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Zoznam skratiek

1.LF UK 1. |ékaska fakulta Univerzity Karlovy
AB — amyloidp

AD Alzheimets disease

AP-1 Activator protein 1, transkrimy faktor
APP Amyloidovy prekurzorovy protein
DNA Deoxyribonucleic acid

FAD Flavinadenindinukleotid

GPx Glutationperoxidaza

GSH Glutation, redukovana forma
GSSGGlutation, oxidovanéa forma

LDL Low density lipoprotein

LFP Lipofuscin like pigments

NADH Nikotinamidadenindinukleotid
NADPH Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NF-kB Nuklearny faktoxB

p47 Protein 47

Phe Fenylalanin

ROS Reactive oxygen species

RNS Reactive nitrogen species

SOD Superoxiddizmutaza

Trp Tryptofan

Tyr Tyrozin

UV Ultra violet

VFEN VSeobecna fakultni nemocnice



Uvod

Tému ,Stanovenie fluorescé&mych produktov v erytrocytoch u pacientov
s Alzheimerovou chorobou“ som si vybral pre svdjatioby zaujem o chemické
odbory. Ziskal som moznpssta® sa sdag’ou poznavacieho procesu, ztitd
vedomosti, ktoré mi dalo Stadium na lekarskej fekul a ziské skisenosti

s experimentalnou pracou v laboratériu.

Ziva hmota je zlozena z atbmov, preto v nej platenaké chemické
zakony a principy ako v sustave nezivej. Obrovskyvoj vedy a poznania
v poslednych deseociach poslUva medicinu stale viac na UGtoveolekul.
Mnozstvo novych poznatkov je dokladom, Ze poctigbiorobu a procesy, ktoré
k nej vedu nie je bez porozumenia normalnej fyg@da metabolizmu mozne.
Alzheimerova choroba patri do kategorie chronickyrbgresivnych ochoreni
vyrazne znizujucich kvalitu Zivota postihnutéhehq okolia. Priina choroby nie

je znama.

V svojej praci sa snazim blizSie pochbpimechanizmy veduce
k posSkodeniu nervovych buniek Pddiska radikalovej teérie vzniku demencie

Alzheimerovho typu.



1. VoPné radikaly a radikalové reakcie

Radikaly obsahuju v molekule atomorit obsahuje v orbitale jeden
nesparovany elektron. Molekula moézet biyeutralna, alebo elektricky nabita.
Struktiru s nesparovanym  elektronom akladnym roiboj nazyvame
katibnradikal, zaporne nabitl aniénradikal. Radikphtria medzi mimoriadne
reaktivnecastice, ktoré nevykazuju rovnaku stabilitu. Pritestnaromatického
jadra v molekule zlkeniny vyrazne zvySuje stabilitu radikalu z dévodu
konjugéacie vného elektronu s-elektronmi aromatického jadra [1]. Chemicka
vazba méze hyStiepend homolyticky (nepolarne) nebo heterolytiolarne).
Pre reakcie prebiehajice mechanizmom radikalovejbstgucie je
charakteristicka:

1. faza iniciacie
2. faza propagécie

3. faza terminacie

Vo faze iniciacie dochadza k vzniku vlastného katli. Iniciacia prebieha
spontanne, alebo pésobenim svetla, tepla, UV-amremganickych peroxidov,
latok s nizko energetickymi vazbami (disulfidy, alfGeniny). Vo faze
propagacie dochadza k’ezovej reakcii medzi radikalom a substratom s teorb
d’alSich ad’alSich radikalov. Proces propagécie je wemy vzajomnym spojenim

dvoch radikalov — terminacia.
R-X - R + X~
R +R-H—R-H+R
R +R — R-R

Pre réazovu radikalova reakciu je charakteristicka jekamrdinovanos
a potencial zapdji do reakcie mnoho molekul. Rada biologicky vyznaamy
zluéenin méze maradikalovy charakter a podliehaju tak radikalovgrocesom.



1.1 Reaktivne zléeniny kyslika (ROS)

Do suboru ROS radime reaktivne latky radikalovéneradikalového

charakteru. Talika uvadza najvyznamnejSie reaktivne formy kyslika:

Tabu’kaé. 1: Reaktivne zkeniny kyslika

Radikaly Ne-radikély
superoxid Q.- peroxid vodika kO,
hydroperoxid HQ. kyselina chlérna HCIO
hydroxylovy radikal OH. singletovy kyslIfO,
alkoxyl RO. 0zO6n @
peroxyl ROO.

1.1.1 Kyslik

Atmosféricky kyslik je z hadiska elektronovej Struktury biradikal.

Usporiadanie elektronov v molekulovych orbital@ectazotiuje obrazok:

Obréazoks. 1: Usporiadanie elektrénov v orbitaloch kyslfka

1.2 Zdroj: KALOUSOVA, M.et al.Patobiochemie ve schématedhvyd. Praha: Grada, 2006.

264s. ISBN 80-247-1522-8.
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Kyslik s elektrénovym usporiadaninfavo s dvoma vimymi elektrénmi
v orbitaloch zodpoveda tripletovomu stave. V pravailmgrame sa nachadza
elektréonovy péar vjedinom orbitale s multiplicitowsingletového kyslika.
Singletovy kyslik je energeticky na vysSej urovpreto vykazuje vysokou
reaktivitu [2]. NepovaZujeme ho ale zalng radikél, pretoZe vSetky elektrony su
sparované. Vysoka reaktivita a schophasciovat’ radikalové reakcie ho radi
k ROS.

1.1.2 Superoxidovy radikal

Hypoteticky vznika spojenim molekuly kyslika simgm elektronom. Je
nositd’om zaporného naboja a jedného nesparovaného elektBuperoxid sam
o sebe nie je priliS reaktivny a v bunke podlieimandtainym reakciam. Bezne
vznika vcervenych krvinkach oxidaciou hemoglobinu na methglotan

a v dychacom t&@azci [4].

1.1.3 Peroxid vodika

Peroxid vodika nepatri medzi vyrazne reaktivne efdly. Vd'ne
prechadza bureymi membranami a je schopny difundéwdialeko od miesta
svojho vzniku [3]. Podlieha neenzymatickej reakaisuperoxidom v pritomnosti

kationov tranzitnych prvkov, hlavne Zeleza a medi:
F&"" + Oy + H,0, — Fe" + OH + OH

Jeho nebezpay potencial skryva vysSie zapisanad Haberova-Wedsso
reakcia, kde sa peroxid vodika stava zdrojom nedtedph hydroxylovych
radikalov. Specialnym pripadom Haberovej-Weissokegkcie je Fentonova

reakcia rozkladu peroxidu vodika v pritomnosti Zzekeho kationu [4]:

Fe"" + H,0, — Fe&’* + OH + OH

11



1.1.4 Kyselina chlérna

Kyselina chlorna je slaba anorganicka kyselinaikgjaca v neutrofiloch
v priebehu oxidéného vzplanutia. Vznika pdésobenim peroxidu vodiaaaniony
halogenvodikovych kyselin (hlavne Cl-) za katalyzyeloperoxidazou [4].:

Cl"+ H202 + H" — HCIO + H,0

Kyselina chlorna je J@ni silné oxid&né ¢inidlo, atakuje sulfanylové
a primarne aminoskupiny proteinov. Vyznamne sa giadna mechanizmoch

tkanivového poskodenia [4].

