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Kyselina chlorné je silné oxida¢ni €inidlo, které vyuzivaji fagocytujici buiky
k usmrceni pohlcené bakterie. Pokud dojde k vyliti obsahu fagocytu do okoli, mtze
dojit k poskozeni okolnich struktur vcetn¢ proteind. Katechiny patii do skupiny
flavonoidd, jejichz antioxidacni vlastnosti byly demonstrovany v mnoha studiich. Moje
diplomova prace byla zaméfena na potencidlni vliv osmi piirodnich derivath katechinu
na oxidacni poskozeni lidského sérového albuminu (HSA) kyselinou chlornou. Pouzila
jsem dvé spektrofotometrické (stanoveni karbonylii a chloramintl) a tfi elektroforetické
metody (nativni PAGE, SDS-PAGE, imunoblotting). Pfi stanoveni chloraminii jsem
sledovala zavislost u¢inku antioxidantu na jeho koncentraci (0-3 mM) a ze ziskanych
dat jsem pomoci programu GraphPad Prism vypocitala hodnoty ECsg pro jednotlivé
katechiny. Nejucinngjsi slouc¢eninou byl katechin, jehoz ECsg byla 4,8 uM. Z vysledkt
vyplyva, Ze antioxidacni schopnost klesé s rostoucim poctem hydroxylovych skupin
v molekule flavonoidu. Karbonylové skupiny jsou vhodnym markerem probihajici
oxidace proteinu. Nejsilngjsi protektivni uc¢inek mél katechin, ktery byl v koncentraci
100 uM schopen snizit vznik karbonylovych skupin o 70,2% ve srovnani s oxidovanou
kontrolou. Né&které derivaty mély spiSe prooxidacni uc¢inek (epikatechin). Nepodafilo se
mi ani potvrdit vliv oxidace HSA na jeho relativni mobilitu (nativni PAGE) ani jsem
nepozorovala agregaci ¢i fragmentaci HSA (SDS-PAGE). Pfi imunoblottingu jsem u
oxidovanych vzorkil nalezla n¢kolik prouzki obsahujicich karbonylové skupiny (66,

140, 200 a > 250 kDa), ale stejné prouzky byly pfitomné i v nativni kontrole.
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Hypochlorous acid is a strong oxidant, which is used by phagocytic cells to kill
ingested bacteria. Surrounding structures including proteins may be damaged in case the
content of a phagocyte is spilled to the vicinity. Catechins belong to a group of
flavonoids whose antioxidant properties were demonstrated in many studies. My
diploma thesis was focused on a potential effect of eight naturally occurring derivatives
of catechin towards oxidative damage of human serum albumin (HSA) by hypochlorous
acid. 1 used two spectrophotometric (determination of carbonyl groups and chloramines)
and three electrophoretic methods (native PAGE, SDS-PAGE, immunoblotting).
Dependence of an antioxidant effect on its concentration (0-3 mM) was observed during
determination of chloramines and obtained data were used for calculation of ECsg
values of individual catechins using program GraphPad Prism. The most effective
compound was catechin whose ECsy was 4.8 uM. Results suggest that antioxidant
ability decreases with increasing number of hydroxyl groups in the molecule of
flavonoid. Carbonyl groups are a good marker of ongoing protein oxidation. The
strongest protective effect possessed catechin, which was able to decrease formation of
carbonyl groups by 70.2% at 100 uM concentration comparing to oxidized control.
Some derivatives had rather pro-oxidative effect (epicatechin). Neither the effect of
HSA oxidation on its relative mobility (native PAGE) was confirmed nor the
aggregation or fragmentation of HSA (SDS-PAGE) was observed. During
immunoblotting | found several band containing carbonyl groups (66, 140, 200 and

> 250 kDa) in oxidized samples but the same bands were present also in native control.
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1. UVOD

Tato diplomova prace vznikla pod vedenim PharmDr. Ivy BouSové, Ph.D. na
Katedie biochemickych véd Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové, kde se jiz
delsi dobu vyzkumna skupina profesora DrSaty zabyva problematikou oxida¢niho

poskozeni proteini a moznosti ovlivnéni tohoto procesu antioxidanty in vitro.

