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1. UVOD

Po vstupu do organismu se nékteré cizorodé latky nebo jejich metabolity mohou
navazovat na proteiny za vzniku stabilnich kovalentnich sloudenin, tzv. adukti.
Zvlastni pozornost je vénovana aduktim primyslovych §kodlivin s krevnimi proteiny,
které jsou pouZivany jako biomarkery expozice. Zde se s vyhodou vyuziva jejich
dlouhodobé perzistence v organismu, diky tomu mohou adukty slouzit jako dozimetry
expozice trvajici az né€kolik mésici. Z hlediska biologického monitorovani maji
nejvétsi vyznam adukty s krevnim proteinem globinem.

Hlavnim mechanismem, kterym adukty vznikaji, je reakce elektrofilnich
cizorodych latek s nukleofilnimi skupinami aminokyselinovych rezidui (zvlasteé s Cys,
His a Lys) nebo s N-koncovou aminoskupinou. Tato dizertatni prace je vénovana
studiu adukti aminokyselin Cys, His a Lys se styren-7,8-oxidem (SO), ktery je
hlavnim metabolickym meziproduktem primyslové vyznamné chemikalie styrenu.

Klasické a dosud pouzivané metody pro biologické monitorovani expozice param
styrenu stanovuji hlavni metabolity styrenu, které jsou vyluovany v moci (kyseliny
mandlové a kyseliny fenylglyoxylové). Tyto metody se ale potykaji s nizkym
polo¢asem vyluCovani téchto metabolitd, ktery je fadové v hodinach. Proto jsou
zkoumany alternativni cesty zalozené na stanoveni konkrétnich proteinovych aduktd
SO. Publikované metody stanoveni proteinovych aduktu jsou zaloZeny zejména na
pouziti modifikované Edmanovy degradace (MED), ktera se pouziva ke stanoveni
aduktti SO s N-koncovym valinem. Dal§i metody jsou zaloZeny na selektivnim $té€peni
vazby mezi SO a aminokyselinou cysteinem pomoci Raneyova-niklu (Ra-Ni),
extrakci uvolnéného fenylethanolu a jeho stanoveni. Mozné je i pouziti zasadité
hydrolyzy proteinu. Analyzou uvolnéného styrenglykolu lze pak nepfimo stanovit
estery SO s kyselinou asparagovou a kyselinou glutamovou.

VySe uvedené metody se potykaji snékterymi vaznymi nedostatky. Tak u
nejrozsifen€jSiho postupu, ktery vyuziva MED, je velkou nevyhodou skute¢nost, Ze se
SO vaze na N-koncovy valin jen ve velmi nizkém stupni, a proto je vznikly adukt
metodou MED obtizn€ detekovatelny. Protoze se SO mnohem vice vaze na
aminokyseliny uvnitf proteinového fetézce, jako vhodnou alternativou k vyse

uvedenym metoddm se jevi mozZnost vyuziti totalni kyselé nebo enzymatické



hydrolyzy proteinu na volné aminokyseliny za soutasného uvolnéni adukti SO a
stanoveni téchto adukti citlivou analytickou metodou.

Hlavnim cilem této prace bylo nalezeni nejvice zastoupenych aduktd SO ve
vzorcich lidského globinu modifikovaného in vitro s SO. Pfi tom bylo nutno nasledné
vypracovat syntetické postupy pro pfipravu standardi téchto aduktd SO v
preparativnim méfitku. Struktura pfipravenych standardi byla charakterizovana
metodami nuklearni magnetické rezonance a technikami hmotnostni spektroskopie.
Dals§im tkolem bylo vyvinuti dostatené citlivé analytické metody zahrnujici aplikaci
extrakce aduktu SO na SPE kolonkach, za u€elem obohaceni hydrolyzatu lidského
globinu o adukty SO. Vyvinuta metoda byla pouZita ke stanoveni adukti SO v
raznych vzorcich hydrolyzati SO-modifikovaného lidského globinu. Vedlej§im cilem
byla i analyza vzorku hydrolyzati globinu polyakrylamidovou gelovou elektroforézou
jako alternativni metodou.

Vysledky dizerta¢ni prace byly dosud publikovany v deviti puvodnich sdélenich.

Dvé publikace jsou plné verze ¢lanku.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Vlastnosti a pouZiti styrenu a styren-7,8-oxidu

monomer pii vyrobé plastickych hmot, je zakladem pfi vyrobé syntetického kaucuku,
gum, natérovych hmot a obalovych materiali. Tyto vyroby probihaji pfevazné v
uzavienych systémech, které zabrafiuji uniku styrenu do okolniho prostfedi. Velké
mnoZstvi vyrobeného styrenu je spotfebovano na vyrobu laminovanych
polystyrenovych pryskyfic, kde se styren uplatiiuje soucasné jako monomer i jako
rozpoustédlo. Laminované pryskyfice se s vyhodou pouzivaji napf. v lodafském
prumyslu pfi vyrobé trupt lodi. V téchto vyrobach s vysokym podilem ru¢ni prace
dosahuji koncentrace styrenu v ovzdudi hodnot fadové aZ stovky mg/m’. ProtoZe
moZnosti osobni ochrany na téchto pracovistich jsou omezené, expozice pracovniki
param styrenu zde byvaji znané vysoké. Vzhledem k nepfiznivym zdravotnim
udinkim styrenu a vysokému pocétu exponovanych osob se jedna o vyznamny
hygienicky problém. Styren byl detekovan i v n&kterych potravinach, v tabakovém
koufi a ve vyfukovych plynech (Miller, 1994).

Dilezitost styren-7,8-oxidu (SO) jako primyslové suroviny je ve srovnani se
styrenem mnohem niz§i, nebot’ se pouziva v primyslu v mnohem mens$i mife, napf.
jako pfisada do riznych polymeru ¢i kopolymeru. Nejvétsi vyznam SO spociva v jeho
roli jako hlavniho meziproduktu metabolismu styrenu. Nejvétsi dil expozice styrenu u
lidi se v primyslovych provozech dé&je inhalagni cestou. Cca 94 % vdechnutého
styrenu je zadrzeno v plicich a vstiebano do krve (Petreas, 1995). Jiny autor uvadi pro
mnozstvi zadrzeného styrenu niz$i udaj: 66,5 % (Johansson, 2000). Vstiebany styren
je krvi odtransportovan do jater, kde dochazi k jeho metabolismu. V tabulce 1 jsou
shrnuty hlavni fyzikalné-chemické vlastnosti styrenu a SO.

Nejvazngj§im biologickym efektem styrenu je jeho genotoxicita. U osob
profesionaln€ exponovanych styrenu byl nalezen zvySeny pocet riznych typu
chromozémovych aberaci, DNA zlomi, mutaci na nékterych genech, apod. Proto byl
styren Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny (International Agency for
Research on Cancer, IARC) zafazen do kategorie 2B jako moZny genotoxicky a
karcinogenni rizikovy faktor u ¢lovéka (IARC, 1994).

SO je diky pfitomnosti epoxidové skupiny mnohem reaktivnéjsi latkou nez styren,

napf. u lidi je jeho reaktivita cca o 2 fady vysSi neZ reaktivita styrenu (Yeowell-



O’Connell, 1996a). Také ptimé Glinky SO na Zivé organismy jsou mnohem
nepfizniv&j$i. Studie vlivu SO provedena na laboratornich zvifatech prokazala jeho
karcinogenni a mutagenni schopnosti (Watabe, 1978). Proto byl SO zafazen IARC do
skupiny 2A jako pravdépodobny lidsky karcinogen.

Tabulka 1. Zakladni fyzikalné-chemické vlastnosti styrenu a SO.

Parametr Styren Styren-7,8-oxid
M, 104,15 120,15
fyzikalni vzhled bzb. kapalina bzb. kapalina
teplota tani -30,6 °C -36,7 °C
teplota varu 145,2 °C 194,1 °C
tenze par 867 kPa pii 25°C <133 kPa pti 20°C

malo rozpustny ve

, mélo rozpustny ve vod&| o1y 301 950c),

v
(0,3g/1, 20°C), \
rozpustnost , rozpustny v
rozpustny v benzenu a
acetonu, benzenu,
petroletheru

heptanu a methanolu

Vyzkumu zdravotnich disledkd expozice styrenu a metod monitorovani expozice
byla a stale je vénovana znatna pozornost. Rada vyznamnych praci byla v tomto
sméru provedena i v CR (Voditka 2001, 2002a, 2002b a 2004). Monitorovani

expozice styrenu na pracovistich v CR patfi mezi b&#né analyzy v hygien& prace.

2.2. Metabolismus styrenu a styren-7,8-oxidu

Hlavni metabolickou cestou biotransformace styrenu je oxidace jeho dvojné vazby
na epoxidovou skupinu. Tato pfeména je v jatrech katalyzovana cytochromy P450,
coz jsou terminalni oxidoreduktazy monooxygenazového systému. Timto zpisobem je
pfes 95 % absorbované davky styrenu pfeménéno na SO (Bond, 1989). Diky
pfitomnosti chiralniho uhliku existuje molekula SO ve dvou enantiomernich formach
(R)-SO a (5)-SO. Oba dva enantiomery vznikaji in vivo v Zivych organismech
metabolismem ze styrenu. Byly zji§tény rozdily v toxicité obou enantiomeri. (R)-SO
je vice mutagenni v Amesové testu vi¢i mikroorganismim Salmonella typhimurium
nez (5)-SO (Pagano, 1982).



Naprosta vét§ina SO vzniklého v jatrech podléha dalsimu metabolismu, zejména
hydrolyze za ucasti enzymt epoxidhydrolaz na styrenglykol (SG), ktery je nasledné
oxidovan na kyselinu mandlovou (MA) a kyselinu fenylglyoxylovou (PGA). Mensi
¢ast SO se uvoliiuje pfimo do krve, kde muize podléhat dal§im reakcim. Obsah SO v
krvi lze stanovit metodou GC (Kessler, 1990). Christakopoulos a spol. sledovali
koncentraci SO v krvi pracovnikii profesionalné vystavenych param styrenu o
priumémé koncentraci styrenu v ovzdus$i 75 ppm. Primérna hladina SO v krvi byla 90
nmol/l (v rozmezi 40-130 nmol/l) (Christakopoulos, 1993). Pfimé stanoveni SO v krvi
se ale pro pravidelné ucely biologického monitorovani do dnesni doby neujalo.

Ve schématu 1 je uveden stru¢ny piehled hlavnich drah metabolismu styrenu a SO
s vyzna¢enim nejvyznamnéjSich metabolitd. U Elovéka se v konecném dusledku na
MA a PGA pieméni az kolem 90 % z absorbované davky styrenu. MA a PGA jsou
posléze z organismu vylouCeny moci, kde jsou nejCastéji stanovovany metodami
HPLC (Manini, 2002; Negri, 2006, Maestri, 1997). Zajimava alternativa k témto
metodam byla popsana ve studii Halliera a spol. (1995), ktefi stanovili oba optické
izomery MA metodou TLC na chiralnich deskach. Minoritnimi produkty této vétve
metabolismu SO, které jsou taktéz vyluCovany v moci, jsou kyselina hippurova a
kyselina fenylaceturova.

Stanoveni kyseliny mandlové a kyseliny fenylglyoxylové v mo¢i dodnes
pfedstavuje bé€zny a dnes uz klasicky nastroj biologického monitorovani kratkodobé
expozice Clovéka styrenu (Manini, 2004). Hlavni nevyhodou tohoto zpusobu
stanoveni je kratky polo¢as vyluCovani téchto metaboliti (fadové hodiny). To
znemoziiuje stanovit dlouhodobé kumulativni vystaveni organismu styrenu nebo
jednorazovou expozici po uplynuti doby delsi nez 1 den.

Kromé vy$e zminéné hlavni metabolické drahy podléha mensi ¢ast SO v jatrech
ucinkem enzymu glutathiontransferaz reakci s tripeptidem glutathionem za vzniku S-
konjugatt glutathionu, které jsou dale transformovany na tzv. Na-acetyl-S-
fenylhydroxyethylcysteiny (merkapturové kyseliny). Pfi tom dochazi ke vzniku dvou
regioizomert, Na-acetyl-S-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)cysteinu (PHEMAL1) a Na-acetyl-
S-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)cysteinu (PHEMAZ2). Kazdy regioizomer se diky
pfitomnosti dvou chiralnich uhliki muze vyskytovat ve formé dvou diastereomerd,
celkem tedy merkapturové kyseliny mohou poskytovat ¢tyfi mozné diastereomery.
Delbressine a spol. popsali vyskyt téchto ¢tyf diastereomeri merkapturovych kyselin

v mo¢i potkand exponovanych styrenu in vivo (Delbressine, 1981).

10



Schéma 1. Piehled hlavnich metabolickych drah styrenu a styren-7,8-oxidu.
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Yagen a spol. podavali mofskym organismim Pseudopleuronectes americanus
konjugat SO s glutathionem zna&eny uhlikem '*C. Poté v jejich mo¢i detekovali nejen

merkapturové kyseliny, ale pfekvapivé i adukty SO-Cys (Yagen, 1984). Stanoveni
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merkapturovych kyselin v mo&i pracovniki exponovanych styrenu metodou HPLC-
UV bylo popsano ve studii Maestri a spol. (Maestri, 1997). Limit detekce
merkapturovych kyselin v této studii €inil cca 7 ug/ml. V posledni dob& byly popsany
i jiné citlivé metody stanoveni merkapturovych kyselin v modi, vyuZivajici
LC/MS/MS &i HPLC s fluorescen¢nim detektorem (Negri, 2006).

Vedlejsi alternativni metabolickou drahou detoxifikace styrenu je oxidace
probihajici pfimo na aromatickém jadfe za vzniku styren-3,4-oxidu, ktery je nasledné
transformovan na 4-vinylfenol (4-VP) (Pantarotto, 1978; Manini, 2003). 4-VP byl
zjistén v hydrolyzatu moce pracovniki vystavenych param styrenu, jeho obsah ale
odpovidal jen cca 0,3 % obsahu MA (Pfiffli, 1981). Toxikologicky vyznam této
oxidace, od niZ se odvozuje né€kolik dalsich minoritnich metaboliti nalezenych v moc¢i
laboratornich mysi, byl pfedmétem dal§iho vyzkumu (Linhart, 2000).

Metabolismus styrenu se u lidi a u laboratomich zvifat (potkani a mysi)
kvantitativné li§i. Byly pozorovany vyznamné mezidruhové rozdily ve vzajemném
poméru hlavnich metaboliti styrenu. Zatimco u ¢lovéka tvoii MA a PGA az 95 %
absorbované davky styrenu, u potkana je to jen 80 %. Na druhou stranu metabolicka
draha biotransformace SO na merkapturové kyseliny je u potkani mnohem
vyznamné&j§i nez u Clovéka. VyluCovani merkapturovych kyselin u potkana
pfedstavuje cca 10 % z absorbované davky styrenu (Seutter-Berlage, 1978; Nakatsu,
1983; Manini, 2002), zatimco u Elovéka &ini podil merkapturovych kyselin mezi
vSemi metabolity vyluCovanymi v mo¢i méné nez 1 % (Ghittori, 1997, De Palma,
2001).

Na metabolismus styrenu ma vliv i sou¢asna konzumace jinych latek, které maji
vliv na hladinu mikrozomalnich enzymd (Foureman, 1989). Takovouto bé&zné
uzivanou latkou je napf. ethanol v alkoholickych napojich. Ve studii Coccini a spol.
bylo studovano vylu€ovani merkapturovych kyselin u laboratornich potkant, kterym
byla podavana tekutd potrava obsahujici 5 % ethanolu za souéasného vystaveni
potkani param styrenu. Podavany ethanol zplsobil zvy$ené vylu€ovani MA a
merkapturovych kyselin ve srovnani s kontrolni skupinou potkanti (Coccini, 1996).

Jak jiz bylo fefeno, jednotlivé metabolické pfemény styrenu, resp. SO jsou
katalyzovany biotransforma¢nimi enzymy ze skupin P450, epoxidhydrolaz a
glutathiontransferaz, pfi¢emz u fady jednotlivych izoenzymu byl popsan geneticky
polymorfismus. Vyskyt riznych forem téchto izoenzymi a jejich kombinace maji vliv

na rychlost dil¢ich metabolickych reakci a tim i na koncentraci SO v cilovych tkanich
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a s tim souvisejici riziko wvzniku genetického posSkozeni. Genotypizace
biotransformaénich enzymd je proto vyznamnym prostiedkem k posouzeni
individualni vnimavosti k nepfiznivym u€inkiim expozice styrenu (Vodicka, 2001).

Stereoselektivita metabolismu SO lidskymi jaternimi enzymy in vitro byla
studovana Wenkerem a spol. (2000). Hydrolyza racemické smési SO mikrozomalnimi
epoxidhydrolazami na SG probihala stereospecificky Sn2 mechanismem. Toxi¢té&jsi
enantiomer (R)-SO byl rychleji hydrolyzovan neZ jeho méné toxicky protéjsek (5)-SO.
V nasledné §tpdii autofi studovali stereoselektivitu metabolismu u lidi in vivo
(Wenker, 2001). Byly zji§tény vyznamné interindividualni rozdily ve sloZeni
metaboliti SO vyluGovanych moc¢i (MA, PGA, aj.) i ve vzdjemném poméru jejich
enantiomert. Primérny pomér (§)-MA ku (R)-MA v mo¢i €inil cca 1,6:1.

Stereoselektivita metabolismu styrenu u lidi profesionalné exponovanych styrenu
byla studovana v pracich Korna a spol. Tito autofi vypracovali GC metodu pro déleni
optickych enantiomeri kyseliny mandlové, (R)-MA a (S)-MA, na koloné Chirasil-L-
Val (Korn, 1984). Podobné byly studovany také dal§i chiralni metabolity styrenu,
konkrétné€ (R)/(S)-1-fenylethanol a (R)/(S)-fenylethylenglykol (Korn, 1985 a 1987).

Foureman a spol. prostudovali metabolismus oxidace styrenu mikrozomalnimi
enzymy izolovanymi z jater laboratornich potkani. U kontrolnich potkani
pfevaZovala tvorba (S)-SO nad (R)-SO v poméru 1,54:1, zatimco u potkanu, kterym
byl pfedem podan fenobarbital nebo B-naftoflavon, se tento pomér zménil na 1,09:1 &i
0,8:1 (Foureman, 1989).

Metabolismus styrenu a SO in vivo u laboratornich potkani byl téz obSirné
prostudovan Linhartem a spol. (1998). I v této studii byla u potkanl pozorovana vyssi
metabolicka produkce ($)-SO nez (R)-SO. Po podani styrenu nebo racemické smési
SO byla u nich pozorovana produkce vsech &ty moZnych diastereomerti
merkapturovych kyselin [(R,R)-PHEMALI, (S,R)-PHEMAL, (R,R)-PHEMA?2 a (S,R)-
PHEMAZ2]. Pokud ale byl potkanim podavan pouze (S)-SO, pak doslo k produkci jen
dvou diastereomeri merkapturovych kyselin [(R,R)-PHEMA1 a ($,R)-PHEMAZ2],
zatimco po podani (R)-SO byly vylu¢ovany v moci ostatni dva diastereomery [(S,R)-
PHEMA1 a (R,R)-PHEMA2]. Tak bylo prokazano, Ze tvorba konjugati SO s
glutathiontransferazou, ktera predchazi tvorbé merkapturovych kyselin, probiha
stereospecificky mechanismem bimolekularni nukleofilni substituce (Sn2). Na druhou
stranu, biotransformace (R)-SO na kyselinu mandlovou zcela stereospecificka nebyla,

vznikala nejen (R)-MA, ale i (S)-MA a to v poméru 2,57:1. Podobnou studii provedli
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Linhart a spol. i na laboratornich mysich. Na rozdil od potkant byla u mysi po podani
styrenu pozorovana vy$§i produkce toxiét€jsiho (R)-SO, ktera je tak mozna
zodpovédna za relativné vys3i citlivost my$i k nepfiznivym ucinkiim styrenu a SO ve
srovnani s potkanem i s C&lovekem. Pomoci NMR analyzy diastereomert
merkapturovych kyselin vylu¢ovanych v moé&i byla u mysi pozorovana vyssi produkce
PHEMA2 nez PHEMA1 (v poméru 5,6:1), na rozdil od pfedchozi studie, kde u
potkanti &inil tento pomér cca 2:1 ve prospéch PHEMALI (Linhart, 2000).

Metabolismus styrenu byl do dne$ni doby piehledné zpracovan do nékolika
obsahlych ptehlednych ¢lankd (Sumner a Fennell, 1994; Linhart, 2001; Vodicka
2006a).

2.3. Adukty

Cetné organické latky, kterym mohou byt lidé na pracovistich nebo pfi riznych
dalsich pftilezitostech exponovani, jsou Casto samy o sob& chemicky vysoce reaktivni,
nebo se pfeméfiuji na reaktivni slouCeniny po vstupu do organismu u¢inkem
metabolismu. Spole€nym rysem vSech téchto reaktivnich slou€enin je jejich
elektrofilni charakter. Naproti tomu jsou biologické makromolekuly v téle nositeli
cetnych nukleofilnich skupin (napi. NH,-, -NH-, SH- a OH- skupin). Reakci téchto
skupin s elektrofilnimi xenobiotiky dochazi ke vzniku stabilnich kovalentnich
slouCenin, tzv. adukti (obrazek 1). Pii tvorbé aduktd se tedy jedna o nukleofilni
substituci, ktera mize probihat dvéma odliSnymi mechanismy: Sx1 a Sa2.
Mechanismus pfislu$né substituce zavisi obecné nejen na typu reagujicich latek, ale i
na prostiedi reakce, napf. na jeho pH ¢i druhu rozpoustédla. Pri kyselém pH je
preferovan Sn1 mechanismus, zatimco v neutralnim a bazickém prostiedi je
preferovan Sn2 mechanismus. Rada nukleofilnich substituci ma prib&h kombinujici
oba dva mozné mechanismy, s moznou preferenci jednoho typu. Tyka se to i1 reakci
oxirani (napf. SO) s nukleofily.

Vzniklé pevné, kovalentné vazané makromolekularni adukty mohou mit pro
organismus nepfiznivé disledky. Stanoveni téchto adukti v biologickém materialu
dale poskytuje informace o typu a mife rizika vyplyvajiciho z expozice, nebo alespori
o mife této expozice. NejCastéji byvaji studovany adukty cizorodych latek s krevnimi

proteiny nebo s DNA.
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Obrazek 1. Ukazka tvorby adukti s proteinem (globin).

Nativni globinovy fetezec:

TD-E- - DT F~ - A~ TR~~~

Globinovy fetézec s navazanymi molekulami xenobiotika tvoficimi adukty:
YD~ CeD- T~ I~ Pro~Crd~ER~ S -G~ <A,

Jak jiz bylo feCeno, cizorodych reaktivnich latek, které mohou tvofit adukty, je
cela fada. Tyto latky se mohou navazovat na biomakromolekuly v misté vstupu do
organismu (v dychacich cestach) nebo v misté svého vzniku (napf. v hepatocytech).
Pokud jsou dostatedné stalé, mohou se dostat do krevniho ob&hu a zde se navazovat na
slozky krve nebo mohou byt dokonce preneseny do tkani a navazovat se az v nich.
Protoze v§ak od vySetfovanych osob 1ze pomérné nejsnaze ziskat vzorek krve, vyuziti
aduktti se slozkami krve je zdaleka nejrozsifenéjsi. Nejcastéji analyzovanymi
materialy jsou: DNA izolovana z lymfocytu, globin izolovany z erythrocytt a sérovy
albumin izolovany z krevni plazmy.

Adukty zkoumané v klinické praxi jsou rizného druhu a pivodu. Nejcastéji
sledovanymi adukty byvaji ty s prumyslové vyznamnymi rozpoustédly ¢i s jinymi
pramyslovymi surovinami, dale s latkami vyskytujicimi se v Zivotnim prostiedi, jako
jsou pesticidy v potravinach nebo chemikalie ptitomné v cigaretovém kouti. Sem lze

zaradit i latky dfive pouzivané v chemickych zbranich, které jsou dnes zakazané.

2.3.1. Adukty s proteiny

Obecné vyuziti proteinovych aduktd jako moZnych biomarkerii vnitini expozice
cizorodym latkam poprvé navrhli Osterman-Golkar a spol. (1976). Pivodnim cilem
jejich studie bylo stanoveni efektivni davky mutagennich latek v DNA v kritickém
misté. Protoze viak cilova tkan nebyla pfi béznych studiich vzdy dostupna, jako

nahrazka byl pouzit hemoglobin. Pozdéji byla prokazana tvorba hemoglobinovych
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adukt( témé&F pro viechny latky poskytujici adukty s DNA. Korelace mezi obéma typy
aduktt byva velmi dobra, pfiCemZ hladina hemoglobinovych aduktt je ¢asto mnohem
vy$si. Tak byly vytvofeny piedpoklady pro vyuZiti hemoglobinovych adukti a
pienesené i aduktd s jinymi krevnimi proteiny jako biomarkeri expozice.

Proteinové adukty, které se daji vyuZit k biologickému monitorovani, vznikaji
prakticky vyhradné s krevnimi proteiny, a sice s témi, jejichz obsah v krvi je nejvy3si.
Tyka se to hemoglobinu obsaZzeného v erythrocytech, ktery ma relativni molekulovou
hmotnost M; ~ 64 500 a v krvi Elovéka je obsazen v koncentraci cca 150 mg/ml a
sérového albuminu o M, ~ 68 500, ktery se vyskytuje v krevni plazmé Cloveka v
koncentraci 30-45 mg/ml. Primérna doba Zivota hemoglobinu u ¢lovéka je pfimo
spjata s dobou Zivota Cervenych krvinek a u ¢lovéka ¢ini 126 dni, zatimco u potkani
60 dni a u mys$i 40 dni (Bishop, 1964). Doba Zivota lidského sérového albuminu ¢ini
cca 20 dni, zatimco u potkand je to jen 2,5 dne a u mysi 1,9 dne (Sabbioni, 1987, Jain,
1993).

Dlouha doba zivota hemoglobinu a jeho aduktu v krvi, dovolujici monitorovani
dlouhodobé expozice spolu s jeho snadnou izolaci z krve, stala za velkym poétem
studii zabyvajicich se zkoumanim aduktt riznych latek s krevnimi proteiny, zejména
s globinem. V tomto piipadé€ izolaéni postup pfipravy globinu z hemoglobinu zahrnuje
odstranéni hemu z hemoglobinu, ¢imz se pfipravi Cisty globin.

Charakteristickou vlastnosti proteinovych adukti je jejich dlouhodoba perzistence
v organismu. AZ na vyjimky se v organismu vyskytuji po celou dobu Zivotnosti
biomakromolekuly. Vzhledem k tomu, Ze se u hemoglobinovych adukti neuplatiiuje
selektivni enzymatické odbouravani aduktl, jako v pfipad€ DNA, zjisténa hladina
odrazi kumulativni expozici po celé obdobi Zzivotnosti. Diky tomu se biologické
monitorovani téchto aduktt vyborné hodi ke sledovani dlouhodobé kumulativni
expozice organismu. Kromé& toho lze té€chto aduktd vyuzit i ke stanoveni jednorazové
expozice, zejména pokud je dostatené vysoka. Kinetiku tvorby a odstrafiovani
hemoglobinovych aduktt pfi rizném &asovém prub&hu expozice 1ze popsat modelem,
kde vstupnimi udaji jsou kinetické parametry po jednorazové expozici. Mezi modelem

a experimentalnimi vysledky existuje dobra shoda (Fennell, 1992).

2.3.1.1. Xenobiotika tvorici adukty s proteiny
Latek, které maji schopnost tvofit adukty s proteiny je cela fada. Od pocatku byla

pozornost zaméfena zejména na ty latky, které maji nepfiznivé zdravotni u€inky na
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Zivy organismus. Lze je s vyhodou rozdélit na nékolik typti podle elektrofilni funk&ni
skupiny, kterou obsahuji ve své molekule. V toxikologické praxi jsou vyznamnymi
elektrofilnimi &inidly: alkylaini a arylaéni &inidla (zejména methylhalogenidy,
oxirany a nenasysené slouéeniny tvofici oxirany po pfedchozi metabolické aktivaci);
aromatické aminy; aldehydy; izokyanaty; organofosfaty a dalsi. Elektrofilni funk¢ni
skupina ma velky vliv na reaktivitu pfislu§né cizorodé latky a tim i na mechanismus
reakce tvorby aduktl (vétinou se jedna o nukleofilni substituci, vzacnéji o adici) a
jeji schopnost tvofit adukty s pfislu§nymi aminokyselinami. Podle toho se pak také

fidi vyb&r metod vhodnych pro stanoveni pfislusnych adukti.

2.3.1.1.1. Alkylacni Cinidla

Jedna se o nejrozsahlejsi studovanou skupinu latek tvoricich adukty s proteiny.
Patfi sem zejména ethylenoxid (EQO), propylenoxid (PO), 1,3-butadien, benzen,
hoi¢i¢ny plyn [1,1 -thiobis(2-chlorethan)], akrylamid, akrylonitril a epichlorohydrin.
Patfi sem i styren a styren-7,8-oxid (SO), jehoZ adukty a metody jejich stanoveni jsou
podrobnéji popsany v kapitole 2.3.2.

Adukty t&chto latek byly studovany uz od po€atku vyuZivani proteinovych aduktu
na konci sedmdesatych let dvacatého stoleti jako biomarkeri expozice. Velka
pozornost byla vénovana zejména EO, ktery se uziva ve velkém jako sterilizaCni
¢inidlo a je obsazen i v tabakovém koufi. U EO i PO byly prokazany karcinogenni
ucinky na laboratornich zvifatech. V praci Callemana a spol. (1978) byly detekovany
adukty EO s aminokyselinou histidinem u lidi profesionalné exponovanych EQ. Na
tuto praci navazali Osterman-Golkar a spol. (1983), ktery podrobné prozkoumal
tvorbu adukti EO-His u potkanl, kterym podaval radioaktivné znaCeny EO.
Izolovany globin modifikovany EO byl podroben totalni kyselé hydrolyze s 6 M HCI.
Adukty byly z hydrolyzatu izolovany vicestupfiovou separaci na ionexovych
sloupcich a po dvoukrokové derivatizaci methanolem a anhydridem kyseliny
heptafluorbutanové byly nasledné analyzovany metodou GC/MS. Nalezené hladiny
aduktd EO-His byly na urovni desitek nmol/g hemoglobinu.

Podobnym zpisobem byly studovany i adukty PO, dal§iho primyslové
vyznamného epoxidu. Stanoveni adukti PO s aminokyselinou histidinem se vénovali
zejména Farmer a spol. (1982 a 1986) a Osterman-Golkar a spol. (1984). U
pracovniku exponovanych PO byla nalezena hladina aduktti PO-His na urovni 4,5-13
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nmol/g hemoglobinu, zatimco u pracovniki bez profesionalni expozice byly nalezené
hladiny na urovni desetin nmol/g hemoglobinu. g

Expozice methylaénim  &inidlim  (napf.  methylmethansulfonatim i
methylbromidim) vede ke vzniku methylovanych aminokyselin, napf. S-
methylcystein byl studovan v praci Farmer a spol. (1980).

Vyse zminéné publikace, pochazejici vesmés z obdobi konce sedmdesatych a
prvni poloviny osmdesatych let, maji spolené to, ze v nich byla pouZivana
nespecificka analyticka metoda. Tato ,,tradi¢ni“ metoda zahrnovala totalni hydrolyzu
proteinu pomoci 6 M HCI, zakoncentrovani aminokyselinovych adukti z hydrolyzatu
obsahujictho nadbytek volnych aminokyselin pomoci iontové vyménné
chromatografie, vicestupfiovou derivatizaci a stanoveni metodou GC/MS (Farmer,
1986). Pro velkou pracnost byla tato metoda pozdéji prakticky opusténa a nahrazena
specifickymi metodami vhodnymi vZdy pouze pro jednotlivé typy aduktd. Takovou
metodou, ktera byla pro uely stanoveni adukti poprvé pouzita v poloviné
osmdesatych let, je modifikovana Edmanova degradace (MED), kterou se stanovuji
adukty alkyla¢nich &inidel s N-koncovym valinem s velmi vysokou citlivosti na
urovni jednotek pmol/g globinu (Térnqvist, 1986, Mowrer, 1986; Rydberg, 2002).

