=412 nm Proteinovy
DTNB disulfid

Schéma 10: Detekce thiolovych skupin s vyuzitim redukce Ellmanova reagentu

Kombinaci UV-VIS spektrofotometrie a voltametrické techniky lze naptiklad
studovat pomér thiol-kov v metaloproteinech Zn;-metallothionein a Fpg protein, ktery
obsahuje tzv. zinkovy prst. Pro testovani obsahu thioli byl pouzit zminény Ellmaniv
reagent, a také 4,4°-dithiodipyridin (DTDP), ktery ma obdobnou funkci. lonty kovi
byly stanoveny pomoci tenkovrstvé elektrochemické pratokové cely obsahujici

rtutovou filmovou elektrodu (NCMFE). 119
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3.4.4. Elektroforetické pristupy
Tento soubor separatnich metod déli latky na zéklad¢ jejich rozdilné
pohyblivosti ve stejnosmérném elektrickém poli. Podminky elektroforézy pak uptesiuji

déleni vzhledem k velikosti molekul, velikosti naboje, molekulové hmotnosti apod.

Pro méteni posttranslacnich modifikaci proteinovych thiolti byla pouzita gelova
2D elektroforéza po znac¢eni maleimidovymi barvivy na separaci proteint. Jako vzorky
byly pouzity bunky plicniho epitelu a zkouman byl redoxni stav cysteinovych thiold

na jednotlivych proteinech. *°

Dalsim  pfikladem  vyuziti elektroforetickych ~ metod  je analyza
nizkomolekularnich thiold vazanych na lidsky sérovy albumin. K izolaci a Cisténi
albuminu poslouzila SDS-PAGE (elektroforéza na polykrylamidovém gelu s vyuzitim
dodecylsulfatu sodného) a kdetekci a kvantifikaci vSech péti thiold (cystein,
homocystein, cysteinylglycin, glutamylcystein a glutation) se vyuzilo citlivé metody,
kapilarni elektroforézy (CE). Diky citlivosti CE se podatfilo zméfit vSechny thioly

z pouze 3 pg albuminu. *?

3.5. Studie biologické aktivity elektrofili
a) T-REX
V roce 2014 Evropska lékova agentura schvalila 1é¢ivo s ndzvem Tecfidera,
které se podava pacientim s roztrousenou skler6zou, neurdegenerativnim onemocnénim
postihujicim miliony lidi po celém svété. Choroba postihuje myelinovou vrstvu, ktera

funguje jako ochrannd izolace nervovych vlaken. 122

Aktivni sloZzkou tohoto Iéku je dimethylfumarat. U této slouCeniny se
zmirnuje pfiznak roztrousené skler6zy. Dimethylfumarat vSak patii do tfidy reaktivnich
elektrofill, coz je tfida sloucenin, ktera neni pro tvorbu léki dostate¢né prozkoumana.
Hlavnim problémem je, Ze reaktivni elektrofily ¢asto interaguji 1 s jinymi biologickymi

g i s ST 122
cili, nez je ten zamysleny, a mohou vykazovat neZadouci az toxickeé Uc€inky.
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Vznik techniky zvané T-REX - ,Targetable Reactive Electrophiles
and Oxidants*, v piekladu Cilené reaktivni elektrofily a oxidanty, znamenal vyznamny
prialom ve studiu U¢inkG reaktivnich elektrofild v téle. Technika byla publikovana
vroce 2016 a spociva v uvolnéni specifického elektrofilu do cilového proteinu,
disledky interakce se pozoruji v prostoru a Case v zivych bunkach. Byla pouzita
k systematickému zkoumani interakci elektrofilniho dimethylfumaratu v 1éku Tecfidera

a toho, jak tyto interakce vyvolavaji imunomodulaéni u¢inky léku. %2

Védei se zamétili zejména na protein Keapl, znadmy supresor rakoviny
a metastdz a potenciadlni vazebny cil pro dimethylfumarat. Cilenim tohoto proteinu
reaktivnimi elektrofily se zjistilo, Ze nckteré z nich spousti signdlni drahu, vedouci
Kk apoptoze neutrofili a makrofagi. Pomoci metody T-REX se takto ptislo také na cileni
proteint, o kterych se diive v souvislosti s 1ékem Tecfidera neuvazovalo. Po odstranéni
odstranény. 122

b) ,,Cysteamine assay“ - hodnoceni bioaktivnich elektrofilti

Projekt snazvem ,Cysteamine assay” studuje reaktivitu tfi elektrofilnich
aktivatort Nrf2 signalni drahy - nitroolejové kyseliny, 4-hydroxy-2-nonenalu
a sulforafanu - s thiolovou skupinou a aminoskupinou cysteaminu (2-aminoethanthiolu).
Za pouziti elektrochemickych, fotometrickych a spektrometrickych technik byla
zkoumana kinetika téchto reakci a reaktivita danych latek s -SH skupinou cysteaminu
klesa v poradi: 4-hydroxy-2-nonenal > nitroolejova kyselina > sulforafan. Nicméné,
aktivace genové exprese zavislé na Nrf2 v bunkach klesala v opaéném potadi:
sulforafan > nitroolejova kyselina > 4-hydroxy-2-nonenal. Vysledky jsou uZzite¢né

prodalsi studium reaktivity téchto latek na  molekuldrni Grovni. 123
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Material a chemikalie

4.1.1. Chemikalie

VétsSina chemikalii (veetné vzorkl L-cysteinu, cystinu, GSH a GSSG) byla
pofizena od firmy Merck (Darmstadt, Germany) a BioRad Laboratories (Hercules, CA,
USA). Ekvimolarni smés izomerit NO,-OA (9-NO,-OA a 10-NO,-OA) v podobé
methanolovych zasobnich roztoki nam poskytla laboratof Bruce Freemana (University
of Pittsburgh, USA). NO;MAG (10-nitromonoacyl glycerol) byl syntetizovan
a zprostfedkovan vyzkumnou skupinou pana doktora LukaSe Jedindka (Katedra
organické chemie, PiF UP, Olomouc, CR). Cistota latek v roztocich je vyssi nez 98 %.
Kyselina olejova (OA) byla zakoupena od firmy Merck KGaA (Darmstadt, Germany)
a monoacylglycerol (MAG, monoolein) od firmy Hampton Research (Aliso Viejo, CA,
USA). Vsechny roztoky byly pfipraveny s pouzitim Milli-Q vody (18,2 MQ * cm™),
Millipore, Bedford, MA, USA.