1.1.5 Hydroxylovy radikal

Hydroxylovy radikal je zo vSetkych uvedenych réakych foriem kyslika
najreaktivnejSi a najtoxickejsSi. Je schopny napédi$etky druhy biomolekdl
a vyvola’ ich deStrukciu. V metabolizme vznik4 nasledujuaechanizmom:

1. Haberova-Weissova reakcia
2. Reakcia kyseliny chlornej so superoxidom
3. Fotolyzou vody vyvolanou ionizujucim ziarenim

4. Rozkladom peroxynitritu

V bunke ma vBmi kratky potas rozpadu, preto pésobi v mieste svojho
vzniku [3].

1.2 Reaktivne zlEeniny dusika (RNS)

Do suboru RNS radime podobne ako v pripade reajtfvforiem kyslika

dusikaté zltgeniny radikalového i neradikalového charakteru:

12



Tabu’kaé. 2: Reaktivne zkeniny dusika

Radikaly Ne-radikaly
oxid dusnaty NO nitrosonium NO
oxid dustity NOy nitronium NQ"

nitroxyl NO

kyselina dusita HN®
oxid dusity a dusity , NoOz N,O4
peroxynitrit ONOO

1.2.1 Oxid dusnaty a peroxynitrit

Oxid dusnaty NO je plynny radikdl, v metabolizmanikajlci z L-

argininu v NO syntazovej reakcii [2]:
L-arginin + O, + NADPH — L-citrulin + NADP * + NO
Existuja tri r6zne NO syntéazy:

1. NOS | — konsStitutivna, neuronalna
2. NOS Il — inducibilna, fagocytarna

3. NOS Il — konstitutivna, endotelidlna

Oxid dusnaty ma v tkanivach kratky pas, pretoZze reaguje s kyslikom
a superoxidovym radikalom [4]. Je fyziologicky iniaovany hemoglobinom.
Toxicita je podmienena tvorbou peroxynitritu, ktosa v kyslom prostredi

rozpada na hydroxylovy radikal [2]:
NO* + O,” — OONO

OONO" + H" — NO, + OH*

% 7droj: KALOUSOVA, M.et al.Patobiochemie ve schématedhvyd. Praha: Grada, 2006. 264 s.
ISBN 80-247-1522-8.
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1.3 Biochemicky vyznam Yaych radikalov

Reaktivne formy kyslika a dusika su nevyhnutéfpzelogicky priebeh
metabolickych procesov. Vznikaju v enzymaticky kaavanych reakciach
a niektoré plnia vyznamnu ulohu signalnych molgkil

1.3.1 Vdné radikaly a enzymy

V kazdej enzymaticky katalyzovanej reakcii, kde zyn vyuzZiva
molekulovy kyslik ako substrat, existuje riziko Wan volnych radikalov.
K redukcii molekuly kyslika na vodu dochadza v rmoitondriach, v dychacom
retazci. Odhaduje sa, Ze 1-2% celkovej telesnej spyptkgslika sa premeni na
superoxidovy radikal. Hlavnym miestom Uniku elekibé su redoxné centra
dychacich komplexov, najma komplex lalll [2]. M&lula peroxidu vodika
a superoxidu ostava viazana na enz§m, sa minimalizuje poSkodenie okolitych

bune&nych Struktar [7].

Oxygenazy, su enzymy vyuzivajuce molekulovy kystiko substrat.
Oxygenazovou aktivitou vstupuje do molekul hydraxd skupina. Molekula sa
tak stava polarnejSou arozpustnejSou vo vodnonstigai [7]. Pre bioyntézu
ZIcovych kyselin, katecholaminov, steroidov, degrad#dgktorych aminokyselin

a transformaciu xenobiotik je preto pritomfiogygenaz nevyhnutna.

1.3.2 Vdné radikaly a imunitny systém

Pozitivny vplyv vénych radikalov mozno demonstravaa ich @elnom
vyuziti mechanizmami imunitného systému. Imunokorepmé bunky
(granulocyty, eozinofily, monocyty a makrofagy) ahsju vo svojej burimej
membrane NADPH-oxidazu [3]. Po aktivacii cudzorodymmateridlom
mikrobialneho pévodu doéjde k respiriemu vzplanutiu. Produktom reakcie
katalyzovanej NADPH-oxidazou je superoxidovy ratlikétory pdsobenim

superoxiddizmutazy dizmutuje na peroxid vodika sliky[4].

14



Reakciou peroxidu vodika s halidovymi anionmi zaatakyzy
myeloperoxiddzou vznika kyselina chléorna HCIO, &ilroxida&né ¢inidlo
a baktericidna latka. Reaktivne &biny kyslika sldzia imunitnému systému ako

acinnd zbra v boji proti mikrobom a nadorovym bunkam [2].

1.3.3 Vd’né radikaly a bune&fna signalizacia

Tvorbu reaktivnych foriem kyslika v bunke méze edva’ aj vazba
cytokinov ainterleukinov na membranové receptol]. [Zistilo sa, Ze
transkrigné faktory NFkB a AP-1 menia svoju aktivitu pésobenim ROS [7]aOb
faktory riadia expresiu génov riadiacich syntézudidmrov zapalovej odpovede
[2]. Momentalne nie je ale kdispozicii dékaz, ZOR skuténe patria do
kategorie signalnych molekaul [7].

1.4  Antioxida’na obrana bunky

V priebehu fylogenetického vyvoja a adaptacie dgatkych systémov na
atmosféru a metabolizmus vyuZivajuci kyslik ako sttdi bolo nevyhnutné
vyvinat' efektivny mechanizmus chraniaci Zivé organizmy dprexickym
posobenim kyslika a jeho metabolitov. Existujuzmame moznosti, akymi sa

bunka méze pbsobeniu reaktivnych latok bi§j 7]:

1. Regulécia produkcie reaktivnych foriem
2. Zachytenie uz vytvorenych reaktivnych foriem

3. Reparéacia poskodenych biomolekul

Antioxidana ochranu povazujeme preto za prostriedok, akyrbuska
brani pésobeniu reaktivnych metabolitov. Fylogerkstisa vytvorili antioxidané
systémy majuce charakter enzymov a antiaXigah substratov [3]. Niektoré

antioxid&ne posobiace latky zata tabika 3:

15



Tabu’ka¢. 3: Antioxidainé systémy

Enzymové antioxidanty Antioxidaéné substraty
superoxiddizmutaza SOD glutation
glutationperoxiddza GPx kyselina askorbova
katalaza tokoferol
laktoperoxidaza ubichinon
cytochromoxidaza karotenoidy

mitochondrialny _ )
L ) kyselina méova
cytochromoxidazovy systém

bilirubin

tioly

albumin

kyselina lipoova

1.4.1 Enzymové antioxid&né systemy

1.4.1.1 Superoxiddismutaza

Superoxiddizmutdza sa nachadza v kazdej bunke. skRogu funkciu
vyZzaduje pritomnas Cu, Zn alebo Fe v molekule. Existuju dva typy
superoxiddizmutazy, pdd lokalizacie hovorime o cytoplazmatickej SOD 1
a mitochondrialnej SOD2 [7]. Obe Kkatalyzuju diznuitd superoxidového
radikalu poda reakcie:

O, +0O, + 2H" — H-0O, + O,

1.4.1.2 Glutationperoxidaza

Glutationperoxidaza je enzym katalyzujuci oxidagiutationu molekulou

organického peroxidu pdd schémy:

* Zdroj: KALOUSOVA, M.et al.Patobiochemie ve schématedtvyd. Praha: Grada, 2006. 264
s. ISBN 80-247-1522-8.
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GSH + R-O-O-H — G-S5-S-G + HO + ROH

Ako substrat moze slitzaj peroxid vodika bD; [4]. SiEag’ou aktivneho
centra GPx je selenocystein [7]. Oxidovany glutationusi by spatne
redukovany, aby mohol plitifunkciu antioxidantu. Deje sa tak pdsobenim

glutationreduktazy za pritomnosti kofaktoru NADP3: [

GSSG + NADPH + H — 2GSH + NADF

1.4.1.3 Katalaza

Kataldza sa nachadza vo vSetkych typoch buniekj aljohou je

odstraiova’ peroxid vodika z bur@ého prostredia [2]:

2 H,O, —» 2 H,O + O,
Katalaza je tvorend Styrmi polypeptidovymitagcami s kovalentne

viazanymi prostetickymi  skupinami protoporfyrinu F&* [7]. Niz&imi

rychlog’ami prebieha aj analogicka peroxidazova reakgid]f2

H,0, +ROOH — H,O + ROH + O;

1.4.2 Neenzymové antioxidéné systémy

1.4.2.1 Glutation

Glutation je tripeptidy-glutamylcysteinylglycin. Antioxidéné poésobenie

glutationu je zaloZené na reverzibilnej oxidaadiedukcii molekuly:

17



Obrazoke. 2: Redoxna rovnovaha glutationu

HS
o o o
o
2 HO NH NH\/U\
oH
NH, NH,

o o o
0
HO NH NH\/U\
H > OH
NH,

o
sl, NH,
l

0 o} CH, O
o}
HO NH NH\/U\
OH
NH, NH,

2GSH— G-S-S-G
V bunkach sa nachadza v pomerne vysokej koncenttaciOmmol/l) a patri

medzi najvyznamnejSie redoxné pufry [7].

1.4.2.2 Kyselina askorbova

Kyselina askorbova je antioxidant sacharidovejgtgv V metabolizme je
nevyhnutna pre syntézu kolagénu, katecholaminowWmimonov, ztastuje sa
na vstrebavani Zeleza z traviaceho traktu. Kyselgkrbova je vratne oxidovana
na kyselinu dehydroaskorbovu, ktord nevratne hydige na kyselinu

dioxogulonovu [8]. Rovnovahu popisuje reakcia:

Obrazoke. 3: Redoxna rovnovaha kyseliny askorbovej

HO HO
= o = o
(@]
Y e
— -
HO OH O// \\O
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Dehydroaskorbat sa vratne pretide na askorbat pdsobenim
dehydroaskorbéatreduktazy za pritomnosti glutatiolReakcia je postupnéa

a premena prebieha za tvorby askorbyloveho rad{kdlu

1.4.2.3 Tokoferol

V prirode existuje mnoho foriem tokoferolu, nagoenejSi a biologicky
najvyznamnejSi je -tokoferol [4]. Mechanizmus antioxidaého pdsobenia je
zaloZzeny na schopnosti tokoferolu prefugropagaciu radikalovej reakcie. Zda
sa, ze poOsobi ako ochranny faktor, zabpaci oxidacii latok lipidového
charekteru. V lipoproteinoch triedy LDL je najviaastupenym antioxidantom.
Vysoké koncentracie tokoferolu v LDL zakrgi tvorbe oxidovanych LDL
hrajuacich vyznamnu uUlohu v patogenéze aterosklefdryNemalé sa zda by
protektivne pbsobenie tokoferolu na nervové bunkgha &as na patogenéze
neurodegenerativnych ochoreni typu Alzheimerovepraly [10]. Reakciu

tokoferolu s radikalom zobrazuje schéma:

Obrazoké. 4: Redoxna rovnovaha tokoferolu

HO
CHj

HaC CHs

CHj3
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1.4.3 Tranzitné kovy a v&né radikaly

Medzi biologicky vyznamné tranzitné (prechodné)vikgpatri zelezo
amel. Kovy sa nachadzaju vo vSetkych proteinoch vyyabieh molekulu
kyslika ako substréat [2].

1.4.3.1 Uloha Zeleza v biochémii Yaych radikalov

V absolitnom mnozZstve obsahuijgdské telo asi 4 g Zeleza. Z toho 70%
pripada na hemoglobin, 20-30% na zasobnu formitifea 10% na myoglobin,

cytochromy a enzymy viazuce hemové alebo nehemelezd|2].

Zelezo je biologicky aktivne vo forme Zeleznatéhe* a Zelezitého
kationu Fé&". V plazme cirkuluje kation Eé viazany na molekulu ferritinu. Po
oxidacii na F& sa viaZe na transferin a vstupuje do buniek prdafctvom

transferinového receptoru najma na povrchu budiarigtnocytov [15].