Posledni dobou dochazi ale k jakési renesanci pivodné pouzivané tradi¢ni metody.
Pfi tom se pouzivaji urcité zjednodusujici Gpravy postupu zahrnujici napf. nahrazeni
iontové vyménné chromatografie metodou SPE (extrakce adukti pevnou fazi) nebo
obohaceni vzorku o alkylované globinové fetézce (Bergmark, 1990). Tradi¢ni metoda
také doznala zvySeni citlivosti diky pouziti modernich analytickych pfistroju, zejména
GC/MS a LC/MS (Black, 1997; Noort, 1997, Mc Donald, 1994; Yeowell-O"Connell,
1996b; Mraz, 2004; Jagr, 2005b a 2007b). Jiny analyticky pfistup, odlisny od vSech
vySe zminénych, pouziva hydrolyzu inkubovaného globinu enzymem trypsinem s
naslednou analyzou tryptickych $t€pu pokroCilymi analytickymi technikami
uzivajicimi hmotnostni spektrometry, napi. LC/MS/MS (Nakanishi, 1995). Tyto
techniky umoziuji urit nejen typ aduktu, ale i presné misto alkylované
aminokyseliny v fetézci globinu (Mamone, 1998; Miraglia, 2001; Birt, 1998).

Pouzivani modifikované Edmanovy degradace k selektivnimu odstépeni N-
koncovych valinovych adukti riznych elektrofilnich €inidel odstartovalo v poloviné
osmdesatych let 20. stoleti jakysi boom v poétu studii zabyvajicich se biologickym
i monitorovanim expozice alkyla¢nim ¢inidlim. Bylo pokraovano ve stanovovani

expozice EO a PO pomoci jejich aduktd s N-koncovym valinem: EO-Val a PO-Val
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(Farmer, 1996; Walker, 1993; Tornqvist, 1988; Kautiainen, 1991; Schettgen, 2002).
Byl studovan i vliv koufeni na hladinu adukti EO-Val (Bailey, 1988; Wu, 2004).

Metodou MED byly stanoveny i adukty jinych alkylaCnich cinidel, napf.
neurotoxického akrylamidu a jeho metabolitu glycidamidu (Bergmark, 1991;
Calleman, 1990; Sumner, 2003; Fennell, 2005). Pfi tom bylo zji§téno, ze velka Cast
expozice akrylamidu pochazi z potravinovych zdroji, napf. ze smazenych jidel,
hranolki a bramborovych lupinki. Stanovenim aduktd akrylamidu s cysteinem a N-
koncovym valinem se zabyvalo velké mnoZstvi studii (Bergmark, 1993 a 1997,
Hagmar, 2001; Calleman, 1994; Pérez, 1999; Paulsson, 2003).

Dal$im Casto studovanym alkylaénim ¢inidlem je 1,3-butadien, dilezita surovina v
gumarenském prumyslu. 1,3-Butadien podléha v jatrech oxidaci na 1,2:3,4-
diepoxybutan. Toto €inidlo je karcinogenni a jeho adukty s N-koncovym valinem byly
stanoveny v mnoha studiich (Moll, 1999; Fred, 2004; Osterman-Golkar, 1996;
Rydberg, 1996; Kautiainen, 2000; Begemann, 2001).

Benzen téZ miiZze po své metabolické aktivaci vytvaret elektrofilni €inidla. Vznika
z ného benzenoxid, ktery se miZe dale oxidovat aZz na 1,2- &i 1,4-benzochinon.
Stanoveni jejich adukti s aminokyselinou cysteinem po totalni kyselé ¢i enzymatické
hydrolyze bylo popsano ve studiich McDonald a spol. (1994) a Yeowell-O Connell a
spol. (1996b).

Hemminki zjistil pfi studiu tvorby aduktd epichlorohydrinu s riznymi
polyaminokyselinami, Ze epichlorhydrin nejsnize reaguje s polycysteinem a
polyhistidinem (Hemminki, 1983). Podobné Miraglia a spol. zjistili, Ze epichlorhydrin
se v hemoglobinu nej¢astéji vaze na aminokyselinu histidin (Miraglia, 2001). Na tyto
studie navazaly dal§i prace studujici tvorbu adukti epichlorhydrinu s proteiny i s
DNA (Landin, 1996 a 1999).
znam¢j$i pod nazvem yperit. Jeho adukty s aminokyselinami histidinem, valinem,
kyselinou asparagovou a kyselinou glutamovou byly stanoveny po enzymatické
hydrolyze inkubovaného globinu pronazou (Noort, 1997 a 2004; Black, 1997; Fidder
1996). Jiny postup vyuzival zasaditou hydrolyzu proteinu spojenou s naslednym
stanovenim uvolnéného thiodiglykolu (Capacio, 2004). Posledné jmenovany postup je

(3 %9 4

vhodny ke stanoveni celkového obsahu proteinovych aduktd hoi¢iéného plynu.

19



2.3.1.1.2. Ostani latky tvorici adukty s proteiny

Do této kapitoly lze zafadit viechna ostatni elektrofilni €inidla schopna tvofit
adukty, ktera nebyla zafazena do predchozi kategorie alkylaCnich Cinidel
Z toxikologicky nejvyznamné&jsich studovanych latek je mozno jmenovat: aromatické
aminy (Sabbioni, 1998), anhydridy (Kristiansson, 2002), izokyanaty (Sabbioni, 2001;
Mraz 2004) ¢i polychlorované bifenyly (Tampal, 2003).

Studie, zabyvajici se adukty alkyla¢nich ¢inidel ¢i dalSich jinych latek s proteiny,
byly do dnesni doby shrnuty do nékolika prehlednych ¢lanka (Tornqvist, 2002; Bailey
1987; Farmer, 1993, 1999 a 2004, Boogaard, 2002).

2.3.2. Adukty SO

Mensi ¢ast SO vzniklého v jatrech je vylou€ena do krevniho ob&hu. Zde SO
ochotné reaguje s pfitomnymi biomakromolekulami (napf. s krevnimi proteiny nebo s
DNA) a dochazi ke vzniku adukta SO.

Styren-7,8-oxid je chiralni molekula s jednim stereogennim centrem na
epoxidickém uhliku a mizZe existovat ve dvou enantiomernich formach: (R)-SO a (S)-
SO. Diky tomu, ze reakce SO s nukleofilni skupinou miiZe probihat na obou
elektrofilnich epoxidovych uhlicich (Ca nebo CpB), vznikaji dva mozné typy
regioizomeri: 1-fenyl-2-hydroxyethyl (21HPE) a 2-fenyl-2-hydroxyethyl (22HPE).
Vzhledem k tomu, Ze aminokyselina téZ obsahuje jedno stereogenni centrum, dochazi
pii jeji reakci s racemickou smési SO obvykle ke vzniku dvou pari diastereomerd.
Pokud reakce SO s nukleofilni skupinou aminokyseliny probiha stereoselektivné Sn2
mechanismem, pak pfi vzniku 21HPE regioizomeri dochazi k inverzi absolutni
konfigurace na uhliku Ca, zatimco tvorba 22HPE regioizomeru probiha za zachovani

ptivodni konfigurace na uhliku Cp.

2.3.2.1. Stanoveni aduktit SO s proteiny

Styren-7,8-oxid se s riznou mirou intenzity vaZze na nukleofilni vazebna mista
pfitomna v krevnich proteinech, napf. v globinu ¢i v sérovém albuminu. NejCastéji se
vaze na a-aminoskupinu N-koncové aminokyseliny (napf. valinu u globinu),
thiolovou skupinu v cysteinu a oba imidazolové dusiky v histidinu. Dale se muze
vazat i na e-aminoskupinu lysinu, hydroxylovou skupinu serinu a karboxylovou

skupinu kyseliny asparagové a glutamové. Vzhledem k tomu, Ze reaktivita téchto
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nukleofilnich skupin viiéi SO je riizna, jsou vzniklé SO adukty obsaZeny v proteinu v
rizné mife.

Do dnesni doby bylo vyvinuto mnoho analytickych technik a postupli, jejichz
ugelem je studium a vyuZiti aduktd SO s krevnimi proteiny, zejména s globinem.
V zavislosti na typu zkoumanych aduktl jsou nékteré z nich velmi specifické, citlivé a
zaméfené jen na jeden druh aduktu, jiné jsou univerzalnéjsi, schopné souCasné
analyzovat vice druhi aduktd. Kazda technika ma svoje vyhody i nevyhody, které

vymezuji moznosti jejiho pouZziti.

2.3.2.1.1. Vyuziti modifikované Edmanovy degradace

Metoda pouZivajici modifikované Edmanovy degradace (MED) se vyuZiva ke
stanoveni aduktd s N-koncovou aminokyselinou. V pfipadé lidského globinu je touto
aminokyselinou vyhradné valin. Pomoci <¢inidla pentafluorfenylizothiokyanatu
dochazi za mirné€ alkalickych podminek k selektivnimu odstépeni N-koncového valinu
s navazanou molekulou (napi. SO) z globinového fetézce. Odstépena molekula je
pfevedena na svou cyklickou formu (1-fenylhydroxyethyl-2-thio-3-pentafluorfenyl-5-
izopropylhydantoin), ktery je z reaktivni smési selektivn€ extrahovan a stanoven
metodou GC/MS s negativni chemickou ionizaci (Tornqvist, 1986). Tato velmi
selektivni a citliva metoda byla hojné aplikovana ke studiu aduktii SO s N-koncovym
valinem (SO-Val) (Pauwels, 1997).

Prvni pouziti MED bylo publikovano ve studii Nordqvist a spol. (1985), ktefi
intraperitonealn& (i.p.) podavali my$im styren radioaktivng znateny '“C. Po izolaci
hemoglobinu (Hb) a aplikaci MED gzjistili, ze adukty SO-Val tvoii jen 3 % z
celkového SO navazaného na Hb. Dalsi autofi aplikovali metodu MED ke studiu
adukti SO-Val nejen u laboratornich zvifat, ale i u lidi exponovanych styrenu a SO in
vivo. Tak Christakopoulos a spol. (1993) studovali stabilitu a kinetiku vzniku aduktd
SO-Val a jejich korelaci s DNA adukty a s vylu€ovanim metaboliti styrenu (MA a
styrenglykolu) v moci. Autofi této studie se u osob profesionalné vystavenych param
styrenu (expozice kolem 300 mg/m’®) potykali s velmi nizkou hladinou aduktd SO-
Val, ktera se pohybovala na hranicich meze stanovitelnosti. U 7 exponovanych osob
nalezli primérnou hladinu aduktd SO-Val 28 pmol/g globinu, av$ak pozitivni nalezy
byly zaznamenany i u osob neexponovanych. Nasledné Severi a spol. nenasli po
aplikaci MED adukty SO-Val u zadného pracovnika, ktery byl soucasti pracovni

skupiny exponované pruimérné 8 ppm styrenu v ovzdusi (Severi, 1994).
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Osterman-Golkar studoval metodou MED vznik aduktd SO-Val u laboratornich
potkani a mysi exponovanych styrenu a SO in vivo (Osterman-Golkar, 1995). Pfi
zkoumani vztahu mezi hladinou adukti SO-Val a mirou expozice zjistil, Ze tato
zavislost je pro nizsi davky (cca do 0,4 mmol SO/kg Zivé hmotnosti) linearni, ale pro
vyssi davky strmost kfivky stoupa, zfejm& diky nasyceni mechanismi odbouravani
SO. Na tuto studii navazal Pauwels, ktery podaval intraperitonealn€ styren
laboratornim my$im v rozmezi 0 az 4,35 mmol/kg zivé vahy (Pauwels, 1996).
Vysledna hladina aduktd SO-Val byla zji§téna v rozmezi <10 az 305 pmol/g Hb.
Tentyz autor pozdéji provedl srovnavaci studii in vitro inkubace lidského Hb riznymi
alkyla¢nimi ¢inidly (ethylenoxid, propylenoxid, SO) a zjistil, ze SO reaguje s N-
* koncovym valinem lidského Hb ve srovnani ‘ostatnimi epoxidy (EO a PO) relativng
velmi malo (Pauwels, 1998). EO a PO vytvafeji adukty s N-koncovym valinem v
mnohem vétsi mife.

Johansson a spol. exponovali &yt dobrovolniky param styrenu znageného C o
koncentraci 50 ppm po dobu 2 hod (Johansson, 2000). Poté v jejich krvi nalezli jen
stopy aduktd SO-Val znadenych "*C, jejichz prim&ma odhadnuta hladina byla 0,3
pmol/g globinu. Takto nizka hladina naraZela na teoretické limity analytické metody.
Vodicka a spol. vylepsili pouzivany postup MED zavedenim dodate¢ného extrakéniho
kroku, ¢imz dosahli sniZeni detek&niho limitu metody. Byli schopni stanovit hladinu
aduktd SO-Val na udrovni desetin pmol/g globinu u pracovniki profesionalné
exponovanych styrenu (Vodicka, 1999).

Ackoliv je uziti MED do dne$ni doby obecné nejrozsifengj§im zpusobem
biologického monitorovani proteinovych aduktd, v pfipadé monitorovani expozice
styrenu a SO je velkou nevyhodou velmi nizka reaktivita SO vi¢i N-koncovému
valinu Gstici v relativn€ velmi nizky obsah aduktd SO-Val v globinu u lidi a to i u
pracovniki profesionalné vystavenych in vivo relativné vysokym davkam styrenu.
Proto byly zkoumany dal§i cesty umoziiujici stanoveni adukti SO s jinymi

aminokyselinami.

2.3.2.1.2. VyuZiti Raneyova niklu (Ra-Ni)

Pouzitim Ra-Ni jako katalyzatoru selektivné Stépiciho sulfidické vazby pfitomné v
proteinu lze stanovit cysteinové adukty. Pokud je Ra-Ni pouZit v pfipadé proteinu
nesouciho adukty SO s cysteinem (SO-Cys), dojde k uvolnéni navazané molekuly SO

v podobé 1-fenylethanolu (1-PE) a 2-fenylethanolu (2-PE), které lze ze smési
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extrahovat a snadno stanovit metodou GC. Tuto metodu poprvé zavedli Ting a spol.
pro méfeni 2-PE, ktery vznikd uvolnénim SO 2z molekuly S-(1-fenyl-2-
hydroxyethyl)cysteinu (Ting, 1990). U potkant byla pozorovana dobra korelace mezi
velikosti expozice SO in vivo a mnozstvim uvolnéného 2-PE z aduktid SO-Cys.

Na tuto praci navazali Rappaport a spol., ktefi testovali pouZitelnost metody na
vzorcich Hb a Alb ziskanych z lidské a potkani krve exponované SO in vitro
(Rappaport, 1993 a 1996). Yeowell-O Connell a spol. rozsifili méfeni i na 1-PE, ktery
se uvolnil Stépenim sulfidické vazby S-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)cysteinu (Yeowell-
O’Connell, 1996a). V této in vivo studii provedené na lidskych pracovnicich byla
nalezena korelace jen mezi hladinou aduktd SO-Cys pfitomnych v Alb u lidi a
velikosti expozice styrenu a SO v pracovnim ovzdus$i. Podobna korelace v ptipadé
adukt SO-Cys v Hb nebyla nalezena. Hlavnim nedostatkem této a dalSich podobnych
studii vyuzivajicich Ra-Ni byla potiz s relativné vysokymi hladinami 1-PE a 2-PE,
které byly pfekvapivé pomémé vysoké (na urovni cca jednotek nmol/g globinu) a
které byly pozorovany i u neexponovanych kontrolnich osob. Pfitom profesionalni
expozice nevedly k vyznamnému zvy§eni hladin t&chto biomarkerd (Rappaport, 1999,

Fustinoni, 1998).

2.3.2.1.3. Vyuziti mirné alkalické hydrolyzy

Kyselina asparagova a kyselina glutamova navazané do proteinového fetézce
mohou diky svym volnym karboxylovym skupinam vytvafet s molekulou SO estery.
Esterovou vazbu té€chto adukti SO-Asp a SO-Glu lze snadno §tépit alkalickym
C¢inidlem, pfi¢emz dochazi k uvolnéni styrenglykolu (SG) (Sepai, 1993). Sepai pouzil
SO znadeny radioaktivnim uhlikem '*C v koncentraci 8,7 mM k in vitro inkubaci
lidské krve po dobu 24 hod. Po provedeni alkalické hydrolyzy 0,1 M NaOH dospél
analyzou uvolnéného SG ke zji§téni, Ze cca 15 % aduktii SO piitomnych v globinu
bylo ve form¢ esterti. Byl proveden pokus i o stanoveni adukti SO-Asp a SO-Glu u
lidi exponovanych styrenu in vivo, ale nalezené hladiny SG byly pod limitem detekce
metody (< 15 pmol/g globinu). Osterman-Golkar navic ve své studii zjistil, Ze estery
SO jsou po svém vzniku v organismu nestabilni, ¢&imZ se 1isi od adukti SO-Val
(Osterman-Golkar, 1995). Zatimco pokles obsahu aduktd SO-Val po jednorazové
expozici styrenu u laboratornich zvifat byl pfiblizné linearni, pokles obsahu aduktd
SO-Asp a SO-Glu byl mnohem rychlejsi, coz se nedalo vysvétlit jen pouhym

odbouravanim hemoglobinu obsahujiciho adukty SO.
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Rozsahlou srovnavaci studii provedli Yeowell-O'Connell a spol. (1997), ktefi
inkubovali vzorky lidské, potkani a mysi krve in vitro riznym koncentracim SO v
rozmezi 0 az 1000 uM. Po izolaci pfislusnych SO-modifikovanych globind v nich
stanovili obsah adukti SO-Val technikou MED, dale obsah aduktti SO-Cys technikou
Ra-Ni a obsah esterd SO technikou vyuZivajici mirné alkalickou hydrolyzu. Autofi
pozorovali velké mezidruhové rozdily v obsahu zkoumanych aduktd, zejména v
obsahu aduktli SO-Cys. Nejpocetnéj§imi nalezenymi adukty v lidské krvi byly estery
SO, nasledované S-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)cysteinem, Na-(2-fenyl-2-
hydroxyethyl)valinem a nejméné byl pfitomen S-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)cystein. U
my$i a potkand bylo toto pofadi jiné. Nejvice bylo nalezeno S-(2-fenyl-2-
hydroxyethyl)cysteinu nasledovaného S-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)cysteinem a estery
SO. Adukty SO s jinymi aminokyselinami (napf. His nebo Lys) nebyly v této studii

stanoveny.

2.3.2.1.4. Ostatni nespecifické metody

Jednu z prvnich studii zkoumajicich obecné vznik adukti SO s aminokyselinami
provedl Hemminki (1983). Studoval reakci racemického SO s riznymi modelovymi
polypeptidy, skladajicimi se vzdy jen z jednoho druhu aminokyseliny. Polycystein se
ukazal jako nejreaktivné€jSi polypeptid, nasledovany polyhistidinem, polylysinem a
polyserinem. V dal$i studii tentyZ autor zkoumal in vitro reakci radioaktivné
znaeného SO s jednotlivymi aminokyselinami a s hemoglobinem. Pofadi reaktivity
jednotlivych aminokyselin bylo opét cystein >> histidin > lysin > serin. Ve shod¢ s
tim byly adukty SO s cysteinem nejvice zastoupeny v hydrolyzatu hemoglobinu.
Autor se ale nepokusil izolovat jednotlivé adukty a fadn€ charakterizovat jejich
strukturu.

Lidsky globin inkubovany in vitro riznym koncentracim SO byl studovan téz
metodami souCasné proteomiky. Takto modifikovany globin byl pak podroben
enzymatické hydrolyze trypsinem. Vzniklé tryptické §tépy byly nasledn€ analyzovany
velmi citlivymi LC-MS" technikami. Timto zpGsobem bylo moZno identifikovat
pfesné misto navazani molekuly na jednotlivé aminokyseliny v globinovém fetézci.
Tak Kaur a spol. inkubovali hemoglobin in vitro 25 mM roztokem racemického SO
(Kaur, 1989). Naslednou HPLC-CID-MS analyzou tryptickych $té€pu zjistili, ze v
globinu pfevazovaly histidinové adukty na B-His 143 a a-His 20. V hydrolyzatu byly
také nalezeny cysteinové adukty na B-Cys 93.
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Na tuto praci navazali dalsi autofi, ktefi inkubovali lidsky hemoglobin $irSimu
rozsahu koncentraci SO a pfi tom zjistili vyskyt aduktd SO i na dalSich vazebnych
mistech v hemoglobinu. Badghisi a spol. analyzovali metodou LC/MS/MS s ionizaci
elektrosprejem Hb inkubovany 40 mM koncentraci SO (Badghisi, 2002). Pii tom
zjistili vyskyt aduktt SO na a-His 20, B-His 77, B-His 97, B-His 143, B-Cys 93, a-Val
1 a B-Val 1. Kromé toho Basile a spol. (2002) zjistili pouzitim kombinace LC/MS s
elektrosprejovou ionizaci a techniky MALDI-TOF u Hb inkubovaného s SO
v molarnim poméru 1:10”* (Hb:SO) vyskyt aduktti na a-His 20, a-His 72, -His 97, a-
Cys 104, B-Cys 93, B-Cys 112 a a-Val 1, kdezto u Hb inkubovaného s SO v molarnim
poméru 1:5 (Hb:SO) se navic vyskytovaly i adukty na a-His 45, a-His 50, B-His 77, B-
His 143 a B-Val 1. Vyznamnym poznatkem téchto studii bylo zji§té€ni, Zze hlavnim
primarnim cilem alkylace Hb pii relativné nizkych koncentracich SO in vitro je
aminokyselina histidin, nasledovana cysteinem a teprve aZ pak N-koncovym valinem.

Bohuzel v té&chto studiich nebyla studovana tvorba riznych regioizomerti adukti
SO, ktera je zejména v piipadé adukti SO s histidinem (SO-His) velmi zajimava,
nebot’ u histidinu mohou byt alkylovany oba dva imidazolové dusiky. Za zminku stoji
i to, ze ve tfech vySe zminénych studiich nikdo nezaznamenal vyskyt aduktd SO s
jinymi dal§imi aminokyselinami (kromé Cys, His a Val), napf. s lysinem, tak jak bylo
zjisténo ve studiich Jagr a spol. (2005b a 2007b).

Hlavnim nedostatkem metod popsanych v této kapitole (jedna se vétSinou o
variace na pifimé LC/MS analyzy tryptickych $tépd po enzymatické hydrolyze
globinu) je fakt, Ze pouzita metoda neumoziiuje zahrnout do postupu separaci analytd
od nadbytku matrice, takZe citlivost metody je limitovana mnoZstvim vzorku, které
muze byt vneseno do analytického systému.

Lze konstatovat, Ze dosud zadny postup stanoveni adukti SO s aminokyselinami v
globinu nebo sérového albuminu se neukazal jako vhodny pro rutinni ucely

biologického monitorovani expozice styrenu u ¢lovéka.

2.3.3. Adukty s DNA

Vyuziti adukti elektrofilnich ¢inidel (napt. SO) s DNA pro ugely biologického
monitorovani expozice v praxi je diky velmi nizkému obsahu DNA v organismu
velmi problematické. Primérny obsah DNA v krvi &ini cca 6 ug/ml (Lodish, 2001;

Tornqvist, 2002). Polocas zivota lymfocyta je sice, na rozdil od erythrocyti, vétsi nez
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180 dni, vzhledem k Gi&inku reparaénich enzymi je ale polocas Zivota vzniklych DNA
aduktl obvykle mensi nez 24 hodin.

Na druhou stranu schopnost n&jaké slouCeniny se vazat na DNA baze je obecné
chapana jako pfimy vyraz jejiho mutagenniho a karcinogenniho potencialu (Poirier a
Weston, 1996). Stanoveni aduktii cizorodych latek s DNA je jednim z nejvhodné&jich
zpiisobi, jak posoudit miru genetického poskozeni u¢inkem téchto latek.

Elektrofilni &inidla se v DNA vazi na nukleofilni vazebna mista, jako jsou
dusikové a kyslikové atomy v guaninu a dusikové atomy v adenihu. Nejaktivnéj§imi z
téchto mist jsou dusikové atomy v pozici N-7 v guaninu a N-3 v adeninu. Stabilita
vzniklych aduktl je rizna, adukty jsou selektivné odstratiovany uinkem repara¢nich
enzymd, nebo jsou odstranény spontanni depurinaci. Aktivita opravnych mechanisma
navic Casto zavisi na rozdilech v individualnich schopnostech reparace DNA. Pfesto
se muZe stat, Ze odstranéni aduktd neni stoprocentni a DNA adukty pak zpusobi
chybné parovani DNA bazi béhem replikace a tak dochazi k mutacim, které mohou
vést k iniciaci procesu karcinogeneze.

DNA adukty se vyskytuji ve velmi nizkych hladinach, proto jejich detekce
vyzaduje vysoce citlivé a selektivni analytické techniky, schopné stanovit pfiblizné
jeden DNA adukt na 10°-10® nemodifikovanych DNA bazi. DNA adukty se stanovuji
bud’ jako odpovidajici nukleosidy ¢i nukleotidy ziskavané z riznych zdroju, jako jsou
leukocyty a lymfocyty nebo pfipadné jako pfislu$né purinové &i pyrimidinové baze
vzniklé odsté€penim modifikovanych bazi a jejich vylou€enim do moce.

Byla vyvinuta fada metod vhodnych ke stanoveni DNA aduktt, né€které z nich
jsou zcela odli$né od metod zkoumajicich adukty s proteiny. Nejroz§ifen&jsi technikou
detekce DNA aduktdi je uZiti metody *2P postlabellingu. Jedna se vlastn& o
dvojdimenzionalni TLC separaci radioizotopicky znaeného analytu, ve které se
vzorek DNA enzymaticky rozs§tépi na deoxyribonukleosid-3 -monofosfaty, které se
nasledné enzymaticky oznaéi radioaktivnim fosforem *2P na jejich 5'-konci. DNA

'adukty se pak deteguji pomoci autoradiografie (Voditka, 1993 a 1996; Kumar, 1997,
Otteneder, 1999). Jedna se o velmi citlivou metodu (je schopna detekovat jeden DNA
adukt mezi 10° nukleotidy) a vyZaduje pouze mala mnozstvi DNA (2-10 ug) (Moller,
1993; Koskinen, 2000). Bohuzel tato vysoce citlivda metoda neni schopna pfimo urgit
strukturu zkoumanych adukti, a tak kazdy postup musi byt optimalizovan pro kazdy
jednotlivy typ aduktu.

26



Jinou metodou, ktera v posledni dob& dynamicky rozviji své pole plisobnosti, je
vyuziti metod hmotnostni spektrometrie v kombinaci se separa¢nimi technikami. Tyto
metody nabizeji dobrou citlivost a navic umoZiiuji zkoumat strukturu aduktu. Jako
priklad  vyuziti LC/MS  metody miZe  slouzit  stanoveni  7-(2-
hydroxyethyl)guaninovych derivatd nebo detekce a charakterizace biomarkeri
aflatoxini v mo&i potkanti vystavenych plisobeni aflatoxinu B; (Liao, 2001, Walton,
2001). GC/MS metoda byla pouzita k analyze O°-methyl- a O%-(hydroxyethyl)guaninu
(Chiu, 1993).

2.3.3.1. Stanoveni aduktit SO s DNA

SO adukty s DNA jsou nejéast&ji stanovovany metodou >’P-postlabellingu
(Vodi€ka 1993 a 1996, Kumar 1997; Otteneder, 1999; Edler, 2005).

Zajimavou metodu kvantifikace nukleotidi z DNA modifikované SO popisuji ve
své praci Siethoff a spol. (1999). Tito autofi vyuzili kombinace LC/MS s
elektrosprejovou ionizaci a ziskali slibné vysledky blizici se nejcitlivéj§im dosud
znamym metodam. V soucasné dobé byla metodou LC/MS/MS prokazana v moci
laboratornich  myS§i  exponovanych  styrenu  pfitomnost  7-(1-fenyl-2-
hydroxyethyl)guaninu a 7-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)guaninu, guaninovych bazi
odvozenych od adukti SO s DNA. Bylo viak zjisténo, Ze jen asi 10° % z celkové
absorbované davky styrenu je tvofeno témito guaninovymi adukty (Vodicka, 2006b).

Problematika adukti SO s DNA byla pirehledné shrnuta v praci Vodicky a spol.,
kde ¢tenar nalezne i odkazy na citace vyznamnych ¢lanka (Vodicka, 2002a).

2.4. Metoda extrakce tuhou fazi (SPE) a jeji vyuZiti ke studiu aduktu
2.4.1. Teoreticky ivod k metodé SPE

Metoda extrakce tuhou fazi (SPE - solid phase extraction) patii k jedném z mnoha
efektivnich nastroji moderni analytické chemie (Hennion, 1999; Fontanals, 2004).
Hlavnim principem metody SPE je zachyt urité slouCeniny, na kterou je zaméfena
pozornost a ktera je ve vzorku vétSinou pfitomna v komplexni smési, na vhodném
sorbentu. Pfi tom je Zadouci, aby ostatni slozky vzorku na sorbentu zachycovany
nebyly a mohly byt vymyty promyvacim roztokem. Poté je zachycena slozka ze
sorbentu uvolnéna eluénim roztokem, zakoncentrovana ¢&i pfipadné dale né&jak

upravena a stanovena. Ve vysledku lze tak tohoto principu vyuzit k mnoha dal§im
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riznym ugeliim, jako je napt. pregisfovani vzorkd od soli ¢i od jinych nezadoucich
slozek nebo zakoncentrovani stopovych mnoZstvi slouenin. V praxi doznala metoda
SPE vyuziti v mnoha rozmanitych analytickych aplikacich. Byla vyuzita v riznych
environmentalnich analyzach, zabyvajicich se stanovenim farmaceutickych substanci
(Weigel, 2004), stanovenim pesticidd (Frassanito 1998) ¢&i jinych Skodlivych latek v
povrchovych vodach (Kostrhounova, 2004; Rodriguez, 2000). Dale byla vyuZita k
analyze $kodlivin v potravinach, napf. ke stanoveni obsahu akrylamidu v hranolkach
(Becalski, 2004). Metoda SPE byla téZ vyuZita v biologickém monitorovani k
prekoncentraci malych mnoZstvi adukti ze vzorkd, jak je vice rozepsano v kapitole
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Tabulka 2. Piehled zakladnich typi stacionarnich fazi pouzivanych v SPE.

Typ faze Obchodni znaceni
oktadecyl Cis
reverzni faze oktyl Cg
fenyl Ph
silika Si
normalni faze aminopropyl NH,
kyanopropyl CN
iontové vymeénné faze anex (kvartémi amin) SAX
katex (kyselina sulfonova) SCX
polymerni faze styren-divinylbenzen Strata-X

Vyuziti metody SPE k zamy$lenym ucelim zavisi pfedev§im na typu analyzované
latky a na nalezeni vhodného sorbentu, ktery by byl schopen za uréitych podminek
tuto latku ze smési extrahovat. SPE sorbenty l1ze rozdélit na né€kolik typt, prvnim a
dosud nejuzivanéj$im typem ,klasického“ SPE sorbentu je silikagel, modifikovany
riznymi, nejastéji nepolarnimi, koncovymi skupinami. Podle typu koncové skupiny
pak takovyto sorbent pracuje bud’ v reverznim ¢i normalnim médu anebo slouzi jako
méni¢ iontl. Dal§im typem SPE sorbentu, jsou vysoce zesitované polymerni sorbenty,
velmi Casto polystyren-divinylbenzenového typu (PS-DVB, napt. sorbent Strata-X od
fy. Phenomenex). Tento typ sorbentu ma diky svému velkému specifickému povrchu

(800-1200 m’g™") vy3§i retendni schopnost ne? predchozi ,klasicky“ typ, jehoZ
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specificky povrch je 350-500 m’g”. Do polymemich sorbentii jsou navic vnaseny
rizné polarni skupiny, napf. komeréné dostupny SPE sorbent Oasis-HLB od fy.
Waters ma diky svému sloZeni (kopolymer N-vinylpyrrolidonu s divinylbenzenem)
hydrofilni vlastnosti, vhodné zejména pro retenci polarnich slou€enin. V tabulce 2 je
uveden piehled nékterych zakladnich typt stacionarnich fazi pripravovanych firmou

Phenomenex pro pouziti v SPE.