Dalsi pouzité chemikalie:

Heptahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Na;HPO, . 7H,0), monohydrat
dihydrogenfosforecnanu sodného (NaH,PO, . H;0), hydrogenuhli¢itan amonny
(NH4HCOs3), tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), 5,5°-dithiobis-2-nitrobenzoova
kyselina (DTNB), trihydrat octanu sodného (CH3COONa . 3H,0), methanol (CH3;OH),

kyselina octova (CH3COOH), kyselina fosfore¢na (H3POy), kyselina trihydrogenborita
(H3BOs3), hydroxid sodny (NaOH), metanol (CH3OH) deionizovana voda (dd H,O).

4.1.2. Roztoky

41.2.1. Pufry pro spektrofotometrickd méfeni
Fosfatové pufry: 0,1 M Na;HPO,. 7H,0 + 0,1 M NaH,PO,. H,0

Britton-Robinsonitv pufr: 0,04 M H3PO, + 0,04 M CH3;COOH + 0,04 M H3BO3; + 0,1 M
NaOH
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41.2.2. Zasobni roztoky
50 mM octan sodny - 1,57 g CH3COONa . 3H,0 doplnéno dd H,O do 200 ml

Roztok DTNB - na 5 ml 50 mM octanu sodného se rozpusti 3,96 g DTNB (vzdy Cerstvy)

1 M Tris/HCI pH 8,0 - 24,23 g Tris, konc. HCI na tpravu pH, doplnéno dd H,O

do 200 ml

Cystin - ¢ =1 mg/ml (cpm = 4,16 mmol/l)
L-cystein - ¢ = 1 mg/ml (cm = 8,25 mmol/l)
GSSG - ¢ =1 mg/ml (cy = 1,63 mmol/l)
GSH - ¢ =1 mg/ml (cm = 3,25 mmol/l)
Maleimid - 0,5 mg/ml (cm = 5,15 mmol/l)
OA - ¢y =5 mmol/l

NO,0A - cm = 4,95 mmol/Il

MAG - ¢y = 2,93 mmol/l

NO;MAG - cm = 3,28 mmol/l

4.1.3. Pristrojové vybaveni
pH metr: HI 2211 pH/ORP (HANNA instruments, 1T)

analytické vahy: AX 105 Delta-Range, Mettler-Toledo (Greifensee, Svycarsko)
centrifuga: Eppendorf minispin (Eppendorf, Némecko)

magneticka michacka: IKA RH basic KT/C (Slabo, Ceska republika)
termomixér: Termomixer Comfort (Eppendorf, Némecko)

spektrofotometr Infinite M200 Pro (Tecan, Svycarsko)

automatické pipety
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4.2. Metody

4.2.1. Ellmanova reakce
Ke spektrofotometrickému stanoveni obsahu volnych thiolovych skupin jsem
vyuzila 5,5°¢-dithiobis-2-nitrobenzoovou kyselinu (DTNB), tzv. Ellmanovo ¢inidlo.
DTNB se v ptitomnosti reaktivni thiolové skupiny ¢i thiolatu pfeméfiuje na 5-thio-2-
nitrobenzoovou kyselinu (TNB), ktera absorbuje viditelné svétlo pii 412 nm (schéma
10). Cim vy$§i hodnotu absorbance pii vinové délce 412 nm pozorujeme, tim vice
volnych thiolovych skupin detegujeme ve vzorku. Pokles absorbance nam ukazuje

vazbu elektrofilu na zkoumanou thiolovou skupinu nukleofilu.
a) Stanoveni zavislosti absorbance aduktii na koncentraci ligandu

Na zacatku jsem zméfila absorbance vzorkd samotnych nizkomolekuldrnich
thiolt (L-cysteinu, cystinu, GSH, GSSG). Dale jsem je nechala interagovat
se specifickou sondou maleimidem, pak s elektrofily (NO,OA, NO,MAG) a jejich
parentnimi molekulami (OA, MAG). Vysledky jsou zpracovany do graft (viz Ptilohy).

V nasledujicich tabulkach (tab. 1 - tab. 5) jsou vypsany potfebné objemy
odebirané ze zdsobnich roztokli pro vytvofeni vzorkil. Kazdy vzorek byl pfipraven
ve dvou pufrech o pH niz$im a o pH vyS$§im nez je hodnota pKa zkoumané thiolové
skupiny, a to vzdy do objemu 1000 pl. Mohla jsem tak sledovat, zda je interakce
s ligandy zavisla na pH, tedy na stavu -SH skupiny (rozdily v absorbanci).

Tab. 1: Cystin - koncentra¢ni fada

0 0
5 1,2
10 2,4
15 3,61 1000
25 6,01
50 12,02
100 24,04
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Tab. 2: Cystein - koncentra¢ni fada

15 3,63 1000
25 6,053
50 12,11
100 24,21

Tab. 3: GSSG - koncentra¢ni fada

CassG Vassc Veelk.
(nmol/l) () ()

0 0
5 3,07

10 6,13

15 9,20 1000
25 15,34

50 30,67

100 61,35
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Tab. 4: GSH - koncentraéni fada

CasH VasH
(nmol/l) ()
0 0
5 1,54
10 3,08
15 4,62 1000
25 7,69
50 15,38
100 30,77

Tab. 5: Ligandy - potiebné koncentrace a objemy pro inkubaci s thioly

Cligand V maleimid Voa VNo20A Vmac VNo:maG Veelk.
(nmol/l) (1) (1) (1)) (1) (1))
5 0,97 1 1,01 1,7 1,52
10 1,94 2 2,02 3,4 3,04
20 3,88 i i i i 1000
25 4,855 5 5,05 8,5 7,6
50 9,7 10 10,1 17 15,2

b) Kineticka méfeni - stanoveni zavislosti absorbance na ¢ase

Pomoci Ellmanova cinidla lze také studovat, jak je vazba elektrofilu

na thiolovou skupinu nukleofilu stabilni v ¢ase.