Oxidacni stres je vSeobecné chdpan jako pfic¢ina mnoha akutnich i chronickych
onemocnéni a jako d¢j doprovazejici pfirozené starnuti organismu. V dne$ni dob¢ je na
poli vyzkumu snaha oxidacni stres ovlivnit, at' uz chemickymi substancemi nebo
substancemi Cisté piirodniho pivodu a tim ovlivnit celkové riziko civiliza¢nich chorob
jako je napf. infarkt myokardu nebo zvySend hladina cholesterolu. Klinické studie
vyuzivaji antioxidanty jako soucast 1é¢by kardiovaskularnich onemocnéni, ale je nutné
podotknout, ze antioxidanty nelze povazovat za ,.elixiry zivota ani za vSelék®. Klinické
studie neprokazaly ve vSech ptipadech napf. pozitivni vliv antioxidantli na zmirnéni
procesu atherosklerosy. Nahlizela bych na to tak, ze biochemické pochody v lidském
téle jsou velmi komplikované a povaha antioxidantli je nékdy nevyzpytatelna a muze
mit 1 prooxidacni charakter. Proto se zde nabizi nutnost hlubSiho poznéni a

prozkoumani vSech Uc¢inki antioxidantl na jednotlivé biochemické pochody.

V prub¢hu experimentli jsem spektrofotometrickou a elektroforetickou metodou
sledovala vliv jednotlivych antioxidantl na modifikaci modelové molekuly albuminu
(HSA) vlivem oxida¢niho ¢inidla HOCI. Hlavnim zamérem této prace bylo sledovani

potencialniho antioxida¢niho uc¢inku katechinii v riznych koncentracich.



2. SOUCASNY STAV POZNANI

2.1 Oxidaéni stres

Naplni mé diplomové prace bylo sledovani a hodnoceni vlivu nékterych
antioxidantli na oxida¢ni poskozeni proteintl, a proto se v uvodu této kapitoly kratce

zminim o oxidac¢nim stresu a antioxidacéni terapii.

Na vzniku fady onemocnéni se podili patologicky narast reaktivnich forem kysliku
(reactive oxygen species — ROS) a dusiku (reactive nitrogen species — RNS)
VvV organismu souhrnné¢ oznacovanych jako RONS (reactive oxygen and nitrogen
species). Mezi ROS se tadi predevsim superoxid, peroxid vodiku, hydroxylovy radikal a

singletovy kyslik a mezi RNS oxid dusnaty a peroxynitrit (Benes 2008).

RONS se dostavaji do organismu zvenci, velké mnozstvi v§ak vznika i v pribéhu
metabolismu. Podle toho rozdélujeme pfi¢iny vzniku RONS na exogenni (ionizujici
zateni, UV-svétlo, vysoky obsah Skodlivin ve vzduchu, koufeni, potrava.....) a
endogenni (vznik kyseliny mocové, rozpad fagocyti a makrofagl, hyperglykémie,
reperfuze po ptedchozi ischemii....) (Racek 2003).

Oxidacni stres je definovan jako poruseni rovnovahy mezi vznikem a
odstrannovanim ROS a RNS z organismu. Mezi pfi¢iny se fadi nadmérné tvorba RONS,
nedostate¢na ¢innost antioxidaéniho ochranného systému nebo jejich kombinace (Stipek
a kol. 2000). RONS hraji dulezitou roli v celé fad¢ patologickych procest (napf.
nekrosa, apoptosa, hypoxie, ischemie, pfi zanétech a starnuti organismu). Je také
prokdzany vliv radikal na rozvoj celé fady onemocnéni riznych organovych systémil.
Néktera onemocnéni jsou dokonce oznacovana jako volnoradikdlovda onemocnéni a
patii mezi n¢ napt. atherosklerosa, revmatoidni artritida, ischemicko-reperfusni stavy,

neurodegenerativni onemocnéni a rakovina (BouSova 2006).