2.4.2. Vyuziti metody SPE ke stanoveni aduktu

Metodu SPE lze diky jejim schopnostem s vyhodou vyuzit i k aplikacim v
toxikologii. Schopnost zakoncentrovani stopovych mnoZstvi sloueniny se vyborné
hodi tam, kde je obsah slougeniny prakticky nedetekovatelny, jak tomu &asto byva v
pfipadé¢ né€kterych metaboliti v mo¢i nebo DNA ¢&i proteinovych aduktd v
biologickych materialech.

Tak , klasicka“ SPE na C;z sorbentu byla vyuzita k pieisténi vzorku lidské mo¢i a
k naslednému stanoveni merkapturovych kyselin (Maestri, 1996). SPE extrakce byla
vyuzita i k prekoncentrovani DNA aduktd z mo¢i. Takto byly studovany DNA adukty
N,N-dimethylformamidu ¢&i benzo[a]pyrenu (Hennebriider, 2005; Chen-Lung, 2005).

Jini autofi provedli zakoncentrovani Nt-(2-hydroxyethylthioethyl) histidinovych
adukti na SPE kolonkach. Timto zpisobem byli schopni detekovat tyto adukty ve
1997). Helleberg a Tornqvist provedli zakoncentrovani aduktd benzo[a]pyren-
diolepoxidu s histidinem ze vzorkd lidského sérového albuminu a hemoglobinu. Po
aplikaci vysokou¢inné #HPLC/MS/MS metody dosahli citlivosti méfeni adukti na
urovni fmol/g (Helleberg, 2000). V posledni dobé byla popsana metoda stanoveni
aduktt akrylamidu s valinem, ktera vyuZziva extrakce téchto aduktt na SPE kolonkach
Strata-X (Ospina, 2005).

2.5. Polyakryamidova gelova elektroforéza (PAGE) a jeji vyuziti ke studiu

adukti
2.5.1. Teoreticky uvod k PAGE

Polyakrylamidova elektroforéza (PAGE) patii do skupiny elektroanalytickych
separaCnich metod, které vyuZivaji vlivu elektrického pole k déleni latek. V PAGE

dochazi k déleni riznych latek v polyakrylamidovém gelu, ¢ehoZ se vyuZiva zejména
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k analyzam organickych biomakromolekul, napf. DNA a proteini. Do dne3ni doby
doznalo provedeni PAGE riiznych modifikaci, nejrozifen&j$i modifikaci je tzv.
konvenéni SDS-PAGE, kterou poprvé zavedl Laemmli (1970). V SDS-PAGE se
pouziva piidavek dodecylsiranu sodného (SDS) do polyakrylamidového gelu i ke
vzorku, kde slouzi jako detergent. SDS je schopen obalit molekuly proteinu a zménit
jejich tvar do vélcovité podoby. Vétsina proteini vaze SDS ve stejném poméru, asi
1,4 g SDS/g proteinu, coz odpovida zhruba jedné molekule SDS na dva
aminokyselinové zbytky. Vysoky negativni naboj navazaného SDS prekryva vlastni
naboj proteinu, takze proteiny pokryté SDS maji shodné poméry po¢tu naboji na
jednotku hmoty a podobny tvar. Nasledkem toho se pifi SDS-PAGE proteiny déli
pusobenim gelové filtrace podle své molekulové hmotnosti. Schopnost gelu délit
proteiny o ur€itém rozmezi M, zavisi na velikosti poru gelu, tj. na stupni zesitovani
gelu. Mensi molekuly snaze pronikaji pory gelu a tak se v elektrickém poli pohybuji
rychleji, vétsi molekuly pronikaji pory hife a tim se pohybuji relativné pomaleji. Po
ukonceni elektroforézy se oddélené molekuly vzorku detekuji obarvenim. S pfesnosti
5-10 % je mozno stanovit pomoci SDS-PAGE molekulovou hmotnost bézné velkych
proteint (Voet, 1995). Relativni pohyblivost proteind se pfi SDS-PAGE linearné méni
s logaritmem jejich molekulové hmotnosti dle vztahu [1].

Vzdalenost, kterou molekuly vzorku urazily, se kalibruje na pfislu$né znackovaci

standardy, jejichZz molekulova hmotnost je znama.

log(M;)=axs+b [1]
(s - vzdalenost urazena molekulou v mm, koeficienty a, b se ur¢i z rovnice ziskané

méfenim znackovacich proteini o znamé M;)

Mnohem méné€ pouzZivanymi modifikacemi gelové elektroforézy je tzv. nativni
PAGE (Lee, 1999; Al-Saleh, 2002), nebo prakticky neznama kysela PAGE (Alter,
1980). Nativni PAGE nepouziva pfidavek Zadného detergentu, takze k déleni molekul
vzorku v gelu vlivem elektrického pole dochazi prevazné na zakladé skuteéného
celkového naboje pfisluSnych molekul, ktery zavisi na jejim sloZeni. Vzhledem k
nutnosti optimalizovat podminky separace pro kazdy druh molekuly zvlast a tim i
vysoké pracnosti metody nedoznala nativni PAGE do soucasnosti prili§ velkého

rozSifeni.
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Dalsi, v dne$ni dobg se bouflivé rozvijejici modifikace gelové elektroforézy, je jeji
dvojdimenzionalni varianta, ktera je vhodna k déleni velmi komplexnich smési
bilkovin v proteomice, obsahujicich stovky aZ tisice slou€enin. V tomto piipadé
nejprve dochazi pfi déleni v prvnim sméru k izoelektrické fokusaci proteini. Posléze
dochazi ve druhém sméru k déleni bilkovin metodou SDS-PAGE (Dunn, 1987, Chiou,
1999; Tietz, 1987).

Proteiny se nejcastéji vizualizuji barvivem nazvanym Coomassie-modi (Herbert,
2001; Dunn, 1987). Asi padesatkrat citlivéjsi, ale zarovefi vice pracnou metodou je
barveni proteint stiibrem (Patras, 1999; Lopez, 2000). Jiny zptusob detekce bilkovin
pouziva vyfiznuti proteini z gelu a naslednou aplikaci metod MALDI-TOF
(Schrimpf, 2001) ¢i LC-ESI-TOF-MS (Raymackers, 2000).

2.5.2. Vyuziti PAGE k separaci globinu

Separace intaktnich globinovych fetézci byla popsana v praci Lie-Injo a spol.
(1978). Tito autofi pouzili metodu SDS-PAGE ke screeningu neobvyklych a
prodlouzenych forem hemoglobinu. Alter a spol. (1980) vyuzili kyselou PAGE s
pfidavkem mocoviny k separaci o, P a y fetézcd globinu. Falk a spol. (1998) zkoumali
pomoci kyselé PAGE rybi varianty hemoglobinu. Pomoci nativni PAGE byly
zkoumany ruzné proteiny, ale k separaci globinovych fetézci se tento pfistup
neosvédcil (Lee, 1999; Al-Saleh, 2002).

Do dnesniho dne nebyly popsany zadné pfistupy vyuzivajici PAGE k
biologickému monitorovani aduktd SO s proteiny. V této studii byla optimalizovana
Laemmliho konven¢ni SDS-PAGE k analyze vzorki globini s navazanymi adukty
SO. Po obarveni proteinu stfibrem byla u vzorki stanovena jejich M; a tim i nepfimo

mnozstvi SO navazaného na proteiny.
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3. CILE PRACE

Ptedkladana dizertadni prace je soucasti vyzkumného zaméru odborné skupiny pro
hodnoceni expozice chemickym latkam na pracovisti SZU, ktera se dlouhodobé
zabyva zkoumanim aduktl primyslov€ vyznamnych litek a jejich metaboliti
s proteiny. Praci v této skupiné jsem mé&l moZnost se vénovat zkoumani aduktd SO
z netradi¢niho hlediska a za pouZiti modernich analytickych postupt.

Vyzkum jsem provadél piedevsim s t€mito cili:

e Prostudovat adukty SO s aminokyselinami pfitomnymi v lidském globinu
inkubovaném vét§im mnozstvim SO in vitro. Identifikovat nejzastoupenéjsi adukty,
které by byly vhodné jako biomarkery expozice.

* Vyvinout postup syntézy standardd té€chto adukti. Vzhledem k tomu, Ze adukty
mohou nabyvat podoby vice regioizomeri a diastereomer, bylo nutno nasledné
vyvinout postup separace téchto izomerli ze smési a charakterizovat chemickou
strukturu jednotlivych izomeru.

» Pripravit deuterované analogy pfislusnych adukti.

* Provést kvantitativni analyzu adukti SO metodou GC/MS v materialu ziskaném
inkubaci lidské krve SO in vitro za vyuziti pfipravenych standardi a jejich
deuterovanych analog jako vnitinich standarda.

* Vyvinout analyticky postup vhodny k extrakci adukti SO z hydrolyzatu SO-
modifikovaného lidského globinu.

* Provést obohaceni hydrolyzatu SO-modifikovaného lidského globinu o adukty
SO a provést kvantitativni analyzu téchto adukti metodou GC-FID.

* DalSim cilem této prace bylo prostudovat vyuziti PAGE pro analyzu vzorka SO-

modifikovaného lidského globinu.
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4. EXPERIMENTALN{ CAST

4.1. Seznam chemikalii

L-Cystein®, Na-(terc-butoxykarbonyl)-L-histidin®, Na-(ferc-butoxykarbonyl)-L-
lysin, (R)-styren-7,8-oxid [(R)-SO, >98 %], kyselina 3-chlorperoxybenzoova (~70
%), triethylamin (>99,5 %), dimethylsulfoxid-d6 (DMSO-d6, 99,9 % D), (S)-2-chlor-
1-fenylethanol (>97 %), N-terc-butyldimethylsilyl-N-methyl-trifluoracetamid
(MTBSTFA, >97 %), N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid obsahujici 1 %
trimethylchlorsilanu (BSTFA + TMCS), ethylchlormravenan (ECF, >98 %),
izobutylchlormravenan (iBuCF, >96 %), heptafluorbutanol (HFB, >95 %), pyridin
(>99 %), dodecylsiran sodny (SDS, >99 %), akrylamid (>99 %), methylen-bis-
akrylamid (Bis, >99 %), tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris, >99,8 %), glycin
(399 %), N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED, >99 %), peroxodisiran
amonny (APS, >98 %) a 2-merkaptoethanol (>99 %) byly nakoupeny od Fluky,
Svycarsko. (S)-Styren-7,8-oxid [(S)-SO, 98%] a styren-d8 (98 %) byly obdrzeny od
firmy Aldrich, USA. Kyselina trifluoroctova (TFA, 99 %) pochazela od fy. Riedel de
Haén. Acetonitril (ACN, gradient grade pro HPLC) byl zakoupen od fy. Merck,
Némecko. N,N-Dimethylformamid (DMF, >99,8 %) a heptan (99,5 %) od Fluky byly
pred pouzitim skladovany nad molekulovym sitem. Pronase® (smés proteolytickych
enzymu ziskanych z mikroorganismu Streptomyces griseus) byla nakoupena od fy.
Calbiochem, USA. Od fy. Sigma byl nakoupen i kit obsahujici smés
nizkomolekularnich proteinii 0 znamé relativni molekulové hmotnosti: hovézi sérovy
albumin, ovalbumin, glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza, anhydraza, trypsinogen,
soybean trypsinovy inhibitor, a-laktalbumin a aprotinin. Tento kit byl vyuZivan jako
standard v PAGE. VSechny ostatni chemikalie, jako methanol, chloroform,
dichlormethan, glycerol, bromfenolova modf, dusi¢nan stiibrny, formaldehyd, octan
sodny, uhli¢itan sodny, absolutni ethanol, kyselina octova a kyselina mravenci byly
analytické &istoty (p.a.) a byly zakoupeny od firmy Lachema, Ceska republika. Lidska

plna krev byla ziskana od zdravych dobrovolniku.

?V této praci pouZité nazvoslovi aminokyselin a od nich odvozenych adukti je
zalozeno na systému absolutni konfigurace, zavedeném autory Cahn-Ingold-Prelog
(1966). V tomto systému L-cystein odpovida (R)-cysteinu, zatimco L-histidin a L-
lysin odpovidaji (S)-histidinu, respektive (S)-lysinu.
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4.2. Experimentilni zafizeni

Spektra nuklearni magnetické rezonance byla méfena na NMR spektrometru
Varian Gemini 300 (USA), pracovni frekvence 300 MHz pro 'H. Deuterovany
DMSO-d6 byl pouzit jako rozpoustédlo a zaroveti i jako referen¢ni slozka; hodnoty ¢
jsou udany v ppm, hodnoty J v Hz.

LC/MS chromatografie byla provedena na systému Waters 2695 Alliance
pfipojeném k Bruker Daltonics Esquire 2000 hmotnostnimu spektrometru
vybavenému iontovou pasti a elektrosprejovym ionizatorem (ESI) pracujicim
v pozitivnim moédu. Analyzy vzorki na tomto pfistroji byly provadény na koloné
Synergi Polar RP 80A 4 um (délka 150 mm, vnitini pramér 2,0 mm, davkovany
objem vzorku 5 ul) s pfedkolonou Security Guard od fy. Phenomenex (USA). SloZeni
pouzité mobilni faze bylo: 0,1 % kyselina mravenci, pratok mobilni faze: 0,12
ml/min. Bruker Daltonics hmotnostni spektrometr byl téz pouzit pro méfeni ESI
hmotnostnich spekter jednotlivych slou¢enin. V tomto pfipad€ byly vzorky rozpustény
v 0,1 % kyselin€¢ mravenéi a zavadény injekéni stiikatkou pohanénou pumpou do
hmotnostniho spektrometru, hodnoty jsou udany v m/z.

Semi-preparativni HPLC byla provedena na Waters HPLC chromatografu
skladajicim se z pumpy Waters 606 a UV detektoru Waters 490E. Jednotlivé
slou€eniny byly monitorovany pfi vinové délce 220 nm. Separace byla provedena na
semi-preparativni koloné Synergi Polar RP 80A 4 um (délka 250 mm, vnitfni promér
10 mm, pritokova rychlost: 5 ml/min.).

GC/MS analyzy byly provadény na systému Finnigan GCQ vybaveném iontovou
pasti. Slozky byly analyzovany na kapilarni koloné¢ DB-5ms (délka 30 m, vnitini
pramér 0,25 mm, tloustka filmu 0,25 um) zakoupené od firmy J&W Scientific. Nosny
plyn: helium o linearni pritokové rychlosti 30 cm/sec. Pro kvantitativni analyzu byl
pouzit injektor pracujici vrezimu splitless, kvalitativni analyzy byly provadény v
rezimu split 1:10. Teplota injektoru: 270 °C, teplotni program kolony: izotermalné
150 °C po dobu 2 min, poté narust teploty 5 °C/min aZ na 200 °C, dale gradient 10
°C/min do dosaZeni 300 °C, nakonec izotermalné 300 °C po dobu 10 min., teplota
Htransfer line“: 300 °C, iontového zdroje: 200 °C. Slouceniny byly v hmotnostnim
spektrometru ionizovany narazem elektrond (EI), energie elektronti: 70 eV; hodnoty
jsou udany v m/z (rel. %).

GC-FID analyzy byly provadény na GC chromatografu Agilent 6890N,

vybaveném automatickym davkovatem Agilent 7693 a plamenovym ionizaénim
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detektorem (FID, teplota detektoru 250 °C). V tomto pfipad€ jako nosny plyn slouzil
dusik, jinak v3echny ostatni vyznamné parametry méfeni byly totoZné s parametry
pouzZitymi v pfipadé GC/MS analyz.

Méteni UV spekter bylo provedeno na Varian UV spektrometru. Jednotlivé
slougeniny byly rozpustény v roztoku 0,1 % TFA: acetonitril (ACN), 90:10, v/v.

Polyakrylamidova gelova elektroforéza byla provedena na zafizeni Bio Rad pro
vertikalni elektroforézu.

Nazvy vsech piipravenych syntetickych standardi adukti SO-Cys, SO-Lys a SO-
His jsou ptehledné shrnuty v tabulce 3. SuSeni vzorkt pfed derivatizaci probihalo v

Gyrovapu - vyhfivané odstredivce piipojené ke zdroji vakua.

Tabulka 3. Seznam pfipravenych adukti aminokyselin (R)-cysteinu, (S)-lysinu a (S)-
histidinu s enantiomery styren-7,8-oxidu: (R)-SO a (S)-SO. Struktura téchto adukti je

znazornéna ve schématech 2-4.

Aminokyselina (R,S)-SO * (R)-SO (S)-SO

: S-(21HPE)cystein: 1 (S,R)-1 (RR)-1
(R)-cystein -

S-(22HPE)cystein: 2 (R,R)-2 (S,R)-2

. Ne~(21HPE)lysin: 3 (S,5)3 R,S)3
(S)-lysin .

Ne-(22HPE)lysin: 4 (R,S)4 $,5)4

Nzn-(21HPE)histidin: 5 (S,5)5 R,S)-5

(S )-histidin Nn-(22HPE)hilst'1d.m: 6 (R,S)-6 S,5)-6

N1-(21HPE)hsstidin: 7 S,85)1 R,S)1

Nt-(22HPE)histidin: 8 (R,S)-8 (5.,5)-8

? 21HPE: 1-fenyl-2-hydroxyethyl; 22HPE: 2-fenyl-2-hydroxyethyl

4.3. Syntéza adukti SO
4.3.1. Syntéza aduktu SO-Cys: S-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)cysteinu 1 a S-(2-fenyl-
2-hydroxyethyl)cysteinu 2

L-Cystein (120 mg, 1 mmol) byl rozpustén ve vodé (2 ml), do které byl pfidan
triethylamin (140 1, 1 mmol). Do tohoto roztoku byl nasledné po kapkach ptidan
opticky Cisty (R)-SO nebo (5)-SO (228 ul, 2 mmol). Reakce vtomto roztoku
probihala pfi pokojové teploté a za stalého michani po dobu dvou hodin. Nasledné

byla provedena TLC analyza reaké&ni smé&si na tenkych vrstvach Silica gel 60 F>**
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(Merck, Némecko), slozeni eluentu: butanol/kyselina octova/voda, 3:1:1, v/v/v, ktera
prokazala Gplnou konverzi vychoziho materialu na sm& dvou regioizomeri aduktd
SO-Cys: 1 a 2. Oba dva regioizomery spolu koeluovaly na TLC desce a jejich detekce
roztokem ninhydrinu poskytla jedinou skvrnu rudé barvy (R = 0.51). Produkty byly
z reak&niho roztoku izolovany ptidavkem 100 ml acetonu, ktery zplsobil vysraZeni
adukti SO-Cys. SraZenina byla z roztoku odfiltrovana, promyta nejprve acetonem,
posléze etherem a vysuSena na vzduchu za zisku produktu v podobé& prasku bilé barvy
(125 mg, 0,52 mmol, vyt&zek 52 %). Tento produkt byl nasledné podroben semi-
preparativni HPLC, mobilni faze: 100 % voda. V chromatogramu ziskaném HPLC
analyzou produkti vzniklych reakci (R)-cysteinu s (R)-SO, je patrny vyskyt dvou
oddélenych pikii odpovidajicich jednomu paru regioizomerd SO-Cys: (S,R)-1 a (R,R)-
2. Na druhou stranu reakce (R)-cysteinu s druhym enantiomerem (S)-SO zpusobila
vznik druhého paru regioizomerd SO-Cys: (R,R)-1 a (S,R)-2. Pokud oba dva pary
regioizomeru SO-Cys byly analyzovany ve smési soucasné, pak jejich potradi eluce
bylo: (R,R)-1 < (R,R)-2 < (§,R)-2 < (S,R)-1 (obrazek 2). Relativni pomér ploch téchto
sloucenin ve smési produkti vzniklych reakci cysteinu s racemickym SO a zméfenych
UV detektorem pfi 220 nm ¢€inil 3:1:1:3. Vzhledem k tomu, Ze molarni absorp&ni
koeficienty téchto latek byly pfi 220 nm prakticky shodné, tak tento pomeér ploch
vyjadfoval i hmotnostni zastoupeni slozek ve smési. Opakovanym sbiranim slozek
obsahujicich jednotlivé diastereomery, které byly analyzovany semi-preparativni
HPLC, bylo po vysuSeni ziskano dostate¢né mnozstvi materialu (fadové 20-30 mg)
v podobé bilého prasku. Jednotlivé diastereomery byly charakterizovany a
identifikovany na zakladé jejich "H-NMR a MS spekter. Jejich &istota byla >99 %
(GC/MS). Tyto adukty bylo tieba pfed provedenim GC/MS analyz derivatizovat
silylaénim ¢inidlem za vzniku TBDMS derivatu tak, jak je popsano v kapitole 4.4.1.

(RR)-1: '"H-NMR: ¢ 2,65 (1H, dd, J = 15,0, 7,5, SCH>), 2,95 (1H, d, J = 15,0,
SCH,), 3,23 (1H, bs, CHCOOH), 3,71 (2H, m, CH,OH), 3,98 (1H, t, J = 6,0, SCH),
7,31 (5H, m, Ph). (S,R)-1: '"H-NMR: ¢ 2,67 (1H, m, SCH>), 2,82 (1H, d, J = 10,0,
SCH,), 3,29 (1H, bs, CHCOOH), 3,71 (2H, d, J = 5,4, CH,OH), 3,99 (1H, t, J = 5,1,
SCH), 7,31 (5H, m, Ph).

(RR)-1 a (S,R)-1: ESI-MS: m/z 242 [M+H]". MS/MS iontu m/z 242: 225 [M+H-
NH;]", 121 [PhCHCH,OH]", 105. GC/MS: m/z (relativni intenzita) 568 [M-CH;3]" (3
%), 526 [M-C(CH3)s]" (90 %), 498 [M-C(CH;)s-(C=0)]" (24 %), 424 [M-
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COOTBDMS]" (18 %), 394 (22 %), 316 (11 %), 302 (65 %), 262 (100 %), 235
[CHPhCH,OTBDMS]" (21 %). UV: €10 11,5 mM™" cm™.

Obriazek 2. HPLC-UV analyza produktt vzniklych reakci (R)-cysteinu s A: (S)-SO,
B: (R)-SO a C: (R,S)-SO.

1 (RR)1
0,06 % A
0,03 (S.R)-2
0,00
- T T T T 1
15 20 25 30
0,06 ] SR-1 B
© 4
s 0,03 4 (RR)-2 /\
'c -
o 0.00 v T JL T M 1
15 20 25 30
29 (RR)-1
4 R)-1 S.R)-
08.] SR c
04 RRAY2 (SR12
00 v T T T v 1
15 20 25 30
Cas (min.)

(RR)-2: '"H-NMR: ¢ 2,76 (3H, m, CH,CHCOOH a CH,CHOH), 2,99 (1H, d, J =
10, CH,CHCOOR), 3,38 (1H, bs, CHCOOH), 4,66 (1H, bs, CHOH), 7,31 (SH, m,
Ph). 'H-NMR analyzou diastereomeru (S,R)-2 byla ziskana prakticky identicka
spektra.

(RR)-2 a (S,R)-2: ESI-MS: m/z 242 [M+H]". MS/MS iontu m/z 242: 224 [M+H-
H,0]", 207, 135 [M+H-CHOHPh]’. GC/MS: m/z (relativni intenzita) 568 [M-CH3]"
(2 %), 526 [M-C(CH3)]" (70 %), 498 [M-C(CH3);-(C=0)]" (12 %), 424 [M-
COOTBDMS]" (7 %), 394 (10 %), 316 (7 %), 302 (45 %), 262 (100 %). UV: £ 11,5
mM™’ cm™,

4.3.2. Syntéza aduktu SO-Lys: Ne-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)lysinu 3 a Ne-(2-fenyl-
2-hydroxyethyl)lysinu 4

Na-Boc-L-lysin (1,23 g, 5 mmol) byl rozpustén ve vodé (10 ml), do které byl
pfedem pfidan triethylamin (0,7 ml, 5 mmol). Do této reakéni smési byl poté po

kapkach ptidan opticky &isty (R)-SO nebo (S)-SO (0,6 ml, 5,26 mmol). Reak¢ni smés
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byla posléze zahtivana pod zpé&tnym chladi¢em na olejové lazni pii 80 °C po dobu 16
hodin. B&hem této doby reak&ni smés zeZloutla a nasledné byla neutralizovana
pfidavkem koncentrované HCl. Smés byla zahusténa na rotacni vakuové odparce a
rozpusténa ve cca 15 ml TFA, aby byla odbourana Na-Boc skupina. Po 5 hodinach
michani za pokojové teploty prokazala TLC analyza produkti uplné odstranéni Na-
Boc skupiny. Po odpafeni kyseliny trifluoroctové byl ziskan produkt v podobé
nazloutlého oleje. TLC analyzou produktu (butanol/kyselina octova/voda, 3:1:1, v/v/v,
detek¢ni Cinidlo ninhydrin) bylo detekovano pét skvrn. Dvé skvrny (R, 0,24 a 0,28)
odpovidaly vyskytu pozadovanych produktd adukti SO-Lys: 3 a 4. Druhé dvg,
nejrychleji se pohybujici skvrny (R; 0,36 a 0,40) byly pfedb&zné identifikovany jako
nezadouci vedlejsi produkty. Izolaci téchto slozek z TLC vrstvy a jejich naslednou
LC/MS/MS analyzou bylo potvrzeno, ze jsou sloZzeny ze dvou molekul SO
navazanych na jedinou molekulu lysinu a tudiz se jedna o bis-SO-Lys adukty.
Nejpomaleji se pohybujici skvrnu tvofil zbytek nezreagovaného lysinu (Rr0,06).

Pro izolaci SO-Lys aduktd ze smési byla pouZita sloupcova chromatografie se
silikagelovou naplni, eluentem byla smés rozpoustédel chloroform/methanol/kyselina
octova (3:5:1, v/v/v). Frakce eluatu obsahujici adukty SO-Lys 3 a 4 byly odpafeny do
sucha a opétovné podrobeny sloupcové chromatografii, tentokrat sjinou smési
rozpoustédel butanol/kyselina octova/voda, 3:1:1, v/v/v. Poté byly jednotlivé frakce
eluatu obsahujici vyhradné adukty 3 a 4 zahu$tény, znovu rozpustény ve vodé€ a
povafeny s aktivnim uhlim. Po odfiltrovani aktivniho uhli byl ziskan bezbarvy roztok,
ktery byl odpafen do sucha. Na dné zistal bily prasek (0,40 g, 1,5 mmol, vytézek 30
%). Tento prasek byl posléze pouzivan pro uely kvantitativnich studii nebo byl dale
zpracovan rozdélenim na jednotlivé slozky. Semi-preparativni HPLC analyzou smési
ziskané reakci Na-Boc-L-lysinu s (R)-SO nebo (5)-SO byly v obou pfipadech
obdrzeny dva piky odpovidajici vyskytu dvou regioizomeri. Na rozdil od SO-Cys
diastereomerti, v piipadé HPLC separace SO-Lys diastereomert (R,S)-3 / (5,5)-3 a
(R,9)-4 / (5,5)-4 nebylo pozorovano jejich vzajemné déleni. Poradi eluce adukti SO-
Lys ve smési bylo (5,9)-3 ~ (R,S)-3 < (5,9)-4 ~ (R,S)-4 (obrazek 3). Mobilni faze:
izokraticky 0,1 % TF A/acetonitril 90:10, v/v. Relativni pomér ploch obou 3 (21HPE)
a 4 (22HPE) regioizomeru pii 220 nm ¢inil cca 1,3:1 pro produkty vzniklé jak z (R)-
SO, tak i z (5)-SO. Opakovanym sbiranim slozek obsahujicich jednotlivé Cisté

diastereomery bylo ziskano dostatetné mnoZstvi materialu pro zmé&feni jejich 'H-
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NMR a MS spekter (pied GC/MS analyzou byly adukty derivatizoviny TBDMS

silyla¢nim ¢inidlem).

Obriazek 3. HPLC-UV analyza produkti vzniklych reakci Na-Boc-(S)-lysinu s A:
(5)-SO, B: (R)-SO a C: (R,5)-SO po odstranéni Na-Boc skupiny.
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(R.S)-3: 'H-NMR: ¢ 1,27 a 1,34 (1+1H, m, CH,CH,CHCOOH), 1,65 (2+2H, m,
NHCH;CH; a CH,CHCOOH), 2,60 a 2,79 (1+1H, m, NHCH,), 3,75 (1+2H, m,
CHCOOH a CH,0OH), 4,29 (1H, t, J = 5,5, NHCH), 5,7 (1H, bs, NH), 7.40 (3H, m,
Ph) a 7,48 (2H, m, Ph), 8,6 (2H, bs, NH;). Diastereomer (S,5)-3 poskytl velmi
podobné 'H-NMR spektrum se zanedbatelnymi rozdily v hodnotach & vodikd
CH,CHCOOH, NHCH; a jejich multipletu.

(R,5)-3 a (S,5)-3: ESI-MS: m/z 267 [M+H]". MS/MS iontu m/z 267: 222 [M+H-
COOH]*, 147 [M+H-PhCHCH;O]', 130 [CH,CH,CH,CH,CHNH,COOH]’, 121
[PhCHCH,OH]", 84. GC/MS: m/z (relativni intenzita) 608 [M]" (2 %), 593 [M-CHs]"
(2 %), 551 [M-C(CHs)3]" (5 %), 463 [M-CH,OTBDMS]" (100 %), 419 (6 %), 356 (19
%), 300 (14 %). UV: €220 11,2 mM™* cm™.

(5,5)-4: "H-NMR: é 1,37 (2H, m, CH,CH,CHCOOH), 1,63 (2H, m, NHCH,CH,),
1,74 (2H, m, CH,CHCOOH), 2,91 (2H, ¢, J = 8,9, NHCH,CH,), 2,98 a 3,13 (1+1H, 2
x d, J = 11,6, CH,CHOH), 3,70 (1H, ¢, J = 6,0, CHCOOH), 4,90 (1H, 4, J = 9,1,
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CHOH), 7,31 (1H, m, Ph) a 7,38 (4H, m, Ph), 8,6 (2H, bs, NH,). Prakticky identické
'H-NMR spektrum bylo ziskano u diastereomeru (R,S)-4.

(R.S)-4 a (S,5)-4: ESI-MS: m/z 267 [M+H]". MS/MS iontu m/z 267: 249 [M+H-
H,0]", 232, 188, 130 [CH,CH,CH,CH,CHNH,COOH]", 120, 84. GC/MS: m/z
(relativni intenzita) 551 [M-C(CHs)3]" (5 %), 387 [M-CHPhOTBDMS]" (100 %), 419
(17 %), 300 (19 %), 256 (80 %). UV: 220 11,2 mM™ cm™.