Potencialna toxicita Jmého Zeleza je podmienena schopoas
katalyzova rozklad peroxidu vodika Fentonovou reakciou:

Fe* + H,0, —» F€" + OH + OH

Vznikajuci hydroxylovy radikal posobi i toxicky na okolité molekuly
a poSkodzuje ich Struktiru. Do Fentonovej reakoigenvstupové jedine Zelezo
volné vo forme F& [2]. V experimentoch prevedenych in vitro boldseany
potencial neurotoxického peptidového fragmentu ganot A3. Pridavok 1M
FeSQ zvysil produkciu ROS v mitochondrialnej frakcii agovej kory potkana
po spol@nej inkubacii. Pridavok 0,5mM AISOQy); nevykazoval vyrazné zmeny
v produkcii ROS. Vzhadom na hypotézu o0 moZnom pdsobeni hlinika
v patogenéze Alzheimerovej choroby je zaujimavé, spelana pritomnos
FeSQ a AlL(SOQy)s; vo vzorke vyvolala masivnu produkciu ROS. Pritostno
hlinika vyvolala vyznamne vysSiu tvorbu ROS akdgrminos samotného Zeleza
[16, 17, 18].
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1.4.3.2 Uloha medi v biochémii inych radikalov

LCudsky organizmus obsahuje asi 100mg medi [7]d’' e stopovy prvok
ako s@ag’ enzymov sa zatastiuje na metabolizme melaninu, syntéze kolagénu
a elastinu, metabolizme Zeleza, neurénov a prerherdtecholaminov. Je
zabudovana do molekuly ceruloplazminu, ktory pilmikiciu sérovej feroxidazy.
Zabezpéuje oxidaciu Zeleza pred jeho zabudovanim do mbjekansferinu
[15]. Vin vitro experimentoch pridavok 10M CuSQ, vyvolal tvorbu ROS
v mitochondriélnej frakcii mozgovej kory potkanas]1Zda sa, ze komplex €u
AB mobze v mozgu pOsabi prooxid&ne a podporowa tvorbu ROS [19].
Narastajuci vyznam tranzitnych kovov v rozvoji Aézimerovej choroby doklada
i terapeuticky pristup zaloZzeny na znizeni ich leoiccie v mozgu. Metdda

zahna chelaténu terapiu kombinovanu s technoldgiou neastic [19].

1.4.4 Antioxida®na rovnovaha

Za fyziologickych okolnosti existuje prirodzen&movaha medzi tvorbou
a odstréaovanim reaktivnych metabolitov kyslika a dusika. be&zpeéenie
plynulého toku eliminacie reaktivnycltastic je dané vyvazenim tvorby
a adekvatnou dostuprtmal antioxidégne poésobiacich mechanizmov. Vznika
dynamicka rovnovaha, ktorA mézetbgaruSena nadmernou tvorboulmgch
radikalov, pripadne neschoptios bunkyc¢astice eliminové, alebo kombinaciou

oboch mechanizmov. Nerovnovaha ma za nasledkonojoxida:ného stresu.

Na vzdjomné pbsobenie antioxidantov v linii obraig/ je moZzné nazetia
jednotlivo. Antioxid&ny systém predstavuje zloZity komplex vzgjomne
spolupracujucich mechanizmov. Systém bude v rovnevatedy, kd bude

existova plynuly tok metabolitov biochemickymi drahami [7].

Nezastupittni  Ulohu plnia reaktivne molekuly v mechanizmoch
imunitnych reakcii (kap. 1.3.2). Bakterialne komeoty aktivuji membranovy
receptor imunokompetentnych buniek. Aktivacia spuseériu vnatroburi@ych

kaskad veducu k fosforylacii podjednotky p47 pnateitvoriaceho aktivny
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membranovy komplex. Tym je zahajend riadena produlsuperoxidového
radikalu. Mikroorganizmus vystaveny pdsobeniu sopelu (a dalSim
reaktivnym latkam) podlieha lyze. Vysoka koncerirésuperoxidu méze Igy
Gcinne odstranenda v pripade dostupnosti superoxiddéxry. Vznikajuci peroxid
vodika je odstraneny katalazou alebo glutationpdémou. Glutationperoxidaza
vyuziva ako substrat redukovany glutation, ktordbstupnos zavisi na dodavke
NADPH z pentozafosfatového cyklu. NaruSenie niektor z uvedenych krokov
modZze mé& za nasledok prelomenie antiooxidaj bariéry bunky s rozvojom
oxidatného stresu. Oxiday stres mdze bypodkladom réznych chorobnych
procesov [2, 7].

1.5 Oxidativhe poSkodenie biomolekul

1.5.1 Peroxidéacia lipidov

Lipidy su estery vysSich mastnych kyselin s alkommo (glycerol,
sfingozin). Mastné kyseliny delime na zaklade pmitosti nasobnej vazby na
kyseliny nasytené a nenasytené. K o&rdem procesom su vyrazne nachylnejSie
nenasytené mastné kyseliny v désledku oslabeniayv&zH [7]. Peroxidacia
lipidov je oxidacia prebiehajuca radikdlovym medkerom. Premena
nenasytenej mastnej kyseliny arachidénovej cyklgexyazovou alebo
lipooxygenazovou drahou vedie mechanizmom cyklibkyendoperoxidov

k tvorbe prostanoidov a leukotriénov [4].

Nenasytené mastné kyseliny v bémgh membranach su neustale
ohrozované reaktivnymi zténinami kyslika. Iniciatorom radikalovej peroxidaci

moZze by napriklad hydroxylovy radikal:

L-H + HO' — L'+ H20

Radikal mastnej kyselinylalej reaguje s molekulovym kyslikom za

vzniku lipoperoxidu:

L+0,— LOO"
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Peroxylovy radikal pdsobi ako prop#&ga cinidlo, pretoze napada
susedné molekuly mastnych kyselin:

LOO +L-H — LOOH + L-

Re&’azova reakcia sa ukéinv pripade stretnutia dvoch radikalov, alebo
reakciou radikalu s lagam (scavenger, vitamin E) [7]. Neenzymova peroxaac
lipidov vedie Kk cyklizacii afragmentacii molekul teorbe degradaych
produktov. Za vyznamné, analyticky stanokt@ produkty lipoperoxidacie
povaZzujeme 4-hydroxynonenal a malondialdehyd [3)a@ldehydy su schopné
d’alej reagovéis molekulami proteinov a merich Struktaru [9].

Dochadza k zosfevaniu Struktury proteinov, zmenam fluidity bdnej

membrany a aktivacii cytotoxickych mechanizmov [2].

Néalez 4-hydroxynonenalu, akroleinu, F2-izoprostanbippocampe,
gyrus parahippocampalis, amygdale a cerebrospin&lkatine podporuje hypo-

tézu ulohy produktov lipoperoxidacie v patogenétehAimerovej choroby [14].

