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ABSTRAKT

Kyslik patfi mezi plyny nezbytné pro zivot. Jeho reaktivni formy jsou béznymi vedlejSimi
produkty normalniho aerobniho bunécného metabolismu a hraji dilezité fyziologické role v
intracelularni bunécné signalizaci a homeostaze. Nase t¢lo je tak neustale vystaveno ttokiim
reaktivnich kyslikovych druhi. Pokud dojde k nerovnovéze mezi tvorbou volnych radikalt
a antioxidacni kapacitou organismu nastava oxidacni stres, ktery je ptivodce mnohych ne-
moci. Pfedlozené bakalai'ska prace se zamétuje prave na tuto problematiku, a to v souvislosti
s u¢inky oxidac¢niho stresu na lidskou pokozku. V prvni Casti se prace vénuje samotné po-
kozce a nasledné jsou popsané volné radikaly. Pozornost je vénovana i ochrané pied oxidac-

nim stresem. Posledni kapitola potom pojednavad o moznostech stanoveni oxida¢niho stresu.

Klicova slova: kyslik, reaktivni formy kysliku, oxida¢ni stres, antioxidanty, oxida¢ni poSko-

zeni

ABSTRACT

Oxygen is essential for life. Its reactive forms are common by products of normal aerobic
cellular metabolism and play important physiological roles in intracellular cell signaling and
homeostasis. Thus, the human body is constantly exposed to attacks of reactive oxygen spe-
cies. In case of imbalance between free radicals production and antioxidant capacity of the
organisms, the oxidative stress arises and can cause various diseases. The bachelor thesis
focuses on this topic in the context of oxidative stress effects on the human skin. In the first
part, the skin is described, followed by a description of free radicals. Attention is also paid
to the protection aginst oxidative stress. The last chapter is dealing with the possibilities of

the determination of oxidative stress.

Keywords: oxygen, reactive oxygen species, oxidative stress, antioxidants, oxidative da-

mage
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UvVOD

Kyslik je nejrozsitenéjsSim prvkem na Zemi. Jeho reaktivni formy (hlavné volné radikaly) se
ucastni mnohych fyziologickych, biochemickych i patologickych procest. Volné radikaly
jsou teda reaktivni slouceniny, které se ptirozené produkuji v lidském téle a nasSe télo je
neustdle vystaveno jejich utokim. Mohou mit pozitivni u€inky (napf. na imunitni systém)
nebo negativni U€inky (napf. lipidy, proteiny nebo oxidaci DNA). K omezeni téchto Skodli-
vych G¢inkl organismus vyvinul komplexni ochranu — antioxidacni systém. Tento systém
reguluje hladinu volnych radikalti a udrzuje spravnou fyziologickou funkci. Sklada se z an-
tioxida¢nich enzymu (kataldza, glutathionperoxiddza, superoxiddismutdza) a neenzymatic-
kych antioxidant (napf. Vitamin E (tokoferol), vitamin A (retinol), vitamin C (kyselina
askorbova), glutathion a kyselina mocova). Nicméné environmentalni stresory (tj. UV za-
feni, ionizujici zafeni, znecist'ujici latky a tézké kovy) a xenobiotika (tj. antiblasticka 1é¢iva)
ptispivaji k vyraznému zvySeni produkce reaktivnich forem kysliku, coz zptisobuje nerov-
novahu. Nerovnovaha mezi produkci volnych radikala a antioxidaéni obranou vede k stavu
oxidacniho stresu, ktery se miize podilet na procesech starnuti, a dokonce i na nékterych
patologickych stavech. Nadmérné mnozstvi volnych radikalti generovanych za podminek
oxidac¢niho stresu zplisobuji oxidacni poskozeni proteinti, lipidi a nukleovych kyselin, coz

vazné ohrozuje zdravi buné€k a pfispiva k rozvoji onemocnéni, véetné rakoviny.

Tato bakalafska prace je zaméfena na definici volnych radikéli, jako piivodce oxidacniho
stresu. Jejich vliv na dilezité molekuly v lidském téle (lipidy, proteiny, DNA), jejichZ po-
Skozeni mlze mit negativni vliv na lidské zdravi. Antioxidanty hraji dtileZitou roli v odbou-

ravani reaktivnich forem kysliku. Nejvyznamné;jsi z nich su popsany v ramci prace.

Byla vyvinuta fada metod pro ur€eni miry posSkozeni oxidacnim stresem. Biomarkery oxi-
dacniho stresu Ize vyuzit jako diilezité nastroje pii hodnoceni stavu onemocnéni u lidi. Proto

je v této bakalaiské praci vénovana pozornost i metodam stanoveni oxida¢niho stresu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KUZE
Lidska ktize je nejvetsim organem lidského téla (predstavujicim jednu Sestinu celkové té-
lesné hmotnosti), fungujicim jako fyzicka bariéra, ktera chrani télo pted ztratou vody a pied
poskozenim z vnéjsiho prostiedi, jako jsou patogeny, chemikalie, fyzikalni latky a sluneéni
zateni [1, s. 38-42]. Kize navic poskytuje zékladni fyziologické funkce véetn¢ imunitni ob-
rany, termoregulace, senzorického vstupu mechanoreceptorti a endokrinnich a metabolic-
kych mechanism k udrzeni optimalniho zdravi. Stavba kiize umoziuje jeji pfizptsobeni
pohyblim a tvarovym zménam téla a dalSim funkcim ve vztahu k organismu a okoli. Kize
se sklada ze tfi casti:

e e¢pidermis (pokozka)

e dermis (Skara)

e tela subcutanea (podkozni vazivo)

Epidermis je povrchova vrstva tvofena epitelem ektodermového ptivodu, smérem k povrchu
vytvaii zrohovatélou vrstvu. Mimo zékladni bunky keratinocyty obsahuje i jiné buiiky jako
melanocyty, Langerhansovy buiiky a Merkelovy buiiky. Vrstevnaty epitel se smérem k po-
vrchu diferencuje a méni ve stratum corneum, kterd je nositelem bariérové funkce kize.

K pokozce patii 1 Gtvary, které z ni vznikaji — chlupy, nehty a koZzni zlazy.

Dermis je fibroelastické vazivo, které vyvojove pochazi z mesodermu. Tvoii ho dvé vrstvy:
stratum papillare — obsahuje kromé siti vlaken 1 vétS§i mnoZstvi vazivovych bunék a je pro-
tkana siti kapilar a stratum reticulare — obsahuje méné¢ vldken a husté svazky kolagennich
fibril. Dermis je septy pfipoutana k tela subcutanea, kterd oddéluje kizi od povrchové fascie

nebo od periostu.

Tela subcutanea je tvofena tukovou a vazivovou tkéani, spojuje kiizi s organy, které se na-
chézeji pod ni. [2, s. 673] Mimo mista fixovana ke spodin€ je tela subcutanea prorostla la-
lacky tuku, vznika zde tukovy polStaf. PodkoZni tukové vazivo je jednak skladiStém zasob-
nich latek, jednak ma ochrannou funkeci, izola¢ni funkci pfi termoregulaci a na nékterych

mistech mé i vyznam mechanicky. [3, s. 673]

1.1 Regenerace kiize

Jak bylo zminéno vyse, klize ma ochranou funkci. Pfedstavuje dilezitou bariéru proti proni-
kani UV paprskd, invazi patogenll a odpafovani vody. Nejvice postiZzena témito vlivy je epi-

dermalni vrstva. Zralé buniky vyskytujici se na jejim povrchu se neustale odiraji a olupuji
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a jsou nahrazovany proliferaci a diferenciaci bun¢k z vnitinich vrstev. Toto obnovovani bu-
n¢k z&visi na kmenovych bunikéach. Epidermalni kmenové buiiky nejsou diferencované a jsou
obtizné identifikovatelné. Maji charakter unipotentnich bunék!, takZe miize vzniknout jenom
jeden typ terminalni buiiky. Jsou ulozené v nejhlubsi vrstvé epidermis, kde dochazi k inten-
zivni mitdze. Poté se diferencujici dcefiné bunky presouvaji kolmo vzhiiru a doc¢asné se sta-
vaji soucasti metabolicky aktivni vrstvy. Béhem tohoto posunu vzhiiru syntetizuji keratin.
Ve stratum spinosum dochdzi k oplostovani bunck, ztraté jadra a inracelularnich organel.
Postupné se pieméni ploch Supiny obsahujici pouze keratin. Tyto Supiny tvoii povrchovou
vrstvu epidermis. Proces regenerace vrstvy epidermis je zndzornén na obrazku 1 [4, s. 420-

4217.

— ! T I

Obrazek 1 — Znazornéni regenerace epidermis [4, s. 421]

! Buriky, které mohou produkovat pouze jeden typ bunék.
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2  STARNUTI KUZE ZPUSOBENE OXIDACNIM STRESEM

Oxidacni stres hraje dualezitou roli pii starnuti lidské kiize a poSkozeni. K oxida¢nimu stresu
dochazi, pokud je ptfekroCena tzv. antioxidacni kapacita tkani anebo bun¢k. Mechanismy
starnuti zahrnuji tvorbu/vliv reaktivnich kyslikovych druhti oxida¢nim metabolismem a ex-
pozici sluneénimu ultrafialovému (UV) zéafeni. Oxidacni jevy a molekularni mechanismy
starnuti kize zahrnuji poskozeni DNA, zénétlivou odpovéd’, snizenou produkci antioxidanta
a tvorbu matricovych metaloproteinaz, které degraduji kolagen a elastin v dermalni vrstve.
Vsechny tyto udélosti vedou k poskozeni pokozky a odrazeji proces starnuti. Dochazi k na-
ruseni extracelularni dermalni matrice, ztraté pevnosti a elasticity, zhorSeni hojeni ran, vy-
skytu vrasek, starnuti a ztraté tonusu pokozky. Starnuti kiize 1ze klasifikovat podle vnitinich
a vnéjSich mechanismil. Vnitini starnuti je nevyhnutelny jev, ktery zahrnuje n¢kolik faktord,
jako je genetika, metabolismus a plynuti ¢asu, kdy muze dojit k poskozeni opravného pro-
cesu. Proces opravy je dilezitou soucasti starnuti, protoze DNA a jejich genové produkty
(. proteiny) hraji zésadni roli pro optimalni zdravi pokozky. Mitochondrie generuji reak-
tivni formy kysliku, timto se produkuji volné radikély. Toto mize vést k mitochondridlnimu
poskozeni nebo k zméné funkce bunék. Pokud je poskozeni pfili§ velké mlize u postizenych
bunck dojit k bunécéni smrti. Pokud nejsou poskozené kozni buniky opraveny, dochazi k mu-
tacim, které vedou k pred€asnému starnuti [1, s. 38-42]. Na druh¢ stran¢ vnéjSimu starnuti
lze do jisté miry zabranit. Vngj$i starnuti je zptisobeno vlivy z vnéjsiho prostiedi, zejména
slunecnim zarenim. Toto se bézn¢ nazyva fotostarnuti (tzv. foto aging). Fotostarnuti je di-
sledek dlouhodobé¢ expozice UV zatfeni. Pfedpoklada se, Ze starnuti je z 80—-90 % zpisobeno

praveé pisobenim UV zafeni.