4.3.3. Syntéza aduktu SO-His: Nna-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)histidinu S, Nzn-(2-
fenyl-2-hydroxyethyl)histidinu 6, Nt-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)histidinu 7 a Nt-(2-
fenyl-2-hydroxyethyl)histidinu 8

Adukty SO-His byly pfipraveny postupem analogickym pfipravé adukti SO-Lys.
Na-Boc-L-histidin (1,275 g, 5 mmol) byl v tomto postupu pouzit misto Na-Boc-L-
lysinu. Po odstranéni chranici Na-Boc skupiny a odpafeni kyseliny trifluoroctové byl
ziskan nahnédly olej. TLC analyzou produktu (butanol/kyselina octova/voda, 3:1:1,
v/vlv, detekce ninhydrinem) bylo detekovano pét skvrn. Dvé z téchto skvrn [Rr0,23 (5
a 6) a Rf 0,28 (7 a 8)] odpovidaly vyskytu poZadovanych adukti SO-His. Dvé
nejrychleji se pohybujici skvrny (Rr 0,40 a 0,47) byly pifedbézné identifikovany jako
nezadouci vedlejsi produkty skladajici se ze dvou molekul SO navazanych na jednu
molekulu histidinu (izolaci téchto slozek z TLC vrstvy a jejich naslednou LC/MS/MS
analyzou toto bylo potvrzeno). Zbytky nezreagovaného histidinu poskytly nejpomaleji
se pohybujici skvrnu (Ry 0,08). Pro izolaci adukti SO-His ze smési byla pouZita
sloupcova chromatografie se silikagelovou naplm eluentem byla smés rozpoustédel
chloroform/methanol/kyselina octova (3:6:1, v/v/v). Frakce eluatu obsahujici adukty
SO-His 5, 6, 7 a 8 byly odpafeny do sucha a opétovné podrobeny sloupcové
chromatografii, tentokrat sjinou smési rozpoustédel butanol/kyselina octova/voda,
3:1:1, v/v/v. Poté byly jednotlivé frakce eluatu obsahujici vyhradné adukty 5-8
zahust&€ny, znovu rozpustény ve vod€ a povafeny s aktivnim uhlim. Po odfiltrovani
aktivniho uhli byl ziskan bezbarvy roztok, ktery byl odpafen do sucha. Na dné zistal
naSedly prasek (0,475 g, 1,73 mmol, vytéZek 34,6 %). Tento prasek byl posléze
pouzivan pro ulely kvantitativnich studii nebo byl dale zpracovan rozdélenim na
jednotlivé slozky pomoci semi-preparativni HPLC. Mobilni faze: izokraticky 0,1 %
TFA/acetonitril, 97:3, v/v.
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Obrizek 4. HPLC-UV analyza produktl vzniklych reakci Na-Boc-(S)-histidinu s A:
(5)-SO, B: (R)-SO a C: (R,S)-SO po odstranéni Na-Boc skupiny.
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Semi-preparativni HPLC analyzou smési ziskané reakci Na-Boc-L-histidinu s (S)-
SO byly pozorovany &tyti piky reflektujici vznik &tyt diastereomeri: [(S,5)-6, (R,S)-S,
(5,5)-8 a (R,S)-7]. Taktéz analyzou smési vzniklé reakci Na-Boc-L-histidinu s (R)-SO
byly ziskany ¢&tyfi piky, znamenajici pfitomnost Ctyf dalSich diastereomeri: [(R,S)-6,
(5,5)-5, (R,S)-8 a (S5,5)-7]. Pokud bylo vSech osm diastereomerd analyzovano ve
smési, tak bylo patrné déleni pouze jednoho paru diastereomeri: (R,S)-5 a (§,5)-S.
Relativni pomér ploch vSech &tyf 5, 6, 7 a 8 regioizomeri pfi 220 nm ¢inil cca
1:5:18:28 pro adukty SO-His vzniklé jak z (R)-SO, tak i z (S)-SO. Poradi eluce aduktu
SO-His ve smési bylo (5,5)-6 ~ (R,S)-6 < (§5,5)-5 < (R,5)-5 < (S,5)-8 ~ (R,5)-8 < (S,9)-
7 ~ (R,S)-7 (obrazek 4). Opakovanym sbiranim HPLC frakci obsahujicich jednotlivé
samotné diastereomery bylo ziskano dostate¢né mnozstvi materialu pro zméfeni jejich
'H-NMR a MS spekter (pted GC/MS analyzou byly adukty derivatizovany TBDMS

silyla€nim ¢inidlem).
(R.S)-5: '"H-NMR: ¢ 2,98 (1H, dd, J = 16,4, 7,8, CCH>) a 3,10 (1H, m, CCH,),

4,02 (2H, m, CH,OH), 4,17 (1H, ¢, J = 7,5, CHCOOH), 5,52 (1H, bs, NCHPh), 7,30
(6H, m, Ph a N-CH=C), 8,79 (1H, s, N-CH=N). (S,5)-5: 'H-NMR: & 3,06 (2H, m,
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CH,CHCOOH), 3,87 a 4,08 (2H, m, CH,OH), 4,17 (1H, dd, J = 9,0, 8,4, CHCOOH),
5,56 (1H, bs, J = 7,0, NCHPh), 7,35 (6H, m, Ph a N-CH=C), 9,00 (1H, 5, N-CH=N).

(R.S)-5 a (S,5)-5: ESI-MS: m/z 276 [M+H]". MS/MS iontu m/z 276: 258 [M+H-
H,0]", 230 [M-COOH]", 156 [M+H-CHPhCH,0]", 110. GC/MS: m/z (relativni
intenzita) 602 [M-CH;]" (3 %), 560 [M-C(CH;);]* (16 %), 532 [M-C(CH3);-(C=0)]"
(6 %), 316 (20 %), 302 (17 %), 234 [CHPhCH,OTBDMS-H]" (100 %). UV &3 3,8
mM™" cm™.

(S,8)-6: '"H-NMR: 63,13 (1H, dd, J = 15,1, 7,1, CCH,) a 3,26 (1H, dd, J = 15,1,
5,7, CCH,), 4,21 (1H, 1, J= 7,2, CHCOOH), 4,18 (1H, dd, J = 14,4, 8,2, NCH,) a 4,35
(1H, dd, J = 14,4, 2,0, NCH,), 4,91 (1H, dd, J = 8,0, 2,0, CHOH), 7,38 (5H, m, Ph),
7,43 (1H, s, N-CH=C), 8,90 (1H, s, N-CH=N). "C-NMR: ¢ 29,3 (CCHy), 56,5
(CHCOOH), 58,2 (NCH,), 76,5 (CHOH), 122,9 (N-CH=C), 131,5, 133,3 a 146,7
(Ph), 133,7 (N-CH=C), 139,9 (N-CH=N), 175,1 (COOH). (R,5)-6: 'H-NMR: § 3,17
(2H, m, CCH,), 4,10 (1H, ¢, J= 5,7, CHCOOH), 4,18 (1H, dd, J = 13,3, 8,2, NCH,) a
431 (1H, d, J = 12,8, NCH>), 4,91 (1H, dd, J = 7,8, CHOH), 7,38 (6H, m, Ph a N-
CH=C), 8,74 (1H, s, N-CH=N).

(R.S)-6 a (S,5)-6: ESI-MS: m/z 276 [M+H]". MS/MS iontu m/z 276: 259 [M+H-
NH;]", 232, 215, 156 [M+H-CH,CHOPh]", 110, 95. GC/MS: m/z (relativni intenzita)
602 [M-CH;]" (2 %), 560 [M-C(CH3)3]" (15 %), 532 [M-C(CH;);-(C=0)]" (6 %), 400
(4 %), 316 (20 %), 302 (18 %), 178 (100 %). UV: €320 3,8 mM™' cm™.

(R.S)-7: '"H-NMR: 6 3,12 (1H, dd, J = 14,9, 7,8, CCH,) a 3,24 (1H, dd, J = 14,9,
6,3, CCH,), 3,98 (1H, dd, J = 11,6, 4,4, CH,OH) a 4,15 (1H, dd, J = 11,6, 4,4,
CH,OH), 4,22 (1H, t, J = 6,6, CHCOOH), 5,59 (1H, dd, J = 4,4, 8,7, NCHPh), 7,37
(5H, m, Ph), 7,60 (1H, m, N-CH=C), 9,10 (1H, s, N-CH=N). BC-NMR: ¢ 31,1
(CCH_,), 56,4 (CHCOOH), 67,8 (CH,OH), 70,0 (NCHPh), 125,1 (N-CH=C), 132,7,
134,3 a 141,7 (Ph), 134,1 (N-CH=C), 140,8 (N-CH=N), 175,1 (COOH). (S.5)-7: 'H-
NMR: 6 3,05 (1H, dd, J = 15,8, 6,8, CCH,) a 3,17 (1H, dd, J= 15,8, 5,9, CCH>), 3,97
(1H, dd, J= 11,8, 4,5, CH,OH) a 4,15 (1H, dd, J = 11,8, 8,8, CH,OH), 4,19 (1H, t, J =
7,7, CHCOOH), 5,60 (1H, dd, J = 4,4, 8,5, NCHPh), 7,37 (5H, m, Ph), 7,50 (1H, m,
N-CH=C), 8,82 (1H, s, N-CH=N).

(R.S)-7 a (5,9)-7: ESI-MS: m/z 276 [M+H]". MS/MS iontu m/z 276: 230 [M-
COOH]", 110. GC/MS: m/z (relativni intenzita) 617 [M]" (1 %), 602 [M-CH;]" (3 %),
560 [M-C(CHs)3]" (60 %), 532 [M-C(CH;):-(C=0)]" (2 %), 458 [M-COOTBDMS]"
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(18 %), 400 (5 %), 316 (100 %), 298 (16 %), 235 [CHPhCH,OTBDMS]" (8 %). UV:
€220 3,8 mM™ cm’.

(S.5)-8: 'H-NMR: 6 3,16 (1H, dd, J = 14,3, 7,5, CCH, ) a 3,25 (1H, dd, J = 14,3,
6,0, CCH,), 4,17 (1+1H, m, CHCOOH a NCH,) a 4,35 (1H, dd, J = 14,6, 2,8, NCH>),
491 (1H, dd, J = 8,5, 2,8, CHOH), 7,33 (5H, m, Ph), 7,55 (1H, s, N-CH=C), 8,91
(1H, s, N-CH=N). »C-NMR: § 31,0 (CCH,), 56,6 (CHCOOH), 60,7 (NCH), 76,3
(CHOH), 126,4 (N-CH=C), 131,4, 133,7 a 146,8 (Ph), 133,3 (N-CH=C), 141,5 (N-
CH=N), 175,0 (COOH). (R,5)-8: '"H-NMR: ¢ 3,13 (1H, dd, J = 15,0, 6,6, CCH>) a
3,21 (1H, dd, J = 15,0, 6,0, CCH,), 4,18 (1+1H, m, CHCOOH a NCH>) a 4,34 (1H,
dd, J=13,5, 2,8, NCH,), 4,89 (1H, dd, J = 8,2, 2,8, CHOH), 7,31 (5H, m, Ph), 7,47
(1H, s, N-CH=C), 8,79 (1H, 5, N-CH=N).

(R.S)-8 a (8,5)-8: ESI-MS: m/z 276 [M+H]". MS/MS iontu m/z 276: 230 [M-
COOH]", 215. GC/MS: m/z (relativni intenzita) 617 [M]" (1 %), 602 [M-CH3]" (5 %),
560 [M-C(CH3)3]" (100 %), 532 [M-C(CH3)3-(C=0)]" (4 %), 458 [M-COOTBDMS]"
(23 %), 400 (10 %), 316 (74 %). UV: €220 3,8 mM ™ cm™.

4.3.4. Syntéza deuterovaného styren-7,8-oxidu (SO-d8) a deuterovanych analog
aduktu SO-Cys (SO-Cys-d8)

SO-d8 byl piipraven podle metody popsané v publikaci Sepai a spol. (1993)
Deuterovany styren byl oxidovan kyselinou m-chlorperoxybenzoovou. Identita
vzniklého produktu (SO-d8, 1,6 g, Cistota 93 %) byla zkontrolovana metodou GC/MS
a jeho hmotnostni spektrum bylo ve shodé s predpokladanou strukturou. Adukty SO-
Cys-d8 byly nasledné pfipraveny stejnym postupem jako adukty SO-Cys pfimou
alkylaci L-cysteinu s deuterovanym SO. Vysledny produkt (SO-Cys-d8) byl ziskan
v podobé€ bilého prasku (vytézek 57,2 %). Tento produkt se skladal ze smési dvou
regioizomert:  S-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)cysteinu-d8 1-d8 a  S-(2-fenyl-2-
hydroxyethyl)cysteinu-d8 2-d8. Pred analyzou metodami GC/MS a GC-FID byly
slozky derivatizovany TBDMS silyla¢nim inidlem. Plocha pika aduktu 1-d8 a 2-d8
v produktu zméfena metodou HPLC-UV pii 220 nm byla cca 3:1.

1-d8: GC/MS: m/z (relativni intenzita) 592 [M+H]" (2 %), 534 [M-C(CHs);]" (34

%), 506 [M-C(CHs)s-(C=0)]" (16 %), 422 (10 %), 402 (12 %), 316 (11 %), 302 (53
%), 262 (100 %), 243 [CDPhCD,OTBDMS]" (13 %).
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2-d8: GC/MS: m/z (relativni intenzita) GC/MS: 592 [M+H]" (<1 %), 534 [M-
C(CHs)s]* (15 %), 506 [M-C(CH3);-(C=0)]" (5 %), 422 (2 %), 402 (4 %), 316 (12 %),
302 (32 %), 262 (100 %).

4.3.5. Syntéza deuterovanych analog adukti SO-His (SO-His-d8)

Adukty SO-His-d8 byly pfipraveny reakci deuterovaného SO (SO-d8) s No-Boc-
L-histidinem s vyuZitim postupu analogického pfipravé adukti SO-His. Vysledny
produkt se skladal ze smé&si &tyf regioizomerd: Nz-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)histidinu-
d8  5-d8, Nn-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)histidinu-d8  6-d8,  N1-(1-fenyl-2-
hydroxyethyl)histidinu-d8 7-d8 a Nt1-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)histidinu-d8 8-d8 a byl
ziskan v podob€ nasedlého prasku (vytézek 34,6 %). Pred analyzou metodami GC/MS
a GC-FID byly slozky derivatizovany TBDMS silylaénim ¢inidlem. Pomér ploch piki
jednotlivych regioizomerd v produktu zjistény metodou HPLC-UV pii 220 mn byl:
1:6:19:28, 5-d8:6-d8:7-d8:8-d8.

5-d8: GC/MS: m/z (relativni intenzita) 610 [M-CHs]" (3 %), 568 [M-C(CHs)s]"
(20 %), 540 [M-C(CH;):-(C=0)]" (7 %), 324 (70 %), 302 (30 %).

6-d8: GC/MS: m/z (relativni intenzita) 610 [M-CH;3]" (5 %), 568 [M-C(CHs);]"
(40 %), 540 [M-C(CH3):-(C=0)]" (13 %), 438 (6 %), 408 (15 %), 324 (55 %), 302 (44
%), 186 (100 %).

7-d8: GC/MS: m/z (relativni intenzita) 625 [M]" (<1 %), 610 [M-CHs]" (3 %), 568
[M-C(CHs)3]" (100 %), 466 (25 %), 454 (30 %), 396 (6 %), 352 (60 %), 324 (80 %),
299 (40 %).

8-d8: GC/MS: m/z (relativni intenzita) 625 [M]" (1 %), 610 [M-CH3]" (5 %), 568
[M-C(CH;)3]" (100 %), 466 (23 %), 454 (22 %), 408 (20 %), 352 (60 %), 324 (52 %).

4.4. Postupy derivatizace adukta SO
4.4.1. Piiprava TBDMS derivatu

Pro derivatizaci aminokyselin a aduktid SO silylaCnim C¢inidlem pied jejich
analyzou plynovou chromatografii byl pouZit postup popsany v praci Mawhinney a
spol. (1986), ktery byl mirné¢ modifikovan. V uvedené praci je popsano pouziti
silylatniho ¢&inidla MTBSTFA, které vede ke vzniku ferc-butyldimethylsilyl
(TBDMS) derivatd. Jednotlivé vzorky standardi nebo vysuSeného hydrolyzatu
globinu byly pfed derivatizaci rozpustény ¢&i suspendovany v suchém DMF (100 ul) za
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pomoci ultrazvuku. Poté bylo do smési pfidano silyla¢ni ¢inidlo MTBSTFA (50 pl) a
smés byla zahfivana v uzavienych vialkach v termostatovaném bloku pfi 110 °C po
dobu 1 hodiny. Vzniklé TBDMS derivaty byly extrahovany do suchého heptanu (50
ul) a 1 ul této smési byl analyzovan metodou GC/MS nebo GC-FID.

4.4.2. Ostatni postupy derivatizace

Silylace TMS ¢inidlem byla provedena dle modifikovaného postupu, popsaném v
praci Moll a spol. (1999). Jednotlivé vzorky standardi byly pied derivatizaci
rozpustény ¢&i suspendovany v suchém DMF (50 ul) za pomoci ultrazvuku. Poté bylo
do smési pfidano silylaéni €inidlo [smés BSTFA + TMCS (50 ul)] a smés byla
zahfivana v uzavienych vialkach v termostatovaném bloku pfi 110 °C po dobu 1
hodiny. Vzniklé TBDMS derivaty byly extrahovany do suchého heptanu (50 ul) a 1 ul
této smési byl analyzovan metodou GC/MS.

Derivatizace chlormraven¢any byla provedena dle Huska (1991). Pted derivatizaci
byly pripraveny S mM roztoky standardu aduktii SO a aminokyselin rozpusténé v 0,1
M HCIL. Pro vlastni derivatizaci bylo vzato 15 ul roztoku standardu, do n€hoz bylo
postupné pridano 60 ul H,O, 40 ul smési ethanol/pyridin (4:1, v/v) a 5 ul
ethylchlormraven¢anu. Smés byla poté zamichana a ponechana stat 1-2 minuty. Po
uplynuti této doby do ni bylo pfidano 100 ulI chloroformu obsahujiciho 1 % pfidavek
ethylchlormravenfanu a smés byla opét michana po dobu 1 minuty. Vzniklé
chlormraven€anové derivaty byly vyextrahovany do spodni chloroformové faze, ktera
byla analyzovana metodou GC/MS (1 ul). V jiné modifikaci tohoto postupu byl
ethanol nahrazen heptafluorbutanolem a misto ethylchlormravencanu byl pouzit

izobutylchlormravencan.

4.5. Priprava Sarzi SO-modifikovanych lidskych globini (SO-Gb)

Plna lidska krev (10 ml) s pfidavkem protisrazeciho Cinidla (citrat sodny) byla
kwviili oddéleni krevni plazmy od erythrocytt centrifugovana pti 1000 x g po dobu 15
min. Po odstranéni krevni plazmy byly erythrocyty tiikrat promyty izotonickym
roztokem (30 ml). Erythrocyty byly nasledné hemolyzovany piidanim destilované
vody (5 ml) vultrazvukové lazni. Vysledny hemolyzat byl nafedén 0,15 M
fosfatovym pufrem o pH 7,4 na objem 50 ml. Do tohoto hemolyzatu byl nasledné
pfidan racemicky SO tak, aby vysledna koncentrace SO v hemolyzatu odpovidala
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molarnimu poméru SO/Gb 100:1. Dal3i alikvot nafedéného hemolyzatu byl inkubovan
s desetinasobné niz§im mnoZstvim racemického SO, molami pomér SO/Gb
v hemolyzatu v tomto pfipad& &inil 10:1. Smés byla inkubovana SO pfi pokojové
teploté po dobu 24 hod. Po této dob& byla do smési pfidana 2 % HCI v ledovém
acetonu (30 ml) a po chvili doslo k vysrazeni globinu, ktery byl nasledn€ promyt 3 x
30 ml ledového acetonu, potom 3 x 30 ml éteru a vysuSen pfi 60 °C ve vakuu.

Jiné Sarze vzorki SO-Gb byly pfipraveny inkubaci hemolyzatu lidského globinu s
opticky &istymi enantiomery (R)-SO a (S)-SO. Enantiomery SO byly do hemolyzatu
pfidany v takovém mnoZstvi, aby jejich vysledna koncentrace v inkubani smési
odpovidala molarnimu poméru SO/Gb cca 0,625:1. Dalsi postup inkubace globinu a
jeho nasledné izolace byl shodny s postupem uvedenym v pfedchozim odstavci.
Prehled vSech piipravenych sarzi SO-Gb je uveden v tabulce 4.

Kontrolni lidsky globin byl z plné krve izolovan postupem shodnym s pfipravou

SO-Gb. V tomto pfipadé€ inkubace hemolyzatu s SO samoziejmé nebyla provedena.

Tabulka 4. Piehled pfipravenych $arzi lidskych globini modifikovanych SO in vitro.

SO p;)i:iilzhl;igl:lbaci Molrni pomér SO/Gb Oznacdeni Sg;:li(::liﬁkovaného
racemat SO 100:1 SO-Gb 100:1
racemat SO 10:1 SO-Gb 10:1
(R)-SO 0,625:1 SO-Gb (R)-SO 0,625:1
(5)-SO 0,625:1 SO-Gb (5)-S0 0,625:1

4.6. Enzymaticka hydrolyza proteint

Enzymaticka hydrolyza byla provedena dle studie Mraze a spol. (2004). Vzorek
SO-modifikovaného globinu (SO-Gb, 5 mg) byl suspendovan ve vod€ (250 ul)
v ultrazvukové lazni. Do smési byl posléze ptidan 0,1 M fosfatovy pufr o pH 7,4 (250
ul) spolu s pridavkem 1 % suspenze enzymu Pronase® ve fosfatovém pufru o pH 7,4
(50 ul). Jednotlivé vzorky byly posléze zahfivany pifi 37 °C po dobu 24 hodin a
vysledny enzymaticky hydrolyzat byl nasledné prefiltrovan ptfes 0,45 um mikrofiltr
Ultrafree (Millipore). Takto pfipraveny hydrolyzat pak byl bud’ rovnou analyzovan

metodou LC/MS anebo byl vysuSen, podroben derivatizaci a analyzovan metodou
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GC/MS. V tomto ptipadé byl vzorek extrahovan do heptanu a 1 ul této faze byl

davkovan splitless do plynového chromatografu.

4.7. Kvalitativni a kvantitativni analyza adukta SO v SO-modifikovaném

lidském globinu metodou GC/MS

Pro kvantitativni analyzu metodou GC/MS byl hmotnostni detektor nastaven tak,
aby pracoval v médu selektivniho monitorovani iontd (SIM). Jednotlivé fragmenty
TBDMS derivati adukti SO byly monitorovany pii m/z 463 (zachyt adukti SO-Lys),
m/z 526 (zachyt adukti SO-Cys), m/z 534 (zachyt vnitiniho standardu SO-Cys-d8),
m/z 560 (zachyt aduktt SO-His) a m/z 568 (zachyt vnitiniho standardu SO-His-d8).

Za ucelem zkonstruovani kalibra&ni k¥ivky byl kontrolni lidsky globin v mnoZstvi
5 mg spikovan 100 ul , standardniho roztoku“ obsahujiciho smés adukti SO-Cys, SO-
Lys a SO-His o takové koncentraci, aby pfidané mnoZstvi kazdého z aduktii Cinilo: 0;
1, 2; 5, 10; 20; 50; 100; 200 a 500 nmol/vzorek. Dale bylo ke vzorku globinu pfidano
vzdy 100 ul roztoku obsahujiciho vnitini standardy SO-Cys-d8 a SO-His-d8 (pfidané
mnozstvi kazdého z obou vnitinich standardi €inilo 50 nmol). Jednotlivé vzorky byly
posléze zpracovany postupem shodnym se zpracovanim autentickych vzorkd.

VSechny analyzy byly opakovany tfikrat.

4.8. Vyvoj metody SPE vhodné k obohaceni hydrolyzitu lidského globinu o
adukty SO

Byly pfipraveny zakladni roztoky jednotlivych aminokyselin a adukti SO ve
fosfatovém pufru o pH = 8,0. Koncentrace aminokyselin (Ala, Val, Glu, Asp, Lys,
Ser, His a Thr) v té&chto zakladnich roztocich byla 10,8 mg/ml. Koncentrace méng
rozpustnych aminokyselin (Phe) byla 3,6 mg/ml a u Tyr a Trp 0,9 mg/ml. Dale byl
pfipraven zakladni roztok standardd (SO-Cys, SO-Lys a SO-His) o ¢ = 0,2 mg/ml. Z
t&chto zakladnich roztoku byl smichanim pfipraven standardni modelovy hydrolyzat
(dale jen ,MH") o nasledujicim sloZeni: koncentrace aminokyselin (Val, Ala, Leu,
Ser, Thr, Asp, Glu, His, Lys, Phe, Tyr a Trp) v ,,MH* €inila: 0,1 mg/ml, koncentrace
aduktd SO-Cys, SO-Lys a SO-His v ,,MH“ byla zvolena niz§i: 0,01 mg/ml. Celkova
koncentrace vSech aminokyselin a adukti vtomto ,MH“ byla tedy: 1,23 mg/ml.
Rozpoustédlem byl fosfatovy pufr o pH = 8,0. Dale byl pfipraven roztok vnitiniho

standardu norleucinu o ¢ = 0,2 mg/ml (vzhledem k tomu, Ze tyto vzorky byly nasledné
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analyzovany metodou GC-FID, tak jako vnitini standardy nemohly byt pouZity
deuterované analogy adukti SO-Cys a SO-His, ale byla pouzita aminokyselina
norleucin).
4.8.1. Vybér nejvhodnéjsiho sorbentu

Byly testovany SPE kolonky s riznymi sorbenty (tabulka 5), které byly k dispozici
ve velikosti 100 mg/3 ml, kromé& SPE kolonek Strata-X a Oasis-HLB, které byly ve
velikosti 60 mg/3 ml.

Tabulka 5. Piehled testovanych SPE kolonek.

Vyrobce SPE kolonka Typ sorbentu
Strata C-18 oktadecyl-
Strata C-8 oktyl-
Strata Ph fenyl-
Phenomenex Strata NH2 amino-
Strata CN kyano-
Strata-X polystyren-divinylbenzen
Strata SDB-L polystyren-divinylbenzen
Waters Oasis-HLB vinylpyrrolidon-polystyren-divinylbenzen
Discovery DSC C-18 oktadecyl-
Discovery DSC C-8 oktyl-
Supelco Discovery DSC Ph fenyl-
Discovery DSC NH2 amino-
Discovery DSC CN kyano-

SPE kolonky byly nejprve kondicionovany 2 x 1 ml MeOH a posléze 2 x 1 ml
H,0. Po aplikaci vzorku ,MH" (1 ml) byly kolonky promyty vodou (3 x 1 ml). To
zpusobilo vymyti vét§iny aminokyselin, které se na sorbentu nezachytily. Po promyti
kolonek byly zachycené adukty eluovany 1,8 ml smési organickych rozpoustédel (dale
jen ,elu¢ni ¢inidlo*) o sloZzeni: MeOH/acetonitril/0,1 % trifluoroctova kys., 45/45/10,
v/v/v. Po aplikaci vzorku byly jednotlivé 1 ml frakce proteklé kolonkami zachycovany
do vialek. Poté bylo do kazdé vialky pfidano 30 ul roztoku obsahujiciho vnitini

standard norleucin o ¢ = 0,2 mg/ml. Roztok ve vialce byl posléze vysuSen za vakua
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v Gyrovapu (70 °C) a uschovan v suchu. Tésné pfed m&fenim byl vzorek rozpustén
v 50 ul suchého N N-dimethylformamidu, bylo k nému pfidano 25 ul silylaéniho
¢inidla (MTBSTFA) a vzorek byl zahfivan v termostatovaném bloku pfi 110 °C po
dobu 1 hodiny. Zpracovany vzorek byl nasledné ochlazen, extrahovan do 100 ul
suchého heptanu a 1 ul této heptanové faze byl ihned davkovan splitless do systému

GC-FID.

4.8.2. Optimalizace metody SPE
Tato optimalizace byla provadéna vyhradné na kolonkach Strata-X 60 mg/3 ml.

4.8.2.1. Studium pribéhu extrakce a optimalizace objemu vzorku

Byl pfipraven roztok ,MH“ o celkové koncentraci aminokyselin a adukti 1,0
mg/ml. Na sérii kolonek Strata-X 60mg/3ml byly naneseny rizné objemy vzorku
~MH“ vrozmezi od 0,25 ml az do 2,0 ml. Po naneseni vzorku byly kolonky
promyvany postupné 7 x 1 ml vody a poté 3 x 1 ml ,.elu¢niho ¢inidla“. Protekly eluat
byl sbiran do vialek vzdy po 1 ml. Do kazdé vialky s eluatem bylo poté piidano 30 pl
roztoku obsahujiciho vnitini standard (norleucin), vzorek byl vysuSen v Gyrovapu a

dale zpracovan tak, jak je uvedeno v kapitole 4.8.1.

4.8.2.2. Optimalizace objemu vody vhodného k promyti kolonek

Postup prace byl opét prakticky shodny s postupem uvedenym v piedchozim
odstavci, jen s tim rozdilem, Ze nanaSeny objem vzorku ,MH" byl zde stale konstantni
(0,5 ml), ale ménil se objem vody pouzité v promyvacim kroku. Vzorky byly promyty
bud’ 3 ml ¢i 5 ml nebo 7 ml vody. Zachycené adukty byly opét eluovany vzdy 3 ml
»eluéniho Cinidla®. Protekly eluat byl sebran a poté bylo do n€ho pfidano 30 pl
roztoku obsahujiciho vnitini standard. Po\vysu§eni vzorku v Gyrovapu bylo jeho dalsi

zpracovani bylo shodné s postupem uvedenym v kapitole 4.8.1.

4.8.2.3. Optimalizace koncentrace aminokyselin ve viorku

Byla pfipravena série roztoku , MH“ o celkové koncentraci aminokyselin a aduktt
v rozmezi 1 mg/ml, 2 mg/ml a 4 mg/ml, pfiCemz dil¢i koncentrace adukti v ,MH*
byla ve vSech sériich stejna: 0,01 mg/ml. Objem nanaSené¢ho vzorku ,MH® na
kolonky byl zvolen v rozmezi 1 — 4 ml pro ¢ (,, MH*) = 1 mg/ml, dale 0,5 — 2,5 ml pro
¢ (,MH“) =2 mg/ml a 0,25 — 1,25 ml pro ¢ (,, MH*) = 4 mg/ml. Znamena to tedy, ze
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na kolonky bylo naneseno takové mnoZstvi aminokyselin a adukti, které odpovidalo 1
a? 5 mg vzorku. Po naneseni vzorku byly kolonky promyty 7 ml vody a zachycené
latky byly poté eluovany 3 ml ,elu¢niho &inidla“. Protekly eluat byl sebran, poté bylo
do ného piidano 30 ul roztoku obsahujiciho vnitini standard, vzorek byl vysuSen

v Gyrovapu a dale zpracovan tak, jak je uvedeno v kapitole 4.8.1.

4.8.3. Aplikace metody SPE na vzorky hydrolyzatu lidského globinu

Tento postup byl proveden na kolonkach Strata-X 60 mg/3 ml. Byl pfipraven
,,standardni roztok* obsahujici smés adukti SO-Cys, SO-Lys a SO-His. Koncentrace
jednotlivych adukti SO ve ,standardnim roztoku“ byla 5 mM. Dale byl pfipraven
pronazovy hydrolyzat lidského kontrolniho globinu o ¢ = 5 mg/ml (tento hydrolyzat
byl pfipraven dle postupu uvedeného v kapitole 4.6.1).

Za ucelem sestrojeni kalibra¢ni kiivky byly vzorky hydrolyzatu lidského globinu
(1 ml) spikovany takovym objemem ,,standardniho roztoku“, aby mnozstvi ptidanych
aduktd SO ¢&inilo: 0; 0,1; 0,2; 0,5; 1; S; 10; 50; 100 a 500 nmol/vzorek. Tyto vzorky
byly posléze naneseny na pfedem kondicionované SPE kolonky, promyty 3 ml, 5 ml
nebo 7 ml vody. Zachycené adukty byly vymyty 3 ml ,.eluniho €inidla“, do eluatu
bylo pfidano 30 ul roztoku obsahujiciho vnitini standard, vzorek byl vysuSen
v Gyrovapu a dale zpracovan jak je uvedeno v kapitole 4.8.1. Kazdy vzorek slouZici
jako jeden kalibracni bod byl zméfen tiikrat. Jako srovnavaci standard pro vypocet
- vytézkl extrakce slouzily ty samé vzorky hydrolyzatu spikované danym objemem
,,standardniho roztoku“, kfefé nebyly naneseny na SPE kolonku, ale jinak byly

zpracovany stejnym zpusobem.