V pribéhu jedné hodiny jsem méfila vzorky GSSG a GSH s jednotlivymi
ligandy a sledovala, zda se méni hodnoty absorbance. V nasledujicich tabulkach jsou
vypsany koncentrace a objemy v jednotlivych vzorcich. Byly opét vytvofeny dvé sady

vzorkll doplnéné pufrem o pH vy$8im a niz$im nez je pKa -SH skupiny glutationu.

Mg¢fieni absorbance jsem provedla v ¢asech 5, 15, 30 a 60 minut od piipravy

vzorkda.
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Tab. 6: Koncentrace a objemy thiold a ligandti na inkubaci

CessG/GsH  VesseiGsH  Cligand  Vmaleimid VoA Vnooa Vma  Vommac  Veelk

(nmol/l) (1)) (umol/)  (u)  (u) () G (nl) (1))
(ul)
12,5 243 25 2525 425 38
50/50 30,67 25 4,86 5 505 85 7,6 1000
/15,38 50 972 10 101 17 15,2

Kazdy vzorek pro spektrofotometrické stanoveni obsahoval: 200 pl vzorku,
200 pl IM Tris-Cl pH 8, 100 pul DTNB. Vzorky byly méfeny v tripletu na mikrotitra¢ni
desticce, do kazdé jamky jsem nanesla 80 pl smési. Od vysledné absorbance byla vzdy
odectena absorbance blanku (200 pl pufru, 200 ul 1M Tris-Cl pH 8, 100 ul DTNB)

a vypocteny smérodatné odchylky, jeZ jsou zaznamenany do grafli (viz Ptilohy).

V nasledujicich tabulkdch mizeme vidét struktury jednotlivych zkoumanych
nukleofila (tab. 7), elektrofilnich nitroalkent (tab. 8) a jejich kontrol.

Tab. 7: Struktury zkoumanych nizkomolekularnich thiola

Thiol Kontrolni latka
NH, NH, 0
HS HO. S
0 0 NH,
Cystein Cystin

SH o] NH,
(0] o] (0] H
HO. N (o]
H
N
N T\H
HO! N OH
H [e] o (o]
S
NH, 0 |
s
GSH 0 0 0
H\)L
N
HD)‘\(\/LN OH
H
NH, s}

GSSG

47




Tab. 8: Struktury zkoumanych elektrofilnich ntroakent a jejich kontrol

Elektrofil Kontrolni latka
0 0
C/\\/\/\/d\
o ’\/\/\/\)‘\
= O/Y\ on

OA
o]
NO,MAG MAG

0/\§/\0H

OH
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5. Vysledky

Vysledky ukazuji interakci vybranych nizkomolekuldrnich thiolti (cystein, GSH)
s elektrofilnimi nitroalkeny (NO,OA, NO,MAG). Jako kontroly byly vybrany jejich
parentni molekuly (OA, MAG). Pro studium interakci byla zvolena Ellmanova
spektrofotometricka metoda, zaloZzena na detekci volnych -SH skupin (viz 4.2.1.).

Graficka vyjadfeni vysledki jsou k dispozici v prilohach.

5.1. L-cystein

Pro optimalizaci spektrofotometrické metody s pouzitim Ellmanova ¢inidla jsem
nejprve provedla méfeni absorbance samotného cysteinu v 0,1M Na-fosfatovém pufru
o0pH 7,4 (graf ¢. 1). Jako pozitivni kontrola byl vybran maleimid. Maleimid reaguje
specificky s -SH skupinami nukleofild mechanismem Michaelovy adice (schéma 11)
aje vhodny pro optimalizaci Ellmanovy metody, tedy detekci volnych thiolovych
skupin v roztoku. Z grafu je ziejma linearni zavislost absorbance na koncentraci
volnych thiolovych skupin cysteinu (graf ¢. 1). Cystin jakozto dimer cysteinu obsahuje
misto volné thiolové skupiny disulfidicky mustek, neumoziuje tvorbu TNB, absorbance

je tedy minimalni.

NH,
Michaelova HO
adice

HN

Schéma 11: Michaelova adice maleimidu na cystein

Totozné méfeni jsem provedla v mirné zdsaditém 0,1M Na-fosfatovém pufru
(pH 8,5). Za téchto podminek se thiolova skupina cysteinu nachazela
V deprotonizovaném stavu, jelikoz pH pufru 8,5 je vySsi nez hodnota pKa thiolové
skupiny cysteinu, pohybujici se kolem 8,0-8,3 '?* (graf & 2). Bylo ukézéano, Ze se
zménou pH prostiedi nedoslo k vyraznym zméndm absorbance. Porovnani muizeme
vidét v grafu €. 3, kde je vynesena koncentraéni fada cysteinu (v rozmezi 5-100 umol/l)

s 50uM maleimidem jak v pH 7,4, tak v pH 8,5., Rozdily absorbanci jsou minimalni.

49



Nasledovalo méteni vzorkli cysteinu s kyselinou olejovou. Jelikoz OA
neobsahuje ve své struktufe elektron-akceptorové misto, byla pouzita jako negativni
kontrola. V grafu ¢. 4 vidime, ze s rostouci koncentraci OA v obou zvolenych pH
prostiedi nedochdzi ke zméné hodnot absorbanci Ellmanovy reakce V pifitomnosti

cysteinu.