Existuji rizné typy UV zateni (UVA, UVB, UVC). Paprsky UVC jsou blokovany ozonovou
vrstvou a nedopadaji na povrch Zemé [5, s. 19-40]. UVB piedstavuje pouze 2—5 % emito-
vaného slune¢niho zafeni. Pronika do epidermalnich bunék, miZze poskodit DNA
a aktivovat kaskadu udalosti vedoucich ke starnuti pokozky. UVA piedstavuje 95-98 % cel-
kového UV zareni dopadajiciho na zemsky povrch. Pronik4 hloubé&ji do dermis, kde degra-
duje kolagenni a elastinova vldkna. Tato degradace je zplisobena oxida¢nim stresem. Gene-
raci reaktivnich forem kysliku dochéazi ke zméndm bunécné aktivity. Toto vede k dezorga-

nizaci dermélni matrice a snizeni antioxidacni ochrany [1, s. 38-42].
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3  VOLNE RADIKALY

Radikaly jsou vysoce reaktivni Castice, ktera obsahuje jeden anebo vic neparovych elektronti
a maji tendenci doplnit si chybéjici elektron. Jsou schopné se navazat na jinou strukturu nebo
ptedat elektron jiné molekule, nebo ji ho odebrat. Volné radikaly reaguji s riznymi biolo-
gickymi strukturami jako jsou mastné kyseliny, lipidy, aminokyseliny, proteiny, mononuk-
letotidy, polynukleotidy, ale i s nizkomolekularnimi metabolity, koenzymy a dalsi. Jsou di-
lezitymi prostiedniky pfenosu energie, faktory imunitni ochrany a signalni molekuly bu-

nécné regulace. [6, s. 21-69]

Kuze je béhem zivota vystavena mnoha faktoriim, které ji negativné ovliviuji. Mezi tyto
faktory patii oxidaéni stres zptsobeny volnymi radikaly. Volné radikaly se snazi sparovat
s jinymi molekulami a ¢asto zahajuji kaskadu udélosti, které mohou destabilizovat ptipadné
znicit celou buniku. Pokud nejsou volné radikaly kontrolovany mohou zpiisobit zna¢né po-
Skozeni proteint, lipidi, membran a DNA. Volné radikaly narusuji integritu ktize a jinych
tkani. [7, s. 104-304] Volné radikaly mohu vznikat nékolika zpisoby: homolytickym Stépe-
nim kovalentni chemické vazby, kdy kazda ¢ast zisk4 jeden neparovy elektron, nebo piida-
nim jednoho elektronu k normélni molekule — redukci, nebo oxidaci, coZ je naopak ztrata
jednoho elektronu. Oxidace a redukce jsou energeticky méné naro¢né v porovnani s homo-
lytickym Stépenim, a proto je vznik volnych radikald v biologickych systémech uskutecio-
vany pfevazné témito dvéma procesy. Vznik radikalit mize byt iniciaci celého fetézce dal-

Sich reakci. [6, s. 21-69]

Volné radikaly se tvoii ve velkém mnozstvi jako nevyhnutelny vedlej$i produkt mnoha bio-
chemickych procesii a v né¢kterych pfipadech zamérné, naptiklad v aktivovanych neutrofi-
lech. Kromé toho mohou v téle vznikat volné radikaly v reakci na elektromagnetické zafeni
z prostiedi a ziskavat je pfimo jako oxidujici znecist'ujici latky, jako je ozon a oxid dusicity.
Pokud je antioxidacni obrana nedostate¢nd, miize dojit k poskozeni v riiznych tkanich. [8, s.

3-5]

3.1 Fyziologicka aktivita volnych radikala

Pokud jsou volné radikaly udrZzovany v nizké nebo stfedni koncentraci, hraji pro organismus
nékolik prospésnych roli. Naptiklad jsou potifebné k syntéze n€kterych bunéénych struktur
a k pouziti v obranném systému hostitele k boji proti patogeniim. Fagocyty ve skutecnosti
syntetizuji a ukladaji volné radikaly, aby je bylo mozné uvolnit pii napadeni patogennimi

mikroorganismy [9, s. 3-5]. Volné radikaly se také podileji na fad¢ bunécnych signalnich
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drah. Mohou byt produkovany nefagocytarnimi izoformami NADPH oxidazy; v tomto pfi-
padé volné radikaly hraji klicovou regula¢ni roli v intracelularnich signalnich kaskadach,
v nékolika bunécnych typech, jako jsou fibroblasty, endotelové buiiky, buiiky hladkého sval-
stva cév, srdecni myocyty a tkan §titné zlazy. Pravdépodobné nejznaméjsim volnym radika-
lem piasobicim jako signalni molekula je oxid dusnaty. Je to dilezity posel mezi buiikami,
ktery je vyzadovan pro spravnou modulaci priitoku krve a podili se na trombdze, a je zasadni
pro normalni nervovou aktivitu. Oxid dusnaty se také podili na nespecifické obran¢ hostitele,
ktera je nutna k eliminaci intracelularnich patogenti a nadorovych bun¢k. Dalsi fyziologic-

kou aktivitou volnych radikali je indukce mitogenni reakce [10, s. 315-424].

3.2 Skodlivé uéinky volnych radikali na lidské zdravi

V piipadé ptebytku zplisobuji volné radikaly a oxidanty jev zndmy jako oxidac¢ni stres. Jedna
se o skodlivy proces, ktery mize negativné ovlivnit nékolik bunécnych struktur, jako jsou
membrany, lipidy, proteiny, lipoproteiny a deoxyribonukleova kyselina (DNA). Oxida¢ni
stres vznika, kdyz existuje nerovnovéha mezi tvorbou volnych radikali a schopnosti bunék
je odbouravat. Napiiklad miize zplsobit ptebytek hydroxylového radikalu a peroxynitritu
peroxidaci lipidii, coZ poskozuje bunééné membrany a lipoproteiny. To zase povede k tvorbé
malondialdehydu (MDA) a konjugované dienové slouceniny, o nichZ je znamo, Ze jsou cy-
totoxické 1 mutagenni. ProtoZe jde o radikdlovou fetézovou reakci, peroxidace lipidil se Sifi
velmi rychle a ovliviiuje velké mnoZstvi lipidovych molekul. Proteiny mohou byt také po-
Skozeny oxida¢nim stresem, mohou podléhat konformaénim zménam, které by mohly vést
ke ztraté, nebo poskozeni jejich enzymatické aktivity [9, s. 3-5]. Dokonce 1 DNA je nachylna
k 1ézim souvisejicim s oxida¢nim stresem, z nichZ nejreprezentativnéjsi je tvorba §-oxo-2'-
deoxyguanosinu (8-OHdG); toto je obzvlasté zhoubnd 1éze DNA, ktera mize byt zodpo-
védnd za mutagenezi [11, s. 11-20]. MuZze také zplsobit ztratu epigenetické informace.
Buiiky samoziejmé mohou zavést né€kolik mechanismi, jako je oprava zakladni excize
(BER) nebo antioxidanty, jako obranna reakce proti 1ézim DNA. Pokud neni pfisné kontro-
lovan, mize byt oxidativni stres zodpovédny za vyvolani nékolika onemocnéni, chronickych
1 degenerativnich, stejné¢ jako urychleni procesu starnuti téla a zpisobit akutni patologie

(j. trauma a mrtvice) [9, s. 3-5].

3.3 Reaktivni formy Kkysliku

Kyslik je nepostradatelny pro kazdy aerobni organismus na zemi. Vyskytuje vSude kolem

nas ve vzduchu. Nachazi se v molekule vody, kterd je soucasti vSech zivych organismii.
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Kyslik mtze byt i souc¢asti mnoha organickych a anorganickych sloucenin, hlavné reaktiv-
né&jSich funkénich skupin jako jsou hydroxylové, karbonylové aj. Jedna se o reaktivni latku.
Reaktivita kysliku je dana rozmisténim elektront ve valen¢nich orbitalech. Diky rozmisténi
elektronti v orbitalu se kyslik chova jako biradikal [2,s. 16-173]. Termin ,,reaktivni formy
kysliku* se pouziva jak pro volné radikaly, tak pro jejich neradikalni meziprodukty. Volné
radikdly jsou definovany jako druhy obsahujici jeden nebo vice neparovych elektroni,
a prave toto predurcuje jejich vysokou reaktivitu [13, s. 2-5]. Pii nizkych nebo stfednich
koncentracich jsou potiebné pro fyziologické aktivity, jako je intracelularni bunécna signa-
lizace a homeostaza, bunééna smrt, imunitni obrana proti patogentim. Tyto volné radikaly
se produkuji bud’ endogenné jako ptirozeny vedlejsi produkt normalniho bunééného meta-
bolismu kysliku. Anebo mohou byt navic indukovany exogennimi zdroji, jako je UV svétlo,
ionizujici zafeni, znecisténé ovzdusi, Zivotni styl, strava, stres a koufeni. UdrZzovani rovno-
vahy mezi redukénim a oxidacnim stavem je zdsadni pro spravné fyziologické funkce [3, s.
1-6]. Reaktivni formy kysliku jsou z 90 % produkovany mitochondriemi béhem procesu
dychani. Mezi dal$i zdroje tvotici ROS v bunikach patii oxidazy NADPH, které se podileji
na ptenosu elektroni pies plazmatickou membranu [4, s. 165]. Za fyziologickych podminek
je nejbeznéjSim volnym radikalem kysliku superoxidovy radikél a mitochondrie jsou pova-
zovany za hlavni zdroj. Prenos elektronti podél enzymt respiracniho fetézce neni zcela
ucinny a unik elektronti na molekuldrni kyslik, zejména z komplexi I a III, vede k tvorb¢
superoxidového aniontu. Diky svému naboji je superoxidovy aniont nepropustny pro mem-
brany, a tak zGstava uvnitf mitochondrialni matrix. Podobné mize byt superoxid generovan
také unikem elektront z kratSiho elektronového transportniho fetézce v endoplazmatickém
retikulu. Superoxid je zhdSen enzymem superoxidem dismutazou, ktery jej prevadi na pero-
xid vodiku. Peroxid vodiku neni volny radikal, a proto je méné reaktivni nez superoxidovy
aniont. AvSak hlavné diky jeho Ucasti pii vzniku dalSich radikalt spada pod termin ROS.
Jelikoz je nepolarni, je schopen difundovat bunénymi membranami a membranami organel,
a proto pusobi Siroce jako druhy posel v drahach pfenosu signalu. Peroxid vodiku je zase
detoxikovan na vodu pomoci enzymu katalazy a glutathion peroxidazy. Je dilezité, aby an-
tioxida¢ni enzymy plsobily ve shodé, protoZe nerovnovéaha v koncentracich superoxidového
radikalu. Tato reakce je katalyzovana volnymi Zeleznatymi ionty ve Fentonoveé reakci:

Fe?* + H,0, - Fe3* +-0OH + OH™

Rovnice 1- Fentonova reakce
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Hydroxylovy radikél se povazuje za nejreaktivnéjsi volny radikal. Ma odhadovany polocas
rozpasu 10 s a reaguje s jakoukoli biologickou molekulou ve své bezprostfedni blizkosti.
Nadmérna tvorba superoxidu muze také vést k interakcim s oxidem dusnatym za vzniku

peroxynitritu. Peroxynitrit je silny prooxidant [5, s. 2-5].