1.5.2 Poskodenie proteinov

V proteinoch su k oxidacii nachylné niektoré arkiyselinové zbytky.
Dochadza k oxidacii aromatickych aminokyselin hygtovym radikalom (Trp,
Phe, Tyr). Peroxynitrit nitruje tyrozin za vznikitrotyrozinu. Malondialdehyd
a 4-hydroxynonenal reaguju esaminoskupinami  lyzinu.  Modifikacia
aminokyselin vedie k zogievaniu a agregacii¢o zniZuje stabilitu a zvySuje
nachylnog k proteolyze [2,7]. Signifikantne zvySené mnoastwxida&ne
modifikovanych  proteinov  boli zaznamenané v mozgocpacientov
s Alzheimerovou chorobou najma v oblasti parietéinyalokov a hippocampe.
Predpoklada sa, Ze proteinyy M6zu indukova tvorbu ROS a oxidaciu proteinov
[13].
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1.5.3 PoSkodenie nukleovych kyselin

PosSkodenie nukleovych kyselin vyvolava daagejSie hydroxylovy
radikal. Napada purinové a pyrimidinové bazy. Zvmu vznika thyminglykol,
cytozinu 5-hydroxycytozin, z guaninu 8-hydroxygusino a z adeninu 8-
hydroxyadenin [3, 7]. V mozgu pacientov s p@iau Alzheimerovou chorobou
bola dokazana zvysena koncentracia poskodenychguydh a pyrimidinovych
b4dz. Zda sa, Ze posSkodenie DNA by mohla’ bwp vz'ahu s patogenézou
Alzheimerovej choroby, nakko poskodenie jadrovej i mitochondridlnej DNA

bolo zaznamenané u pacientov s rozvijajucim saikeggm deficitom [11, 12].
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2. Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba patri medzi najrozSirendjdimy demencie. Jedna
sa oprimarne degenerativne ochorenie mozgu ngjase&oldgie
s charakteristickymi neuropatologickymi a neuroclobymi prejavmi [20].
Alzhemimerovu chorobu radime do skupiny atroficleg@nerativnych demencii
s postupnym Ubytkom neurénov v hipokampe, tempaoiei@nom a frontalnom
kortexe [21]. Medzi klinické prejavy patri postupstiata kognitivnych funkcii,

poruchy logického uvazovania, zmeny nalady a dégiadsobnosti [21].

2.1 Neuropatoldgia Alzheimerovej choroby

Histopatologicky korelat AD predstavuje nalez Adiaherovskych plakov.
Za fyziologickych podmienok je amyloidovy prekurawy protein APP Stepeny
a-sekretazou. Solubilné oligopeptidové fragmenty obis neuroprotektivne
a podi¢aju sa na tvorbe novych synapsii. Za patologickgkblnosti je APP
Stiepeny na nerozpustné produkty, ktoré extracelal@recipituju a davaju vznik
patologickému amyloidu3. Dochadza krozvoju zapalovej reakcie, aktivacii
makrofagov s masivnou tvorbou Inych kyslikovych radikalov. Kvantitativhe
najvyznamnejSim zdrojom ROS v nervovom tkanive stochondrie. U AD je
aktivita cytochromoxidazy znizena o 25-30%. V noeitch pripadoch sa nasiel
mutovany gén pre tento enzym ajeho znizena aktimbze vie$ k narastu
produkcie ROS [22]. Enzym NADPH-oxidaza generujeagtivacii superoxidovy
radikal a peroxid vodika. Je lokalizovand v membranikroglii atrahovanych
z&palom do blizkosti plakov [23].

Dal3im zdrojom vbnych radikdlov v mozgu je proces glykoxidacie.
Metabolizmus glukézy je nevyhnutny pre spravnu filaknervového tkaniva
a niektoré Studie potvrdili, Ze uAD dochadza kdukcii glykoxidanych
produktov [24, 25]. Produkty glykoxidacie su zap@jedo procesov, ktoré mdzu
aktivova’ membranovd NADPH-oxidazu a zvy$rodukciu ROS [22].

V neurdénoch je neuronalnou NO-syntazou produkowaag dusnaty NO.

Nadmerna produkcia NO je potenciélne toxicka. N@wsje do reakcie
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so superoxidovym radik&dlom a tvori peroxynitrizy&ené koncentracie 3-nitro-
tyrozinu sa nasli v neurénoch a v mozgomiechovorkunpacientov s Alzheime-
rovou chorobou [26, 27].

Amyloid f sa hromadi v intersticialnych priestoroch mozgu
a v mozgovych cievach [28]. K zvySenej produkcii 8Onbéze dochadra
prostrednictvom aktivicie receptorov glykooxiagch produktov amyloidonf.
Samotny amyloid viaZe kationy tranzitnych kovovvg&ena koncentracia Fe
prehlbuje oxidany stres cestou Fentonovej reakcie a produkcie dxyttsvého
radikalu [29].

Nemenej vyznamnym prejavom intraneurondlnej degene je
poSkodeniet-proteinu. Fyziologicky vyznam proteinu spaiva v stabilizacii
cytoskeletalneho aparatu neuronov. Patologicky tgptrylovany t-protein
u pacientov s AD tvori helikdlne filamenty, ktoré( s podkladom
neurofibrilarnych kogkov (tangles). Strukturédina zmenaproteinu vedie

k zaniku neurdénov [21].

2.2 Lipofuscinoidné pigmenty

VSetky vySSie zmienené mechanizmy moZzu prispiekazvysenej
produkcii vd@’nych radikalov v mozgu. Nervové tkanivo je z 50%z&né z latok
lipidove] povahy [30]. Pre vysoky podiel nenasytemymastnych kyselin su
neurony a glie citlivé k oxidaému poskodeniu a liperoxidacii [31].

Aldehydické produkty lipoperoxidacie reaguju slekolami
proteinov, DNA afosfolipidov. Re#&ké produkty vykazuji podobné
fluorescekné vlastnosti ako lipofuscin a nazyvaju sa prefoofliscinoidné
pigmenty [32]. Vzliadom k vysokej citlivosti analytickej metédy je
fluorescekné analyza lipofuscinoidnych pigmentov vyuzivargtanoveni miery
oxidatneého poskodenia v rdéznych biologickych systemochuoreéscetna
spektroskopia je schopna zackiykone&né produkty lipoperoxidacie. Existuju
Specialne fluoresceéné techniky, ktoré su schopné detegovevalitativne

i kvantitativne zmeny v zloZeni LFP v suvislospiéGsobenim vinych radikalov
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(synchronna  atrojrozmerna  fluoreséead  spektroskopia). Produkty
lipoperoxidacie difunduju z miesta svojho vznikumézu napadniiiné bunky,
napriklad cervené krvinky. Biologickd membrana erytrocytov lpehata na
nenasytené mastné kyseliny a stava sa preto citlivpoSkodeniu vitmymi
radikalmi. Experimentalna expozidiarvenych krviniek vysokym koncentraciam
ROS viedla k intracelularnemu hromadeniu LFP [B3Jamy kontakt erytrocytov
s amyloidomp uloZzenym v mozgovych cievach vedie k dlbemiu oxid&ného

stresu alalSej propagacii amyloidézy [34].
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3. Luminiscencia a luminiscefina spektroskopia

3.1 Luminiscencia

Luminiscencia je emisia svetla latkou. Emisia aeat pri prechode
elektronu zo stavu excitovaného do stavu zakladnebminiscenciu delime na
fluorescenciu a fosforescenciu. Absorpcia Ziareridie k preskoku elektréonu na
vySSiu vibr&nu hladinu. Excitovana molekula zrazkami s ostainyralekulami
znizuje svoj energeticky stav. Ak nastane energgtiprechod na zékladni
hladinu zo singletového stavu déjde k emisii fot@iarivému prechodu. Doba
trvania excitovaného singletového stavu je asf $010° s a Ziarivy prechod

nazyvame fluorescenciou.