Piedpokladem méfeni interakce cysteinu s Kyselinou nitroolejovou (schéma 12)
byl pokles absorbance vlivem snizeni po¢tu volnych thiolovych skupin. V grafu €. 5
jsem vynesla zavislost koncentracni fady cysteinu (v rozmezi 5-100 pmol/I) na 50uM
NO,OA. Bylo ukazano, ze pro Michaelovu adici NO,OA na cystein je nezbytné, aby
byla thiolova skupina ve formé thiolatu (-S), tedy ptistupnéjsi pro Michaeliiv akceptor.
V grafu €. 5 pozorujeme mirny pokles absorbance souvisejici s interakci NO,OA

a cysteinu pii pH 8,5.

o]

o O,N
Li‘/
NH;" ~ OH
o N
.

NO, 0

NH5*

OH

Schéma 12: Michaelova adice NO,OA na cystein

Déle zkoumanou elektrofilni molekulou byl glycerolester kyseliny nitroolejové
(NO,MAG). Jako negativni kontrolu pro NO,MAG jsem vybrala opét jeji parentni
molekulu, MAG. Grafy ¢. 6 a 7 jsou tvofené stejné jako piedeslé grafy ¢. 4 a 5.
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5.2. Glutathion

a) Zavislost absorbance na koncentraci ligandu

Nejprve jsem ovéfila linearitu  Ellmanovy spektrofotometrické

reakce

pro redukovany (GSH) a oxidovany (GSSG) glutathion (graf ¢. 8). Podobné jako

u cysteinu bylo také potfeba provést kontrolni méteni GSH s maleimidem (schéma 13).

Grafy €. 8 a 9 zndzornuji snizujici se hodnoty absorbance vzorki s rostouci koncentraci

maleimidu, a to vpH 7,4 (graf ¢. 8) i v pH 9,5 (graf ¢. 9) v porovnani se samotnym

GSH. V grafu ¢. 9 si mizeme v§imnout, ze v zasaditém pH (pH 9,5) je glutation plné

saturovan maleimidem. Viditelné je snizeni absorbance u vzorku V koncentraénim

poméru 2:1 (GSH:maleimid) na méné nez polovinu absorbance GSH. Graf ¢. 10

ukazuje porovnani vysledkid GSH (10-100 umol/l) s 50uM maleimidem v pH 7,4 a 9,5.

< o
o) o) 0
H
N\)-L ¥ ‘ NH
0 N o
H
NH,* 0
: o)
H
H 0
0
S
0 o) 0
H
N\)k
0 N o
H
NH,* o

Schéma 13: Michaelova adice maleimidu na glutathion
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Podobné jsem provedla méteni s vybranymi elektrofilnimi nitroalkeny (NO20A,
NO;MAG) a negativnimi kontrolami (OA, MAG).

Ptredpokladem pro méieni GSH s OA byly minimalni zmény absorbance, coz se
prokazalo pii méteni v pH 7,4 (graf ¢. 11). K mirnym zménam dochazi pii pH 9,5.
Takové pH vytvari prostredi, ve kterém jsou pravdépodobné vSechny thiolové skupiny
ve form¢ thiolatu, jelikoz pKa thiolové skupiny GSH je okolo 9,1. 125 Jak je popsano
vySe, OA neni elektrofilni molekulou a s GSH tedy nereaguje. Pozorované zmény
absorbanci mohou nastat v dusledku amfifilniho charakteru studovanych ligandi,
souvisejiciho s tzv. kritickou micelarni koncentraci (CMC). Vysvétleni tohoto jevu se

vénuji v diskusi.

Ke zménam absorbance Ellmanovy reakce pii pH 7,4 témét nedochazelo ani
pii méfeni GSH s NO,OA (graf €. 13, schéma 14), v tomto pH se thiolova skupina GSH
vyskytuje v méné reaktivnim protonizovaném stavu. V pH 9,5 pii koncentra¢nim
poméru 1:1 (GSH:NO,0A) hodnota absorbance Ellmanovy reakce klesla na poloviéni
hodnotu v porovnani se samotnym GSH (graf ¢. 14). Usuzuji z toho, dochazi k saturaci

zhruba poloviny molekul GSH.

(o]

s
i i O OaN /\/\/\/\)-L
G
H /‘71A OH
N +
0 N o
H
NH,* o}

-~

NO,

(CH,); _COOH
(CHa)7

3
Sl
(o] (0] 0
H
N \)L
0 N o
H
NH,* o

Schéma 14: Michaelova adice NO,OA na glutathion

H,;C
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Vysledky méteni interakce s glycerolesterem kyseliny olejové (MAG) a GSH
ukazaly nulovy vliv na hodnoty absorbanci jak ve fyziologickém pH (pH 7,4), tak
v zasaditém pH (pH 9,5), (graf ¢. 15 a 16). MAG piedstavuje stabilizovanou formu
mastnych kyselin, jez se vyskytuje napft. v prostoru bunéénych membran, jeho reaktivita

. . , ;5
je proto velice nizka.

Stejné tak pii pH 7,4 studuji vazbu GSH s esterem kyseliny nitroolejové
(NO,MAG), ktery obsahuje elektron-akceptorové misto a zastupuje tak nitroderivaty
stabilizovanych forem MK, které mohou byt také produktem biosyntézy (schéma 15).
Protonizovana forma thiolové skupiny GSH neumoziuje vazbu sNO;MAG,
ke zménam absorbance tedy témét nedochazi (graf ¢. 17). Graf ¢. 18 nam ukazuje
interakci GSH s NO,MAG ve vyssim pH prostiedi (pH 9,5), kdy se thiolova skupina
GSH nachazi v deprotonizovaném stavu schopném interagovat s NO,MAG. Interakce
GSH s NO;MAG je pozorovana snizenim absorbanci Ellmanovy reakce v porovnani

se samotnou spektrofotometrickou odpovédi GSH.

s
o] o] o]
H
N\J\
O)H/\/\Lﬁ o
NH3* o]
+
o]
o ”\/\/\/\)‘\
z
/‘??1 O/\(\OH
OH
NO, OH
(CHa)y 0 OH
s \)\/
he T/L(CW
S (o]