3.3.1 Biologické ucinky reaktivnich forem kysliku

Otevreni iontovych kanalu: Nerovnovaha ROS vede ke ztraté intracelularni homeostazy
Ca?" s uvolitovanim iontli Ca®* z endoplazmatického retikula a dalsich zasob. Koncentrace
vapniku v lumen ER (endoplazmatické retikulum) je mnohem vyssi nez v cytosolu a dosa-
huje milimoléarnich hladin. Tato koncentrace je udrzovana vapnikovymi pumpami patficimi
do rodiny ATPaz sarcoplazmatického a endoplazmatického retikula a je nezbytnd pro
spravné fungovani aparatu skladani proteinti. ROS jsou schopné aktivovat kanaly uvolilujici
vapnik v membrané endoplazmatického retikula, které zahrnuji inositol-1,4,5, trifosfatovy
receptor (IP3R) a ryanodinovy receptor [16, s. 409-435]. Vysledné uvoltiovani Ca** z endo-
plazmatického retikula aktivuje v buiice rtizné procesy citlivé na Ca**. M4 také zasadni vliv
na funkci. Ztrata aktivity chaperonu ma za nasledek akumulaci nespravné slozenych proteinit
v lumenu, coz vede k dal$i generaci ROS, protoze jsou provadény pokusy o jejich opétovné
slozeni. Akumulace také stimuluje rozvinutou proteinovou odpovéd’, vysoce konzervovanou
sadu signalnich drah, které maji za cil obnovit homeostazu, ale pokud selZe, bude stimulovat
apoptozu [5, s. 2-5]. Zvyseni koncentrace iontl Ca®" v cytosolu také neptiznivé ovliviluje
mitochondrialni funkci, véetné zvySeni jejich vlastni produkce ROS a otevieni pfechodo-
vého poru permeability. Otevieni pfechodu permeability membrany je podporovano syner-
gicky zvysenymi ionty Ca** a oxidaci thiolovych skupin na proteiny ve vnitini mitochondri-
alni membrané [17, s. 12-15]. Vysledkem je kolaps potencidlu mitochondridlni membrany
a syntézy ATP. Pokud jsou ovlivnény mitochondrie v celé buiice, koncentrace ATP prudce
klesaji, iontova homeostaza je ztracena a buiika prochéazi primarni nekrézou. Zapojeni ome-
zengj$iho poctu organel nebo piechodné otevieni pori mize umoznit udrzeni ATP na Grov-

nich dostate¢nych k tomu, aby misto toho mohla nastat apoptoza [18, s. 1481-1486].

Peroxidace lipidii: Hydroxylové radikdly jsou schopné zptisobit peroxidaci lipidu (obrazek
2) v plazmatické membrané nebo v jakékoli organele, kterd obsahuje velké mnozstvi po-
strannich fetézcii polynenasycenych mastnych kyselin. Abstrahovanim vodiku z postranniho

feté¢zce uhlovodik mastné kyseliny vytvareji radikaly centrované na uhlik. Je-li pfitomen
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kyslik, miize reagovat za vzniku peroxylového radikalu, ktery je zase schopen abstrahovat
vodik ze sousedni mastné kyseliny, a tak §ifit reakci. ProtoZe je vitamin E rozpustny v tucich
a mé hydrofobni ocas, ma tendenci se hromadit uvnit lipidovych membran. Zde ptisobi jako
ctytikrat rychleji, nez mohou reagovat se sousednimi postrannimi fetézci mastnych kyselin.
Muze byt ¢inn¢ detoxikovan v bunikéch skupinou enzymit glutathion S-transferazy, ale vy-
soké hladiny jsou spojeny se ztratou tekutosti a funkce membrany a aktivaci apoptotické

kaskady [5, s. 2-5].

Iniciace Propagace Terminace
(Fentonova reakce) R-0F A-OH Vitamin E
Ryl

Ao @y

ﬁ OH R=-C° R H A
Fedt  Fal HO"D
E .a-" - R R
R.. .0
o
A H o Alkeyl PUFA, =T
A H

R c':-

+ [Anboxidant)l R. O
i TV i Rloge0 LA Ao Oy
R R

R R

Obrazek 2 — Peroxidace lipidi [19, s. 421]

Modifikace proteinii: Aminokyseliny, at’ uz volné nebo v bilkovinéch, jsou ter¢em oxidac-
niho poskozeni. Pfima oxidace postrannich fetézct vede k tvorbé karbonylovych skupin (al-
dehydy a ketony) a prolin, argenin, lysin a threonin jsou obzvlasté nachylné k napadeni [6,
s. 23-38]. Abstrakce vodikovych iontl z thiolové skupiny cysteinu mize vést k tvorbé disul-
fidovych vazeb a abnormélnimu sklddani proteinii zplGsobem analogickym k aktivaci
ASK12. Abnormalni skladdni mize vést ke ztraté funkce, ale také agregaci proteinii a bu-
nécné smrti. Nakonec peroxynitrit bude reagovat s tyrosinovymi zbytky za vzniku 3-nitroty-
rosinu. Na fyziologickych urovnich je nitrace bilkovin povazovéna za selektivni a reverzi-
bilni proces, ktery vede k aktivaci analogickym zptsobem jako fosforylace, ale pti vyssich

urovnich mize byt na skodu [7, s. S66-S69].

2 Kinaza 1 regulujici signal apoptozy



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

Oxidace DNA: DNA je napadena hlavné hydroxylovymi radikaly a reakci s DNA bazemi
nebo deoxyribdézovymi cukry lze vytvaret rizné produkty. Napiiklad hydroxylovy radikal
se miize piidat ke guaninu za vzniku 8-hydroxy-2'-deoxyguanosinu. Utoky na cukerné sku-
piny mohou zptsobit poskozeni vldkna, zatimco utoky na histonové proteiny mohou vést ke
ktizovym vazbam, které narusuji sklddani chromatinu, opravu DNA a transkripci. Miize
proto dojit k mutaci nebo aberantni genové expresi. Mitochondridlni DNA je obzvlaste cit-
liva na utok ROS kvili své blizkosti mistu generovani superoxidovych radikal z fetézce
transportu elektroni, nedostatku ochrany proti histoniim a minimélnich opravnych mecha-
nism, které existuji. V disledku toho je poskozeni mitochondridlni DNA rozsahlé i za nor-
malnich podminek a mutace se vyskytuji pétkrat az desetkrat rychleji nez v jaderné DNA [8,
s. 6465-6467]. Protoze mitochondridlni DNA koduje ne€kolik proteind, véetné enzymii elek-
tronového transportniho fetézce, mutace mohou vést ke zhorSeni produkce energie a riziku

dalsiho tiniku elektroni, coz zvysSuje puvodni stres [5, s. 2-5].

3.3.2 Reaktivni formy Kkysliku v aerobnim metabolismu

Pti procesu oxidaéni fosforylace jsou elektrony z NADH a FADH2 pienédseny na kyslik a
vytvaii znatné mnozstvi reaktivnich forem kysliku, které mohou poskodit mitochondridlni
DNA. Elektrony reaguji s kyslikem, nebo jinymi akceptory elektront a vytvareji volné radi-
kaly. Jelikoz mitochondrialni DNA postrada histony a obecné je méné efektivné opravovana
nez jaderna DNA, dochézi u mitochondridlni DNA k Castéjsim mutacim. V disledku zvySu-
jicich se mutaci se narusuje funkce mitochondrii, coz vede k poklesu produkce energie.
Vadny respiracni fetézec vytvari ¢im dal vice kyslikovych radikald, které nakonec znici ce-
lou bunku. Pfedpoklada se, ze mutace DNA jsou hlavni pti¢inou stdrnuti a nemoci souvise-

jicich s vékem [7, s. 104-304].

3.3.3 Pusobeni reaktivnich forem kysliku na kuzi

Jako nejvétsi organ v naSem téle se kiize podili na n¢kolika dilezitych fyziologickych funk-
cich jako je regulace télesné teploty, ochrana vnitinich organti, exkrece, vyména latek nebo
imunitni funkce atd. Obecné by pokozka méla byt hladka, pruzna a rovnomérné zbarvena,
ale jak ktize starne, prochazi riznymi zménami. Nékteré z nich vedou ke vzniku vrasek, ne-
rovnomeérné pigmentaci nebo ztenCovani kiize. Nékteré z téchto zmén zplisobuje pritomnost

volnych radikala.

Volné radikaly a reaktivni formy kysliku jsou pfirozenou soucésti naseho téla, jako vedlejsi

produkty biologickych procest napiiklad bunééného dychéani a oxidacni fosforylace. Lidské
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télo se prirozen¢ brani a zachycuje tyto radikaly, ale pokud je t€lo vystaveno nadmérnému
mnozstvi radikalt uvolnujicich se ptisobenim napiiklad UV zatfeni nebo znecisténi od ciga-
retového koute nebo ozonu, antioxidanty nachézejici se ptirozené v téle se s tim nedokazou
vyporadat. Pti zvySené produkci superoxidu a peroxidu vodiku napiiklad dochazi ke snizo-
vani elasticity kiize i jeji imunitni odpovédi. Déle se mohou v kiizi hromadit oxida¢ni pro-
dukty jako lipofusciny, coz jsou granule Zlutohnédého pigmentu a zptisobuji zbarveni kiize.
Volné radikély jsou také zodpovédné za mnoho nemoci, vCetné¢ rakoviny kize a starnuti

ktze v dasledku poskozeni bunécnych slozek. [7, s. 104-304]

3.4 Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy dusiku jsou odvozené od oxidu dusnatého a superoxidového aniontu, pro-
dukovaného prostrednictvim né¢kolika enzymt véetné NADPH oxidasy, lipoxygendzy, cyk-
looxygenazy. Reaktivni formy dusiku mohou zpiisobovat nitrosativni stres. Nitrosativni
stres pusobi spole¢né s oxida¢nim stresem na poskozeni bunék, smrt nebo mitochondrialni

dysfunkci.