4.8.4. Stanoveni aduktu SO v SO-modifikovaném lidském globinu metodou SPE
Toto stanoveni bylo provedeno na kolonkach Strata-X Giga Tubes o velikosti 1
g/12 ml. Byl stanoven obsah adukti SO ve vzorcich SO-Gb. Enzymatickou hydrolyzu
vzorkii SO-Gb pronazou bylo zde nutno provést ve vé&t§im méfitku (80 mg vzorku
bylo hydrolyzovano v 16 ml rozpoustédla). Vzhledem k velké navazce vzorku a
naslednému velkému objemu hydrolyzatu nebylo mozno provést filtraci hydrolyzatu
na 0,45 um mikrofiltrech Ultrafree. Filtrace tedy byla provedena na frité o porozité ¢.
4. SPE kolonky Giga Tubes byly kondicionovany 2 x 16 ml MeOH a posléze 2 x 16
ml H,0. Po naneseni vzorku ¢irého hydrolyzatu (16 ml) byly kolonky promyty vodou
(48 ml). Po promyti kolonek byly zachycené adukty eluovany 24 ml _elu¢niho

50



&inidla®. Do eluétu bylo posléze ptidano 30 ul roztoku obsahujiciho vnitini standard
(norleucin), vzorek byl zakoncentrovan v rotacni vakuové odparce a poté vysuSen v

Gyrovapu a dale zpracovan tak, jak je uvedeno v kapitole 4.8.1.

4.9. Polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE)
4.9.1. Priprava polyakrylamidového gelu
Zakladni roztoky pufru, monomeru akrylamidu a polymeriza¢nich Cinidel byly
pripraveny dle instrukci vyrobce pfistroje pro gelovou elektroforézu (Tabulka 6).
Roztoky byly skladovany v lednici (4 °C). Zakladni roztok akrylamidu byl
obméiiovan kazdych 30 dni. 10 % roztok APS byl pfipravovan denné Cerstvy. Vlastni
gely byly pfipravovany ve velikosti: 80 mm vy$ka, 90 mm $itka a 0,75 mm tloustka.
Slozeni polymerizaéniho roztoku potfebného pro pripravu 4 % startovniho gelu a 20

% déliciho gelu je uvedeno v tabulce 7.

Tabulka 6. Slozeni zakladnich roztokt a pufri potfebnych pro SDS-PAGE.

Nazev roztoku &i pufru Slozeni
29,2 lamid
30 % wiv akrylamid/Bis (100 ml) 2 g akrylamid
0,8 g methylen bis-akrylamid (Bis)
18,15 g Tris

1,5 M Tris-HCI, pH = 8,8 (100 ml)
uprava pH na 8,8 pomoci 6 M HCI

6 g Tri
0,5 M Tris-HCI, pH = 6,8 (100 ml) g s
uprava pH na 6,8 pomoci 6 M HCI

3,75 ml deionizované vody
1,25 ml 0,5 M Tris-HCI, pH = 6,8
startovni puft (9,5 ml) 2,5 ml glycerol

2,0 ml 10 % w/v SDS
1 mg bromfenolova modf
30,3 g Tris
10 x elektrodovy pufr (500 ml) 144,0 g glycin
10,0 g SDS

Polymerizace déliciho gelu byla iniciovana pfidanim 50 ul 10 % APS a 5 ul
TEMED do 10 ml gelu. Pro polymerizaci 10 ml startovniho gelu bylo do né&j ptidano
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50 ul 10 % APS a 10 ul TEMED. Ihned po iniciaci polymerizace byly gely nality do

sklenéné formy, kde béhem 1 hodiny ztuhly.

Tabulka 7. Pfiprava geld (10 ml), viechny objemy jsou uvedeny v ml.

Gel (%) | Deionizovana voda 30 % akrylamid/Bis Pufr * 10 % w/v SDS
4 6,1 1,3 25 0,1
20 0,7 6,7 2,5 0,1

* pro pripravu déliciho gelu byl pouzit pufr 1,5 M Tris-HC1, pH = 8,8 a pro pfipravu startovniho
gelu byl pouzit pufr 0,5 M Tris-HCI, pH = 6,8.

4.9.2. Elektroforéza SO-modifikovaného lidského globinu

80 ml 10 x elektrodového pufru bylo nafedéno na desetinasobny objem piidanim
720 ml deionizované vody. Vysu$ené vzorky proteind (1-0,5 mg) byly rozpustény v
950 ul startovniho pufru, do kterého bylo nasledné pfidano 50 x4l 2-merkaptoethanolu.
Vzorky byly nasledné kratce zahtfaty na teplotu 97 °C po dobu 4 minut a po
vychlazeni naneseny na 4 % startovni gel do pfedem pfipravenych jamek.

Vlastni elektroforéza byla provedena ve 20 % délicim gelu, pfipojeném na napéti
300 V po dobu 50 minut. Po ukoneni elektroforézy a vyjmuti gelu byly proteiny v
gelu obarveny stiibrem dle metody Yan a spol. (2000). Po obarveni byly platky gelu

vysuSeny napnuté mezi dvéma foliemi celofanu a uschovany v suchu.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1. P¥iprava standardi jednotlivych adukti SO s aminokyselinami
Standardy aduktd SO s aminokyselinami cysteinem, histidinem a lysinem byly
pfipraveny jednoduchou alkylaci aminokyselin nebo jejich Na-Boc chranénych
derivatd molekulami SO ve vodném prostiedi. Tento zpisob syntézy mél za nasledek
vznik smé&si riznych regioizomerd pfislusnych aduktd. Jednotlivé regioizomery bylo
proto nutno nasledné ze smési izolovat semi-preparativni HPLC. Po ur€eni struktury
Cistych regioizomeri NMR technikami byly tyto latky pouzity piedevsim jako
standardy k identifikaci a kvantifikaci aduktd SO v SO-modifikovaném lidském

globinu.

5.1.1. Adukty SO-Cys
5.1.1.1. Syntéza aduktic SO-Cys

Postup piipravy aduktd SO-Cys, jmenovité smési dvou jejich regioizomerd S-(1-
fenyl-2-hydroxyethyl)cysteinu 1 a S-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)cysteinu 2, byl poprvé
popsan v praci Yagen a spol. (1984). Jejich nasledovnici publikovali dopliiujici data o
hmotnostnich spektrech téchto latek (Chakrabarti, 1996). Vzhledem k tomu, Ze
plvodni postup pfipravy aduktd SO-Cys byl velmi zdlouhavy a zbytené sloZity, tak
jsem tento postup vylepsil zavedenim triethylaminu do reaké&ni smési misto 1 M
NaOH pouzitého v pivodnim postupu. Vysledné adukty SO-Cys byly z mate&ného
roztoku jednoduSe vysraZeny acetonem. Thiolova skupina cysteinu byla ve vodné
reakéni smési pfimo alkylovana molekulou SO. Triethylamin zde slouZil jako bazicky
katalyzator, ktery deprotonizaci thiolové skupiny umoZznil jeji nukleofilni reakci s
epoxidovou skupinou SO. Diky vysoké reaktivité thiolové skupiny probihala reakce
dostateCn€ i za pokojové teploty a reak¢ni smés nebylo nutno zahfivat. Za téchto
podminek nebyla pozorovana Zadna tvorba vedlejSich a neZzadoucich produkti reakce
SO napf. s a-amino skupinou nebo s karboxylovou skupinou cysteinu, a proto nebylo
nutno tyto dvé& skupiny cysteinu blokovat pied alkylaci SO n¢jakou chranici skupinou.

Na obrazku 2 je znazornéna semi-preparativni HPLC analyza produkti vzniklych
reakci (R)-cysteinu s jednotlivymi enantiomery (S)-SO, (R)-SO a s racemickym SO.
Jednotlivé adukty SO-Cys byly monitorovany UV detektorem pfti 220 nm. Z obrazku
2 je patrné, ze reakce (R)-cysteinu s (5)-SO poskytla dva produkty, odpovidajici
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pfitomnosti dvou pikii, kdezto reakce (R)-cysteinu s (R)-SO poskytla jiné dva
produkty, odpovidajici pfitomnosti dvou pikii o jinych retenénich Casech nez
predchozi dva produkty. HPLC analyzou produkti reakce (R)-cysteinu s racemickym
SO pak byly ziskany &tyfi dobfe oddélené piky, které mély retenCni Casy identické s
predchozimi produkty. HPLC analyza tedy prokazala, ze bazicky katalyzovana reakce
(R)-cysteinu s jednotlivymi enantiomery SO probiha Sx2 mechanismem. Celkovy

prabéh této reakce je naznaCen ve schématu 2.

Schéma 2. Reakce (R)-cysteinu s enantiomery (R)-SO a (5)-SO: i) H,O/triethylamin,
25 °C.

H Ph

Q i) HO_MX COOH HO COOH
s D HONNg OO0 HO g
+ PH H,N H PAH HN H
(R)-SO (sz)-l (RvR)'g
HS "y COOH
H,N H
(R)-Cys Ph H
+ o HO___X COOH HO COOH
|
e D O Ng A 4
H H,N H H Ph H,N H
(S)-sO (RR)-1 (S.R)-2

Takovyto priibéh reakce je v souladu s pozorovanim Yagena a spol. (1984), ktefi
ve své studii prokazali Sy2 mechanismus u reakce N-acetyl-L-cysteinu s SO. Ze Sn2
mechanismu vyplyva, ze béhem bazicky katalyzované reakce thiolové skupiny s
molekulou SO dochazi ke vzniku dvou regioizomeri [S-(1-fenyl-2-
hydroxyethyl)cysteinu a S-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)cysteinu], a to v zavislosti na tom,
na kterém ze dvou stereogennich epoxidovych uhlikii (a nebo P) reakce probé&hne.
Pokud tato reakce probéhne na a-uhliku, dojde zarovefi k inverzi jeho absolutni
konfigurace, zatimco pokud reakce prob&hne na P-uhliku, tak jeho absolutni
konfigurace zustane zachovana (Linhart, 2001). Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé
regioizomery aduktd SO-Cys obsahuji dvé stereogenni centra (jedno centrum je na o
nebo B uhliku pochazejicim z pivodni molekuly SO a druhé centrum je na uhliku
pochazejicim z molekuly cysteinu), mohou oba dva regioizomery S-(21HPE)cystein a

S-(22HPE)cystein poskytovat celkem ¢&tyfi mozné diastereomery, coz bylo dobie
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prokazano jejich HPLC analyzou (obrazek 2). Bylo prokazano, Ze reakce (R)-cysteinu
s (S)-SO poskytla dva produkty, odpovidajici pfitomnosti dvou regioizomerti: (R,R)-S-
(21HPE)cysteinu (R,R)-1 a (S,R)-S-(22HPE)cysteinu (S,R)-2, kdezto reakce (R)-
cysteinu s (R)-SO poskytla taktéz dva produkty, odpovidajici pfitomnosti dvou jinych
regioizomerd: (S,R)-S-(21HPE)cysteinu (S,R)-1 a (R,R)-S-(22HPE)cysteinu (R,R)-2.
HPLC analyzou produkt reakce (R)-cysteinu s racemickym SO pak byly oviem
ziskany C&tyfi dobfe oddélené piky, odpovidajici produktiim, které eluuji v tomto
pofadi: (R,R)-1, (RR)-2, (S,R)-2 a (S,R)-1. Tvorba adukti SO-Cys tedy probehla
stereospecificky. Za zminku stoji i to, Ze Gsp&§na HPLC analyza &ty diastereomerd
adukti SO-Cys vedouci k jejich dobré separaci nebyla dosud nikde popsana (Jagr,
2004).

Pii HPLC analyze vSech &ty SO-Cys diastereomert byla zjisténa zajimava
zavislost rozdila v retenCnich Casech téchto diastereomert v zavislosti na vzdalenosti
obou stereogennich center v jejich molekulach. Rozdily v reten¢nich asech a tim i
rozliSeni jednoho paru diastereomerti: (R,R)-1, a (S,R)-1 byly vétsi nez rozliSeni v
pfipadé druhého paru diastereomerd: (R,R)-2 a (S,R)-2. V prvnim pfipadé byla totiz
ob€ stereogenni centra od sebe vazana jen pfes tii kovalentni vazby, kdezto ve druhém

pfipadé byla ob¢& centra vazana pfes Ctyfi kovalentni vazby.

5.1.1.2. Charakterizace struktury aduktic SO-Cys

Jednotlivé diastereomery adukti SO-Cys: (R,R)-1, (S,R)-1, (R,R)-2 a (S,R)-2 byly
ze smesi izolovany semi-preparativni HPLC na koloné Synergi-Polar RP. Struktura
t&chto aduktd byla nasledng urena technikou 'H-NMR. Jednotlivé signaly aduktd
byly pfifazeny k pfislu§nym atomiim s pomoci softwarového programu "'H- and ’C-
NMR predictor" (CS ChemNMR Pro 5.0, www.upstream.ch, Curych, Svycarsko) a
podle obecné platnych pravidel pro pfifazovani signali protoni vodikd. Jednotlivé
regioizomery S-(21HPE)cysteinu a S-(22HPE)cysteinu byly snadno rozpoznatelné
podle charakteristickych posuni ¢ signalu jejich vodiki, zejména vodikii vazanych na
uhliky pochazejici z epoxidické skupiny SO: Ha a HB. Chemické posuny téchto
vodikti jsou nejen pro adukty SO-Cys, ale i pro ostatni zkoumané adukty SO-Lys a
SO-His shrnuty v tabulce 8.

Signal vodiku Ho (CHCHOHPh) regioizomeru 2 byl ve srovnani s
regioizomerem 1 posunut smérem k vy$§im hodnotam ppm cca o 0,68 ppm k hodnoté

0 = 4,66 ppm, zatimco signal vodiku HB (CH,CHOHPh) byl posunut smérem k niz§im

55



hodnotdm ppm cca o 0,95 ppm k hodnoté¢ & = 2,76 ppm. Mezi jednotlivymi
diastereomery byly pozorovany jen velmi malé, témé& zanedbatelné rozdily v
hodnotach chemickych posund 8. Tak napf. pro nazornost, hodnota J dubletu vodiku
nalezejicimu skupiné SCH, v diastereomeru (R,R)-1 Cinila 2,65 a 2,95 ppm, zatimco

ve druhém diastereomeru (S,R)-1 byla mirné odlisna: 2,67 a 2,82 ppm.

Tabulka 8. Chemické posuny vyznanych protoni vodiku v21HPE a 22HPE
regioizomerech aduktd SO-Cys, SO-Lys a SO-His.

Typ regioizomerie Slouéenina | 4 (H1) =Ha (ppm) | 6 (H2)=Hp (ppm)
(R,R)1 3,71 3,71
(S,R)-1 3,71 3,71
21HPE S,5)3 4,29 3,75
R (R,S)3 4,29 3,75
O)ﬁ/" " (S.5)-5 5,56 3,87 2 4,08
(R,S)-5 5,52 4,02
(S,5)-1 5,60 3,9724,15
(R,S)7 5,59 3,98a4,15
(R,R)2 4,66 2,76
(S,R)-2 4,66 2,76
22HPE (R,S)4 4,90 2982313
oH (5,5)4 4,90 2,982a3,13
0)1\2/ i (RS)6 4,91 4182431
(5,5)-6 491 4,182 435
(R,S)8 4,89 4,18 a 4,34
(S,5)-8 491 4,17 a 4,35

Jakmile byla struktura obou regioizomert: 1 a 2 jednoznaéng uréena technikou 'H-
NMR, interpretace hmotnostnich spekter téchto aduktt se stala mnohem snadnéjsi. V.
LC/MS spektru regioizomeru 2 bylo mozno pozorovat fragment o m/z = 135 ([M+H-
CHOHPh]", charakteristicky pouze pro tento regioizomer. Dalsi fragment,
charakteristicky pro regioizomer 1, bylo moZno pozorovat v. GC/MS spektrech
TBDMS derivati adukti SO-Cys. Zatimco v GC/MS spektru derivatu 1-(TBDMS);
bylo moZno pozorovat fragment [CHPhCH,OTBDMS]" o m/z = 235 (obrazek 5),

56



vznikly $té€penim C-S vazby, ve spektru druhého regioizomeru 2-(TBDMS); nebyl

pozorovan zadny fragment, ktery by mohl vzniknout podobnym zpisobem.

Obrizek 5. GC/MS spektrum TBDMS derivatu S-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)cysteinu

(nahote) a schéma znazortiujici pravdépodobny pribéh fragmentace derivatu (dole).
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Pii syntéze adukti SO-Cys ve vodném roztoku obsahujicim triethylamin byl
ziskan produkt, ktery se skladal ze smé&si dvou regioizomerli. V tomto produktu
pfevaZzoval S-(21HPE)cystein nad S-(22HPE)cysteinem a to v poméru cca 3:1. Byly

vyzkouseny i niizné modifikace postupu syntézy adukti SO-Cys, zejména Uprava pH
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reak&ni smési pridavkem NaOH tak, aby pH reakéni smési bylo cca 9,0. Timto
zpasobem bylo dosaZeno zmény poméru mezi S-(21HPE)cysteinem a S-
(22HPE)cysteinem v produktu na 1,2:1. Pokud byl cystein alkylovan SO v jesté vice
alkalickém prostiedi (pH cca 11), pak ve vysledném produktu pfevazoval naopak S-
(22HPE)cystein nad S-(21HPE)cysteinem, a to v poméru cca 2:1. Tato pozorovani
jsou vesmés v souladu s udaji uvedenymi ve studii Hemminki (1986), ktery provadél
alkylaci cysteinu SO v pufru o pH = 7,4. Vysledny pomér mezi S-(21HPE)cysteinem
a S-(22HPE)cysteinem ¢inil 2:1.

5.1.2. Adukty SO-Lys
5.1.2.1. Syntéza aduktit SO-Lys

Adukty SO s lysinem (SO-Lys) byly syntetizovany ptimou alkylaci Na-Boc-
lysinu styren-7,8-oxidem, nasledovanou odstranénim Na-Boc skupiny kyselinou

trifluoroctovou. Prubéh této reakce je prezentovan ve schématu 3.

Schéma 3. Reakce Na-Boc-(S)-lysinu s enantiomery (R)-SO a (§5)-SO: i)
H,O/triethylamin, 80 °C; ii) TFA.

H H PhH
" o iy HO/YN _COOH Ho NN _COOH
PH PR H H,N H + H,N H
* (R-sO (5,913 (RS)4
HQNMCOOH
HN H
Boc Ph H
Boo{(S)-Lys H HH
+ F’h""/ég\ ﬂ)__. HO/YN\/\/YCOOH HO)\/N . COOH
¥ H Ph Ho,N H + H,N H
(S)-SO (R.S)3 (5,514

Na rozdil od reakce SO s volnym cysteinem, jehoz funk&ni skupiny nebylo
potieba diky zvolenym reakénim podminkam chranit, v pfipadé alkylace lysinu bylo
nutno chranit jeho a-amino skupinu tak, aby tato skupina nemohla byt za zvySené
teploty reak¢éni smési alkylovana a aby reakce probihala pouze na e-amino skupiné
lysinu. Z diivodu mensi reaktivity e-amino skupiny lysinu ve srovnani s thiolovou
skupinou cysteinu bylo totiZ nutno pouZit vyssi teplotu reak&éni smési pro uspé&snou

alkylaci lysinu (80 °C). Za téchto podminek nebyla pozorovana reakce SO s
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karboxylovou skupinou lysinu za vzniku esteri (pfipadn& pfislusné estery vznikaly,
ale v zanedbatelném mnoZstvi nebo byly nestabilni), takZe tuto skupinu nebylo nutno
v kone&ném diisledku chranit. Pokud byla reakce provadéna za pokojové teploty, tak
probihala velmi pomalu a s nizkymi vyt&zky produktu (pod 1 %). ProdlouZeni doby
reakce ze 16 na 48 hodin nevedlo ke zvy3eni vyt&zku aduktd SO-Lys (po 16 hodinach
&inil vytézek cca 30 %), protoze dochazelo k nasledné alkylaci jiz vzniklych aduktd
SO-Lys na dvojnasob alkylované nezadouci vedlejsi produkty, adukty bis-SO-Lys,
nadbytkem nezreagovaného SO pfitomného v reakéni smési. Snizeny vytézek aduktu
SO-Lys byl pozorovan i tehdy, pokud byla zvolena vy§si teplota reakéni smési (>100
°C), pravdépodobné kwviili rychlé degradaci molekuly SO.

Vyslednou smés bylo po odbourani Na-Boc skupiny kyselinou trifluoroctovou
nejprve tfeba precistit od necistot tvofenych zbytky nezreagovaného lysinu a dal§imi
degrada¢nimi produkty. K tomu se vyborné hodila chromatografie na sloupci
naplnéném silikagelem. Timto zpusobem ale nebylo mozno od sebe oddélit jednotlivé
izomery 3 a 4. Tyto izomery byly proto nasledné izolovany semi-preparativni HPLC
na koloné Synergi-Polar RP. Na obrazku 3 je ukazana HPLC separace aduktii SO-Lys
vzniklych reakci Na-Boc-(S)-lysinu s jednotlivymi enantiomery SO i s racemickym
SO. Na tomto obrazku je zietelné vidét, ze na pouzité HPLC koloné sice dochazelo k
oddéleni jednotlivych regioizomert 3 a 4, ale kolona uz nebyla schopna vzajemné
separovat jednotlivé diastereomery (R,S)-3 od ($,5)-3 a (R,S)-4 od (§,5)-4. Tato
skuteCnost se da vysvétlit vétsi vzdalenosti dvou stereogennich center v piipadé
adukti SO-Lys, mezi kterymi se nachazi 6 kovalentnich vazeb u diastereomert (R,S)-
3 a ($,5)-3 ¢i 7 kovalentnich vazeb u diastereomert (R,S)-4 a (S,5)-4.

Pro tvorbu adukti SO-Lys alkylaci Na-Boc-lysinu molekulou SO bylo zvoleno
alkalické prostiedi za pfitomnosti triethylaminu. Analogicky k reakci, kterou vznikaly
adukty SO-Cys, kde byl prokazan Sn2 mechanismus reakce, lze usuzovat, ze i
alkylace Na-Boc-lysinu probihala Sn2 mechanismem. V tomto pfipadé by reakci Nao-
Boc-(S)-lysinu s (R)-SO vznikly dva produkty, odpovidajici pfitomnosti dvou
regioizomeru: (S,5)-Ne-(21HPE)lysinu (S,5)-3 a (R,S)-Ne-(22HPE)lysinu (R,S)-4,
zatimco reakce No-Boc-(S)-lysinu s (5)-SO by poskytla taktéz dva produkty,
odpovidajici pfitomnosti dvou jinych regioizomeru: (R,S)-Ne-(21HPE)lysinu (R,S)-3 a
(§,8)-Ne-(22HPE)lysinu (S,5)-4. Pomér regioizomerd 3 a 4 ve smési urCeny HPLC-
UV analyzou byl 1,3 : 1,0 pro produkty vzniklé jak z (R)-SO, tak i z (5)-SO. Byla
vyzkousena i alkylace Na-Boc-(S)-lysinu styren-7,8-oxidem v prostfedi 0,1 M NaOH.
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Za téchto podminek vznikal témé&f vyhradné jen jeden regioizomer: 3, kdeZto
mnozstvi vzniklého druhého regioizomeru 4 bylo prakticky zanedbatelné (pomér mezi

3 a 4 byl v tomto pfipad& cca 50:1). T '

5.1.2.2. Charakterizace struktury adukti SO-Lys

Struktura jednotlivych regioizomerti 3 a 4 byla jednozna¢né urCena diky pouZiti
techniky 'H-NMR. Hodnoty chemickych posuni (§) vodiki Ho a HB
charakteristickych pro jednotlivé regioizomery 3 a 4 jsou prezentovany v tabulce 2. V
piipadé aduktid SO-Lys byly pro tyto vodiky pozorovany podobné posuny jako u
adukti SO-Cys. Tak signal Ha v 4 byl ve srovnani s druhym regioizomerem 3
posunut smérem k vy$§im hodnotam ppm o cca 0,61 ppm k hodnoté 6 = 4,90 ppm,
zatimco signal HB byl posunut smérem k niz§im hodnotam ppm: 2,98 a 3,13. V 'H-
NMR spektrech byly pozorovany prakticky zanedbatelné rozdily (v rozsahu cca *
0,04 ppm) mezi 'H-NMR spektry diastereomerd (R,S)-3 a (S,5)-3, respektive mezi
RS)-4a (5,94

Po jednozna¢ném urceni struktury obou SO-Lys regioizomeru 3 a 4 bylo mozno
snadno interpretovat jejich hmotnostni spektra. V. GC/MS spektrech TBDMS derivatu
adukti SO-Lys se daly pozorovat fragmenty charakteristické pro jednotlivé
diastereomery. Zatimco v GC/MS spektru derivatu 3-(TBDMS); bylo mozno
pozorovat pro tento regioizomer charakteristicky fragment o m/z = 463, vznikly
odstépenim [CH,OTBDMS]" skupiny, ve spektru druhého regioizomeru 4-(TBDMS);
byl pozorovan zcela jiny charakteristicky fragment o m/z = 387, vznikly odstépenim
[CHPhOTBDMS]" skupiny. Oba dva fragmenty charakteristické pro jednotlivé
regioizomery byly navic v GC/MS spektrech nejintenzivnéjsi, coz bylo dale vyuzito k
jejich velmi citlivému a selektivnimu kvantitativnimu stanoveni metodou GC/MS
pracujici v SIM médu. Za zminku zde stoji i to, Ze postup piipravy adukti SO-Lys a
charakterizace jejich struktury nebyl dosud nikde popsan (Jagr, 2005b).

5.1.3. Adukty SO-His
5.1.3.1. Syntéza adukti SO-His

Molekula histidinu obsahuje ve své imidazolové skupiné dva dusikové atomy (N=n
a Nt1). Oba dva dusikové atomy mohou reagovat s alkyla¢nim cinidlem, pfi tom
dochazi ke vzniku dvou druhii regioizomeri: Nzt a Nt. Diky moZnosti vzniku dalSich

dvou regioizomeru u aduktu histidinu se styren-7,8-oxidem (21HPE a 22HPE) miZe v
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jejich ptipadé dojit ke vzniku dvojnasobného podtu regioizomerd nez je tomu u
adukt SO-Cys a SO-Lys (tabulka 3).

Tvorba adukth SO-His, jak u polyaminokyselin, tak i u globinu inkubovaného in
vitro s SO, byla popsana v n&kolika studiich (Hemminki, 1986; Kaur, 1989; Badghisi,
2002; Basile, 2002), avSak dosud nebyl publikovan Zzadny postup pfipravy a izolace
téchto aduktd v &istém stavu. Dosud byla popsana jen pfiprava adukti histidinu s
jinymi alkyladnimi &inidly. Tak Calleman a Campbell syntetizovali adukty histidinu s
ethylenoxidem a propylenoxidem. V tomto pfipadé bylo pozorovano, ze imidazolovy
atom dusiku Nt byl témito Cinidly snadnéji alkylovan nez druhy imidazolovy atom
dusiku Nz. Délo se tomu tak pravdépodobné ze sterickych pfiCin. Ve vysledném
produktu pak prevazovaly Nt adukty nad Nz adukty (Calleman, 1979; Campbell,
plynem. V tomto pfipad€ byl jako vychozi surovina pouzit methylester Na-Boc-L-
histidinu, ktery byl alkylovan 2-(2-ferc-butyloxyethylthio)ethyl chloridem (Noort,
1997). Také zde byla pozorovana alkylace obou imidazolovych dusikii vedouci ke
vzniku obou druhti regioizomert (N7 a Nt).

V této praci byly adukty SO s aminokyselinou histidinem (SO-His) pfipraveny
pfimou alkylaci Na-Boc-(S)-histidinu styren-7,8-oxidem v alkalickém prostfedi. Poté
byla Na-Boc skupina odbourana v kyselém prostiedi kyseliny trifluoroctové. Priibéh
této reakce je znazornén ve schématu 4. Podobné jako v piipadé syntézy adukti SO-
Lys, tak i v tomto pfipadé byla Na-amino skupina histidinu chranéna, aby nemohla
byt alkylovana molekulami SO a aby reakce probihala pouze na imidazolovych
atomech dusiku (N= ¢i N7). Z diivodu relativné mensi reaktivity imidazolovych atomu
dusiku bylo nutno zvolit vyssi teplotu reak¢ni smési pro alkylaci (80 °C). Za téchto
podminek téz nebylo pozorovano, Zze by probihala reakce SO s karboxylovou
skupinou histidinu ve vyznamném méfitku, takze tuto funkEni skupinu nebylo nutno
chranit.

Podminky reakce (teplota reakéni smési, doba reakce a relativni mnoZzstvi SO vuci
Na-Boc-(S)-histidinu) byly optimalizovany tak, aby bylo dosazeno co nejvysSiho
vytézku pozadovanych adukti SO-His (vytéZek &inil cca 34 %). Podobné jako v
pfipadé€ aduktd SO-Lys, i zde byla pii delSi dobé reakce nebo pii vét§sim nadbytku SO
pozorovana tvorba dvojnasob alkylovanych nezadoucich vedlejSich produkti bis-SO-
His.
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Schéma 4. Reakce Na-Boc-(S)-histidinu s enantiomery (R)-SO a (S$)-SO: i)
H,O/triethylamin, 80 °C; ii) TFA.
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Smés ziskanou po odbourani Na-Boc skupiny kyselinou trifluoroctovou bylo
nejprve tfeba predCistit od nelistot tvofenych zbytky nezreagovaného histidinu,
dvojnasob alkylovanymi adukty histidinu a dal§imi degrada¢nimi produkty. Toto
predCisténi bylo provedeno sloupcovou chromatografii na silikagelu. Sloupcova
chromatografie musela byt vicekrat opakovana. Nejprve byly za pouziti jednoho
systému rozpoustédel (chloroform:methanol:kyselina octova) odstranény ze smési
velmi nepolarni, nejrychleji eluované necistoty. Poté byla pouzita jind mobilni faze
(butanol:kyselina octova:voda, 3:1:1). Teprve pak se podafilo pozadované adukty SO-
His (5-8) zbavit zbyvajicich piimési, hlavné zbytkli nezreagovaného histidinu.

Jednotlivé diastereomery byly ze smési nasledné izolovany semi-preparativni
HPLC na koloné Synergi-Polar RP. Na obrazku 4 je ukazana HPLC separace aduktt
SO-His vzniklych reakci Na-Boc-(S)-histidinu s jednotlivymi enantiomery SO 1 s
racemickym SO.

Reakce Na-Boc-(S)-histidinu s (R)-SO poskytla Etyfi produkty, odpovidajici
pfitomnosti &tyf regioizomeru: (S,S)-Nzn-(21HPE)histidinu  (S5,5)-5, (R,S)-N=n-
(22HPE)histidinu ~ (R,S)-6, (S5,5)-Nt-(21HPE)histidinu  (S,5)-7 a (RS)-Nt-
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(22HPE)histidinu (R,S)-8, zatimco reakce Na-Boc-(S)-histidinu s ($)-SO poskytla
taktéz &tyfi produkty, odpovidajici pfitomnosti &tyf jinych regioizomerti: (R,S)-Nn-
(21HPE)histidinu ~ (R.S)-5,  (S,5)-Nn-(22HPE)histidinu  (5,5)-6,  (R,S)-Nt1-
(21HPE)histidinu (R,S)-7 a (§,S)-Nt-(22HPE)histidinu (S,S5)-8.

Z obrazku 4 je jasné patrné, Zze na pouzité HPLC kolon¢ dochéazelo k déleni
jednotlivych regioizomerd 5 aZ 8, ale kolona uZ nebyla schopna rozdélit jednotlivé
diastereomery (R,S)-6 od (S,5)-6, (R,S)-7 od (5,5)-7 a (R,S)-8 od (S,5)-8. Jedinou
vyjimkou byl par diastereomeru: (R,S)-5/(S,S)-3, ktery byl separovan. Tuto skutecnost
je mozno vysvétlit pomérné nejmensi vzdalenosti dvou stereogennich center pravé v
regioizomeru 5, kde ob& centra jsou vazana pifes 4 kovalentni vazby. Ostatni
regioizomery (6-8) maji tuto vzdalenost ve svych molekulach vétsi (5-6 kovalentnich
vazeb). Z vyhradni pfitomnosti diastereomeru (S,5)-5 v reakéni smési po alkylaci Na-
Boc-(S)-histidinu s (R)-SO, a z toho, Ze alkylaci Na-Boc-(S)-histidinu s (5)-SO vznikl
vyhradné diastereomer (R,S)-5, lze usuzovat, Ze alkylace Na-Boc-(S)-histidinu
molekulou SO v alkalickém prostfedi za pfitomnosti triethylaminu probihala Sn2
mechanismem tak, jak je navrzeno ve schématu 4.