[e] o] (o]
H
N\)J\
OJWLN o
H
NH3* o]

Schéma 15: Michaelova adice NO,MAG na glutathion
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b) Kineticka méfeni

Cilem kinetického méfeni bylo zjistit, zda se hodnoty absorbanci u jednotlivych
vzorkli GSH s elektrofily méni ¢i neméni s asem. Takové vysledky mohou vypovidat
vice o charakteru dané interakce. Pro piehlednéjsi vyhodnoceni jsou nésledujici grafy
vyjadieny v procentech, 100% odpovida hodnoté absorbance Ellmanovy reakce
samotného GSH. Sleduji tedy, o kolik procent klesla absorbance daného vzorku proti
absorbanci samotného GSH v case. Pokles absorbance souvisi se schopnosti GSH
interagovat s ligandem. Dale méfim vzdy vzorky, kde jsou vychozi latky
v koncentra¢nich pomérech GSH:ligand 1:0,25; 1:0,5; 1:1. Kinetickd méfeni jsou

provedena do 60 minut od za¢atku inkubace.

Grafy ¢. 19 a 20 ukazuji kinetickd méfeni GSH s maleimidem v pH 7,4 a 9,5,
pokles hodnot absorbanci Ellmanovy reakce u GSH po inkubaci s rostouci koncentraci
maleimidu v ¢ase v porovnani se samotnym GSH. Lze fici, ze Michaelova adice
maleimidu na thiolovou skupinu GSH probéhla zhruba do 20 minut od zacatku

inkubace.

Kinetickym méfenim Ellmanovy reakce GSH s OA bylo zjisténo, Ze nedochazi
ke zménam métenych absorbanci v ¢ase, ¢imz bylo potvrzeno, ze k interakci OA s GSH

nedochazi ani po 60 minutach (graf ¢. 21 a 22).

V grafech ¢. 23 a 24 Ize vidét procentualni pokles absorbance Ellmanovy reakce
GSH po inkubaci srostouci koncentraci NO,OA. K vyraznéjSimu procentualnimu
poklesu dochazi pii interakci GSH s NO,OA v pH 9,5. S ¢asem absorbance klesa
u vSech meétenych vzorki, rozdily jsou ale minimalni. Nicméné vysledky znaci, Ze

nedochézi k vyvazani NO,OA z GSH.

Jak je popsano v piedeslych grafech, MAG je pro GSH nereaktivni molekulou
(graf ¢. 25 a 26).

Graf ¢. 28 ukazuje, Ze interakce GSH s NO,MAG probiha v prostiedi o pH 9,5
a minimalni doba inkubace latek je 10-15 minut Pokud je thiolova skupina GSH
v deprotonizované form¢ (-S°), po 15 minutach je GSH nitromonooleinem saturovan
zhruba z 80 %, jelikoz absorbance klesla ptiblizn¢ na 20 % absorbance samotného
GSH. V neutralnim pH (pH 7,4) NO;MAG s GSH interaguje pouze minimalné.
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6. Diskuse a zavér

Oxida¢né-redukéni reakce jsou bezprostfedni soucédsti bunéénych procest
organismu. Elektrofilni a nukleofilni latky a dalsi reaktivni molekuly si mezi sebou
prenaseji elektrony, piicemz kazdy pfenos ma svij vyznam a kazda molekula zaujima
svoji ulohu. Vytvaii se tak spolu s dalSimi typy reakci slozity komplexni systém, jehoz
cilem je za béznych podminek bunééna homeostaza, rovnovazny stav. V tak
komplikovaném prostfedi vSak dochazi neustale ke zméndm a vychylenim z rovnovahy,
coz zpusobuje neséetna fada vnitinich i vnéjsich faktord. Pro tuto diplomovou praci jsou
podstatné zejména vykyvy nastavajici vlivem nerovnomeérného rozlozeni reagujicich
latek, které maji urcity biologicky vyznam. Vznika oxidacni stres, kterému se bunky

brani spusténim napft. zanétlivych ¢i destruktivnich procest.

Zabyvam se zde latkami, které v bunkdch piirozené¢ vznikaji a reguluji
vyznamné signdlni drahy. Jde o nitrované derivaty nenasycenych mastnych kyselin.
Vznikaji neenzymatickou oxidaci polynenasycenych mastnych kyselin oxidem
dusnatym nebo jinymi reaktivnimi formami dusiku. Jejich biosyntéza tedy zavisi
na dostupnosti téchto molekul a dostupnost téchto molekul zavisi na plisobeni
oxidacnich a antioxidacnich Ccinidel. Elektrofilni povaha nitrovanym mastnym
kyselindm umoziuje interagovat s aminokyselinovymi zbytky peptidt a proteinti, tyto
modifikace mohou negativné &i pozitivné ovlivnit jejich funkce. Ptikladem takové
modifikace je interakce nitroderivatu mastné kyseliny s -SH skupinami chaperonu
Keapl, proteinu, ktery je zanormalnich podminek v komplexu s transkripnim
faktorem Nrf2. Interakci dochazi k rozpadu komplexu a transportu Nrf2 do jadra, kde

pokracuji dalsi mechanismy vedouci k expresi genti cytoprotektivnich enzyma. °

Konkrétnimi derivaty, kterym se v této praci vénuji, jsou kyselina nitroolejova
a glycerolester kyseliny nitroolejové, tzv. nitromonoolein. Kyselina nitroolejova (9-
nebo 10-nitro-9-cis-oktadecenova) je hojné se vyskytujicim a intenzivné studovanym
zastupcem nitroalkend, podobné jako napf. kyselina nitrolinolovd nebo kyselina
nitroarachidonova. *2° J ejich pfitomnost byla potvrzena v plazmé, Cervenych krvinkach
a mogi. ?° Esterifikaci do molekul lipidi jsou nitrované mastné kyseliny stabilizované.
Bunééné membrany a lipoproteiny funguji jako rezervoary nitrovanych mastnych

kyselin, odkud mohou byt op&t uvolnény piisobenim esteraz a fosfolipaz. °

55



Nitroskupina je v duasledku vysoké elektronegativity jednim z nejsilnéjSich
elektronovych akceptor. Nitroalkeny proto maji elektrofilni vlastnosti a mohou tak
vstupovat do reakci s nukleofily mechanismem Michaelovy adice (schéma 6). °
Nukleofily jsou naptiklad thiolové skupiny proteint a peptidii. Thiolat interaguje s -

uhlikem dvojné vazby nitroalkenu a vznika tak nitroalkylderivat proteinu.