Mezi reaktivni formy dusiku patii oxid dusnaty, peroxynitrit, nitrotyrosin a nitrosothioly.
Reakce oxidu dusnatého (NO) s anionem superoxidu (O27) ma za nésledek tvorbu peroxy-

nitritu (ONOO") (rovnice 2.) a iniciaci vzniku reaktivnich forem dusiku.
NO-+-0;, - OONO~

Rovnice 2 — Reakce oxidu dusnatého se superoxidovym aniontem

Peroxynitrit je toxicky, ma silné oxidacni a nitra¢ni U€inky. Pravé diky silnym oxida¢nim
vlastnostem napada rizné biomolekuly jako DNA, bilkoviny, lipidy, thioly, aminokyseliny,
a mize tak mit za nasledek zlomy v DNA, peroxidaci lipidli v membranach, poSkozeni mi-
tochondrii, posttranslaéni modifikace proteind, poruchy v bunécné signalizaci, apoptdzu
a nekrézu bunék. Peroxynitrit mtize také generovat dalsi reaktivnimi formami dusiku, véetné
oxidu dusicitého a oxidu dusitého [23, s. 217-218]. Nize na obrazku 3 je uveden piehled

reaktivnich forem kysliku a dusiku.
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REAKTIVNI FORMY KYSLIKU
Volné radikdly Létky, které nejsou volnymi radikdly
superoxid, O,° peroxid vodiku, H,O,
hydroxylovy radikdl, HO® kyselina chlornd, HOCI
peroxyl, ROO® ozon, O3
alkoxyl, RO singletovy kyslik, 'O,

hydroperoxyl, HO,®

REAKTIVNI FORMY DUSIKU

Volné radikily Ldtky, kieré nejsou volnymi radikdly
oxid dusnaty, NO° nitrosyl, NO*
oxid dusi€ity, NO;" nitroxid, NO

kyselina dusitd, HNO,

oxid dusity, N,O;

oxid dusiéity, N,O,

nitronium, NO,*

peroxynitrit, ONOO

alkylperoxynitrit, ROONO

Obrazek 3 — Piehled reaktivnich forem kysliku a dusiku
[12,s.22]
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4 OCHRANA ORGANISMU PROTI OXIDACNIMU STRESU

Vzhledem k moznosti poskozeni tkani neni divu, Ze si télo vyvinulo antioxida¢ni obranné
mechanismy, které ho chrani pted ttokem volnych radikal. Tyto obranné mechanismy lze
bézné povazovat za bunécné, membranové a extracelularni. Antioxidant miizeme definovat
jako jakoukoli latku, kterd, je-li pfitomna v nizkych koncentracich, ve srovnani s koncentra-
cemi oxidovatelného substratu, znacné zpomaluje nebo inhibuje oxidaci substratu [8, s. 3-

51.

Rada nemoci miize byt zpisobena oxidagnim stresem, nerovnovahou vzniku RONS (reak-
tivni formy kysliku a dusiku) a jejich odstraiovanim. Pfi fadé chorobnych stavii dochazi
k poklesu kapacity antioxidacniho systému a ke zvySeni tvorby radikal [6, s. 21-23]. Kyslik
je pomérné reaktivni a tim je pro aerobni organismy toxicky. Antioxida¢ni ochrana umoz-
fluje aerobnim organismum pfezit v piitomnosti kysliku. Antioxidanty mohou vznikat bud’
pfimo v organismu nebo mohou byt pifijimany potravou. Antioxidacni ochrana ptisobi na
fadu Castic, jak na radikaly, tak 1 na neradikalové malé reaktivni molekuly nebo ionty. Patii
zde reaktivni kyslikové Castice, reaktivni dusikové castice, reaktivni halogenové a sirné ¢as-
tice. U organismil se mizeme setkat s fadou obrannych systémd, které predchéazeji vzniku
reaktivnich kyslikovych i nekyslikovych derivati a také je odstranuji, nebo opravuji posko-
zené biomolekuly. Tyto systémy mohou byt jak enzymatické, tak i neenzymatické. Antio-
xidanty jsou obvykle zaméteny na zneSkodnéni urcité reaktivni ¢astice na uritém miste [2,

s. 16-173].

Lidské télo zavedlo né€kolik strategii proti ucinkiim volnych radikald a oxida¢niho stresu,
zalozenych na enzymatickych a neenzymatickych antioxida¢nich molekulach. Pfirozen¢ se
vyskytujici antioxidanty v organismu jsou dané geneticky a jednd se o endogenni antio-
xidanty. Kromé nich existuje nékolik exogennich antioxida¢nich molekul Zivo¢isného nebo
rostlinného pivodu, zejména piijimané stravou nebo dopliky vyzivy [9, s. 2-5]. Mezi enzy-
matické antioxidanty patii superoxid dismutidza (SOD), glutathion peroxidaza (GPx), glu-
tathion reduktdza (GRx) a kataldza (CAT). Neezymatické antioxidanty se dé€li podle piivodu
na endogenni a exogenni. Endogenni antioxidant je glutathion, také nazyvany hlavni antio-
xidant, kyselina mocova a albumin, zatimco exogenni antioxidanty zahrnuji karotenoidy,
kyselinu askorbovou, a-tokoferol (vitamin E) a flavonoidy [24, s. 11-14]. Tyto antioxidanty
chrani lipidy, proteiny a DNA pied skodlivymi G¢inky reaktivnich forem kysliku [25,s. 176-
178].
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4.1 Enzymatické antioxidanty

Superoxid dismutaza — Hraje zasadni roli pii ochrané proti oxida¢nimu stresu tim, Ze pre-
ménuje radikal superoxidu na neutrdlni, méné toxicky peroxid vodiku (obrazek 4) [26, s.
453]. Nasledné se peroxid vodiku pfevadi na vodu a kyslik jinymi antioxidacnimi enzymy
vcetné glutathionperoxiddzy nebo katalazy [27, s. 72]. Superoxid dismutaza primarni enzy-
maticky antioxidant zodpovédny za odstranéni superoxidu v cytosolu a mitochondriich
a také chrani bunky pfed oxida¢nim stresem [28, s. 1994]. Superoxid dismutdza je metalo-
enzym, a proto pro svou ¢innost vyzaduje kovovy kofaktor [29, s. 292]. Mlizeme ho rozd¢lit
do tii samostatnych skupin podle toho, ktery kov pouziva pro stabilitu, katalyzu a také cel-
kovou strukturu enzymu. Obsahuje bud’ zelezo nebo mangan, méd’ a zinek nebo nikl [26, s.
453]. Cu/ Zn-SOD se dale dé€li na intraceluldrni a extracelularni podle toho, jestli obsahuje
N-termindlni signalni $tépny peptid pro sekreci. Cu / Zn-SOD se diky své fyziologické

funkeci a terapeutickému potencialu ukazalo jako zna¢né dilezity typ SOD, na druhé strané

vvvvvv

v

Cu / Zn-SOD je jednim z nejhojné&jSich rozpustnych proteinti, pfedstavuje vice nez 80% in-
tracelularni aktivity SOD a vyznamné chrani buiiky pied sniZzenou proliferaci, snizenou zi-
votnosti a metabolickymi defekty v disledku oxida¢niho stresu [31, s. 720]. Mn-SOD je
povazovan za prekurzorovy protein, ktery je produkovan v mitochondriich a hraje zasadni

roli v cytoplazmeé po odStépeni signalniho peptidu [30, s. 492].
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Obrazek 4 — Reakce superoxidového radikalu se superoxid dismutdzou [32, s. 308]

Glutathion peroxidaza — GPx je dulezity intracelularni enzym, ktery $tépi peroxidy vodiku
(H202) na vodu; a peroxidy lipidl na jejich odpovidajici alkoholy hlavné v mitochondriich
a nékdy v cytosolu, typicky za pouziti glutathionu jako redukéniho Cinidla. V lidském téle
existuje nékolik druhtt GPx, GPx1 — GPxS8. Jeho aktivita nejcastéji zavisi na mikronutrient-
nim kofaktoru zndmém jako selen. Z tohoto diivodu je GPX ¢asto oznacovéna jako seleno-
cysteinova peroxidaza. Maji antioxidacni funkci na riznych mistech a bunéénych kompart-
mentech naptiklad v cytosolu a mitochondriich, ve stfevnim epitelu nebo v plazmé a také

chrdni membrany pred oxidacnimi U€inky [29, s. 292].

Kataldza — Je béZzny antioxida¢ni enzym piitomny témet ve vSech Zivych tkanich, které
vyuzivaji kyslik. Enzym pouziva bud’ Zelezo nebo mangan jako kofaktor. Katalaza byla prv-
nim charakterizovanym antioxida¢nim enzymem a katalyzuje dvoustupiiovou pfeménu pe-

roxidu vodiku na vodu a kyslik. Tato pfeména je zndzornéna rovnici 3.
katalaza — Fe (III) + H2O2 — sloucenina I
sloucenina I + H,O» — katalaza — Fe (III) + 2H,0 + O2

Rovnice 3 — Dvoustupnova pfemena peroxidu vodiku

[25,s. 177]
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Katalaza se sklada ze Ctyt proteinovych podjednotek, z nichz kazda obsahuje hemovou sku-
pinu a molekulu NADPH. Katalaza je vysoce efektivni; dokéze za jednu sekundu rozbit mi-
liony molekul peroxidu vodiku. Enzym se nachazi primarné v peroxisomech, ale chybi v mi-

tochondriich sav¢ich bunék [25, s. 176-178].