Obrézoks. 5: Jablonského diagram
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. : T
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p

hvs, | hva | kg
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2 t
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Uvolnenie fotonu spojené s Ziarivym prechodom z exem@ho
tripletového stavu do zékladného stavu sa nazysfaifescencia. Doba existencie
tripletového stavu moZe Byviac ako 10s. Energetické prechody medzi
vibratnymi hladinami a ich vzajomné tahy nazorne ilustruje Jablonského

diagram. Z diagramu tieZz vyplyva, Ze energie enat@ho svetla je vzdy nizSia

° Zdroj: LAKOWICZ, J. Principles of fluorescent spectroscoByvyd. Singapore:
Springer, 2006. 954 s. ISRBE 0-387-31278-1
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neZ energia Ziarenia exditgého. Preto plati, Ze vinovéiz#ta emitovaného
Ziarenia je vzdy vy3Sia neZ vinovéZka Ziarenia excitmého (Stokesov zakon)
[5].

Aem>hex

3.2  Fluorofory

VacSina organickych zktenin sama o sebe nevykazuje fluoregonénavy.
Aby molekula mohla fluoreskova musi obsahovafunkénu skupinu schopnu
absorbova Ziarenie. Funkna skupina zodpovedna za fluorescenciu sa nazyva
fluorofor. V biologicky vyznamnych molekuldch st zéastni fluorescenciu

zodpovedné:

1. Proteiny

2. Redukované formy kofaktorov oxidoreduktaz NADH, NRB
a oxidovana forma FAD

3. cytochrémy, hemoglobin a peroxidaza

3.2.1 Fluorescencia proteinov

Vo vSetkych vysSie uvedenych skupinach molekulyerescencia dana
schopnosou absorbov@aziarenie pritomna®u aromatického cyklu. V proteinoch
patria medzi najvyznamnejSie fluorofory aromatic@inokyseliny fenylalanin,
vykazuje tryptofan. K absorpcii UV Ziarenia v malékch proteinov dochadza
preto hlavne ¥aka tryptofanu [4, 35].
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Obrézoks. 6: Absorgné spektrum tyrozinu, tryptofanu a fenylalaninu
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Reaktivne aldehydy vznikajuce v priebehu lipop&tégie mézu reagova
s aminokyselinami proteinov a meénch v lipofuscinoidné pigmenty. Podarilo sa
dokéazd&, Ze in vitro reakciou maldndialdehydu s aminokiysehi vznikaju
zliceniny s podobnymi fluoresc&mymi vlastnosami ako LFP. Analyzou
experimentalnych fluorescémych spektier sa nasli dve emisné maxima medzi
260-280nm a 350-390nm. Analyza infeavenych a hmotnostnych spektier
zlt¢enin dokazala pritomntsaminoiminopropénovej Struktiry -N=CH-CH=CH-
NH- [36].

3.3 Fluorescedina spektroskopia

Fluorescetna spektroskopia je inStrumentdlna analyticka rmneetod
svysokou citlivosou. Samotné meranie prebieha v luminisoem
spektrofotometri.

Analyticky signal (intenzita fluorescencie) je agany proti vinovej itke
a spojity graficky zaznam sa nazyva fluoresoén spektrum. Ké& sledujeme
zmenu intenzity fluorescencie v zavislosti na exciej vinovej dzke pri

zachovani konstantnej emisnej vinovigky ziskame excitmé spektrum.

6 Zdroj: MURRAY, K. et al.Harperova biochemi€2. vyd. Jindany: H+H, 2001. 872 s. ISBN

80-7319-003-6.
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V praktickom experimente som sledoval zaviglogenzity fluorescencie
pri_kon3tantnej excitaej vinovej dzke a ziskal som spektrum emisné.tatz

medzi excitédnym a emisnym ukazuje obrazok v prilahe [6].

3.4 Synchrénna fluorescama spektroskopia

Technika synchrénnej fluorescerej spektroskopie bola vyvinuta
k zvySeniu citlivosti analytickych fluoresa@mych merani. Na rozdiel od klasickej
luminiscergnej spektroskopie v priebehu synchrénnej analyzedigeme
zavislog intenzity fluorescencie na synchrénne menenejtaxmj a emisnej
vinovej dzke. Podmienkou synchronneho merania je zachoumétantného

rozdielu medzi oboma vinovymizkami, preto plati:
AN = hem ~hex

Synchronne spektra maju jednoduchSiu StruktGmgsgmi a ostrejSimi
pikmi. Su preto vhodné pre analyzu komplikovangetesi obsahujlcich viacero
zloZiek. Obrazok v prilohé&. 3 ilustruje klasické fluorescéné spektrum zmesi
naftalénu, tetracénu, antracénu, fenantrénu aduaryl v porovnani so

synchrénnym zaznamom [37, 38].
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4.

Experimentalna ¢ast’

4.1 Popis experimentu

Experimentalngag’ sa previedla na Ustave lekarskej chémie a bioahémi
2. lekarskej fakulty UK. K analyze bolo pouzitycB 8zoriek, z toho 30 vzoriek
pacientov s AD a 8 zdravych kontrol. V Studii befiracované vzorky erytrocytov
ziskané od pacientov Geriatrickej kliniky 1. LF WKVFN. Fluorescamé spektra
materialu z cervenych krviniek pacientov s Alzheimerovou chonmobboli
porovnavané so skupinou zdravych kontrol bez pkiana demencie
v zodpovedajucej vekovej kategorii.

Emisné spektra analyzovanych vzoriek boli meramé konStantnej
excitainej vinovej dzke 360nm. Spektra boli zaznamenavané v intervale
vinovych dZok 340-500 nm.

Lipofuscinoidné pigmenty tvoria po chemickej stt@ heterogénnu, nie
presne definovant skupinu Z&nin. Fluorescemé spektrum je vysledkom
superpozicie emisnych maxim celej rady fluorofoppkkomnych vo vzorke. Pre
identifikhciu maxim je preto nutné skuthaerivané spektra. Fluorescamé
spektrum zobrazuje zavislbsintenzity fluorescencie na vinovej {Ztte.
Heterogenita vzorky prispieva k prekryvaniu emisgnypasov. Pre druhu
derivatnu krivku plati, Ze v miestach, v ktorych nadobufiekcia lokalne
minimum sa nachadza lokalne maximum pdévodnej, memeanej funkcie.
Sledovanim druhej derivacie spektra je teda modtt@led vyznamné maxima
funkcie, ktoré by ostali pri analyze fluores¢eého spektra skryté.