Pomér regioizomert 6, 5, 8 a 7 ve smési ur¢eny HPLC-UV analyzou byl cca
5:1:28:18 a byl prakticky shodny pro produkty vzniklé jak z (R)-SO, tak i z (5)-SO. Z
toho je zfejmé, Ze Nt imidazolovy dusik histidinu reagoval s molekulou SO mnohem

ochotnéji neZ Nn imidazolovy dusik.

5.1.3.2. Charakterizace struktury aduktii SO-His

Struktura jednotlivych regioizomerd 5, 6, 7 a 8 byla zkoumana technikou 'H-
NMR. Timto zpisobem se podafilo pfedb&ézné€ rozpoznat 21HPE ¢&i 22HPE
regioizomery adukti SO-His. 21HPE a 22HPE regioizomerii téchto adukti bylo
mozno urcit diky charakteristickym chemickym posuniim signalti vodiki Ha a Hp.
Hodnoty chemickych posuni (J) té&chto vodikd Ha a H pro regioizomery 5 az 8 jsou
prezentovany v tabulce 8. Bylo zji§té€no, Ze pofadi hodnot chemickych posuni signali
vodikii Ha a HB u 21HPE a 22HPE regioizomeru adukti SO-His je pravé opatné nez
je tomu u odpovidajicich 21HPE a 22HPE regioizomeru adukti SO-Cys a SO-Lys.
Tento jev by se dal vysvétlit vlivem imidazolové skupiny na chemické posuny
pfislusnych vodiki Ho a H. Tak signaly Ha byly v 22HPE regioizomerech (6 a 8)
posunuty smérem k niz§im hodnotam ppm, zatimco signaly HB byly posunuty smérem

k vy§§im hodnotam ppm ve srovnani s 21HPE regioizomery (5 a 7). Chemické posuny
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imidazolovych vodiki ve vSech regioizomerech adukti SO-His lezely v rozmezi &
(ppm) = 7,3-7,6 a 8,7-9,1. BohuZel diky pomérné malym rozdilim v chemickych
posunech téchto imidazolovych vodikd nebylo moZno na zaklad¢ pouziti vyhradné
jejich "H-NMR spekter prifadit signaly t&chto vodiki k jednotlivym druhim Nz a Nt
regioizomerie. Ani porovnani 'H-NMR spekter adukti SO-His se spektry jinych
derivath histidinu substituovanych na imidazolovém kruhu nepomohlo ve spravném
pfifazeni druhu Nx a Nt regioizomerie k piislusnym slou¢eninam (Matthews, 1973).

Ke spravnému a jednoznalnému urleni mista alkylace imidazolového kruhu v
pfislusnych aduktech SO-His, bylo nutno zméfit jejich dvojdimenzionalni (2D) NMR
spektra. Zkoumané sloueniny byly podrobeny nedavno vyvinutym 2D-NMR
experimentim, konkrétné HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence) a
HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation), diky kterym uz bylo mozno
jednozna¢né charakterizovat jejich strukturu.

Byla zméfena HMQC a HMBC spektra téchto regioizomeru: (S,5)-N=n-(2-fenyl-2-
hydroxyethyl)histidinu (S,5)-6, (R,S)-N1-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)histidinu (R,S)-7 a
(S,5)-N1-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)histidinu (S,5)-8. U téchto slouenin byla také
zméfena jejich >C-NMR a APT (Attached Proton Test) spektra, aby bylo moZno
pfifadit signaly protonu k signalim jednotlivych konkrétnich uhliki. Z divodu pfili§
malého dostupného mnozstvi regioizomeru Nn-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)histidinu
nebyla jeho HMQC a HMBC spektra zméfena. V HMQC spektrech jsou viditelné
interakce mezi uhliky a vodiky, které jsou na nich pfimo navazané (interagujici proton
a uhlik jsou vazany pfes jednu kovalentni vazbu). Proto diky HMQC spektrim bylo u
méfenych slou€enin mozno pfifadit signaly vodikd k signalim uhliki, na které byly
pfimo navazany.

Parametry HMBC experimentii byly nastaveny tak, aby se prokazaly interakce
mezi protony a uhliky interagujicimi s intrak¢ni konstantou (coupling constant) Jyc =
7 Hz, ktera odpovida vzdalenosti 3 kovalentnich vazeb mezi interagujicimi atomy a
kdy je alespoii jeden =z interagujicich atomi souasti aromatického nebo
imidazolového kruhu. Proto HMBC spektra umoZnila jednoznaéné piifazeni obou
moznych typu regioizomerie (N7 vs. Nt a 21HPE vs. 22HPE) k jednotlivym aduktim
SO-His. Na obrazcich 6, 7 a 8 jsou spolu se strukturou pfislusné slouceniny a
znaCenim jejich atomid ukazana namérena HMBC spektra téchto slouéenin. Krospiky

indikujici pozici substituce jsou na téchto obrazcich oznaceny Sipkou.
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Obrizek 6. HMBC spektrum a struktura aduktu (S,5)-Nn-(2-fenyl-2-
hydroxyethyl)histidinu, signaly krospikd indikujici pfitomnost interakce uhliki C'-2 a
C’-4 s protonem H-3 a interakce uhliku C-4 s protonem H-(Ph) a uhliku C-(Ph) s

protonem H-4 jsou oznaceny Sipkou.
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Obrazek 7. HMBC spektrum a struktura aduktu (S,5)-Nt-(2-fenyl-2-
hydroxyethyl)histidinu. Signaly krospiki indikujici pfitomnost interakce uhliki C'-2 a
C’-5 s protonem H-3 a interakce uhliku C-4 s protonem H-(Ph) a uhliku C-(Ph) s

protonem H-4 jsou oznaCeny §ipkou.
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Obrazek 8. HMBC spektrum a struktura aduktu (R,S)-Nt-(1-fenyl-2-
hydroxyethyl)histidinu. Signaly krospik® indikujici pfitomnost interakce uhliki C'-2 a
C’-5 s protonem H-3 a interakce uhliku C-3 s protonem H-(Ph) a uhliku C-(Ph) s

protonem H-3 jsou oznaceny Sipkou.
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Na obrazku 6 je patrna pfitomnost krospiku protonu H-3 s uhliky C'-2 a C'-4. To
spolu s absenci interakce mezi protonem H-3 a uhlikem C’-5 indikuje skuteCnost, ze
uhlik C-3 musi v imidazolovém kruhu sousedit s dusikem N’-3. Z toho vyplyva fakt,
zZe slou€enina (S,5)-6 je Nz regioizomerem. Navic pfitomnost krospiku mezi protony
H-4 a fenylovymi uhliky indikuje pfitomnost regioizomerie 22HPE. Ve vysledku to
celé znamena, Ze slouCenina (S,5)-6 je (S,5)-Nn-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)histidin.

Na obrazku 7 jsou patrné krospiky protonu H-3 s uhliky C’-2 a C’-5. To spolu s
pfitomnosti interakce mezi protonem H-4 a fenylovymi uhliky a absenci jakékoliv
interakce mezi protonem H-3 a uhlikem C’-4 znamena, Ze sloucenina (S,5)-8 je (S,5)-
N1-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)histidin.

Na obrazku 8 je znazorméno HMBC spektrum sloueniny (R,S)-7. V tomto
pfipadé pfitomnost krospikti protonu H-3 s uhliky C’-2 a C’-S spolu s interakci mezi
protonem H-3 a aromatickymi uhliky ukazuje na slouceninu (R,S)-Nt-(1-fenyl-2-
hydroxyethyl)histidin. Jakmile byla struktura sloucenin (§,5)-6, (R,S)-7 a (S,5)-8
jednou jednozna¢né znama, tak se stalo naprosto ziejmym faktem, Ze zbyvajici Ctvrty
regioizomer 5 nemuze byt nic jiného, nez Nzn-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)histidin. Tento

fakt je navic podporovan naméfenymi 'H-NMR a MS spektry regioizomeru 5, které

66



RN

jsou naprosto v souladu s uvaZovanou strukturou. Kromé& toho ze vzajemnych
porovnani 'H-NMR spekter jednotlivych diastereomerii je dale jasné, ze jestlize
slou&enina (S,5)-6 je Nn-(22HPE) regioizomer, tak také (R,S)-6 musi byt Nn-(22HPE)
regioizomer. Podobné& pokud u (R,S)-7 bylo z 2D-NMR experimenti urceno, Ze jde 0
Nt-(21HPE) regioizomer, tak i (S,5)-7 musi byt Nt-(21HPE) regioizomer a pokud
(S,5)-8 je Nt-(22HPE) regioizomer, tak i (R,S)-8 musi byt N1-(22HPE) regioizomer.
Za zminku zde stoji i to, Ze postup pfipravy aduktd SO-His a charakterizace jejich
struktury nebyl dosud nikde popsan.

5.1.4. Syntéza deuterovanych analog SO-Cys a SO-His aduktii

Deuterované analogy adukti SO-Cys a SO-His byly syntetizovany za vyuziti
postupi vychazejicich z pfipravy nedeuterovanych aduktid SO-Cys a SO-His. Na
téchto postupech nebylo tfeba nic ménit. Nejprve oviem bylo nutno z deuterovaného
styrenu pfipravit dostate¢né Cisty deuterovany styren-7,8-oxid (SO-d8), ktery neni
bézné€ komercné dostupny (Jagr, 2006c).

Po alkylaci (R)-cysteinu SO-d8 ve vodném prostiedi za pfitomnosti triethylaminu
vznikla smés dvou 21HPE a 22HPE regioizomeri deuterovanych adukti cysteinu s
SO (SO-Cys-d8). Pribéh reakce je znazornén ve schématu 5. Vzniklé adukty byly z
reak¢ni smési vysraZzeny acetonem. Po promyti a vysuseni produktu na vzduchu byl ve
vysledném bilém prasku stanoven metodou HPLC-UV (detekce pti 220 nm) pomér
mezi obéma pfitomnymi regioizomery, ktery €inil cca 3:1 (1-d8 : 2-d8). Za zminku
stoji 1 to, Ze vysledny pomér 21HPE a 22HPE regioizomeru byl prakticky totozny jak
pro SO-Cys tak i pro SO-Cys-d8 adukty. Tato skuteCnost neni piekvapiva, protoze
tento pomér je zavisly mimo jiné na pH reakéniho média a to bylo v obou piipadech

prakticky shodné.

Schéma 5. Reakce (R)-cysteinu s SO-d8: 1) H,O/triethylamin, 25 °C.
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Za U&elem syntézy deuterovanych analog adukti SO-His (SO-His-d8) byl
prislusny Na-Boc-(S)-histidin alkylovan pfedem pfipravenym SO-d8, poté byla Na-
Boc chranici skupina produktu odbourana v kyselém prostiedi a pfislusné SO-His-d8
adukty byly pfecistény na sloupci naplnéném silikagelem. Priibéh této syntézy je

znazornén ve schématu 6.

Schéma 6. Reakce Na-Boc-(S)-histidinu s SO-d8: i) H,O/triethylamin, 80 °C; ii)
TFA.
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Po vysusSeni produktu byl ve vysledném nasedlém prasku, prostém nezadoucich
pfimési, stanoven metodou HPLC-UV (detekce pii 220 nm) pomér mezi v§emi &tyfmi
pfitomnymi regioizomery, ktery Cinil cca 1:6:19:28 (5-d8 : 6-d8 : 7-d8 : 8-d8).
Zajimavé tedy je, Ze vysledny pomér Nz vs. N1 a 21HPE vs. 22HPE regioizomeru byl
pro adukty SO-His-d8 prakticky totozny jako pro adukty SO-His.

Struktura adukti SO-Cys-d8 a SO-His-d8 byla ovéfena zméfenim GC/MS spekter
jejich TBDMS derivatu. Tato spektra byla v plné shodé€ s predpokladanou strukturou.
Vyznamné fragmenty (napi. [M+H]", [M-C(CHs);]" a dalsi) mély vzdy o 8 m/z vy33i
hodnotu nez odpovidajici fragmenty nedeuterovanych adukti. Tato skute¢nost
znamena, Ze b&hem alkylace aminokyselin deuterovanym SO doslo k plné inkorporaci
vSech osmi atomi deuteria pochazejicich z molekuly SO-d8 do struktury piislusného
aduktu.

Adukty SO-Cys-d8 a SO-His-d8 byly pfipraveny za uCelem jejich vyuZiti jako

vnitinich standardii v naslednych studiich zabyvajicimi se stanovenim aduktd SO s
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aminokyselinami v biologickém materialu. Analyzou TBDMS derivati adukti SO-
Cys, SO-His a jejich deuterovanych analog na kolonach DB-5ms ¢i DB-1ms bylo
zjisténo, Ze prisludné regioizomery a jejich deuterované prot€jsky maji na danych
kolonach prakticky shodné retenéni &asy. Z toho vyplyva, Ze pouZiti deuterovanych
adukti (SO-Cys-d8 a SO-His-d8) jako wvnitftnich standardd je u plynové

chromatografie omezeno jen na pfistroje vybavené hmotnostnimi spektrometry.

5.1.5. Alternativni pristupy vedouci k regioselektivni syntéze aduktu SO

Béhem vyvoje postupt syntézy aduktd SO byly vyzkouSeny i jiné cesty, které by
vedly k cili. Tyto pfistupy byly zaloZeny na snaze syntetizovat adukty SO
regioselektivnim postupem, to znamena vypracovat takovy postup, pifi kterém by ve
smési vznikal vyhradné€ jen jeden regioizomer. Tak napf. u cysteinu by to byl jen S-
(21HPE)cystein, ale nikoliv uZz S-(22HPE)cystein. Tato regioselektivni syntéza nebyla
pfi dosavadnich vySe popsanych postupech syntézy adukti SO mozZna, protoze v
molekule SO, ktera byla pouzita k reakci, jsou k alkylaci pfistupné oba epoxidové
uhliky (i kdyz kazdy relativné v jiné mife) a to vede k soubé&zné tvorbé jak 21HPE, tak
i 22HPE regioizomerd.

K tomuto ulelu se pivodné jevilo jako vhodné uziti tzv. styren bromohydring. 2-
Brom-1-fenylethanol byl pfipraven dle Daltona a spol. (1968) reakci styrenu s N-
brom-sukcinimidem. Pfipraveny 2-brom-1-fenylethanol byl predestilovan a jeho
Cistota byla provéifena metodou GC/MS. V produktu nebyly detekovany Zadné jiné
necistoty.

Poté byla provedena reakce 2-brom-1-fenylethanolu s (R)-cysteinem, eventuelné s
Na-Boc-(S)-histidinem ¢i s Na-Boc-(S)-lysinem za riznych podminek a v pfitomnosti
riznych bazickych ¢inidel, napf. butyllithia v suchém tetrahydrofuranu nebo K,CO; v
suchém N,N-dimethylformamidu. Pfitom mélo dojit k substituci atomu bromu v
molekule styren bromohydrinu nukleofilni funkéni skupinou aminokyseliny. Timto
zpusobem tak mély teoreticky vznikat vyhradné¢ 22HPE regioizomery pfislu§nych
aminokyselin. BohuZel se ukazalo, Ze tento pfistup selhal, nebot ve vysledném
produktu bylo detekovano i vyznamné mnozstvi nezadoucich 21HPE regioizomeru.
! Tak napt. v produktu, ziskaném po alkylaci cysteinu s 2-brom-1-fenylethanolem, bylo
| obdrZeno cca 69% izomeru 2 a nezanedbatelné mnoZstvi (cca 31 %) izomeru 1.

Byla vyzkouSena také alkylace aminokyselin 2-chlor-1-fenylethanolem, ktery byl
na trhu dostupny. 2-Chlor-1-fenylethanol byl vyuzit k alkylaci Na-Boc-(S)-histidinu
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za Uelem regioselektivni tvorby 22HPE izomeru histidinu. V tomto pfipadé sice byl
alkylovan vyhradné Nt imidazolovy dusik, coZ vedlo ke tvorbé Nt-(22HPE)histidinu,
bohuzel cca 30 % vysledného produktu bylo tvofeno pfimési nezadouciho druhého
regioizomeru: Nt-(21HPE)histidinu. Pravd&podobnou pfifinou tvorby neZadoucich
21HPE regioizomeri vedle 22HPE regioizomerd by mohla byt konverze C&asti
pouzitého 2-brom-1-fenylethanolu nebo 2-chlor-1-fenylethanolu na molekulu SO za
bazickych podminek. Takto vytvofeny SO by nasledn€ mohl alkylovat pfisludné
aminokyseliny za sou€asné tvorby obou 21HPE a 22HPE regioizomeru.

Velkou nevyhodou téchto postupt byly navic velmi nizké dosazené vytézky
produkti alkylace, které C&inily jen cca 1 % (vztaZeno na mnoZstvi pouZité
aminokyseliny). Pravdépodobnou pfifinou takto nizkych vytézki mohla byt
nestabilita 2-brom-1-fenylethanolu ¢&i 2-chlor-1-fenylethanolu bé&hem syntetického
procesu. Ukazalo se tedy, Ze pouziti 2-brom-1-fenylethanolu ¢&i 2-chlor-1-
fenylethanolu nevede k zadoucimu cili a proto bylo rozhodnuto, ze adukty SO budou
nadale syntetizovany v dobrych vyté€Zzcich alkylaci aminokyselin molekulami SO a
jednotlivé regioizomery budou z produktu izolovany semi-preparativni HPLC, bude-li
to potieba.

Alternativni pfistup regioselektivni syntézy 21HPE ¢i 22HPE regioizomeru aduktt
SO s aminokyselinami by mohl vychazet z prace Novaka a spol. (2004), ve které se
autorim podafilo stereoselektivné piipravit 21HPE & 22HPE regioizomery DNA bazi
diky pouziti styren bromohydrini s hydroxylovou skupinou chranénou allyl-skupinou.
Pouziti chranici allyl-skupiny mélo za Gcel i snadné&jsi alkylaci DNA purinovych bazi
molekulou styren bromohydrinu.

Z divoda jinych dal$ich vyzkumnych zaméra a nedostatku ¢asu nemohlo byt vice
experimentalniho usili vtéto praci vénovano piipravé styren bromohydrind s
allylovou chranici skupinou a zkoumani jejich reakce saminokyselinami. Tato
perspektivni cesta regioselektivni syntézy aduktd SO s aminokyselinami za pouZiti

takto chranénych styren bromohydrinti proto uz nebyla dale zkoumana.

5.2. Derivatizace aduktu SO
Adukty SO-Cys, SO-Lys a SO-His je moZno stanovit bud’ pfimo metodou HPLC
nebo po jejich derivatizaci metodou GC. Za ucelem umoznéni jejich GC-FID &i

GC/MS analyzy bylo nutno nalézt co nejvhodné;jsi derivatiza¢ni €inidlo, a proto byly
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vyzkouSeny rizné zplisoby derivatizace adukti SO (1-8). Hledany zplisob
derivatizace, ktery by byl nejvhodnéj§i pro adukty SO, by mél spliiovat n€kolik
podminek k tomu, aby byl v praxi snadno pouZitelny. Za prvé by derivatizace méla
probihat rychle a nejlépe v jednom kroku. Proto uz pfedem byly jako nevhodné mozné
zpusoby derivatizace vylou&eny vSechny derivatizace provadéné ve dvou stupnich.
Jednalo se napi. o esterifikaci nasledovanou acylaci (Gamerith, 1983). Za druhé by
derivatizace méla probihat spolehlivé a za tfeti by vysledné derivaty mély byt snadno
analyzovatelné. Jako nejvhodn&j§i moZny zplsob derivatizace se tedy piedb&zné
jevilo pouziti silylace ¢i derivatizace chlormraven¢anovymi €inidly.

5.2.1. Derivatizace silyla¢nimi Cinidly

Byla vyzkouSena dvé silylaéni Cinidla: jednak smeés
bis(trimethylsilyl)trifluoracetamidu s 1 % trimethylchlorsilanem, ktera silyluje
aminokyseliny za vzniku trimethylsilyl (TMS) derivatt, ¢i N-ferc-butyldimethylsilyl-
N-methyl-trifluoracetamid, ktery vytvati terc-butyldimethylsilyl (TBDMS) derivaty.
Teoreticky by tato silyla¢ni Cinidla méla derivatizovat vSechny reaktivni skupiny
pfitomné v molekulach adukti SO (tj. hydroxy-, amino- a karboxy-skupinu)
(Mawhinney, 1986). ProtoZe ve vSech zkoumanych aduktech SO jsou pfitomné tfi
takovéto silylovatelné skupiny, tak by mély vznikat trojnasob silylované derivaty.
Detivatizace silylaci byla vyzkouSena na vSech pfipravenych standardech adukti SO.
Pouzity postup silylace obéma ¢inidly je uveden v experimentalni ¢asti.

Analyzou vzniklych derivati na koloné¢ DB-Sms bylo zjisténo, Ze pfislusné TMS
derivaty mély nizsi reten¢ni Casy neZ jejich TBDMS proté&jsky a jejich derivatizace
byla ve srovnani se silylaci produkujici TBDMS derivity mnohem méné
reprodukovatelna (vyssi citlivost TMS ¢inidla a derivatd na stopy vlhkosti). Nadto
byla kromé& trojnasob silylovanych TMS derivati zjisténa i prekvapiva soub&zina
tvorba derivati aduktti SO se ¢tyfmi navazanymi TMS skupinami. Pravdépodobng zde
dochazelo k dvojnasobné silylaci amino-skupiny v molekulach adukti SO. Pomér
mezi tris-TMS a tetrakis-TMS derivaty zavisel na typu slou¢eniny a nebyl vZdy staly.
Tak napf. u aduktd SO-Cys ¢inil podil jejich tetrakis-TMS derivatd jen cca 1 % z
celku, ale u TMS derivatd adukti SO-Lys a SO-His byl tento podil mnohem vétsi a
¢inil cca 58 % a 70 %, jak je ukazano na obrazku 9 (Jagr, 2006a).

TBDMS derivatizace se s oblibou uziva u téch latek, které maji byt analyzovany

metodou GC/MS, protoze TBDMS derivaty mivaji ¢asto v hmotnostnich spektrech
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velmi intenzivni ion [M-C(CHs)3]", umoziujici snadnou identifikaci i kvantifikaci
ptisluiného derivatu (Biermann, 1986). V mém piipad& byla silylace adukti SO za
vzniku TBDMS derivath spolehliv&jsi a reprodukovatelngjsi nez silylace poskytujici
TMS derivaty. Podafilo se najit takovy zplsob derivatizace, kdy vznikaly vyhradné
derivaty se tfemi navizanymi TBDMS akupinami (tj. vSechny funkCni skupiny s
aktivnim vodikem: hydroxy-, amino- a karboxylova skupina byly v aduktech SO
silylovany).

Obrazek 9. GC/MS analyza regioizomeru Nt-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)histidinu (8)
po derivatizaci riznymi €inidly: A) TBDMS; B) TMS; C) chlormraven¢any.

8-(TBDMS A
2x10" - & )s

1x10 4

8-(ECF/E{OH)

Iendegdemdng
N

T T v T T T v T
10 15 20 25

Cas (min.)

Jednou z mala nevyhod TBDMS derivati adukti SO byla jejich pomémé nizka
t€kavost ustici v relativné vyssi retenCni Casy, napf. ve srovnani s TMS derivaty. Tato
nevyhoda se tykala zejména TBDMS derivati adukti SO-His (obrazek 9).

Piekvapenim byl velmi nizky vytézek derivatizace pro Ne-(2-fenyl-2-
hydroxyethyl)lysin. Pokud bylo uréité mnoZstvi tohoto regioizomeru silylovano
TBDMS ¢inidlem spolu se stejnym mnozstvim druhého regioizomeru Ne-(1-fenyl-2-
hydroxyethyl)lysinu, a ob&é dvé& latky byly poté analyzovany na GC chromatografu
vybaveném FID detektorem, tak vysledny pik 4-(TBDMS); byl cca 10-nasobné mensi
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nez pik 3-(TBDMS);. Pokusil jsem se tento nedostatek odstranit upravou podminek
derivatizace. Pokud byla doba derivatizace zkracena z 1 hodiny na 30 minut a teplota
derivatizatni smési byla snizena ze 110 °C na 95 °C, tak bylo dosazeno jistého, ale
stale neuspokojivého zlepseni. Tyto zmény podminek derivatizace nemély na vyté€zek
derivatizace ostatnich aduktt SO 1-3 a 5-8 zadny vliv. Pfi¢ina velmi nizkého vytézku
derivatizace regioizomeru 4 proto zatim stale zlistava nejasna, pravdépodobné nejsou
vznikajici 4-(TBDMS); derivaty stabilni a rychle podléhaji naslednému rozkladu. V
dal3i praci zaméfené na kvantitativni analyzu aduktd SO ve vzorcich globinu bylo
nutno tedy pocitat s tim, ze v nich nebude mozno metodou GC/MS ¢i GC-FID
korektné€ stanovit obsah Ne-(2-fenyl-2-hydroxyethylethyl)lysinu. Tvorba dvakrat ¢i
Ctyfikrat silylovanych TBDMS derivati nebyla u Zadného ze zkoumanych aduktd SO
pozorovana.

TBDMS derivaty aduktd SO bylo mozZno diky jejich relativné nizké polarité
extrahovat pfed analyzou z N,N-dimethylformamidu do heptanu. Diky tomuto
dodate¢né zafazeném kroku byly TBDMS derivaty zbaveny nadbytku derivatiza¢niho
¢inidla i jinych vice polarnich necistot, které zistaly vesmés v dimethylformamidové
fazi. Vyté€zek extrakce TBDMS derivati aduktti SO z dimethylformamidu do heptanu
byl testovan na pfislusnych standardech. Pro SO-Cys byl tento vytézek cca 90 % a
pro SO-Lys cca 80 %, v piipadé SO-His byl vytézek extrakce niZsi, €inil pouze 40 %.

5.2.2. Derivatizace chlormravencany

Jako tfeti mozny zpisob derivatizace adukti SO byla vyzkou$ena derivatizace
chlormravenc¢any, ktera byla v minulosti pouZita v riznych studiich zabyvajicich se
derivatizaci aminokyselin. Vzniklé derivaty byly s vybornymi vysledky separovany
plynovou chromatografii na béiné€ dostupnych kolonach (Husek, 1991 a 2006;
Simpson, 1996). Chlormravencany acyluji a-aminoskupinu aminokyseliny, zatimco
alkohol, ktery je do derivatizatni smési pfidavan, za pfitomnosti chlormravendanu
esterifikuje karboxylovou skupinu. Aromaticka hydroxylova skupina pfitomna v
tyrosinu téz podléha acylaci, zatimco alifatické hydroxyskupiny pfitomné v serinu a
threoninu zistavaji diky své nizké reaktivité nedoteny. Thiolova skupina pfitomna v
cysteinu, koncova e-amino skupina lysinu a imidazolova skupina pfitomna v histidinu
podléhaji acylaci, zatimco amidova skupina u Asn a Gln je esterifikovana (Husek,

2006). Hlavnimi vyhodami postupu navrZzeného HuSkem je rychlost derivatizace

73



(reakce je kompletné dokon&ena fadové v sekundach) a moznost reakce ve vodném
prostfedi.

Otestoval jsem rdzné systémy chlormraven¢anovych ¢inidel
(ethylchlormraven&an/ethanol  nebo  izobutylchlormravencan/heptafluorbutanol).
Vysledné produkty derivatizace jsem analyzoval na koloné¢ DB-5ms metodou GC/MS.
Na této kolon& dochazelo k eluci jen chlormravenganovych derivatd aduktti SO-Cys.
Z MS spekter t&chto derivatd se dalo vygist, Zze po aplikaci chlormraven¢anovych
&inidel byla u aduktii SO-Cys pozorovana derivatizace karboxylové a amino skupiny,
zatimco hydroxylova skupina zistala nedotena. BohuZel na dané koloné nebylo
mozno studovat chlormraven¢anové derivaty aduktd SO-Lys a SO-His, nebot’ jejich
piky nebyly v chromatogramu pozorovany a to ani po dlouhodobém vyhfivani kolony
na 300 °C (obrazek 9). Jako nejpravd€podobnéjsi vysvétleni se nabizi skuteSnost, ze
hydroxylova skupina u adukti SO-Lys a SO-His nebyla pro svou nizkbu reaktivitu
vubec derivatizovana, coz zpusobilo vys§i polaritu téchto adukti kvuli pfitomnosti
volné hydroxylové skupiny a tim 1 nemoZnost provedeni jejich plynové-
chromatografické analyzy. Ve vysledku se tedy jako nejvhodnéjsi derivatizatni
¢inidlo pro analyzu aduktd SO metodou GC-FID ¢&i GC/MS ukazalo ¢inidlo
MTBSTFA poskytujici TBDMS derivaty (Jagr, 2006a).

5.3. Detekce a stanoveni adukti SO v SO-modifikovaném lidském globinu
5.3.1. Identifikace aduktii SO v SO-modifikovaném lidském globinu

Jednim z cild této prace bylo nejen identifikovat adukty SO s aminokyselinami v
lidském globinu a vypracovat metodu jejich syntézy, ale téZ vypracovat analytickou
metodu, ktera by byla vhodna k jejich stanoveni. Tato metoda byla vyvinuta a ovéfena
na lidském globinu inkubovaném in vitro se 100-nasobnym molarnim nadbytkem
racemického SO (SO-Gb 100:1). Pripraveny SO-modifikovany globin obsahuje velké
mnozstvi aduktd SO, které lze pak snadno stanovit. Tento globin byl posléze
podroben enzymatické hydrolyze pronazou ¢&i klasické kyselé hydrolyze 6 M HCL
Vysledny hydrolyzat byl posléze analyzovan dvéma analytickymi metodami: LC/MS
nebo GC/MS.

Na obrazku 10 je ukazana LC/MS analyza enzymatického hydrolyzatu lidského
globinu inkubovaného in vitro se 100-nasobnym molarnim nadbytkem racemického
SO a hydrolyzovaného pronazou pii 37 °C po dobu 24 hodin. Latky byly ionizovany
ESI technikou a jejich hmotnostni spektra byla snimana v rozsahu m/z 50-400.
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Jednotlivé adukty SO byly identifikovany podle jejich kvazi-molekularnich iontd
[M+17", které mé&ly hodnoty m/z 242 pro SO-Cys, m/z 267 pro SO-Lys a m/z 276 pro
SO-His. Identita aduktd SO v hydrolyzatu globinu byla potvrzena porovnanim jejich
hmotnostnich spekter a reten¢nich Casu s pfislusSnymi standardy. Zadny z aduktd SO
nebyl nalezen v hydrolyzatu kontrolniho globinu.

Z porovnani obrazku 10 s obrazky 2, 3 a 4 je patna o néco horsi separaCni
schopnost HPLC kolony Synergi-Polar RP o délce 15 cm ve srovnani s toutéZz kolonou
o délce 25 cm. Je ziejmé, Ze jednotlivé diastereomery aduktd SO-Cys nebyly na kratsi

kolon€ od sebe vzajemné zcela oddéleny, zatimco na delsi kolon€ uz odd€leny byly.

Obrazek 10. LC/MS analyza pronazového hydrolyzatu vzorku SO-Gb 100:1. TIC:
celkovy iontovy proud; vybér ionti o m/z 242: detekce aduktd SO-Cys; vybér iontl o
m/z 267: detekce adukti SO-Lys; vybér iontt o m/z 276: detekce adukti SO-His.
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K tomu, aby bylo mozné analyzovat adukty SO v enzymatickém hydrolyzatu
lidského globinu metodou GC/MS, bylo zapotiebi hydrolyzat nejprve pofadné vysusit
a posléze derivatizovat silylaénim ¢inidlem (MTBSTFA). GC/MS analyza vyslednych
TBDMS derivati aduktd SO je ukazana na obrazku 11.
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Jednotlivé slouCeniny byly ve hmotnostnim spektrometru ionizovany narazem
elektrond. Porovnanim hmotnostnich spekter adukti SO pfitomnych v hydrolyzatu se
standardy se ukazalo, Ze vSechny funkéni skupiny, tj. karboxylova, amino a
hydroxylova, pfitomné v aduktech, byly derivatizovany za vzniku trojnasobné
silylovanych derivati: SO-Cys-(TBDMS);, SO-Lys-(TBDMS); a SO-His-(TBDMS)s.
KaZdy jednotlivy regioizomer téchto aduktd poskytl na chromatogramu jeden pik,
ktery byl na koloné DB-5ms o délce 30 m dobfe oddéleny od piki ostatnich

regioizomerd aduktd SO i od pikt jinych aminokyselin.