4.2 Neenzymatické endogenni antioxidanty

Glutathion — Glutathion je stéZejni antioxidant pritomny ve vSech rostlinnych a zivocisSnych
bunikach [33, s. 6-15]. Jedna se o nizkomolekularni slou¢eninu slozenou ze tfi aminokyselin:
glycinu, cysteinu a kyseliny glutamové [34, s. 71-74]. Struktura glutathionu je tripeptid,
ktery se sklada z gama peptidové vazby mezi aminovou skupinou cysteinu a karboxylovou
skupinou glutamatového postranniho fetézce (obrazek 5). Karboxylova skupina cysteinu je
navazana na glycin peptidovou vazbou. Sulthydrylova skupina cysteinu slouZi jako donor
protonu a umoznuje glutathionu ptisobit jako antioxidant. Atom siry v sulthydrylové funkéni
skuping je ve stavu nizké oxidace, a proto je sulthydryl silné citlivy na oxidaci i bez ptitom-
nosti enzymu. Homeostdza intracelularniho glutathionu neni regulovana pouze syntézou
de novo, ale také nékolika dal§imi faktory, bunééného exportu, vyuziti a recyklace. Tento
redoxni cyklus je uznavan jako glutathionovy cyklus, ktery zahrnuje glutathion, spolu s dal-
§imi enzymy souvisejicimi s redoxnimi reakcemi, ptisobi jako prvni obrana proti nadpro-
dukei Skodlivych ROS a zaroven opravuji poskozeni zpisobené ROS [33, s. 6-15]. Ve fyzi-
ologickych podminkéch je syntetizovan v mnoha riznych tkanich, ale k nejintenzivné;jsi
syntéze glutathionu dochazi v hepatocytech. Glutathion v lidském téle je pfitomen v néko-
lika redoxnich forméch, z nichz nejdiilezitéjsi jsou redukovany glutathion a oxidovany glu-
tathion [34, s. 71-74]. V cytosolu buné€k vytvaii systém, ktery slouzi jako primarni ochrana
proti nadmérné produkei reaktivnich radikalt. Vytvari se ve vSech Zivoc¢isSnych bunkach. Je
soucasti velkého mnozstvi metabolickych reakci, napt. metabolismu askorbatu, udrzuje ko-
munikaci mezi buikami, chrani SH skupiny pted oxidaci. Glutathion napomaha urychlit od-
stranéni reaktivnich radikala [2, s. 16-173]. Glutathion zabrafnuje poSkozeni bunék vyvola-
ného ROS, vcetné lipidovych peroxidl, volnych radikall a tézkych kovi. Glutathion mtze
vychytavat ROS prostiednictvim neenzymatickych a enzymatickych reakci. K neenzyma-
tické antioxidacni aktivité pfispiva volna thiolova skupina glutathionu. Kromé toho glu-
tathion také detoxikuje oxidanty a elektrofily pomoci enzymatickych reakci, které zahrnuji
glutathionreduktazu, glutathionperoxidazu a glutathion-S transferazu. Glutathion hraje kli-

¢ovou roli pti regulaci redoxniho stavu buiiky, konkrétné¢ modulaci spravné terciarni struk-
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tury proteinli prostfednictvim vymény thiol-disulfidu soub&zné s glutaredoxinem a protei-
novymi disulfidovymi izomerdazami. Krom¢ antioxida¢nich vlastnosti zahrnuje glutathion
také metabolismus hormoni, jako jsou estrogeny, leukotrieny a prostaglandiny, a signalni
transdukeci pro transkripci. Zména koncentrace glutathionu byla spojena s neptiznivymi do-
pady na zdravi, jako je dysregulace bunécné proliferace, transkripce detoxikac¢nich enzymii
a apoptoza. Glutathion je kategorizovan jako neesencialni zivina pro ¢lovéka, protoze mtize
byt syntetizovan v téle z aminokyselin, jako je kyselina L-glutamova, L-cystein a glycin [33,
s. 6-15]. Regeneruje dalsi oxidované antioxidanty s malymi molekulami, napiiklad vitamin
C a vitamin E, podili se na opravé proteinovych molekul, nukleovych kyselin a lipidt po-

Skozenych v peroxidacnich procesech [34, s. 71-74].

H
P
HO N s OH
NH, H

Glutathion

Obrazek 5 — Chemicka struktura glutathionu [33, s. 7]

Kyselina mocova — Je jednou z nizkomolekularnich organickych slou¢enin, ktera vznika pti
metabolismu purinti. Kyselina mocova je hydrofilni antioxidant, ktery tvoii dvé tietiny cel-
kové aktivity pro zachyceni kysliku v krevnim séru. [35, s. 1-4] Vznik4 pfeménou hypoxan-
tinu na xantin oxidaci enzymem xantinoxidazou (obrazek 6). Nachazi se v krvi a v té€lnich
tekutinach ve formé soli nejcastéji s Na nebo K. Pii zvySené koncentraci kyseliny mocové
muZe dojit k vytvateni krystalkli ve tkdnich a nasledn€ k onemocnéni zvané dna a k tvorbé
ledvinovych kameni. Kyselina mocova je schopna vychytavat n€kolik oxidantl jako jsou
hydroxylové radikaly, singletovy kyslik, ozon nebo oxidanty zalozend na dusiku jako je pe-
roxylovy radikal. S ionty zeleza je schopna vytvaret pevny chelatovy komplex a tim zabra-

fuje vstupu Zeleza do fentonovy reakce, pii které vznikéd toxicky hydroxylovy radikal.
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Kromé toho kyselina moc¢ova pfispivéa k ochrané antioxidacnich enzymd, jako je intracelu-

larni superoxiddismutdza 1 a extracelularni superoxiddismutaza 3 [36, s. 10].

(8]

] 0
\"/UI-N> KXantin oxiddza r:.,)j*“> Xantin Dxidi'za N,JJ\ #N\):
: - 4 : | 0
. N S N J\
0= "N 0% N by

Hypoxantin Xantin Kyselina

moiova

Obrazek 6 — Pfeména hypoxantinu na kyselinu mocovou [37, s. 2]

Albumin — Albumin je multifunkéni protein, ktery vykazuje ¢etné fyziologické funkce. Pri-
marni lohou je regulovat osmoticky tlak a distribuovat tekutiny mezi riznymi ¢astmi téla.
Podili se také na prepravé zlu¢ovych pigmentt, cholesterolu a mastnych kyselin. Nejnovéjsi
vyzkumy ukazuji, ze plazmaticky albumin je hlavnim extracelularnim antioxidantem. Pfi-
blizn¢ 40—-70 % celkové antioxidaéni aktivity lidského sérového albuminu je spojeno s ami-
nokyselinami siry, methioninem a cysteinem, a proto je vynikajici pro vychytavani volnych
radikald, zejména se snizenym zbytkem cysteinu. Volnéd sulfhydrylova skupina cysteinu
umoziuje albuminu vychytavat hydroxylové radikaly. Je schopen zachytit rizné reaktivni
druhy, jako je peroxid vodiku (H20.), superoxidovy radikal (O*), kyselina chlorovodikova
(HOCI) a peroxynitrit (ONOO") [34, s. 71-74].

4.3 Neenzymatické exogenni antioxidanty

Karotenoidy — Karotenoidy jsou pfirozen¢ se vyskytujici organické pigmenty [33, s. 6-15].
Jsou to rostlinné antioxidanty s konjugovanymi dvojnymi vazbami. Maji lipofilni povahu.
Nachézi se v membranach, lipoproteinech a adipocytech lidského téla. Takze nejvétsi za-
stoupeni muzeme najit v tukové tkani, jatrech, vajecnicich nebo zluté skvrné oka. Karoteno-
idy jsou schopny reagovat s reaktivnimi kyslikovymi formami. DiileZité jsou hlavné pti pl-

sobeni UV zéfeni a svétla na lidské télo jako jsou oci nebo kiize.

Karotenoidy se déli do dvou tfid, a to na karoteny a xantofyly. Uhlovodikové karotenoidy
(a-karoten, B-karoten (obrazek 7) a lykopen) jsou zndmé jako karoteny [38, s. 27-32]. Kys-
likové substituenty (lutein a zeaxanthin), keto / oxo skupiny (echinenon a canthaxanthin),

epoxidové skupiny (violaxanthin, antheraxanthin a neoxanthin) a aldehydové skupiny (b-
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citraurin) jsou klasifikovany jako komplexni xantofyly [39, s. 727-743.]. VétSina karoteno-
ida jsou tetraterpenoidy, které pochazeji z 8 izoprenové molekuly a obsahuji 40 atomi uh-
liku. VSechny karotenoidy maji polyisoprenoidovou strukturu sloZzenou z dlouhého konju-
gované¢ho fetézce sousediciho s vice dvojnymi vazbami s téméi symetrii na centralni dvojné
vazbé. Tato zékladni acyklicka struktura mtize byt zménéna funkénimi skupinami bohatymi
na kyslik. Konjugovany systém dvojnych vazeb bohaty na elektrony umoznuje, aby karote-
noidy fungovaly jako uc¢inné lapace radikala tim, ze uhasi singletovy kyslik a zachyti pero-
xylové radikaly. Karotenoidy maji nejen antioxidac¢ni vlastnosti, ale také usnadnuji modulaci
bunécéného cyklu, apoptdzu a bunéénou diferenciaci, posileni imunitniho systému, regulaci
bunécnych signalnich drah, podporu ristovych faktord a adheznich molekul. Karotenoidy
jsou vysoce lipofilni molekuly, které pobyvaji intraceluldrné a chrdni membranu pted oxi-
dacnim stresem. Karotenoidy jsou dobfe znamé jako prostfedek na ochranu zraku [33, s. 6-

15].

L RE e R N e e P .-'._
e R o R R N “[- g

p-karoten

Obrazek 7 — Chemicka struktura B-karotenu

[33,s. 7]

vvvvvv

E sestava ze skupiny osmi strukturné spojenych lipofilnich chromanolovych kongenert. Vi-
tamin E se obvykle pfirozené vyskytuje v potravinach Jednd se o souhrnny nazev skupiny
Ctyt tokoferoll a Ctyt tokotrienolil, z nichz vSechny obsahuji nasycené a tfi dvojné vazby ve
svych phytylovych koncich. Jak tokoferoly, tak tokotrienoly se dale déli na a-, B-, y-, a 8- na
zaklad¢ methylové a hydroxylové substituce v jejich fenolovych kruzich. Ze vSech izoforem

vitaminu E se a-tokoferol nachazi prevazné v savci tkani; naopak, y- tokoferol je primarni
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formou vitaminu E ve stravé a ma silné antioxida¢ni vlastnosti. Aktivita n€kolika proteino-
vych kinaz, zejména Clenii podskupiny proteinovych kindz C (PKC), mtze byt modulovana
v lidskych neuronélnich buinikach doplnénych tokoferoly a tokotrienoly. Tato signalizace
ovliviiuje apoptotickou bunécnou smrt a regulaci bunééného cyklu v riznych modelech bu-
nécnych linii, jako jsou lidské neurony a glioblastomové bunky, se silnym u¢inkem a- a y-
tokoferolu na fosforyla¢ni stimulaci izoforem MAPK-ERK pro pieziti [33, s. 6-15]. Je scho-
pen reagovat s lipidovymi peroxidovymi radikaly a také se singletovym kyslikem. Mtize
absorbovat energii z ultrafialového zafeni, a tak hraje diilezitou roli pfi fotoochrané pied
reaktivnimi kyslikovymi radikély. Vitamin E snizuje oxida¢ni poSkozeni biologickych mem-
bran a lipoproteini [2, s. 16-173]. Vitamin E spousti apoptdzu rakovinnych buné¢k a inhibuje

tvorbu volnych radikali [24, s. 11-14].