VSetky vzorky boli analyzované na spektrofluorimet integrovanym

oper&nym systémom pre zaznam spektier a wgbaruhych derivacii.
4.2 Vysledky

Cielom experimentu bolo sledavaderivainé fluorescetné spektra

a porovné namerané zaznamy pacientov s Alzheimerovou chorgbadravymi
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kontrolami. V spektrach su pre rychlu orientacjpkdu ozn&ené charakteristické
piky. Spektra su uvedené v nameranej sérii vzorlgigmta a prislusného

derivaného spektra.
Fluorescetné spektrum pacientd. 1 vykazuje 2 emisné maxima pri

vinovych dZkach 360 a 400 nm. Pik s maximom 360 nm vzniké@mgziciou

dvoch pikovg¢omu zodpoveda nalez piku s maximom 345nm.

Obrézoke. 7: Fluorescetné a derivéné spektrum pacienta 1
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Derivainé spektrum pacienta 1 vykazuje vyrazné minima3ri, 361 a 378nm.
Pre porovnanie uvadzam namerané fluoraseenspektrum zdravej
kontroly ¢. 3. V zdzname pozorujeme vyrazné maxima pri 340 & 440nm.

Derivatné spektrum vykazuje vyrazné minima pri 329, 3%2, & 381 nm.

Obrézoke. 8: Fluorescetné a derivéné spektrum kontroly.3
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Pre vysSiu prdladnos uvadzam charakteristické piky vzoriek vSetkych

pacientov spolu s tdajmi z derérgych spektier a zdravych kontrol v tdka:

34



Tabukag. 4 :

Namerané spektralne maxima a minima kontrol

Kontrola &. Namerané maxima Namerané minima
(nm) (nm)
kontrola €. 1 345,360,400 344,362,383,392,425
kontrola €. 2 348,360,380 328,343,362
kontrola €. 3 343,360,430 329,332,362,381
kontrola €. 4 343,358 343,357
kontrola €.5 343,360 342,358
kontrola €. 6 343,360 342,362
kontrola €.7 343,360 343,357,378
kontrola €. 8 343,360 342,352,367

Tabukac. 5 : Namerané spektralne maxima a minima vzoraentov
Vzorka &, Namerané maxima Namerané minima
(nm) (nm)

Pacient €. 1 360, 400 327, 361, 378
Pacient €. 2 345, 400 343, 362
Pacient €. 3 345, 408 328, 340, 358, 379
Pacient €. 4 345, 360, 385 328, 335, 358, 377, 423
Pacient €.5 345 327, 333, 342, 361, 392, 420, 428, 437
Pacient €. 6 340, 430 329, 342, 361, 379
Pacient €. 7 345, 400 327, 343, 357, 362, 379, 442
Pacient €. 8 345, 360, 400 327, 364, 378
Pacient €.9 345, 400 345, 358, 381, 396, 426
Pacient €. 10 345, 360, 400 342, 359, 387
Pacient €. 11 345, 400 343, 362, 382, 392, 403, 413, 426
Pacient €. 12 345, 405 362, 378, 398
Pacient €. 13 345, 410 343, 361, 387, 402
Pacient €. 14 345, 410 345, 358, 379, 382
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Pacient €. 15 345, 400 343, 356, 384, 413, 458
Pacient €. 16 345, 360, 400 342, 359, 378, 421, 451
Pacient €. 17 345, 358, 400 343, 359, 372, 382, 422, 460
Pacient €. 18 345, 360, 410 347, 359, 378, 398, 428
Pacient €. 19 345, 400 343, 356, 362, 379, 428
Pacient €. 20 345, 400 342, 358, 413, 433, 442
Pacient €. 21 345, 360, 400 365, 378, 396
Pacient €. 22 340, 400 343, 363, 385, 404, 441
Pacient €. 23 345, 405 333, 345, 631, 395
Pacient €. 24 345, 360, 405 328, 343, 362
Pacient €. 25 345, 400 332, 342, 358, 417
Pacient €. 26 345, 400 330, 342, 360, 418, 438
Pacient €. 27 345, 360, 395 328, 343, 381, 431
Pacient €. 28 360, 405 328, 343, 358, 378
Pacient €. 29 330, 345 328, 343, 358, 379, 460
Pacient €. 30 345, 360, 400 346, 363, 379, 401, 409, 460
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5. Diskusia

V experimente som sledoval zmeny vo fluoregogoh spektrach vzoriek
Z erytrocytov u pacientov s Alzheimerovou chorobdledoval sa charakter
spektier u celkove 30 pacientov a u 8 zdravych rkbritez priznakov demencie.
Namerané emisné spektrd pri exaitaj vinovej dzke 360nm boli p&itasovym
programom zderivované a vyhodnotené.

V pripade demencie Alzheimerovho typu sa uvaZzugzmamnej ulohe
volnych radikalov v patogenéze ochorenia. Rada Sulnk@&zala, Ze oxiday
stres je séag’ou fyziologickych bunénych pochodov. VzZladom na vysoku
reaktivitu radikalovychéastic je nutné, aby existovali adekvatne mechanizmy
schopné udrzapotencialne nebezpeé pochody spojené s deStrukciou tkaniv
v rovnovahe. Radikalmi poSkodené b&ém& komponenty maju tendenciu
kumulova sa intra iextracelularne atvoria podklad lipafasidnych
pigmentov. Skupina pigmentov vykazuje &ma heterogenitu anie je
z chemického Fadiska uplne Specifikovana.

Schopnot produktov radikadlového napadnutia difunddwzamiesta svojho
vzniku je teoretickym predpokladom ich stanovenimych tkanivach. Preto je
mozné dakava, ze cervené krvinky pri prietoku mozgom budd vystavené
produktom oxidaného stresu.

V skupine zdravych kontrol som pozoroval konStantpritomnos
emisnych pasov v intervale vinovychizdk 327-343nm. Druhé maximum
konStantne pritomné v oboch skupinach vzoriek JioB50nm zodpoveda
excitasnej vinovej dzke. Z tabiiky, respektive z priloZzenych spektier viglige
emisie pri vy3$Sich vinovych itkach nad 380nm su prizme& pre vzorky
pacientov s Alzheimerovou chorobou, uzdravych Fkantsa vyskytuju
minimalne. Pritomnascharakteristického piku, ktory by sa vyskytovah keo
vzorkach pacientov s Alzheimerovou chorobou nepgear. Z nameranych
spektier ale vyplyva, Ze nizSiu heterogenitu v ewyih pasoch vykazuju zdravé
kontroly. D4 sa preto predpoklataze podrobnejSia analyza patologickych
vzoriek by mohla prinias o¢akdvany vysledok a vysvetlizmeny v Struktare
spektier. Vrozsahu prace nebola prevadzana kiighta ani kvantitativna
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analyza lipofuscinoidnych pigmentov. PresnejSie jéldas kvantitativnym
vyhodnotenim by bolo moZné ziskanalyzou trojdimenzionélnych spektier.
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Zaver

Pre  stanovenie  produktov  oxigetho  stresu  ervenych
krvinkach pacientov s Alzheimerovou chorobou boldlidpozicii 38 vzoriek.
Lipofuscinoidné pigmenty v extraktoch z erytrocytbwli stanovené metodou
fluorescekinej spektroskopie. Analyza bola zamerana na vyskgtien
spektralnych charakteristik v skupine pacientov oropnani so zdravymi
kontrolami. Namerané fluorescer® spektra boli potacovym programom
prevedené na spektra dekimé a nasledne vyhodnocované. U zdravych kontrol sa
nadiel relativne konstantny vyskyt emisnych pasdntervale vinovych ok
327-343nm. Vo vzorkadch pacientov bola pozorovan&ren heterogenita
v oblasti nad 380nm. Charakteristicky pik pritontery v patologickych vzorkach
sa nenasiel.