Tato reakce predstavuje reverzibilni kovalentni modifikaci s vyraznym vlivem
na strukturu a funkci proteinti. Produkty reakci nitrovanych mastnych kyselin s proteiny
nebo s glutathionem byly detegovany v lidském organismu. ‘¥’ ProtoZe intracelularni
koncentrace redukovaného glutathionu je vysoka, predpoklada se, ze se na n¢j bude
vazat vétSina piitomnych nitroalkenti. Metabolomicka studie z roku 2009 ukazala, ze
velky podil kyseliny nitroolejové podané nitrozilné mySim byl reverzibilné¢ konjugovan
s glutathionem. *?® Kromé& vysoké koncentrace méa glutathion diilezitou roli jako pfimy
antioxidant a regeneruje i dalsi antioxidanty, a proto byl zvolen jako vhodny zastupce

pro experimenty v této praci.

Experimentim s glutathionem v8ak predchazelo méfeni interakce kyseliny
nitroolejové a nitromonooleinu se samotnym cysteinem. Cystein je aminokyselinou
vyskytujici se casto v aktivnich mistech enzyma. Je zaroven soucasti struktury
tripeptidu glutathionu. Jedna molekula cysteinu tvoti s druhou molekulou cysteinu
ochotné¢ disulfidicky mistek, proteiny a peptidy tak mohou mit prostfednictvim téchto

aminokyselin definovanou terciarni strukturu nebo tvofit dimery.

Pro vyzkum interakénich studii nukleofild s vybranymi elektrofilnimi
nitroalkeny byla vyuzita spektrofotometricka Ellmanova metoda. Jak nazev napovida,
metoda vyuziva oxidaéné-redukénich schopnosti tzv. Ellmanova ¢inidla, 5,5°-dithiobis-
2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB). DTNB se v pfitomnosti volné thiolové skupiny
rozklada za vzniku vyrazné zluté 5-thio-2-nitrobenzoové kyseliny (TNB), ktera
absorbuje viditelné svétlo o vinové délce 412 nm (schéma 10). Absorbance je piimo
umérnd mnozstvi volnych thiolovych skupin zkoumané latky a Ellmanova metoda tedy

slouzi jako efektivni zptisob pro jejich kvantifikaci v roztoku.

Za ptedpokladu, ze kyselina nitroolejova a jeji esterifikovana forma tvofi adukty
s nizkomolekularnimi thioly, jsem pomoci Ellmanovy metody mohla sledovat zavislost

téchto interakci na reakénich podminkéch, zejména na pH prostiedi.
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Ellmanova metoda byla nejprve optimalizovana pro aminokyselinu cystein
Vv ptitomnosti a absenci specifické sondy maleimidu. Maleimid je siln¢ elektrofilni
sloucenina a typicky Michaeliv akceptor, pouziva se Casto ke znaceni diky jeji

specifické reakci s -SH skupinami.

Pro srovndni Ellmanovy odpovédi jsem jako negativni kontroly
nizkomolekularnich thiold vyuzila jim odpovidajici dimery, cystin a GSSG. Jak jsem
popsala vySe, thioly spolu ochotné¢ tvoii disulfidické mustky, jsou proto diky své
stabilit¢ idealni kontrolni latky, jelikoz nepodléhaji Michaelové adici. Kyselina
nitroolejova a nitromonoolein jsou derivaty nenasycenych mastnych kyselin, a proto
byly jako negativni kontroly téchto latek zvoleny ptislusné mastné kyseliny, kyselina
olejovd a monoolein (monoacylglycerol, MAG), které neobsahuji elektron-deficitni

uhlik a nepodléhaji Michaelové adici.

Cilem experimenti bylo sledovat zmény absorbance za riznych reakénich
podminek, konkrétné vliv pH a Casu. Ke sledovani jsem pouzila koncentracni fady
nizkomolekularnich thiolit (v rozmezi od 5 do 100 pumol/l) a vzorky ligandl
v koncentracich od 5 do 50 umol/l. Z grafii 1ze poté podle absorbanci usoudit, v jakém

poméru spolu vychozi latky reagovaly.

Hodnoty pH pufrt jsem volila nasledovné: a) pH odpovidajici fyziologickému
prostiedi plazmy, tedy pH 7,4 a b) pH pufru zavisejici na pKa interagujici thiolové
skupiny (pH>pKa). Hodnota pKa je zaporny dekadicky logaritmus disocia¢ni konstanty
a vyjadiuje ,,silu* kyseliny ve vodé€. Zvolime- li tedy pH prosttedi vyssi nez je hodnota
pKa dané funkéni skupiny, vyskytuje se tato skupina v roztoku Vv disociované
(deprotonizované) formé. Nitroalkeny potiebuji pravdépodobné pro Michaelovu adici
k dispozici  deprotonizovanou formu thiolové skupiny (-S°), ktera je reaktivné&jsi.
Hodnota pKa thiolové skupiny cysteinu se muze v zavislosti na prostiedi ménit,
nicméné vétdinou se pohybuje okolo 8,0-8,3. *** Volili jsme tedy pH 8,5. V piipadé
glutationu je pKa -SH skupiny pfiblizng 9,1. ** Zvolili jsme tedy pro tvorbu thiolatové
formy pH 9,5. Méfenim pii dvou rtznych hodnotich pH jsem tak mohla sledovat

zavislost interakce na forme thiolové skupiny.
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U experimentt s glutathionem jsem také provedla kinetickda méfeni a sledovala
tak zmény absorbance v &ase. Casova zavislost Ellmanovy reakce stanovena
pro reagujici latky by mohla vypovidat o sile dané interakce. Jelikoz vime, Zze vazba
thiolll s nitroalkeny je reverzibilni, mohou byt vysledky takovych méfeni napomocné
pii zkoumani jejich biodostupnosti. Vazbou ligandu na glutathion se totiz mize zménit

nejen rozpustnost daného ligandu, ale také rychlost jeho vylu¢ovani z organismu.