Kyselin askorbova (vitamin C) — Kyselina askorbova, znama také jako vitamin C, je vod¢
rozpustny antioxidant. Za fyziologickych podminek existuje vitamin C hlavné jako askorba-
tovy anion. Kyselina askorbova ma ¢tyii —OH skupiny, které mohou darovat vodik do oxi-
dac¢niho systému (obrazek 8). Vzhledem k tomu, Ze skupiny —OH sousedi s atomy uhliku, je
kyselina askorbova citliva na chelatujici ionty kovii (Fe?"). Kyselina askorbova slouzi jako
reduk¢ni €inidlo, zachycuje volné radikaly a uhasi superoxidovy radikal. Pti vysokych hla-
dinach kyseliny askorbové (> 1 000 mg / kg) ma tendenci pfesouvat rovnovahu mezi zelezi-
tymi (Fe*") a zeleznatymi (Fe?*) ionty, a tim &istit kyslik a inhibovat oxidaci. Kyselina askor-
bova je kofaktorem mnoha enzymem katalyzovanych reakei, jako je udrZzovani integrity po-
jivové a vaskularni tkdné, zvySovani biosyntézy kolagenu a absorpce Zeleza, modulace fun-
govani leukocytli a hematopoézy, neuroprotekce a hydroxylace lysinu a prolint [33, s. 6-

15].

HOH,C”~

Kyslina askorbova

Obrazek 8 — Chemicka struktura kyseliny askorbové [33, s. 15]




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

Flavonoidy — Jsou velmi pocetna skupina polyfenolickych slouc¢enin (obrazek 9), které ma-
zeme najit ve vSech cévnatych rostlinach. Lze je rozd¢lit do nékolika podtiid, jako jsou fla-
vony, flavanony, izoflavony, antokyany, flavanoly a flavonoly [40, s. 1558]. Tyto latky byly
zkoumany kviili jejich potencialnim pfinosim pro zdravi jako antioxidanty, ptisobeni zpro-
sttedkované jejich funkénimi hydroxylovymi skupinami, které jsou schopné zachytit volné
radikély a / nebo chelatovat kovové ionty. Jejich antioxidacni aktivita zavisi na konformac-
nim rozlozeni funk¢nich skupin; konfigurace, substituce a celkovy pocet hydroxylovych
skupin jsou dulezitymi faktory pfi ur¢ovani mechanismut antioxidacni aktivity, jako je vy-
chytavani ROS / RNS a chelatace kovl. Flavonoidy potlacuji syntézu ROS, inhibici enzymi
nebo chelataci stopovych prvki odpovédnych za tvorbu volnych radikald, vychytavaji ROS
a zlepSuji antioxidacni obranu [9, s. 2-5]. Nachézi se v ovoci a zeleniné. Dokézou odstranio-
vat volné radikaly a také plisobi jako ochranné latky pti prevenci poskozeni DNA a oxidaci
lipidi [2, s. 16-173]. Flavonoidy mohou vychytavat rizné oxidujici latky, véetn¢ superoxi-

dového aniontu, hydroxylovych nebo peroxylovych radikali [40, s. 1558].

Genistein je sojovy isoflavon, ktery je diky svym Sirokym farmakologickym aktivitdm prav-
dépodobné nejzajimavéjsi a nejstudovanéjsi slou€eninou flavonoidi. Genistein byl znaéné
pouzivan jako antioxidant v mnoha studiich, které ukazuji potencidl pro vychytavani ROS
a RNS s vysokou mirou G€innosti. Tato flavonoidova sloucenina je schopna zlepSit antioxi-
daéni obranu bunky, ¢imz zabrainuje apoptotickému procesu modulaci nékolika genti a pro-
teind. U nelidskych primatt a kralikti zpozd'oval genistein doplnény stravou aterogenezi.
Dalsi studie pozorovala zvySeni antioxida¢ni ochrany LDL a ateroprotektivni G¢inek [9, s.

2-5].

Flavonoid

Obrazek 9 — Chemicka struktura flavonoidu [33, s. 7]
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5 METODY STANOVENI OXIDACNIHO STRESU

V poslednich letech vyzkumy prokazaly, ze oxidacni stres je zapojen do piirozeného procesu
starnuti a do celé fady lidskych chorob, v¢etné neurodegenerativnich poruch, roztrousené
sklerdzy, kardiovaskularnich chorob, revmatoidni artritidy a rakoviny. V souladu s timto
vztahem mezi oxida¢nim stresem a lidskym onemocnénim, ¢etné studie naznacuji, ze zvy-
Sujici se pfijem antioxidantl ve stravé snizuje riziko koronarnich srde¢nich chorob, Alzhei-
merovy choroby, Parkinsonovy choroby, ischemické mrtvice a astmatu. Biomarkery oxidac-
niho stresu jsou proto dilezitymi néstroji pfi posuzovani stavu onemocnéni a ucinki antio-

xidantd na zdravi lidi [3, s. 1-6].

5.1 Primé méreni reaktivnich druhi kysliku

Reaktivni kyslikové druhy (ROS) jsou kli¢ové molekuly zodpovédné za Skodlivé ucinky
oxida¢niho stresu. Stanoveni ROS je kvili jejich kratké dobé Zivotnosti velmi obtiZné sta-
novit. AvSak existuje n€kolik technik, které k jejich stanoveni slouZzi. Jeden zptisob, jak od-
hadnout bunééné hladiny ROS, je pomoci fluorogennich sond. Peroxid vodiku (H20.), hyd-
roxylové radikaly a peroxylové radikaly Ize méfit po obarveni 5-(a-6)-karboxy-2',7'-dichlo-
rodihydrofluorescein diacetatem (DCFDA). Tato membranové propustna sonda difunduje
do bunék, kde se hydrolyzuje intracelularni esterazou na DCFH (2',7'-dichlorodihydroflu-
orescein). Ten zlistdva zachycen v buiikach a reaguje s H2Oz za vzniku fluorescenéniho 2 ',
7'-dichlorfluoresceinu (DCF). Proto 1ze mnozstvi peroxidu produkovaného bunkami odhad-
nout pomoci intenzity fluorescence DCF, to je pak analyzovéano pritokovou cytometrii nebo
pouzitim Ctecky fluorescencnich desticek. Superoxidové molekuly Ize také detekovat po
obarveni dalsi fluorescenéni sondou, dihydroethidium (DHE). Forma ethidiumbromidu se
snizenym obsahem borohydridu sodného je také propustna pro Zivotaschopné buiiky. Uvnitt
bunék je DHE pifimo oxidovan na ethidiumbromid superoxidovym aniontem, ktery poté flu-
oreskuje. Dalsim zplisobem, jak kvantifikovat molekuly ROS, jako jso u hydroperoxidy,
zejména v séru, je testem, pii kterém se vyhodnocuji derivaty reaktivnich metabolitti kysliku
(d-ROMs). V tomto testu je malé mnozstvi séra pacienta se rozpusti v roztoku pufrovaném
acetatem (pH 4,8). Ionty piechodnych kovii (Fe?*, Fe*") uvolnéné z proteinii v kyselém pro-
stiedi reaguji s hydroperoxidovymi skupinami a pievadéji je pomoci Fentonovy reakce na
alkoxy a peroxy radikaly. Tyto nové€ vytvotfené radikaly se chemicky zachycuji pomoci chro-
mogenu (N, N-diethyl-para-fenylendiamin), coz vede ke vzniku odpovidajiciho radikélo-

vého kationtu. Koncentrace téchto noveé vzniklych radikald, které jsou piimo proporcionalni
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k peroxidiim pfitomnym v séru, se pak stanovi spektrofotometricky pfti absorpci 505 nm [3,
s. 1-6]. Dalsi fyzikalni metodou, kterou je mozné stanovit ROS je elektronové paramagne-
tické rezonance nazyvana také spinova rezonance. Tato metoda je zalozena na silném mag-
netickém poli, ve kterém jsou slouceniny obsahujici neparovy elektron schopny absorbovat
mikrovinné zareni. V soucasné dobé¢ se jedna o jednu z nejptesnéjSich metod ptimého sta-

noveni ROS [41, s. 1433-1435].

Jak jiz bylo zminéno vyse, piimé stanoveni hladiny ROS je velice obtizné kvili jejich kratké
zivotnosti a rychlé reaktivité. Zatimco peroxylové radikaly a peroxid vodiku jsou relativné
stabilni molekuly (s polo¢asem vtefiny az minut), hydroxylové radikaly jsou velmi reaktivni
(maji polocas rozpadu mensi nez nanosekundu). Proto se pfistupuje k nepfimému méteni

ROS zkoumanim oxida¢niho poSkozeni lipidd, proteini a nukleovych kyselin [3, s. 1-6].

5.2 PoSkozeni proteinii

Obsah karbonylovych skupin v proteinu je bézné pouzivany marker oxida¢ni modifikace
proteind a poskytuje vyznamné diikazy o oxida¢nim stresu v klinickych vzorcich. Karbony-
lové skupiny v proteinech jsou generovany diky oxidaci patefe proteinii a aminokyselino-
vych zbytkt jako je prolin, arginin, lysin a threonin, molekulami ROS. Oxidované proteiny
mohou byt méfeny pouzitim metody 2,4-dinitrofenylhydrazinu (DNPH) [42, s. 3]. V tomto
testu DNPH reaguje s karbonylovymi skupinami a vytvari Schiffovu bazi za vzniku dinitro-
fenylhydrazonovych produktl (obrazek 10), jejichz hladiny mohou byt analyzovany spek-
trofotometricky pii 375 nm a korelovat s hladinami oxidovanych proteini. Alternativné lze
obsah karbonylovych skupin identifikovat elektroforézou na 2D gelu a westernovym pieno-
sem. Detekce produktli pokrocilé oxidace proteinti (AOPP) je dalS$im moznou metodou k
hodnoceni oxidace proteinti v klinickych vzorcich. AOPP, také definované jako zesitované
proteinové produkty obsahujici dityrosin, jsou generovany reakci plazmatickych proteina s
chlorovanymi oxidanty, jako jsou chloraminy. V této metod¢ se plazma nebo sérum paci-
entd, kalibrované chloraminem-T smisi s jodidem draselnym a kyselinou octovou a absor-

bance se odecte spektrofotometricky pii 340 nm [3, s. 1-6].
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Obrazek 10 — Reakce DNPH s karbonylem [43, s. 1283]