Alzheimerova choroba predstavuje vyznamny socidingkonomicky
problém sdasnosti. Momentalne neexistuje metdda, ktora by@tie bezpine
dokazala. Dévodom je rada nejasnosti a neztigdassnych etiopatogenetickych
mechanizmov veducich k rozvoju choroby. Pochopemignamu a podielu
oxidatneého stresu v molekularnej patoldgii Alzheimerovdgmencie ma
nezastupittné postavenie a je motivaciou pfalSie skiimanie problematiky.

Nalez potencidlnych markerov poskodeného metahnalimozgu by sa
mohol st& nastrojom primarnej prevencie ochorenial@km k pochopeniu
vyvolavajucich pidin. Nemenej vyznamny by bol prinos v kauzalnejpereejto

momentalne nevyligtel'nej choroby zéaZenej vysokou mortalitou.

39



Sudhrn

Vorné radikaly su vysoko reaktivimstice s nesparovanym elektronom
v orbitale. Pre mechanizmus radikalovych reakcii jgharakteristicka
nekoordinovandas a schopnas reagovéd s celou radou organickych molekaul.
Medzi biologicky vyznamné molekuly radikalovej pdwa patria reaktivne
zltceniny kyslika a dusika. Kvantitativne najvyznamimejZdrojom reaktivnych
foriem kyslika st mitochondrie. Vznik radikalov wéj bunke je stag’ou
fyziologickych procesov. Maju nezastupgit@ Ulohu v mechanizmoch
neSpecifickej imunity, v signalnych drdhach a vsiiatetickych pochodoch. Pre
zachovanie homeostazy je dolezité, aby koncentraofaych radikédlov bola
udrzovana na hladine pre bunky netoxickej. Jemnenawahu udrzZuje
antioxida&ny systém. Medzi antioxidanty patria latky enzymoaeeenzymovej
povahy (glutation, bilirubin, kyselina miova, tokoferol, karotenoidy, katalaza..) .
Reaktivne ¢astice maju schopntsnapadntl celd radu biomolekul (proteiny,
lipidy, nukleové kyseliny.. ). Produkty radikalov@lposkodenia sa hromadia v
bunkach intra i extracelularne a vedu k tvorbe migtav podobnych lipofuscinu.
Lipofuscinoidné pigmenty obsahuju fluorofory asuretp vhodné pre
fluoresceknu analyzu.

Alzheimerova choroba predstavuje ¥asnosti vyznamny ekonomicky
a socialny problém. Riina Alzheimerovej demencie nie je znama. Histolkygie
korelatom Alzheimerove] choroby je nalez senilnyghiakov zlozenych
z amyloidup. Pritomnos cudzorodého materialu aktivuje makrofagy a stieulu
rozvoj z4palovej reakcie. ROS a RNS prenikaju heeratefalickou bariérou do
lumen mozgovych kapilar a dostavaju sa do stykuytsceytmi. Radikalove
napadnutie krviniek vedie k intracelularnemu zvysekoncentracie produktov
oxidatného stresu v cytosole.

Pre analyzu fluoresceénych produktov bol pouzity extraktcervenych
krviniek pripraveny od 30 pacientov a8 zdravychntkol. Vyhodnotenie
emisnych spektier zdravych kontrol ukazalo pritosin@misnych maxim
v oblasti 327-343nm. Patologické vzorky v oblastdr880nm vykazovali zgau
spektralnu heterogenitu v porovnani so zdravymitadami.
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Stadium oxidaného poskodenia buniek sa preto zdé ddleZité pre pochopenie
patologickych procesov, ktoré vedu krozvoju a pesd ochorenia. Nalez
charakteristickych markerov radikadlového poskodenieuronov v suvislosti
s Alzheimerovou chorobou by mohol tbys’'ubnym prinosom v diagnostike,

prevencii a terapii tejto momentélne nevgiiel'nej a smrténej choroby.
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Summary

Free radicals are highly reactive species with onpaired electron in
orbital. The characteristics of the radical reattinechanism is the randomness
and the high ability to attack or react with a whoange of another molecules.
Reactive oxygen and nitrogen species count amopgrient biologic molecules
of radical nature. The most important generatothef free radicals in cells are
mitochondrions.

The inception of free radicals in a cell is pafrfpbysiological processes.
They participate on non-specific imunity reactiorsgnal and methabolic
pathways and biosynthetic processes. For presehamgeostatis is crucial to
keep up the concentration of free radicals onekellfor antitoxic cells. It is very
important to fix a concentration of free radicatscell on non-toxic limits. The
balance is stabilisated by antioxidative systemtigkidants have enzymatic or
non-enzymatic character (glutathione, bilirubinericu acid, tocoferol,
carotenoides, catalase..). Reactive species havhigh ability to atack
biomolecules like proteins, lipids and nucleic aci®roducts of radical damage
are cumulated extra or intracellulary and theyrasen components of lipofuscin-
like pigments. Lipofuscin-like pigments contains tineir molecular structure
fluorofores, so they are good substrates for flsceat analysis.

Alzheimets disease is a very actual social and economiaailgm.
Etiology of Alzheimets disease is still unknown. Histologically, the idweristic
presence of Alzheimex disease is a senil plaques of amylogdeAmyloide
substance is attractor for macrophages and stimuilammation. ROS and RNS
diffuse through hematoencephalic barrier in vésdamen and attacks red blood
cells. Radical damage of erythrocytes is associatgtth an increase of
concentration of oxidative stress products in aytos

Sample for fluorescent analysis has been prepaoed a red-blood cell
extract from 30 patients and 8 healthy controlsioFdscent spectra of healthy
controls have emission maxima in area 327-343nntoimpare with controls,

spectra of pacients were more heterogenous inug@a 380nm.
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The study of oxidative cell damage is important émderstanding of
pathological processes that that lead to a furfiregress of the Alzheimer's
disease. Medical finding of characteristic markefrsadical neurons damage in
connection with Alzheirmer's disease could be anamghcoming asset in
diagnostic, prophylaxis and therapy of this culdgenhcurable and terminal

disease.
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