V grafech ¢. 1-3 vidime vysledky spektrofotometrického méfeni interakci
cysteinu s maleimidem. Zprvnich dvou grafi je zfejma zavislost absorbance
na koncentraci maleimidu. Absorbance s rostouci koncentraci maleimidu linearné klesa.
Maleimid jako silny elektrofil reagoval s cysteinem v poméru 1:1 do vysledné nulové
absorbance nezavisle na pH prostiedi, coz je potvrzeno v grafu ¢ 3, kde je
pro porovnani vynesena pouze nejvyssi koncentrace maleimidu. Optimalizace metody

byla tedy uspésna a tyto vysledky slouzi jako vychozi pro dal§i méteni.

Vysledky méfeni cysteinu s kyselinou olejovou a monooleinem potvrdily, ze
tyto ligandy neovlivituji hodnoty absorbanci (graf ¢. 4 a 6). Tyto molekuly neobsahuji
elektrofilni centrum schopné se vazat na thiolové skupiny zkoumanych nukleofilt.
Po interakci cysteinu s kyselinou nitroolejovou nebo nitromonooleinem bych vSak
oc¢ekavala vyrazné sniZeni absorbance piedevs§im v prostiedi o pH 8,5. Mirny pokles 1ze
vidét pouze u interakce s kyselinou nitroolejovou pii vyssim pH (pH 8,5), a to
v koncentraénim poméru 2:1 (cystein:NO,OA, graf ¢. 5). Vysvétlenim pro tyto
vysledky muze byt fakt, Ze nitrované mastné kyseliny potiebuji pro interakci kromé
deprotonizované formy -SH skupiny také specifické mikroprostiedi, které se vytvari
u proteind diky jejich trojrozmérné struktuie. 128 Cystein jako samostatna aminokyselina
nedokaze pravdépodobné vytvorit vhodné prostiedi. Kdyby nitrované mastné kyseliny
za takto nespecifickych reakénich podminek snadno tvotily vazby s thioly, nemély by
bunééné odpovédi. Specifickou vlastnosti je mySlena napt. regulace signalni drahy
Keap1/Nrf2/ARE, kde nitrované mastné kyseliny reaguji s -SH skupinami proteinu
Keapl, ¢imz uvolnuji transkripéni faktor Nrf2 z komplexu a umoznuji jeho transport

do jadra, kde indukuje expresi genii protizanétlivych a antioxidaénich proteind. °
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Stejn¢ jako s cysteinem, tak i s glutathionem jsem nejprve provedla méfeni
interakce s maleimidem za vy$e zminénych reak¢nich podminek (grafy ¢. 8-10). Byla
potvrzena zavislost absorbance Ellmanovy reakce GSH na koncentraci maleimidu, Ize si
také v§imnout mirnych rozdili pii méfeni v pH 7,4 a 9,5. Thiolatova forma glutathionu
usnadnila interakci s nitroalkeny. Glutathion jako tripeptid, ktery obsahuje i dalsi

aminokyseliny, vytvaii specifictéjsi prostredi, které miize ovlivnit vazbu maleimidu.

Vazba glutathionu s OA v prostiedi o pH 7,4 nevznika, coZ je potvrzeno v grafu
¢. 11. VpH 9,5 uz dochazi k mirnému snizeni absorbance Ellmanovy reakce GSH
po interakci s rostouci koncentraci OA, prestoze je povazovana za negativni kontrolu
(graf ¢. 12). Pii interpretaci vysledkd, tykajicich se interakci nukleofild s nitrovanymi
MK a jejich parentnimi molekulami, musi byt brano v Gvahu také samotné chovani MK
ve vodném prostiedi. Nitrované MK jsou amfifilni molekuly, které jsou ve vodném
prostiedi rozpustné pouze do urcité koncentrace. Tuto koncentraci nazyvame kriticka
micelarni koncentrace (CMC). Pokud se amfifilni latky nachazi v koncentracich
vy$§ich nez CMC, ve vodném prostiedi tvoii micely, vezikuly a jiné vyssi lipidové
struktury. Hodnota CMC pro kyselinu nitroolejovou v 0,1M Na-fosfatovém pufru pH
7,4 pfi pokojové teploté 25°C byla stanovena na 10,6 pmol/l. *?* Micely stabilizuji
mastné kyseliny a snizuji jejich reaktivitu. Zaroven tvorba micel miiZze ovliviiovat
spektrofotometrické méfeni. Musime tedy brat v Givahu tento vliv na méfeni s vysSimi
koncentracemi NO,MK/MK. Piestoze zminuji roli CMC pii popisu vysledkit méfeni
s glutathionem, ovlivnéni vysledki mohlo nastat i v experimentech s aminokyselinou
cysteinem. Interakci NO,OA s glutathionem mtizeme pozorovat snizenim absorbanci
Ellmanovy odpovédi v porovnani se samotnym glutathionem a to predevsim v pH 9,5

(graf ¢. 13 a 14).

Grafy ¢. 15 a 16 znazoriuji vysledky méfeni oxidované i redukované formy
glutathionu s monoacylglycerolem, kdy nebyly pozorovany zadné zmény. U NO,MAG
je patrny vliv pH prostiedi na interakci s glutathionem (graf ¢. 17 a 18). Pti pH 7,4 je
NO;MAG témé&f nereaktivni, zatimco pfi pH 9,5 je podle naméfenych vysledku
NO>;MAG navazan piiblizné na polovinu molekul GSH (absorbance klesla na polovinu

hodnoty absorbance Cistého glutationu).