5.3 Poskozeni lipidi

Peroxidace lipidi se béZzné pouziva jako indikator poskozeni bunéénych membran zprostied-
kovaného ROS. Malondialdehyd (MDA) je jednim z nejlépe studovanych konecnych pro-
duktl peroxidace polynenasycenych mastnych kyselin ve vzorcich a ¢asto se pouziva pro
odhad podminek oxidac¢niho stresu [9, s. 33-50]. Hladiny MDA lze méfit pomoci latek re-
aktivnich s kyselinou thiobarbiturovou (TBARS). Ve vSech téchto metodach MDA reaguje
s TBARS v kyselém prostiedi pti 100 °C za vzniku rizové / cervené zbarveného produktu,
ktery lze extrahovat butanolem a méfit spektrofotometricky (obrazek 11). Metoda TBARS
je rychlé a snadnd. Alternativné lze plazmaticky MDA méfit pomoci vysokouc¢inné kapali-
nové chromatografie (HPLC) s pouzitim kolony s reverzni fazi nebo plynovou chromatogra-
fii s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) na kapilarni koloné€ po transmethylaci methoxidem
sodnym. Zatimco tato metoda urcuje urovné MDA reprodukovatelnéji a spolehlivéji, zpra-
covani jednotlivych vzorki je ¢asové naro¢né, pracné a nepraktické. Dalsi lipidové peroxi-
da¢ni markery zahrnuji 8-isoprostaglandin F2a, 4-hydroxy-2-nonenal, konjugované dieny
a lipidové hydroperoxidy pro identifikace oxidacniho poskozeni lipidi bunck. 8-iso-
prostaglandin F2a, generovany jako produkt neenzymatické peroxidace kyseliny arachido-
nové v membranovych fosfolipidech, 1ze méfit pomoci vysokotuc€inné kapalinové chromato-
grafie s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Konjugované dieny vznikaji jako dusledek

autooxidace polynenasycenych mastnych kyselin ptisobenim volnych radikalt. Pii detekci
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se pozoruje maximalni absorpce UV svétla pti 233 nm. Lipidové hydroperoxidy, které jsou
primarni oxida¢ni produkty polynenasycenych mastnych kyselin, 1ze je stanovit testem, kde

dochazi k oxidaci zZeleza xylenolovou oranzi [3, s. 1-6].
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Obrazek 11 — Reakce malondialdehydu s kyselinou thiobarbiturovou [45]

5.4 PoSkozeni DNA

Poskozeni DNA se projevuje ve velmi nizkych koncentracich. Z toho diivodu je velmi diile-
zité, aby metody zaméfené na stanoveni 1ézi DNA byly velmi citlivé, specifické a velmi

dualezity aspekt je i to, aby bylo mozné poskozeni detekovat z malého mnozstvi vzorku.

wevr

anin je nejcitlivéjsi ze vSech bazi z diivodu jeho nejnizsiho redoxniho potencialu. Pravé toto
poskozeni na uhliku C8 mé za nasledek vznik 8-Hydroxy-2'-deoxyguanosinu (8-OHdG) (ob-
razek 12) a je jednou z hlavnich oxida¢nich modifikaci v DNA, kter4 je generovana hydro-
xylaci deoxyguanosinovych zbytkl [46, s. 302-308]. Zbytky 8-OHdG mohou byt vytiznuty
z DNA enzymatickymi opravnymi systémy, coz vede k jejich cirkulaci v krvi a naslednému
vylu¢ovani moéi. Urovné 8-OHdG v krvi a / nebo mo¢i pacientil Ize proto méfit jako marker
oxidacniho poskozeni DNA. 8-OHdG je ¢asto zkoumédn pomoci HPLC ve spojeni s elektro-
chemickym detektorem (ECD) [47, s. 521-530]. I ptes svou citlivost a pfesnost HPLC-ECD
(vysokoucinnd plynova chromatografie s elektrochemickou detekci) metoda neni pfilis
vhodné pro analyzu obsahu 8-OHdG v klinickych vzorcich kviili cené, technické naro¢nosti
a nizké propustnosti. Mezi alternativni a jednodussi zplisoby méfeni tohoto markeru posko-
zeni DNA patii enzymova imunoanalyza (ELISA) a imunohistochemicka analyza [3, s. 1-
6]. Behem oxidacniho stresu se také generuji jednofetézcové nebo dvouretézcové zlomy

v DNA. Tato oxida¢ni poSkozeni DNA Ize identifikovat pomoci tzv. kometové analyzy,
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ktery je zalozen na schopnosti §tépenych fragmenti DNA migrovat z jadra pfi aplikaci elek-
trického pole, na rozdil od neposkozené DNA, kterd migruje pomaleji a zistdva uvniti nuk-
leoidu. Posouzeni tvaru ,.komety* DNA a struktury migrace 1ze pouzit k vyhodnoceni po-
Skozeni DNA v bunikach [48, s. 6751-6761]. Obecnéji 1ze rtizné modifikované baze DNA
v klinickych vzorcich méfit pomoci plynové chromatografie-hmotnostni spektrometrie s vy-
branym monitorovanim iontl. Zde se kvantifikace téchto produktd provadi hmotnostni spek-
trometrii s fedénim izotopu za pouziti jejich stabilnich izotopem znacenych analogiti jako
vnitinich standardii. Modifikace bazi DNA detekované vSemi témito metodami, 1 kdyZz jsou
velmi dilezité, neposkytuji informace o tom, zda je poskozeni v aktivnich genech nebo v kli-
dové DNA. Zda se vSak pravdépodobné, ze ,,exponovana“ a aktivni DNA bude citlivéjsi na
oxidacni poSkozeni nez ta, kterd je zabalena do kondenzovaného chromatinu. Alternativné
mohou byt vyhodnoceny enzymy pro opravu DNA, jako je lidskd 8-oxoguanin-DNA-
glykosylaza a apurinickd / apyrimidinova endonukledza (APE), které opravuji endogenni
poskozeni DNA vyvolané zvySenymi hladinami ROS, aby se odhadlo oxida¢ni poskozeni

3, s. 1-6].
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8-Hydroxy-2'-decxyguancsin

Obrazek 12 — Chemicka struktura 8-Hydroxy-2'-deoxy-
guanosinu [49, s. 153]

5.4.1 Test cytotoxicity

Test cytotoxicity je jednou z metod pro biologické hodnoceni a screening. VyuZziva tkanové

buniky ke sledovani bunécného ristu, reprodukce a morfologickych u¢inki potencialné Skod-

vvvvvv

téchto testech se objevuji metody pro detekci poskozeni bunek morfologickymi zménami,
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stanoveni poSkozeni bun¢k, mefeni bunécného ristu a metabolickych vlastnosti. Testy cy-
totoxicity zahrnuji: extrakeni, pfimé a nepiimé kontaktni testy. Extrakeni test se pouziva pro
detekci toxicity rozpustnych latek. Test pfimého kontaktu je nejcitlivéjsi pro testovani cyto-

toxicity [50, s. 617-618].

5.4.2 Kometovy test

Lidska DNA je vystavena exogennim i endogennim latkdm, které mohou modifikovat jeji
strukturu. Tyto strukturdlni zmény mohou mit rizné formy: zlomy v cukr-fosfatové kostre
zasahujici jeden nebo oba fetézce, oxidace nebo alkylace bazi, velké molekuly kovalentné
spojené s bazemi DNA, proteiny spojené s bazemi DNA, kovalentni vazby mezi bazemi ve
stejném fetézci nebo v riznych fetézcich a nespravné sparované baze. Tyto 1éze DNA mo-
hou ovlivnit transkripci. Pokud nejsou opraveny nebo jsou nespravné opraveny pred repli-
kaci mohou zplsobovat mutace. Mutace v klicovych genech se podileji na vyvoji rakoviny

a jinych degenerativnich onemocnéni [51, s. 72].

Identifikace a kvantifikace poskozeni DNA je velmi diillezitym pfedmétem v oblasti biome-
pro analyzu poSkozeni DNA je tzv. kometovy test. Rozsah této metody je pomé&mé velky
a da se uplatnit v fad¢ oblasti vyzkumu: poSkozeni a opravy DNA, biomonitoringu ¢lovéka
a molekularni epidemiologie, diagnostiky genetickych poruch, sledovani kontaminace Zi-
votniho prostiedi genotoxiny a testovani novych chemickych latek na genotoxicitu [52, s.
1]. Mezi vyhody této metody patii potieba relativné malého poc¢tu buné€k, pouZzitelnost testu
na vSechny eukaryotické bunky, detekce poSkozeni DNA na trovni jednotlivych bunck. Na-
opak mezi nevyhody patii Casova narocnost, ¢etnéd individudlni manipulace — riziko posko-

zeni agardzy, nutnost pracovat ve ztemnélém prosttedi [53, s. 1].

Kometovy test kombinuje gelovou elektroforézu s fluorescenéni mikroskopii pro vizualizaci
migrace fetézcli DNA z jednotlivych bun¢k vloZenych do agardzy. Tato metoda je zaleZena
na rozdilné elektroforetické pohyblivosti molekuly DNA v agar6zovém gelu. Pokud zéporné
nabitd DNA obsahuje zlomy, DNA superhelix se uvolni a zlomené konce jsou schopny mi-
grovat smérem k anod¢ béhem elektroforézy. Pokud je DNA neposkozena, nedostatek vol-
nych koncii a velka velikost fragmentii zabraiiuji migraci. Obecné teda plati, Ze ¢im jsou
fragmenty DNA mensSi, tim rychleji migruji v gelu smérem k anod¢€. Stanoveni relativniho
mnozstvi migrované DNA poskytuje jednoduchy zplisob méfeni poctu zlomid DNA v jed-

notlivych buiikéch. Tato metoda mize byt provedena bud’ v alkalickém nebo neutralnim
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prostfedi. Alkalické prostedi se pouziva pro detekci jednofetezcovych i dvoutetézcovych
zlomu a alkalicky labilnich mist v DNA. V neutralnim prostfedi se detekuji pouze dvoufte-

tézcové zlomy DNA [54, s. 23-29].