Obrazek 11. GC/MS analyza pronazového hydrolyzatu vzorku SO-Gb 100:1 po
derivatizaci ¢inidlem MTBSTFA. TIC: celkovy iontovy proud; vybér ionti o m/z 526:
detekce aduktii SO-Cys; vybér ionti o m/z (463+387): detekce adukti SO-Lys; vybér
iont o m/z 560: detekce aduktii SO-His.
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Jednotlivé TBDMS derivaty adukti SO-Cys a SO-His bylo moZno identifikovat
monitorovanim jejich nejintenzivnéj§iho a charakteristického fragmentu [M-
C(CH;)3]" o m/z 526 pro SO-Cys-(TBDMS); a m/z 560 pro SO-His-(TBDMS);. Na

druhou stranu v hmotnostnim spektru vzniklém fragmentaci derivatu SO-Lys-
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(TBDMS); vznikaly jen velmi malo intenzivni [M-C(CH;)3]" fragmenty (m/z 551), ale
byl v ném patrny velmi intenzivni fragment o m/z 463, ktery odpovidal fragmentu [M-
CH,OTBDMS]" a ktery byl specificky pro regioizomer 3. Druhy regioizomer 4 byl
identifikovan podle jiného specifického a velmi intenzivniho fragmentu [M-
CHPhOTBDMS]" o m/z 387 (Obrazek 11). Pro srovnani byla téz provedena GC/MS
analyza hydrolyzatu kontrolniho globinu (Obrazek 12). Dle oekavani nebyly v tomto

materialu detekovany zadné piky odpovidajici aduktim SO.

Obrazek 12. GC/MS analyza pronazového hydrolyzatu vzorku kontrolniho globinu
po derivatizaci ¢inidlem MTBSTFA. TIC: celkovy iontovy proud; vybér ionti o m/z
526: pokus o detekci adukti SO-Cys; vybér iontd o m/z (463+387): pokus o detekci
aduktti SO-Lys; vybér iontd 0 m/z 560: pokus o detekci adukti SO-His.
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Kromé enzymatické hydrolyzy pronazou jsem vzorky SO-Gb 100:1 podrobil i
klasické kyselé hydrolyze, pfi které dochazi k uplné hydrolyze vzorku v prostfedi 6 M
HCI pii 110 °C, po dobu 24 h (Fountoulakis, 1998). Hydrolyzat lidského globinu
inkubovaného in vitro se 100-nasobnym molarnim nadbytkem racemického SO byl
vysusen, silylovan a vysledné TBDMS derivaty byly analyzovany metodou GC/MS
na stejné koloné€ a za stejnych podminek jako byl analyzovan enzymaticky hydrolyzat

(obrazek 13). Stejnym zpiisobem byl zpracovan a analyzovan i hydrolyzat lidského
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kontrolniho globinu. Dle o&ekdvani nebyly v hydrolyzatu kontrolniho globinu

detekovany zadné piky odpovidajici aduktim SO.

Obrizek 13. GC/MS analyza hydrolyzatu vzorku SO-Gb 100:1 po hydrolyze 6 M
HCl a po derivatizaci ¢inidlem MTBSTFA. TIC: celkovy iontovy proud; vybér iontl o
m/z 526: detekce adukti SO-Cys; vybér iontti o m/z (463+387): detekce adukta SO-
Lys; vybér iontt o m/z 560: detekce adukti SO-His.
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V hydrolyzatu vzorku SO-Gb 100:1 podrobeném kyselé hydrolyze byly
detekovany pouze nékteré regioizomery adukti SO-Lys a SO-His, ale zadné adukty
SO-Cys v ném detekovany nebyly. Dé se z toho usoudit, Ze béhem hydrolyzy v silné
kyselém prostiedi doslo k totalni destrukci adukti SO-Cys, pravdépodobné proto, Ze
oba dva regioizomery adukti SO-Cys (1 a 2) jsou organickymi thioethery, které jsou
pfirozené nestabilni v silné kyselém prostiedi. Hypotéza, Ze adukty SO-Cys podléhaji
degradaci v prostfedi 6 M HCI byla testovana na standardech adukti SO-Cys, které
byly podrobeny simulované hydrolyze 6 M HCI pfti 110 °C. Analyzou vysledné smési
jsem v ni prokazal postupny ubytek vychozich sloufenin a vyskyt degrada¢nich

produkti (cysteinu a styrenglykolu). Z tohoto divodu byl ve viech pozdéjsich
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pokusech lidsky globin hydrolyzovan vyhradn& enzymaticky, protoZe jedin& tak bylo
mozno v hydrolyzatu sou¢asné stanovit adukty SO-Cys vedle aduktii SO-Lys a SO-
His.

Vytézky enzymatické hydrolyzy pronazou nebyly stanoveny, protoZe skutecny
obsah adukt SO v testovanych vzorcich SO-Gb nebyl pfedem znam. Ve studii Mraze
a spol. (2004) byla enzymatickd hydrolyza pronazou pouZivana jako zcela
kvantitativni, $t&pici vSechny peptidové vazby pfitomné v globinu. V jiné studii
(D’Aniello, 1993) byla enzymaticka hydrolyza pouZita ke stanoveni kyseliny
asparagové v zubnim dentinu. Pokud by ale bylo né€kdy v budoucich studiich
zapotiebi stanovit vyhradné adukty SO-His ¢i SO-Lys, pak by byla klasicka kysela
hydrolyza vhodnou alternativou k enzymatické hydrolyze.

Z obrazku 11 je ziejmé, Ze metodou GC/MS byly jako hlavni regioizomery aduktt
SO ve studovaném globinu detekovany slouCeniny 1, 3 a 8. Protoze se da
pfedpokladat, Zze vzajemny relativni pomér regioizomeri adukti SO vzniklych v
lidském globinu inkubovaném s vysokymi davkami SO nebo ziskaném 2z
laboratornich zvifat vystavenych styrenu in vivo bude velmi podobny, tak v dalSich
studiich byl stanoven obsah regioizomerd 1, 3 a 8. Zadny z téchto regioizomer( nebyl
detekovan v kontrolnim globinu.

Kalibra¢ni kiivky byly sestrojeny za pomoci pfislusnych standardi aduktia SO.
Standardy aduktti SO pouzité zde pro kalibraci ov§em nebyly dostupné v dostate¢ném
mnozstvi jako samotné regioizomery, nebot jejich pfiprava ve vét§im mnozstvi
pomoci semi-preparativni HPLC by byla pfili§ draha, ale byly dostupné jako smés
regioizomery aduktl SO v jistém, stale konstantnim poméru. Tzn. v pfipadé standardu
SO-Cys s§lo o0 smés 1 a 2, podobné u standardu SO-Lys se jednalo o smé€s 3 a 4 €iu
standardu SO-His o smés 5-8. Regioizomerické slozeni adukti SO-Cys, SO-Lys a SO-
His ve standardech bylo uréeno metodou HPLC-UV (detekce pii 220 nm). Diky tomu,
Ze molami absorpéni koeficienty (¢) jednotlivych regioizomeri adukti SO byly pfi
220 nm prakticky shodné, dal se z ploch piki zjistit i hmotnostni pomér regioizomert
v pouzitém standardu. Zjisténé sloZeni jednotlivych standardd adukti SO bylo u
standardu SO-Cys 3:1 (1:2), u standardu SO-Lys 1,3:1 (3:4) a u standardu SO-His
1:5:18:28 (5:6:7:8), jak je jiz uvedeno v experimentalni sekci.

Podobné bylo zachazeno i s deuterovanymi adukty SO, pokud byly pouzivany
jako wvnitfni standardy. Hmotnostni pomér jednotlivych regioizomeri v téchto
standardech byl zjistén metodou HPLC-UV (detekce pfi 220 nm). Pro adukty SO-
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Cys-d8 ¢inil 3:1 (1-d8:2-d8) a pro adukty SO-His-d8 &inil 1:6:19:28 (5-d8:6-d8:7-
ds:8-ds).

5.3.2. Stanoveni adukti SO v SO-modifikovaném lidském globinu metodou
GC/MS

Kvantitativni analyza regioizomeru 1, 3 a 8 v hydrolyzatu SO-Gb byla provedena
metodou GC/MS. Hmotnostni detektor pracoval v modu SIM. Takto byly
monitorovany plochy piki odpovidajici nejintenzivn&j§im fragmentim jednotlivych
regioizomeri. 1-d8 byl pouZit jako vnitini standard ke stanoveni nejen 1, ale i 3,
nebot’ pro slouCeninu Ne-(21HPE)lysin nebyl k dispozici jeji deuterovany analog. 8-
d8 byl pak pouzit jako vnitini standard ke stanoveni regioizomeru 8.

Za GCelem vytvoreni kalibraéni kfivky byl kontrolni globin spikovan riznym
mnoZstvim standardi adukti SO (testované rozmezi kazdého aduktu SO v jednom
vzorku ¢inilo 0 az 500 nmol). Ke vzorku spikovaného kontrolniho globinu bylo
pfidano vzdy stejné mnoZstvi vnitfniho standardu (v mnoZstvi 50 nmol). Byla
vynesena zavislost poméru plochy piku analyzovaného regioizomeru a piku jeho
vnitiniho standardu v zéavislosti na mnoZstvi daného regioizomeru. Jednotlivé vzorky
byly tfikrat opakovan€ zméfeny. VSechny ziskané kalibraéni kiivky vykazovaly
linearni zavislost s koeficienty korelace R% 0,998 pro 1, 0,997 pro 3 a 0,999 pro 8.
Zjisténé hladiny nejvyznamnéjSich regioizomera adukti SO ve vzorcich SO-Gb 100:1

a SO-Gb 10:1 jsou prezentovany v tabulce 9 (Jagr, 2007b).

Tabulka 9. Hladiny vybranych aduktti SO ve vzorcich lidského globinu

inkubovaného in vitro s racemickym SO.

Hladina aduktu (2 mol/g globinu)
Adukt
SO-Gb 10:1 SO-Gb 100:1
S-(21HPE)cystein: 1 5 12
Ne-(21HPE)lysin: 3 13 39
Nt-(22HPE)histidin: 8 48 149

Hodnoty uvedené v tabulce 9 vyjadiuji vyhradné obsah tfi nejvyznamnéjSich
regioizomeri adukti SO v SO-modifikovaném lidském globinu. Skute¢na celkova

hladina vSech aduktii SO v analyzovaném globinu bude tedy vétsi, odhadem vice nez
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dvojnasobné. Je tedy ziejmé, Ze velka Cast vazebnych mist v analyzovanych vzorcich
SO-Gb byla obsazena molekulami SO. Hladina aduktd SO ve vzorku SO-Gb 10:1
byla zhruba 3-krat mensi nez ve vzorku SO-Gb 100:1. Z toho vyplyva, ze uz pfi
inkubaci globinu s relativné mensim mnozZstvim SO bylo prakticky dosazeno nasyceni
vazebné kapacity globinu.

Je jasné, ze v realnych vzorcich globinu ziskanych z laboratornich zvifat ¢i od lidi
exponovanych styrenu in vivo budou hladiny adukti SO mnohem mensi, zhruba cca o
4 az 6 tadu. Tak napf. hladina adukti SO-Cys zji§téna metodou Ra-Ni byla fadové na
urovni nmol/g proteinu (Yeowell-O'Connell, 1996a), zatimco adukti SO-Val bylo
zjist€éno mnohem mén¢: desitky az jednotky pmol/g globinu (Christakopoulos, 1993).
Takto nizké hladiny aduktd nejsou méfitelné analytickou metodou popsanou v
kapitole 4.7. Dalsi asili bylo tedy vénovano zvyS$eni citlivosti analytického postupu
| tak, aby bylo jim bylo mozno stanovit i mnohem niz§i hladiny adukti SO-Cys, SO-
Lys a SO-His, zhruba na urovni jednotek nmol/g globinu.

Zajimavé je porovnani vzajemného obsahu adukti SO zjisténého riznymi autory v
riznych Sarzich lidském globinu. Podil adukti SO-Val zjistény metodou MED ¢inil
cca 5,2 % z celkového obsahu aduktii SO navazaného na zkoumany vzorek globinu
(Philips, 1994). Obsah aduktd SO-Cys zji§tény metodou Ra-Ni byl stanoven na 5,8 %
(Ting, 1990). Obsah adukti SO-Asp a SO-Glu ¢inil 15 % (Sepai, 1993). Ackoliv
uvedené udaje lze jen tézko vzajemné korektné porovnavat, tak po shrnuti vSech
téchto udaju se zda, Ze velmi vyznamna ¢ast aduktii SO v globinu pfipada na adukty s
jinymi aminokyselinami, zejména s His a v men§i mife i sLys (Kaur, 1989;
Hemminki, 1986). To je v souladu s pozorovanimi u¢inénymi v mych studiich (Jagr,
2005a, 2005b, 2006b a 2006c). Proto byla v této praci nejvétsi pozornost v€novana
pravé témto aduktim. Za zminku zde stoji i to, Ze v sérovém albuminu byla naprosta
vétsina (76,4 %) pritomnych adukti SO tvofena adukty SO-Cys (Rappaport, 1993).
Tak vysoky relativni obsah cysteinovych aduktd se da vysvétlit mnohem vy$§im

obsahem cysteinu v Alb ve srovnani s globinem.

5.4. Vyvoj metody SPE vhodné k obohaceni proteinového hydrolyzatu o
adukty SO
Analyticka metoda zminéna v pfedchozi kapitole byla vhodna jen ke stanoveni

aduktti SO v takovém materialu, ktery jich obsahoval dostatecné mnozstvi (napf. v
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lidském globinu inkubovaném in vitro se 100-nasobnym molarnim nadbytkem SO
dosahovala hladina t&chto adukti Girovné jednotek aZz desitek p#mol/g globinu).

Laboratorni zvifata i lidé (typicky pracovnici primyslovych provozi) jsou ale in
vivo exponovani takovému mnoZstvi styrenu a SO, ze vysledné hladiny vytvofenych
aduktd SO jsou pom&mé nizké (fadové nmol-pmol/g globinu). Takto nizké hladiny
lezi na hranici citlivosti vétSiny sou€asnych béznych analytickych metod a pfistroju.
Proto bylo nutno vypracovat mnohem citlivé&jsi analytickou metodu, aby se dala tato
metoda pouZit i ke stanoveni aduktii SO v praxi u realnych vzork.

Jako vhodné feSeni ke zvySeni citlivosti analytické metody se jevilo zafazeni
dalsiho kroku do dosavadniho analytického postupu. Tento krok by vychazel z vyuZiti
prekoncentrace adukti SO na SPE kolonkach. Diky tomu by se relativni obsah téchto
adukti ve vzorcich mnohonasobné zvysil, takZe by se timto zpisobem dala stanovit i
mnohem mensi, aZ stopova mnozstvi adukti SO v biologickém materialu a soucasné
by doslo k eliminaci nezadoucich nadbyte¢nych volnych aminokyselin.

V dalSich kapitolach je popsan cely postup vyvoje pfislusné SPE metody, s
pocatky v hledani SPE kolonek naplnénych vhodnym sorbentem, po optimalizaci
extrakéniho postupu, aZ po koneCné vyuziti této metody ke stanoveni adukti SO
v SO-modifikovaném lidském globinu.

Princip vyvoje vhodného postupu extrakce na SPE kolonkach byl zaloZzen na
rozdilné polarité adukti SO ve srovnani s ostatnimi aminokyselinami. Adukty styren-
7,8-oxidu s aminokyselinami cysteinem, histidinem a lysinem se vyznaluji relativné
niz§i polaritou ve srovnani svétSinou ostatnich aminokyselin pfitomnych
v proteinech. Tyto adukty obsahuji ve své molekule aromatické jadro. Pfi HPLC
analyze téchto aduktii na kolonach s nepolarnimi fazemi se ukazalo, ze adukty SO
jsou pomérné silné vazany na stacionarni fazi kolony, zatimco naprosta vétSina
ostatnich aminokyselin (kromé& né€kterych aromatickych aminokyselin, jako Phe a Trp)
na nepolarni stacionarni fazi zachycovana neni. Pfedpokladal jsem, Ze tyto vlastnosti
charakteristické pro adukty SO by se daly vyuzit ve prospéch jejich separace od
ostatnich aminokyselin. Z praktického hlediska se k tomu ucelu hodi extrakce na SPE
kolonkach mnohem vice, nez zdlouhava a draha preparativni HPLC.

Pii extrakci adukti SO na SPE kolonkach by doslo k selektivnimu zachyceni
aduktd na nepolarnim sorbentu, zatimco naprosta vét§ina ostatnich aminokyselin by
na tomto sorbentu zachycena nebyla. Takto zachycené adukty by pak byly ze SPE

kolonek vymyty elu¢nim &inidlem a poté zakoncentrovany do velmi malého objemu.
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Timto zplisobem by dos$lo k mnohonasobnému zakoncentrovani aduktli, takZe jejich
puvodné relativné velmi nizky obsah v hydrolyzatu by stoupl na vyssi hodnoty, které

by se daly dostupnymi analytickymi pfistroji snaze stanovit.

5.4.1. Vybér nejvhodnéjsiho sorbentu

V prvnim kroku bylo nutno vyzkouSet SPE kolonky nabizené riznymi vyrobci,
které jsou dostupné na trhu. SPE kolonky se li§i zejména druhem sorbentu, dale se
mohou li§it primérem ¢astic sorbentu, mnoZstvim sorbentu pfitomného v jedné
kolonce a objemem kolonky. Nejvétsi vliv na chemismus separace ma piedev§im druh
sorbentu.

Na zacatku experimentovani s SPE kolonkami tedy bylo nutno najit takovy SPE
sorbent, ktery by byl vhodny k extrakci adukti SO. Prehled vyzkouSenych riznych
typa SPE sorbentt je uveden v tabulce 5.

Utinnost extrakce adukti na SPE kolonkach byla testovina na modelovém
hydrolyzatu aminokyselin a aduktd (,MH“), ktera simulovala skute¢né sloZeni
hydrolyzatu globinu. Takto vytvofena smés ma oproti skutecnému hydrolyzatu tu
vyhodu, Ze ji Ize kdykoliv pfesné reprodukovat v libovolném mnozstvi namichanim ze
standarnich roztoku a jeji sloZeni nezavisi na podminkach hydrolyzy. Je znamo, ze
vlidském i zvifecim globinu se sice vyskytuje vSech dvacet zakladnich
proteinogennich aminokyselin, zato ale kazda v nizném mnozstvi. V lidském globinu
jsou nejhojnéji zastoupeny tyto aminokyseliny: Val, Ala, Leu, Ser, Thr, Asp, Glu, His
a Lys, které jsem proto vSechny zahrnul do ,,MH". K témto aminokyselinam, které se
vyznacuji celou Skalou moznych chemickych vlastnosti (jsou mezi nimi alifatické,
kyselé i zasadité aminokyseliny), jsem do ,MH* pfidal i aromatické aminokyseliny,
jako je Phe, Tyr a Trp, které jsou v globinu sice méné zastoupené, ale maji chemické
vlastnosti podobné aduktiim styren-7,8-oxidu. MnozZstvi ostatnich aminokyselin je v
globinu prakticky zanedbatelné a proto tyto aminokyseliny nebyly brany v ivahu a do
»MH* zahrnuty nebyly. SloZeni , MH“ je popsano v experimentalni ¢asti prace.

Poté bylo pfistoupeno k vlastnimu testovani SPE kolonek. Pfesny postup testovani
je uveden v experimentalni sekci. V tabulce 10 jsou uvedeny vysledky testovani
vytézku extrakce jednotlivych regioizomert adukti SO pfitomnych v modelové smési
»MH* na riznych SPE sorbentech. Plochy pikid vySe zminénych aduktl, které byly
korigovany na plochu piku vnitiniho standardu (norleucin), jsou uvedeny v % a jsou

mirou mnozZstvi aduktu zachyceného na SPE kolonce a posléze uvolnéného pfi eluci
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»eluénim ¢inidlem“. Plochy pikid ziskané analyzou kontrolnich vzorkt jsou zde dany
jako 100 %.

Z tabulky 10 je patmé, Ze na deseti z celkem tfinacti testovanych kolonkach
nedochazelo k vyznamné retenci adukti SO a vytéZzek extrakce byl tedy velmi nizky a
naprosto nevyhovujici (vytézky byly niz$i nez 4,5 %). Adukty SO se na sorbentech
téchto kolonek nezachycovaly, nebo jen velmi malo a tudiz byly ztéchto kolonek
velmi rychle pouhou vodou vymyvany. Pouze tfi kolonky, jmenovité Strata-X a Strata
SDB-L od fy. Phenomenex a Oasis-HLB od fy. Waters, prokazaly u adukti SO
vybornou reten¢ni schopnost (vytézky min. 45 %, ale i vice). Sorbent téchto kolonek
mél navic tu vyhodnou vlastnost, Zze naprosta vétSina ostatnich aminokyselin (zde
reprezentovana alaninem), na ném zachycovana nebyla. Kromé aduktd SO byla na
téchto kolonkach pozorovana mirna retence jen u dvou aromatickych aminokyselin a

to u fenylalaninu a tryptofanu.

Tabulka 10. Vyté€Zek aduktti SO a nékterych vybranych aminokyselin na testovanych
SPE kolonkach (v %).

SPE kolonka SO-Cys: 1| SO-His: 8 | SO-Lys: 3| Ala Tyr Phe Trp
Strata C-18 3,5 42 45 <0,1 <0,1 1,3 25
Strata C-8 0,3 0,4 0,4 <0,1 <0,1 <0,2 <0,2
Strata Ph 0,5 1,6 1,7 0,2 0,3 0,5 0,9
Strata NH2 03 0,9 1,2 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Strata CN 0,2 <0,1 0,2 <0,1 | <0,1 | <0,1 | <0,1
Strata-X 53,4 67,2 83,6 0,5 1,1 58 23,5
Strata SDB-L 45,0 64,9 76,3 0,3 1,0 4,6 19,6
Oasis-HLB 51,2 66,9 78,3 0,4 1,2 5.2 24,1
Discovery DSC C-18 1,2 1,5 1,6 <0,1 <0,1 0,4 0,9
Discovery DSC C-8 <0,2 <0,2 <0,2 <0,1 | <0,1 | <02 | <0,2
Discovery DSC Ph 0,3 0,5 0,5 <02 | <02 | <0,2 | <0,2
Discovery DSCNH2 | <0,1 <o0,1 <0,1 <01 | <0,1 | <0,1 | <0,1
Discovery DSC CN <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 | <01 | <o0,1 | <01

V této fazi testovani se predbézné ukazalo, Zze myslenka obohaceni hydrolyzatu o
adukty SO na SPE kolonkach je proveditelna. ProtoZze SPE kolonky se tfemi sorbenty
nejlepsich vlastnosti vykazaly navzajem prakticky shodné extrakéni schopnosti, byla

dalsi optimalizace postupu provedena jen na sorbentu Strata-X.
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Konkurenéni kolonky Oasis-HLB nebyly k dalS§imu testovani vybrany, protoze
byly cca o 25 % drazsi. Kolonky Strata-SDB-L jsou zase povazovany za piedchozi

generaci kolonek Strata-X.

5.4.2. Optimalizace metody SPE

Jako nasledny krok optimalizace extrakéniho postupu bylo tfeba dale prozkoumat
vlastni pribéh postupu extrakce a tento postup optimalizovat. Byl prostudovan priibéh
vylu€ovani aminokyselin a adukti SO z kolonek Strata-X béhem jejich promyvani
vodou, dale byl zji§tén optimalni objem vody vhodny pro promyti kolonek a optimalni

objem a koncentrace extrahovaného vzorku , MH*.

5.4.2.1. Studium pribéhu extrakce a optimalizace objemu vzorku

Byl testovan priubéh vylu€ovani vybranych aminokyselin a aduktd pfi promyvani
kolonek vodou. Vysledky tohoto testovani jsou uvedeny na nasledujicich obrazcich 14
az 19. Jednotlivé frakce, které jsou na obrazcich 14 az 19 oznalené Cisly 1-7
odpovidaji tomu, co zistalo zachyceno na kolonce po promyti pfisluSnym objemem
vody (1-7 ml), a bylo z kolonky eluovano pomoci 3 ml ,eluéniho ¢inidla“. Frakce
oznaCené Cisly 8-10 odpovidaji tomu, co zustalo zachyceno na kolonce po jejim
promyti 7 ml vody nasledovaném promytim 1 az 3 ml ,,elu¢niho ¢inidla“ a nakonec
bylo z kolonky eluovano pomoci 3 ml ,,elu¢niho ¢inidla“.

Legendy na obrazcich 14 aZz 19 znazoriuji objem vzorku modelové smési ,MH* o
koncentraci 1 mg/ml, ktery byl pfed promyvanim nanesen na SPE kolonku.

Na obrazcich 14-16 je zachycen prib&h vylu€ovani tii aromatickych aminokyselin
tyrosinu, fenylalaninu a tryptofanu. Z obrazki je zfejmé, Ze zatimco téméf vSechen
tyrosin ze vzorku opusti kolonku v prvnich dvou frakcich, fenylalanin je ze stejné
kolonky vymyt o né€co malo pozdéji (ma maximum vyluCovani ve frakci €. 2).
Tryptofan je ze vSech testovanych aminokyselin na sorbentu zachycovan nejsilnéji.
Eluuje zejména ve frakcich & 5-7. Ostatni, zde na obrazcich neuvedené
aminokyseliny, jako jsou Ala, Leu, Val, Ser, Thr, Asp, Glu, His a Lys, jsou z kolonek
vyluCovany prakticky shodné jako Tyr, tedy opousti kolonku ve frakcich €. 1-2, tj.

b&hem prvnich dvou mililitrt promyvani kolonek vodou.
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Obrizek 14. Pribéh vylu€ovani tyrosinu z SPE kolonek Strata X.

3,0E+04 -

——0.25ml
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—>—1.0ml
—%—1.25ml
—0—15ml
——20ml
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4 6 8 10
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Obrazek 15. Pribéh vylu€ovani fenylalaninu z SPE kolonek Strata X.

1,5E+04 -
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Obrazek 16. Pribéh vyluCovani tryptofanu z SPE kolonek Strata X.
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Obrazek 17. Pribéh vyluovani S-(21HPE)cysteinu z SPE kolonek Strata X.
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Z pribéhu vylucovani tii vybranych regioizomerd reprezentujicich adukty SO,

které jsou uvedeny na obrazcich 17-19, je patrné, Ze tyto adukty jsou pomérné silné
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vazany na pouzity sorbent a tim i odolné vuci vymyvani vodou. To je pozitivni a
dulezité zjisténi pro to, aby mohlo zakoncentrovani adukti SO z hydrolyzatu na SPE

kolonkach viibec fungovat.

Obrizek 18. Priibéh vylu€ovani Ne-(21HPE)lysinu z SPE kolonek Strata X.

6'mE+02 - . e . R

4,00E+02 -
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Regioizomery 3 a 8 jsou na sorbent vazany nejsiln€ji, nebot’ nejsou vodou z
kolonek prakticky viibec vymyvany. Z kolonek se daji vymyt az ,.elunim ¢inidlem“
(viz frakce €. 8-10).

Zato regioizomer 1 je na sorbent vazan o néco slabéji, zaCina byt z kolonky ve
zjistitelném mnozstvi vymyvan o néco dfive (cca od frakce ¢. 6), ale stale jesté
pozdé&ji nez tryptofan. Minoritni mnoZstvi nezachyceného regioizomeru 1 bylo
pozorovano i ve frakci €. 1. Zjistil jsem, Ze toto mnoZstvi je v pfimé proporci
k objemu naneseného vzorku. Tento jev se da ziejmé logicky vysvétlit tim, Ze
pravdépodobn& pfi vysokych pouzitych objemech a tim i pfi vy$§im celkovém
mnozstvi aminokyselin ve vzorku, dochazi k nasyceni vazebnych mist sorbentu
nadbytkem pfitomnych aminokyselin a adukti a tim k jejich vzajemné kompetici o
vazebna mista sorbentu. Timto zptisobem je dosaZzeno vazebnych limitd sorbentu

(vyrobcem udavana maximalni vazebna kapacita pouzitého sorbentu je cca 5-10 %, to
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pfi hmotnosti 60 mg sorbentu v pouzitych kolonkach znamena, Ze je schopna navéazat
celkem maximalné 3 az 6 mg latky).

Pii zkoumani prib&hu vylu€ovani vybranych aminokyselin a adukti bylo zjiSténo,
Ze optimalni objem vody potiebny pro promyti SPE kolonek o rozmérech 60 mg/3 ml
lezi nékde v intervalu 3 az 7 ml vody. Promyvani objemy men§imi nez 3 ml se

ukazuje jako nedostacujici k efektivnimu vymyti vétsiny alifatickych aminokyselin.

Obrazek 19. Pribéh vyluCovani Nt-(22HPE)histidinu z SPE kolonek Strata X.
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5.4.2.2. Optimalizace objemu vody vhodného k promyti kolonek

V dal$im kroku bylo zapotiebi zjistit, jaky je optimalni objem vody (z intervalu 3-
7 ml), vhodny k promyti kolonky. Pfi promyvani kolonek vodou dochazi k rychlému
vymyti vétSiny alifatickych a polarnich aminokyselin, zatimco méné polarni adukty
SO zistavaji zachyceny na sorbentu. Timto zpisobem se lze tedy teoreticky zbavit
vétSiny balastnich aminokyselin a tak ziskat vSechny adukty prakticky v pivodnim
mnozZstvi a ve vysokeé Cistot€.

Nicméné tento predpoklad neplati stoprocentné a pii promyvani SPE kolonek
vodou mize dochazet i k ¢aste€nému uvoliiovani aduktd, i kdyzZ v mnohem mensi
mife nez k tomu dochazi u aminokyselin. Proto bylo tieba najit co nejpfijatelné;si

kompromis. Jako promyvaci €inidlo byla testovana voda v objemu od 3 do 7 ml. Po
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promyti kolonek vodou jsem k eluci zachycenych adukti a ostatnich latek pouzil vzdy
3 ml , eluéniho ¢inidla“. Toto mnoZstvi bylo pfedem otestovano jako zcela dostacujici

k dosaZeni uplné eluce zachyceného materialu z kolonek.

5.4.2.3. Optimalizace koncentrace aminokyselin ve vzorku

Bylo simulovano chovani skute¢ného hydrolyzatu globinu b&hem jeho extrakce na
SPE kolonkach. Provadi-li se skute¢na hydrolyza globinu, ziska se takovy roztok, ve
kterém dosahuje celkova koncentrace aminokyselin hodnoty cca 5,0-4,0 mg/ml.

U vzorkd, jejichz testovani bylo provedeno dle postupu popsaného vtéto a
pfedchozi kapitole, byl stanoven procentualni vytézek extrakce aromatickych
aminokyselin a adukti SO jako pomér zachyceného mnoZstvi adukti vici jeho
mnozstvi v kontrolnim vzorku (Tabulka 11 a 12).

Kontrolni vzorek mél stejné sloZeni jako vzorek testovany, ale na rozdil od n€ho
nebyl podroben extrakci na SPE kolonkach.

Z udaji uvedenych v tabulce 11 je ziejmé, Ze srostoucim objemem promyti
kolonek vodou klesa mnozstvi zachycenych aminokyselin. Tak po promyti kolonek 3
ml vody dojde k vymyti naprosté vétSiny (cca 99 %) Tyr, zatimco na kolonce ziistane
stale zachyceno zhruba cca 10 % Phe a cca 33 % Trp.