59



Experimenty kinetickych méfeni ukézaly, ze k interakci elektrofilnich molekul
s glutathionem dochazi do 15 minut od zacatku inkubace. K vétSimu rozdilu absorbanci
Ellmanovy reakce doslo pouze u méfeni glutathionu s NO,MAG v pH 9,5 v ¢asech
5 a 15 minut od zacatku inkubace, dale se uz hodnoty absorbanci neméni. Neméni se ani

ptfi vSech ostatnich méfenich (grafy ¢. 19-28). Narist absorbanci s ¢asem by mohl

indikovat nestabilitu vazby ¢i reverzibilni chovani studovanych latek.

Jelikoz jsou pii kinetickych méfenich absorbance vyjadfeny v procentech
a za stoprocentni se povazuje absorbance samotného glutathionu, mohou se nékteré
hodnoty (ptedevsim u GSSG) jevit jako zaporné. Znamena to vSak, ze jsou hodnoty

absorbanci nulové.

V zavéru této diplomové prace mizeme fici, Ze experimentalni vyzkum zalozeny
na spektrofotometrické Ellmanové metod¢ potvrdil interakci nizkomolekularnich thiola
S nitrovanymi derivaty nenasycenych mastnych kyselin, sila vazby vSak zdvisi na fad¢
okolnich faktori. Elektrofilni charakter nitroalkeni vyzaduje pro vazbu s thioly
prostiedi, jehoz pH je vétsi nez pKa thiolové skupiny. Cystein jako samotna
aminokyselina neni zcela vhodnd pro hodnoceni reaktivity nitroalkent, jelikoz
nevytvaii vhodné podminky mikroprostedi. V organismu se cystein vyskytuje prevazné
jako soucast peptidi a proteint, je tedy obklopen fadou dalSich aminokyselin, napf.
histidinovymi zbytky, urcujici jak pKa, tak elektron-donorni vlastnosti konkrétniho
cysteinylového zbytku. Potvrzuje se tim ale skute¢nost, Ze nitrované mastné kyseliny
jsou pomérn¢ specifické signalni molekuly, které netvoii vazby se v§emi thioly za vSech

podminek.
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Reaktivita nitrovanych mastnych kyselin je znacné ovlivnéna jejich rozpustnosti
ve vodném prostiedi. Nitrované mastné kyseliny jsou ve vod¢ malo rozpustné, proto
jsou po nitrozilnim podani z velké ¢asti vazany na glutation nebo transportni proteiny
jako albumin, coz zvySuje jejich rozpustnost. 128 Uvoliovani nitrovanych mastnych
kyselin z téchto proteint zavisi na okolnich podminkach. MAG je ve vodném prostiedi
prakticky nerozpustny. Pfitomnost -NO; skupiny ve struktufe mastnych kyselin zvySuje
jejich CMC a tedy NO,MK se stavaji rozpustnéj$imi derivaty oproti jejich srovnavacim

molekulam. *?°

NO,MAG tvofi micely 1 vnizkych koncentracich V zavislosti
na podminkach (T, pH). Pomoci elektrochemickych metod bylo ukazano, ze NO,MAG
je méné reaktivni nez NO,OA. ¥ Vysledky této prace viak ukazuji, Ze pii reakci
NO;MAG s glutationem dochézi k vétSimu poklesu absorbance nez s NO,OA. Coz
mize byt vysvétleno tak, Ze za danych podminek (pH 9,5) miZze dochazet

k destabilizaci micel tvofenych NO,MAG v ¢ase a NO,MAG pak reaguje s GSH.

Nitrované mastné kyseliny jsou jako mediatory protizanétlivych odpovédi stale
pomérné noveé zkoumané. V roce 2008 byly objasnény zékladni informace o biosyntéze
a signalnim piisobeni tdchto derivati. > Rada podobnych praci viak prokazuje jejich
schopnost reverzibilné tvofit adukty s nizkomolekuldrnimi thioly, napt. pomoci metod

zalozenych na hmotnostni spektrometrii. 127

Dale existuji prace, zabyvajici se
elektrofilnimi  vlastnostmi nitrovanych mastnych kyselin a jejich zavislosti
na charakteru prostfedi (hydrofobni/hydrofilni). ' Také skutetnost, Ze nitroderivaty
jsou schopné se inkorporovat do lipidovych struktur a byt tak zabudovany jako
rezervoary v bunécnych membranach, je dileZitd pro budouci sméfovani vyzkumu
téchto latek. Rada vyzkumnych praci studuje transport t&chto latek pomoci sérového
albuminu, hojné zastoupeného transportniho proteinu. 114 Naméfena data mohou byt
vyuzita pro dal§i vyzkum reaktivity a reverzibilni vazby vybranych elektrofilnich

nitroalkend s nukleofily. Kinetickd méteni jsou vhodna pro posouzeni biodostupnosti

nitrovanych mastnych kyselin.
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ZaveéreCnym schématem poukazuji na dileZitost vyzkumu thiolovych skupin

nukleofild a jejich interakei s elektrofilnimi nitroalkeny. Vazba ligandii na thiolové

skupiny proteini a peptidi miize ovliviiovat fadu vyznamnych procest, konkrétni

ptiklady jsem zakreslila do schématu (schéma 16).
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Graf ¢. 26: GSH (c = 50 umol/l) + MAG (c = 0; 12,5; 25; 50 umol/l), GSSG
(50 umol/l), pufr - Britton-Robinsonitv pH 9,5.
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Graf ¢. 27: GSH (¢ = 50 umol/l) + NO,MAG (c = 0; 12,5; 25; 50 umol/l), GSSG
(50 umol/l), pufr - Na-fosfdatovy pH 7,4.
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Graf ¢. 28: GSH (¢ = 50 umol/l) + NO,MAG (c = 0; 12,5; 25; 50 umol/l), GSSG
(50 umol/l), pufr - Britton-Robinsoniiv pH 9,5.