Stanoveni tvaru, velikosti a mnozstvi DNA v kometéch je velmi dilezitym atributem testu,
aby bylo mozné piesné¢ vyhodnotit indukované poskozeni. Poskozeni miizeme vyhodnotit
vizualné (tj. fotograficky, pod mikroskopem, nebo nespecifickymi systémy pro analyzu ob-
razu), nebo pomoci softwaru pro analyzu obrazu. Ackoli vizuadlni vyhodnoceni poskytuji
pomérné dobry udaj o poskozeni DNA, software pro analyzu obrazu je povazovan za spo-
lehlivy, reprodukovatelny, které poskytuje fadu dilezitych informaci (napt. distribuce DNA
v ocasu komety, celkovy obsah bunééné DNA) a mize také indikovat rizné faze distribuce
bunécéného cyklu, které mohou byt uzite¢né pii interpretaci daj [55, s. 54-55]. NiZe na

obrazku 13 mlizeme pozorovat poskozeni bunky pii riiznych koncentracich H2O».

a) neposkozena buika b) buiika po ptidani 0,3 % H>0»

¢) buiika po ptidani 1,5 % H>0» d) bunka po ptidani 3 % H>O>

Obrazek 13 — Znazornéni poSkozeni bunky po pfidani

H>0, o riiznych koncentracich
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Na obrazku 13 mlzeme vidét poskozeni DNA bunky pfi riznych koncentracich H>O,. Na
fotografii a) vidime ohrani¢ené jadro bez znamek posSkozeni, tudiz se zddné komety netvofi.
Pti ptisobeni H>O> dochazi k poskozeni DNA a na fotografiich b) — d) mizeme pozorovat,
ze ¢im vétsi je koncentrace HoO» tim vice dochazi k poSkozeni DNA, a tudiz se vytvoii vetsi

kometa.

5.4.3 Detekce 8-Hydroxy-2'-deoxiguanosinu

K detekci 8-OHdG v moci nebo jinych biologickych vzorcich se pouziva enzymovy imuno-
sorbentni test (ELISA). Méteni 8-OHdG v moci pomoci ELISA Setfi ¢as, provozni ndklady
a objem vzorku. Nevyhodou této metody je, ze protilatky mohou kiiZzové reagovat s guani-
nem a jinymi slouceninami [56, s. 3-14]. Krom¢ imunotestii byly pro studium poskozeni
oxida¢ni DNA Siroce vyvinuty chromatografické techniky, jako je GC-MS (Plynova chro-
matografie s hmotnostni spektrometrii) [57, s. 349-356]. Dalsi metodikou detekce 8-OHdG
je pouziti HPLC s elektrochemickym pfepinacim systémem kolony (HPLC-ECD), ktery vy-
uziva selektivitu riznych uhlikovych kolon. Tento systém lze pouzit k analyze oxidované
DNA v riznych matricich. V posledni dobé se ke studiu 8-OHAG stéle castéji pouzivaji
detekéni techniky zaloZené na MS (hmotnostni spektrometrie). 8-OHdG lze také detekovat
pomoci extrakce na pevné fazi a HPLC s tfistupiiovou ¢tyinasobnou detekci hmotnosti. Tato
metoda umoznuje vysoce specifické stanoveni pro relativné velky objem vzorku. Ac¢koli jsou
HPLC-MS a GC-MS citlivé a ptesné, nejsou to vhodné postupy pro detekei 8-OHAG v kli-
nickych vzorcich, a to kvili komplikovanym extrakénim a separa¢nim kroklim, vysokym

nakladiim, technické naro¢nosti a nizké propustnosti [58, s. 3].

8-OHdG byl také detekovan pomoci kapilarni elektroforézy s riiznymi detektory, jako jsou
UV, elektrochemické nebo amperometrické detektory. Metoda kapilarni elektroforézy s UV
detekci byla pouzita ke kvantifikaci 8-OHdG v neosetienych vzorcich moci, ale tato techno-
logie trpi nizkou citlivosti [59, s. 5113-517]. Pro zlepSeni citlivosti byla pfedkoncentrovana
moc¢ analyzovana kapilarni elektroforézou s elektrochemickou detekci nebo amperometric-
kou detekci na konci. Prestoze byla zlepSena citlivost detekce, tyto metody vyZaduji extrakci
na pevné fazi, aby se vzorky pted analyzou koncentrovaly. Proto mliZe byt pfeduprava moci
komplikovana a ¢asové narocna. Krome toho ma omezené pouziti k analyze vzork se zvy-

Senymi hladinami 8-OHAG [58, s. 3].
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5.4.4 Alkalicka eluce

Alkalicka eluce je citlivd metoda pro detekci jednotetézcovych a dvoutetézcovych zlomi
DNA indukovanych fyzikalnimi, chemickymi a enzymatickymi procesy. [60, s. 60] Metoda
alkalické eluce je zaloZena na pozorovani, kdy poskozend DNA je eluovana rychleji nez
neposkozenda DNA membranovym filtrem pfi vysokém pH. Od prvni publikace Kohna
a Ewiga je metoda alkalické eluce vysoce uc¢innou metodou pro studium genotoxickych
ucinki. Tento test je schopen detekovat a Castecné identifikovat rizné typy poskozeni DNA,
jako jsou pietrzeni fetézcli, mista labilni v alkalickém prostredi a kiizové vazby DNA / DNA

nebo DNA / protein. [61, s. 522-523]

5.4.5 Postlabelingové metody

Postlabelingové metody se pouzivaji pro méfeni poskozeni DNA v buiikdch a tkanich po
vystaveni pusobeni oxida¢niho stresu. VéEtSina metod je zaloZena na kapalinové chromato-
grafii definovanych modifikaci DNA po kyselé hydrolyze nebo enzymatickém $tépeni DNA.
V nasledném kroku se poSkozené izolované baze bud’ radioaktivné znaci nebo fluoreskuji

vlivem chemickych nebo enzymatickych reakci [62, s. 343].

K detekci 1ézi DNA byla vyvinuta 3*P-postlabelingovd metoda. Tato metoda vyuZiva zna-
¢eni nukleotidii radioaktivnim fosforem *?P, z &eho plyne aj jeji nazev. Izolovana DNA je
enzymaticky hydrolyzovana na nukleosid-3’-monofosfat, nasleduje purifikace nukleotidt
a jejich znadeni zmifiovanym *2P. Ten se za pomoci T4-polynukleotidkinazy dostava na 5°-
hydroxylovy konec modifikovanych nukleosidi. Vyhodnoceni znacenych adukt probiha

chromatografickymi anebo elektroforetickymi separacnimi metodami [63, s. 2772-2781].
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ZAVER

Vystaveni pokozky oxidacnimu stresu zplisobuje mnohé nezadouci uc€inky, které mohou
piejit az do vaznych onemocnéni. Jednim ze spoustécii tvorby volnych radikali je vystaveni
pokozky slune¢nimu zéteni, kterého vysledkem je tzv. fotostarnuti. Mezi dalsi faktory, ma-
jici vliv na vznik téchto vysoce reaktivnich a nestabilnich molekul, patii Zivotni styl, znecis-
téni zivotniho prostiedi, stres, cigaretovy kouf, alkohol anebo napftiklad strava. Pokozka vy-
stavena oxida¢nimu stresu zapasi se snizujici se aktivitou koznich bunék, coz vede k naru-
Seni kozni bariéry. Generace ROS se tak podli na hyperpigmentaci, zanétlivych zménach a
riznych abnormalitdich v pruznosti klize a postupné¢ vlivem téchto zmén miize dojit az
k vzniku karcinomu ktze. V boji pfi ochran¢ pokozky pted volnymi radikaly hraji velmi

dilezitou tlohu antioxidanty.

Antioxidanty jsou skupina slou¢enin schopnych ptisobit proti oxida¢nimu stresu a zmiriiovat
jeho ucinky na zdravi jednotlivcd. Lidské télo si vyvinulo nékolik mechanismi proti ptiso-
beni volnych radikall, zalozenych na plsobeni enzymatickych a neenzymatickych antioxi-

da¢nich molekulach.

Cilem této bakalaiské prace bylo seznamit se se zdroji oxida¢niho stresu a jeho vlivem na
bunééné funkce. Dale také vztahem oxida¢niho stresu k poskozeni DNA a genotoxicité. Je
stale vice ziejmé, Ze ROS hraji Gstfedni roli v mnoha drahach signdlni transdukce a jsou
pfitomny ve vSech tkdnich. Pfi nadmérnych koncentracich, at’ uz zpusobenych zvysSenou
tvorbou nebo snizenou detoxikaci, mtize ROS zpusobit rozsahlé a nerozliSujici poskozeni

jsou mitochondrie, ER a enzymy, jako je NADPH oxidéza.

Pozornost téZ byla vénovana vybranym vysSe zminénym antioxidantiim a jejich ucinku v boji
proti oxida¢nimu stresu. Mezi nejvyznamngjsi antioxidanty chranici nase télo patii supero-
xid dismutaza, gluthation, kyselina mocova a skupina vitamina jako naptiklad vitamin C

anebo E.

Diky biomarkertim oxidac¢niho stresu je mozné posuzovat rozsah oxidacniho poskozeni.
Byla vyvinuta fada metod jako uz ptimych, tak 1 metod pro méteni poskozeni konkrétnich
molekul (DNA, lipidy, proteiny). Vyznamnym ukazatelem je v tomto ptipadé€ stanoveni po-
Skozeni DNA. Vybér konkrétni metodiky stanoveni zavisi na druhu sledovaného poskozeni.
Muze se jednat o oxidacni poskozeni jednotlivych bazi, alkylaci bazi, fetézcové zlomy DNA

anebo chromozoémové aberace. Ke kvantitativnimu stanoveni poSkozeni DNA se nejcastéji
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vyuzivaji metody stanoveni 8-Hydroxy-2'-deoxiguanosinu, kometovy test, alkalické eluce
anebo postlabelingové metody. Dilezitym parametrem pro vSechny metody je, aby byly vy-

soce citlivé a specifické
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

NADPH Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

MDA Malondialdehyd

BER Zakladni oprava excise

ROS Reaktivni formy kysliku

ER Endoplazmatické retikulum

IP3R Inositol-1,4,5, trifosfatovy receptor
ATP Adenosintrifosfat

ASK1 Kinaza 1 regulujici signal apoptdzy
FADH?2 Flavinadenindinukleotid

RONS Reaktivni formy kysliku a dusiku
SOD Superoxid dismutdza

GPx Glutathion peroxidaza

GRx Glutathion reduktaza

CAT katalaza

PKC Proteinova kindza C

MAPK Mitogenem aktivovana proteinkiniza
ERK Extracelularné regulovany signal
LDL Lipoprotein s nizkou hustotou

DCDFA 5-(a-6)-karboxy-2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat

DCFH 2'7'-dichlorodihydrofluorescein

DCF 2 ', 7'-dichlorfluorescein

DHE Dihydroethidium

PC karbonylové skupiny v proteinu karbonylového proteinu
DNPH 2,4-dinitrofenylhydrazin

AOPP produkty pokrocilé oxidace proteint
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TBARS

HPLC

GC-MS

8-OHdG

ECD

HPLC-ECD

APE

MS

HPLC-MS

Latky reaktivni s kyselinou thiobarbiturovou

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
8-Hydroxy-2'-deoxyguanosin

Elektrochemicky detektor

Vysokoucinna kapalinova chromatografie s elektrochemickym detektorem
apurinickd / apyrimidinovéa endonukle4za

Hmotnostni spektrometrie

Kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
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