Vytézky prezentované v tabulce 12 lze povazovat za dobré, zejména u
regioizomeru 3 byl pozorovan vynikajici vytézek, ktery byl vesmés vyssi nez 90 %. U
regioizomeru 1 a 8 bylo dosazeno o néco nizsich vytézku, coZ nemusi byt v budoucich
praktickych aplikacich na zavadu, jen stim bude tfeba pocitat a danou ztratu
kompenzovat pouzitim vhodnych vnitfnich standardu.

Z tabulky 12 je téz patrna mirna zavislost vytézki adukti SO na objemu
promyvani. Pozoroval jsem mirné sniZeni vytézku 1 se zvySujicim se objemem vody
pouzité k promyti kolonek, zatimco u siln&ji se vazajicich regioizomerd 3 a 8 tato
zavislost z tabulky tolik patrna neni.

Celkového nejvyssiho vyté€zku aduktd SO bylo dosazeno pii promyti SPE kolonek
3 ml vody. Promyvani kolonek vét§imi objemy vody (vice nez 3 ml) tedy neni kvuli

zpusobenym ztratam na vytézku adukta SO pfili§ vhodné.
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Tabulka 11. Stanoveni vytéZzku tyrosinu, fenylalaninu a tryptofanu na SPE Strata-X v

zavislosti na koncentraci a objemu vzorku a objemu vody pouZité k promyti.

Konc. vzorku Objem Promyti Vytézek (%

(mg/ml) vzorku (ml) | (ml H,0) Tyr Phe Trp
1,0 1,0 3,0 1 6 23
1,0 1,0 5,0 2 3 17
1,0 1,0 7,0 1 7 4
1,0 2,0 3,0 1 6 17
1,0 2,0 5,0 0 1 13
1,0 2,0 7,0 0 1 4
1,0 3,0 3,0 0 3 24
1,0 3,0 5,0 0 1 12
1,0 3,0 7,0 0 1 3
1,0 40 3,0 0 2 12
1,0 4,0 5,0 0 1 9
1,0 40 7,0 0 0 1
2,0 0,5 3,0 4 11 18
2,0 0,5 50 2 6 17
2,0 0,5 7,0 1 4 12
2,0 1,0 3,0 3 8 17
2,0 1,0 5,0 1 3 21
2,0 1,0 7,0 0 1 10
2,0 1,5 3,0 1 7 29
2,0 1,5 5,0 0 2 24
2,0 1,5 7,0 0 1 7
2,0 2,0 3,0 1 4 29
2,0 2,0 5,0 0 2 22
2,0 2,0 7,0 0 1 9
2,0 2,5 3,0 1 4 23
2,0 2,5 5,0 0 1 14
2,0 2,5 7,0 0 1 5
4,0 0,25 3,0 3 6 20
4,0 0,25 5,0 3 3 12
4,0 0,25 7,0 1 1 5
4,0 0,5 3,0 3 7 22
4,0 0,5 5,0 4 2 15
4,0 0,5 7,0 0 1 6
4,0 0,75 3,0 4 6 15
4,0 0,75 5,0 1 1 22
4,0 0,75 7,0 0 1 9
4,0 1,0 3,0 2 6 37
4,0 1,0 5,0 1 2 23
4,0 1,0 7,0 0 1 12
4,0 1,25 3,0 1 4 35
4.0 1,25 5,0 0 2 14
4.0 1,25 7,0 0 0 5
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Tabulka 12. Stanoveni vytéZku regioizomeri adukti 1, 3 a 8 na SPE Strata-X v

zavislosti na koncentraci a objemu vzorku a objemu vody pouzité k promyti.

Konc. vzorku Objem Promyti Vytézek
(mg/ml) vzorkn (ml) | (mlH,0) | SO-Cys:1 | SO-Lys: 3 | SO-His: 8
1,0 1.0 3.0 43 98 93
1,0 1,0 5,0 32 85 59
1,0 1,0 7,0 20 86 49
1,0 2,0 3,0 39 86 71
1,0 2.0 5.0 49 93 39
1,0 2,0 7.0 28 85 64
1,0 3,0 3,0 53 90 83
1,0 3,0 5,0 55 85 75
1,0 3,0 7,0 17 83 85
1,0 4.0 3,0 25 88 93
1,0 4.0 5,0 32 84 77
1,0 4.0 7,0 18 85 73
2,0 0,5 3,0 26 92 61
2,0 0,5 5,0 24 104 87
2,0 0,5 7,0 32 98 64
2,0 1,0 3,0 30 99 85
2,0 1,0 5,0 41 92 56
2,0 1,0 7,0 43 96 85
2,0 1,5 3,0 51 93 91
2,0 1,5 5,0 59 98 83
2,0 1,5 7.0 43 82 43
2,0 2,0 3,0 61 96 70
2,0 2,0 5,0 S0 88 64
2,0 2,0 7,0 49 92 47
2,0 2,5 3,0 60 80 25
2,0 2,5 5,0 51 82 49
2,0 2,5 7,0 40 80 50
40 0,25 3,0 40 30 22
40 0,25 5,0 34 26 10
40 0,25 7,0 30 20 12
40 0,5 3.0 42 66 22
4,0 0,5 5,0 37 77 24
4,0 0,5 7.0 38 19 14
40 0,75 3,0 56 69 17
4,0 0,75 5,0 S5 74 21
40 0,75 7,0 47 66 22
4.0 1.0 3.0 60 88 49
40 1,0 5,0 62 88 45
40 1,0 7,0 55 89 48
4,0 1,25 3,0 80 108 74
4,0 1,25 5,0 58 84 63
40 1,25 7,0 54 76 35
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V naméfenych udajich nelze vypozorovat vyznamnou souvislost mezi vytézkem
aduktd a koncentraci aminokyselin ve vzorku ,MH“. Dale jsem nepozoroval
vyznamny vliv objemu vzorku na vytézky adukti. Muze to tedy znamenat, ze bud
tyto dva posledn€é uvedené parametry jsou méné kritické pro optimalizaci postupu

nebo spise, Ze jsem stale pracoval za podminek optimalnich pro pouzité kolonky.

5.4.3. Aplikace metody SPE na vzorky hydrolyzatu lidského globinu

Vyvinuty postup extrakce aduktii SO na SPE kolonkach popsany v kapitole 5.4.2.
bylo nutno nasledné ovéfit na skute€ném hydrolyzatu lidského globinu. Do
enzymatického hydrolyzatu lidského kontrolniho globinu bylo pfidano urdité
mnozstvi ,standardniho roztoku“ obsahujiciho adukty SO (v rozmezi 0-500 nmol
aduktu). Poté byla provedena extrakce téchto vzorku na SPE kolonkach Strata-X.
Eluat byl zachycen, vysuSen a pak byl do ného pfidan vnitfni standard (norleucin). Po
derivatizaci vzorki Cinidlem MTBSTFA byl obsah adukti ve vzorku stanoven
metodou GC-FID. Paralelné byly analyzovany samotné vzorky aduktd SO v rozmezi
koncentraci 0-500 nmol, ze kterych byly sestaveny kalibra¢ni kfivky pro jednotlivé
regioizomery aduktu SO (obrazky 20-22).

Obrizek 20. Kalibra¢ni kiivka pro S-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)cystein.
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Viechny kalibratni kfivky byly linearni, s korela&nimi koeficienty R? leZicimi v

intervalu 0,9997-0,9999. Relativni smérodatna odchylka (s;) stanoveni jednotlivych
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kalibragnich bodl byla mensi nez 1 % pro vzorky spikované 100 a 500 nmoly aduktt
SO. Pro vzorky spikované 10 a 50 nmol)» aduktd SO byla s; mensi nez 2 %, zatimco
pro vzorky spikované 1-5 nmoly adukti SO byla s, cca 1-10 %.

Obrizek 21. Kalibra¢ni kiivka pro Ne-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)lysin.
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Obrazek 22. Kalibra¢ni kfivka pro Nt-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)histidin.
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Vytézek extrakce adukti SO ze vzorkd hydrolyzatu SO-Gb byl stanoven pomoci

téchto kalibraénich kfivek, pfiCemz vytézek odpovidajici 100 % byl vypoéitan z

plochy piki ziskanych analyzou samotnych vzorki standardd adukti SO,

korigovanych na plochu piku vnitiniho standardu, kterym byl norleucin (tabulka 13).

Tabulka 13. Vytézek extrakce adukti SO z hydrolyzatu lidského kontrolniho globinu,
spikovaného o adukty SO, na SPE kolonkach Strata-X.

Obsah adukti ve| Promyti VytéZek (%)
vzorku (nmol/g) | (ml H,0)| S (21HPE)cystein | Ne-(21HPE)lysin | Nt-(22HPE)histidin
500 3 55 99 71
500 5 33 95 75
500 7 26 98 69
100 3 57 98 75
100 5 31 87 66
100 7 24 104 67
50 3 55 89 72
50 5 36 99 67
50 7 23 98 67
10 3 53 86 75
10 5 38 92 69
10 7 30 98 76
5 3 53 86 71
5 5 38 92 65
5 7 30 102 86
1 3 58 89 66
1 5 39 94 78
1 7 27 97 65

Vytézky extrakce jsou pro Ne-(21HPE)lysin velmi dobré, lezi v rozmezi 86-104
%. O néco nizsi vyté€zky extrakce byly dosazeny u Nt-(22HPE)histidinu (65-86 %).

Méné uspokojivé jsou pozorované vytézky pro S-(21HPE)cystein, které dosahovaly

jen cca 23-58 %. U S-(21HPE)cysteinu byla navic pozorovana zavislost vytézku na

objemu vody, kterym byla kolonka promyta. Cim vys$§im objemem vody byla SPE

kolonka promyta, tim niz§i vytézek S-(21HPE)cysteinu byl pozorovan. Tento jev je

pravdépodobné zpisoben nedostate¢nou retenci aduktii SO-Cys na sorbentu Strata-X
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a Casteénym vymyvanim adukti SO-Cys vodou. Na druhou stranu byly regioizomery
Nz-(22HPE)histidin a zejména Ne-(21HPE)lysin odolné vi¢i vymyvani vodou, takze
nedochazelo k jejich vyznamnym ztratam.

Z vysledku testovani uvedenych v kapitolach 5.4.2. a 5.4.3. byl vypracovan
optimalni postup extrakce hydrolyzatu globinu na SPE kolonkach Strata-X o velikosti
60 mg/3 ml, ktery nabyva nasledujici podoby: kolonka je nejprve kondicionovana 2 x
1 ml methanolu a posléze 2 x 1 ml vody. Poté je na ni nanesen 1 ml vzorku (napf.
hydrolyzatu proteinu) o koncentraci 5 mg/ml. Po adsorpci vzorku je kolonka promyta
3 ml vody, nasledné susena po dobu 30 sekund za pisobeni vakua a zachycené adukty
SO jsou eluovany 3 ml ,elu¢niho ¢inidla“ o slozeni: MeOH/acetonitril/0,1 %
trifluoroctova kys., 45/45/10, v/v/v. Do sebraného eluatu je pfidan vnitini standard,
vzorek je vysuSen a po derivatizaci analyzovan plynovou chromatografii (Jagr,
2007a).

VySe uvedeny postup extrakce lze jednoduse modifikovat i pro praci s SPE
kolonkami s vy$§im mnoZstvim sorbentu tak, Ze se zvy$i objemy vSech pouzitych
¢inidel umérné podle mnozstvi sorbentu pfitomného v kolonce. Tak napf. SPE
kolonky Giga Tubes o velikosti 1 g/12 ml obsahuji 1000 mg sorbentu, kterého maji
tedy cca 16,6 x vice nez SPE kolonky o velikosti 60 mg/3 ml. Tudiz pfi praci s témito
kolonkami Giga Tubes byly pouzity objemy 16 x vétsi. Tyto kolonky tedy bylo nutno
nejprve kondicionovat 2 x 16 ml methanolu a posléze 2 x 16 ml vody. Po naneseni 16
ml vzorku a jeho vsaknuti byly kolonky promyty 48 ml vody. Adukty byly nasledné

eluovany 48 ml ,.eluéniho €inidla“.

5.4.4. Stanoveni aduktu SO v SO-modifikovaném lidském globinu metodou SPE-
GC-FID

Vzhledem k nizkému obsahu adukti SO ve vzorcich SO-Gb (R)-SO 0,625:1 a SO-
Gb (5)-SO 0,625:1, bylo nutno provést extrakci adukti SO z hydrolyzatu vzniklého
rozkladem 80 mg vzorku. Extrakce adukti SO byla provedena na co mozna
nejvétSich, komeréné dostupnych SPE kolonkach. Pouzity byly SPE kolonky Strata-X
Giga Tubes o velikosti 1 g/12 ml. Na té€chto kolonkach byla provedena extrakce 16 ml
enzymatického hydrolyzatu riznych vzorki SO-Gb. Koncentrace aminokyselin v
hydrolyzatu byla cca 5 mg/ml. Tyto vzorky nebyly spikovany ,standardnim
roztokem“ obsahujicim adukty SO, ale adukty SO v nich byly pfimo stanoveny
metodou GC/FID. Stanoveni adukti SO ve vzorcich bylo provedeno s korekci ploch
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adukti na plochu vnitfniho standardu (norleucin) a s vyuzitim kalibraénich kfivek
zvefejnénych v kapitole 5.4.3. Vypocitané hodnoty byly dale korigovany na prumérné
vytézky adukti SO, zjisténé v predchozim oddile. Pocitalo se s primérnymi vytézky
S-(21HPE)cysteinu cca 50 %, Ne-(21HPE)lysinu cca 90 % a Nt-(22HPE)histidinu cca
70 % (tabulka 13). Hladiny adukti SO stanovené timto zptisobem ve vzorcich SO-Gb
jsou uvedeny v tabulce 14 (Jagr, 2007b).

Tabulka 14. Hladina adukti SO ve vzorcich globini inkubovanych s SO in vitro.

. Hladina adukti (¥ mol/g globinu)
Vzorek globinu
S-(21HPE)cystein | Ne-(21HPE)lysin  |Nt-(22HPE)histidin
SO-Gb 100:1 10,5 34,7 135
SO-Gb 10:1 580 11,0 39,3
SO-Gb (R)-SO 0,625:1 0,59 0,85 1,98
SO-Gb (5)-S0 0,625:1 0,42 0,83 1,30

Hladiny aduktd SO ve vzorcich SO-Gb 100:1 a SO-Gb 10:1 jiz byly pfedtim
stanoveny jinou metodou (GC/MS) s vyuzZitim deuterovanych standardi adukta SO
jako vnitfnich standardd (kapitola 5.3.2., tabulka 9). Zajimavé je porovnani

_kvantitativnich udaji uvedenych v obou tabulkach, které byly ziskany dvéma na sobé&
nezavislymi metodami. Hodnoty, ziskané na tomtéz materialu, si jsou velmi podobné
a navzajem se podporuji, coz svéd&i o spravnosti obou postupi. Metodou SPE-GC-
FID byly navic analyzovany vzorky globinu inkubované in vitro s relativn€ niz§im
nadbytkem SO (vzorky SO-Gb (R)-SO 0,625:1 a SO-Gb (5)-SO 0,625:1). Zjisténé
hladiny adukti SO v tomto materialu byly proto piirozené niz§i, zhruba na urovni 0,4-
2,0 umol/g globinu. V globinu exponovaném (R)-SO byl nalezen o néco vyssi obsah
adukti nez v globinu exponovaném (5)-SO.

Citlivost pouzité metody GC-FID byla cca 0,1 nmol adukti SO na nastiik. Pokud
by toto mnozstvi adukti bylo vyizolovano ze 100 mg globinu, pak by uvedena metoda
byla schopna detekovat adukty SO v globinu, kde by jejich hladina byla zhruba cca 1
nmol/g globinu.

Piedpokladam, Ze pii nahrazeni metody GC s FID detekci mnohem citlivéj§imi
analytickymi technikami (GC/MS ¢i LC/MS/MS) by doslo ke zlepSeni citlivosti

detekce o jeden az dva fady. V tomto ptipadé by analytickym postupem vyuzivajicim
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spojeni extrakce adukti SO na SPE kolonkach s jejich naslednou detekci velmi
citlivymi hmotnostnimi technikami mohly byt detekovany nebo stanoveny adukty SO
v biologickém materialu, kde by jejich obsah byl na urovni cca 10-100 pmol/g
globinu.

Pro srovnani Yeowell-O Connell a spol. (1996a) stanovili v sérovém albuminu
ziskaném od pracovnikii profesionaln& exponovanych param styrenu metodou
vyuzivajici Ra-Ni obsah S-(21HPE)cysteinu na urovni 0,24-3,7 nmol/g sérového
albuminu. Obsah S-(21HPE)cysteinu v globinu byl zji§tén na urovni 0,03-0,16 nmol/g
globinu. Obsah adukti SO-Val zji§tény metodou MED ve studii Pauwelse a spol.
(1996), ktery podaval intraperitonealné styren laboratornim mys$im v rozmezi 0 az
4,35 mmol/kg zivé vahy byl cca <10 az 305 pmol/g Hb.

Hladina aduktt SO-His a SO-Lys u lidi exponovanych in vivo styrenu a SO dosud
nebyla v Zadné studii stanovena, ale diky vysoké afinité histidinu vi¢i SO lze
predpokladat, ze bude mnohem vy$§i nez je hladina adukti SO-Val zji§tovana
metodou modifikované Edmanovy degradace. Da se spekulovat, Ze tato hladina bude
zhruba na urovni 10-1000 pmol/g globinu, kterou by vySe navrzena analytickd metoda

meéla byt schopna snadno a spravné zméfit.

5.5. Polyakrylamidova gelova elektroforéza
5.5.1. Vyuziti SDS-PAGE k analyze SO-modifikovaného lidského globinu

Na pocatku experimentalni prace s elektroforézou na polyakrylamidovych gelech
byly vyzkouseny tfi rizné modifikace provedeni gelové elektroforézy: SDS-PAGE,
nativni PAGE a kysela PAGE. Nejlepsich vysledkt separace bylo dosazeno pomoci
SDS-PAGE, kdy dochazelo k déleni analyzovanych proteini dle jejich M. Pri
optimalizaci metody SDS-PAGE bylo nutno najit takové slozeni déliciho gelu, aby v
ném byly a a B fetézce lidského globinu vzajemné dobie separovany. Separani
schopnost gelu zavisi obecné na jeho hustoté a stupni zesitovani, oboji lze
zjednodusené vyjadfit ,,procentem* gelu. Cim je vyssi ,procento” gelu, tim je sice
separacni schopnost gelu lepsi, ale na druhou stranu zaroveii klesa prichodnost gelu
pro vysokomolekularni latky. Lidsky globin a jeho a a P fetézce jsou relativné
nizkomolekularni proteiny, a tudiz se k jejich separaci hodi gely s ,procentem* v
rozmezi 12-20 %. V této praci bylo nejlepsi separace dosazeno na 20 % délicim gelu.

20 % deélici gel byl pouzit k analyze vzorku lidskych globini inkubovanych in
vitro s SO (SO-Gb 100:1 a SO-Gb 10:1). Dale byl timto zpisobem analyzovan
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kontrolni lidsky globin a smés znalkovacich standardd nizkomolekularnich proteint.
Byla vyzkouSena SDS-PAGE se dvéma riiznymi navazkami analyzovanych proteini
50 ng a 500 ng. Proteiny byly po skonceni elektroforézy detekovany obarvenim

stiibrem. Vysledky analyz jsou prezentovany na obrazcich 23 a 24.

Obrizek 23 (vlevo) a 24 (vpravo): SDS-PAGE vzorki SO-Gb na 20 % délicim gelu.
Navazka proteinu v jednotlivych liniich ¢inila: 50 ng (Obr 17) nebo 500ng (Obr. 18).
Linie M, smé&s standardii nizkomolekularnich proteini Sigma; G, kontrolni globin; 1,
SO-Gb 10:1; 2, SO-Gb 100:1; 2+G, smés SO-Gb 100:1 a kontrolniho globinu (1:1).
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Na obrazku 23 je v linii G patrné rozstépeni kontrolniho globinu na dva tésné u
sebe polozené prouzky. Tyto prouzky odpovidaji jednotlivym a a B fetézctim globinu.
Diky pouziti velmi citlivého barveni proteini stiibrem bylo moZno tyto fetézce
zviditelnit. Pouziti desetkrat vyssi navazky sice zpuasobilo viditelné rozsifeni prouzki
proteinu, ale zato byly v jednotlivych liniich patrné i proteiny méné zastoupené ve
vzorku (obrazek 24). Na tomto obrazku je patrna pfitomnost dal§ich ¢ar pti M; ~
30000, které jsou ziejmé tvofeny dimery o a B fetézci globinu. Navazani ur¢itého
poctu (n) molekul SO na globinovy fetézec v principu zptsobi zvySeni M; vysledného
proteinu 0 hodnotu 120 x n. To se nasledné projevi v SDS-PAGE sniZzenim
pohyblivosti takto modifikovaného proteinu. Prouzky tvofené proteiny SO-Gb by tedy
meély trochu zaostavat za prouzkem kontrolniho globinu. Skute¢né jsem pozoroval

dobfe patrné snizeni pohyblivosti proteinu SO-Gb 100:1 (obrazek 23 a 24, linie 2).

99



SniZeni pohyblivosti proteinu SO-Gb 10:1 (obrazek 23, linie 1) bylo o néco mensi,
zieymé diky men§imu mnoZstvi navazaného SO na SO-Gb 10:1 ve srovnani s SO-Gb
100:1.

5.5.2. Stanoveni M, SO-modifikovaného lidského globinu

Ze zavislosti pohyblivosti proteinu (vyjadieném uraZenou vzdalenosti v mm) na
logaritmu jeho relativni molekulové hmotnosti (M;) v systému SDS-PAGE lze zjistit
M, tohoto proteinu (vztah [1]). Analyzou znakovacich standardG nizkomolekularnich
proteini (obrazek 23) byla ziskana kalibraéni zavislost, ktera byla vyuZita ke zji$t&ni

M; lidského globinu exponovaného in vivo racemickému SO (obrazek 25).

Obrazek 25: Vztah mezi mobilitou a logaritmem M; standardd proteini Sigma a
kontrolnim globinem s presné definovanou M;. Pouzité znaCkovaci standardy jsou
oznaCené ¢. Vzorky proteini SO-Gb jsou oznafené [J. 1- SO-Gb 10:1, a fetézec, 2-
SO-Gb 10:1, B retézec, 3- SO-Gb 100:1, Celo prouzku, 4- SO-Gb 100:1, konec
prouzku.
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SDS-PAGE lidského globinu, ktery byl inkubovan se 100-nasobnym molarnim
nadbytkem SO (SO-Gb 100:1) poskytla jeden Siroky prouzek (obrazek 23, linie 2). Po
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dosazeni pohyblivosti obou kraji prouzku do zavislosti znazorn€né na obrazku 25
byla zji§téna M; tohoto proteinu, ktera byla v rozmezi 16007 az 17414.

Kdyz je na globinovy fetézec kovalentné navazana jedna molekula SO, tak M;
fetézce stoupne o hodnotu cca 120 g/mol. Pozorovana maximalni hodnota M; 17414
proteinu SO-Gb 100:1 tedy znamena, Ze na danou molekulu globinu bylo navazéano
cca 19 molekul SO. Z toho lze vypotitat vyslednou celkovou hladinu SO adukti v
SO-Gb 100:1, ktera tak cinila cca 295 umol/g globinu. Tato hodnota, udavajici
celkovy obsah adukti SO, je ve vyborném souladu s hodnotami uvedenymi v
tabulkach 9 a 14. Bohuzel rozdily v mobilité mezi SO-Gb 10:1 a kontrolnim globinem
byly pfili§ malé na to, aby byly spolehlivé pozorovatelné (Jagr, 2002).

Zavérem lze fici, ze metoda SDS-PAGE nezavisle potvrdila hodnoty hladin
aduktt SO u vzorkd SO-Gb 100:1 zjisténé metodami GC/MS a GC-FID. Zaroveii to
bylo dle mych znalosti poprvé, co byl uinén pokus o SDS-PAGE analyzu SO-
modifikovaného lidského globinu. Vzhledem k nizkym, prakticky az
nepozorovatelnym, rozdilim v pohyblivosti kontrolniho globinu a SO-Gb 10:1, tedy
globinu exponovaného stale dost vysokym hladinam SO, lze fici, Ze se SDS-PAGE
nehodi k analyzam adukti SO v globinech ziskanych z biologickych materiald, kde je

hladina aduktd SO cca o 4-6 fada nizsi.
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6. SHRNUTI

'V této dizertaéni praci byla poprvé byla popsana metoda syntézy regioizomert
adukti SO-Cys, SO-His a SO-Lys. S-(1-Fenyl-2-hydroxyethyl)cystein a S-(2-fenyl-2-
hydroxyethyl)cystein byly pfipraveny pfimou alkylaci cysteinu optickymi
enantiomery (R)-SO nebo (§5)-SO. Adukty SO s aminokyselinami histidinem a
lysinem byly pfipraveny alkylaci Noa-Boc chranénych aminokyselin enantiomery (R)-
SO nebo (5)-SO. Po odstépeni Na-Boc skupiny byly obdrzeny adukty Ne-(1-fenyl-2-
hydroxyethyl)lysin a Ne-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)lysin, stejné jako Nn-(1-fenyl-2-
hydroxyethyl)histidin, N=n-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)histidin, Nz-(1-fenyl-2-
hydroxyethyl)histidin a Nt-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)histidin. Jednotlivé regioizomery
byly ze smési izolovany semi-preparativni HPLC a jejich struktura byla
charakterizovana metodami NMR. Podobnym postupem byly dale pfipraveny
deuterované analogy adukti SO-Cys a SO-His, které byly vyuzity jako vnitini
standardy v kvantitativnich studiich.

Zkoumané adukty SO byly metodami GC/MS a LC/MS nalezeny v pronazovych
hydrolyzatech vzorku lidskych globint inkubovanych SO in vitro. V tomto materialu
byly detekovany vSechny mozné regioizomery adukti SO-Cys, SO-Lys a SO-His.
Jednotlivé adukty SO byly pfed analyzou plynovou chromatografii derivatizovany
silylanim c¢inidlem za vzniku TBDMS derivati a jejich obsah ve vzorcich byl
stanoven metodou GC/MS, ktera byla schopna separovat jednotlivé regioizomery
adukti SO. Metodou GC/MS bylo zji§téno, Ze nejvice zastoupenymi regioizomery
aduktd SO ve vzorcich SO-Gb jsou: S-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)cystein, Ne-(1-fenyl-
2-hydroxyethyl)lysin a Nrt-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)histidin. Tyto adukty byly
navrzeny jako biomarkery vhodné k monitorovani expozice lidi a laboratornich zvifat
styrenu a SO. Metodou LC/MS bylo navic mozno studovat i jednotlivé diastereomery
adukti SO-Cys.

Dale byla vypracovana metoda extrakce adukti SO z hydrolyzatu lidského
globinu na SPE kolonkach. Vyvinuta metoda dokazala uspésné oddélit relativné méné
polarni adukty SO od ostatnich alifatickych a vétSiny aromatickych aminokyselin. Tak
bylo dosazeno obohaceni hydrolyzatu o adukty SO cca o dva fady. Uvedena metoda
byla pouzita ve spojeni s plynovou chromatografii s plamenovym ioniza¢nim

detektorem ke stanoveni obsahu adukti SO ve vzorcich SO-modifikovanych lidskych
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globint izolovanych z plné krve inkubované s enantiomery (R)-SO a (S5)-SO. Obsah
aduktt SO v téchto vzorcich se pohyboval v rozmezi cca 0,4-2,0 umol/g globinu.

Citlivost vyvinuté analytické metody by bylo mozZno je§t¢ vyznamné zvysit
nahrazenim plamenového ioniza¢niho detektoru mnohem citlivéjSim detektorem na
bazi hmotnostni spektrometrie. Vyvinutd metoda bude v nejbliz§im Case pouzita k
biologickému monitorovani zvifat, kterym bude intraperitonealn¢ podavan styren-7,8-
oxid. V pfipad¢ usp&€Sného zachytu adukti SO ve vzorcich ziskanych z laboratornich
zvifat, bude metoda pfipravena k pouziti i v pfipadé monitorovani aduktd SO u lidi
profesionalné exponovanych styrenu a styren-7,8-oxidu a tak bude moZno stanovit
korelaci mezi hladinou adukti SO u lidi a mirou expozice. Hladinu aduktd SO-Cys,
SO-His a SO-Lys v téchto vzorcich predpokladam na urovni cca 10-1000 pmol/g
globinu.

Cast Gsili byla vénovana i vypracovani metody analyzy SO-modifikovaného
lidského globinu polyakrylamidovou gelovou elektroforézou. Vzorky globinu byly
separovany SDS-PAGE a bylo stanoveno mnozstvi SO navazaného na globinové

fetézce.
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HPLC
HPLC-UV
iBuCF
LC/MS
LC/MS/MS
MA

acetonitril

albumin

z angl. Attached proton test

persiran amonny

methylen-bis-akrylamid

terc-butoxykarbonyl
N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid
dvojdimenzionalni

N,N-dimethylformamid

dimethylsulfoxid

ethylchlormravencan

ethylenoxid

adukty ethylenoxidu s histidinem

adukty ethylenoxidu s valinem

elektrosprejova ionizace

globin

plynova chromatografie

plynova chromatografie s plamenovym ioniza€nim detektorem
plynova chromatografie - hmotnostni spektrometrie
hemoglobin

heptafluorbutanol

z angl. Heteronucleat multiple bond correlation

z angl. Heteronuclear multiple quantum coherence
1-fenyl-2-hydroxyethyl

2-fenyl-2-hydroxyethyl

vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC s UV spektrofotometrickym detektorem
isobutylchlormravencan

kapalinova chromatografie — hmotnostni spektrometrie
kapalinova chromatografie — tandemova hmotnostni spektrometrie

mandlova kyselina
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M;

MS
MTBSTFA
NMR
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1-PE

2-PE
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PHEMALI
PHEMA2
PO
PO-Val
Ra-Ni

R,

SDS
SDS-PAGE
SG

SIM

Sn1

SN2

SO
SO-Asp
SO-Cys
SO-Cys-d8
SO-d8
SO-Gb
SO-Glu
SO-His
SO-His-d8
SO-Lys
SO-Val
SPE

modifikovana Edmanova degradace
modelovy hydrolyzat

relativni molekulova hmotnost

hmotnostni spektrometrie
N-terc-butyldimethylsilyl-N-methyl-trifluoracetamid
nuklearni magneticka rezonance
polyakrylamidova gelova elektroforéza
1-fenylethanol

2-fenylethanol

fenylglyoxylova kyselina
Na-acetyl-S-(1-fenyl-2-hydroxyethyl)cystein
Na-acetyl-S-(2-fenyl-2-hydroxyethyl)cystein
propylenoxid

adukty propylenoxidu s valinem

Raneyuv nikl

retardacni faktor

dodecylsiran sodny

PAGE s pridavkem dodecylsiranu sodného
styrenglykol

selektivni monitorovani ionta
monomolekularni nukleofilni substituce
bimolekularni nukleofilni substituce
styren-7,8-oxid

adukty styren-7,8-oxidu s asparagovou kyselinou
adukty styren-7,8-oxidu s cysteinem

adukty styren-7,8-oxidu-d8 s cysteinem
styren-7,8-oxid-d8

SO-modifikovany lidsky globin

adukty styren-7,8-oxidu s glutamovou kyselinou
adukty styren-7,8-oxidu s histidinem

adukty styren-7,8-oxidu-d8 s histidinem
adukty styren-7,8-oxidu s lysinem

adukty styren-7,8-oxidu s valinem

extrakce tuhou fazi
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TBDMS
TEMED
TFA
TIC
TLC
TMCS
TMS
TOF

Tris

4-VP

terc-butyldimethylsilyl
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin
trifluoroctova kyselina

celkovy iontovy proud

tenkovrstva chromatografie
trimethylchlorsilan

trimethylsilyl

pruletovy analyzator
tris(hydroxyethyl)aminomethan
ultrafialovy

4-vinylfenol
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