V souvislosti s oxida¢nim stresem je tfeba zminit nejen koncové produkty pokrocilé
glykace (AGE), ale i produkty pokrocilé oxidace proteinii (AOPP), které se jim fadou
vlastnosti podobaji. Jedna se o proteiny poskozené plisobenim oxidantli obsahujicich ve
své molekule chlor (kyselina chlornd, chloraminy), které vznikaji pisobenim
myeloperoxidasy a NADPH-oxidasy z aktivovanych neutrofild. Mezi AOPP tadime
nejen nizkomolekularni produkty (LMW - low molecular weight) tvofené ptevazné

oxida¢n€ modifikovanym albuminem, ale i vysokomolekularni agregaty (HMW — high



molecular weight) oxidaéné¢ modifikovaného albuminu vzniklé prostiednictvim
disulfidickych mustki a dityrosinovych spojeni (Kalousova 2004). N¢které studie se
zabyvaji pfimo analyzou rozdilti ve vlastnostech a vyskytu produkta pokrocilé glykace a
oxidace. Kalousova (2004) v zavéru své studie uvadi prikaz vyuziti stanoveni
parametri glykace a oxidace u nékterych onemocnéni a jejich komplikaci. AOPP
oznacila za marker Cist€¢ oxidacniho poskozeni, ktery popisuje akutnéjs$i zmény
v molekule proteinu, zatimco AGE vzniklé vlivem neenzymové glykace i oxidacniho

stresu jako marker chronického poskozeni.

Volné radikaly se zaslouZzi na jedné stran¢ o vznik Zivota na této planeté a na druhé
stran¢, mohou poskodit biologicky dulezité molekuly a tim zptisobit nefunk¢nost bun¢k,

nebo az smrt organismu (Durackova 1998).

Reaktivni formy kysliku vSak nepiisobi v organismu pouze patologicky, ale maji i
své fyziologické funkce, a to pfedev§im v likvidaci bakterii nebo virG. V lidském
organismu jsou antioxida¢ni systémy (katalasa, peroxidasa, chelatory kovi — feritin,
transferin), ochranné molekuly se schopnosti vychytdvat RONS (vychytavae —
scavengers, lapace — trappers a zhaseCe — quenchers) a systémy reparacni (peptidasa,

fosfolipasa), které zajist'uji udrzovani fyziologickych hladin RONS (Benes 2008).

Biologicky polocas volnych radikali byva velmi kratky, a proto je jejich studium

technicky naroc¢né. Sledovéani radikdlovych reakci v organismu je metodicky jesté

vvvvvv

Ukéazalo se, ze oxidacni stres souvisi se zvySenymi hladinami celkového
cholesterolu a cholesterolu obsazeného v LDL (low density lipoprotein), s vyskytem
malych denznich LDL, s poklesem cholesterolu obsazeného v HDL (high density
lipoprotein), s porusenou glukézovou toleranci a DM (diabetes mellitus), s koufenim

cigaret, s mirnou hyperhomocysteinemii a s arterialni hypertenzi (Stipek a kol. 2000).



2.1.1 Oxidacni poskozeni biomolekul

Reaktivnimi formami kysliku a dusiku muize byt atakovdna vétSina biomolekul.

Ptiklady poskozeni jednotlivych druhti biomolekul s nasledky tohoto poskozeni uvadim

v Tab. 1.

Tab. 1: Hlavni intracelularni cilové struktury pro volné radikaly (Stipek a kol. 2000).

Cil

Poskozeni

Nasledky

nenasycené¢ MK
v lipidech (PUFA)

ztrata dvojnych vazeb,
vznik reaktivnich metabolitu

(peroxidy, aldehydy)

zména fluidity lipida,

zmény Vv propustnosti membran,

vliv. na membranové vazané
enzymy,
tvorba chemoatraktantt pro
makrofagy

agregace a sitovani,
fragmentace a Stépeni,

zmeény Vv transportu iontt,

proteiny modifikace SH- skupin a|vstup Ca®* do cytosolu,
benzenovych jader AK, zmény v aktivité enzymil
reakce s hemovym zelezem
Stépeni kruhu deoxyribosy,
pefm 5 Y ) y | mutace,
modifikace a posSkozeni bazi, o
DNA translacni chyby,

zlomy fetézce,

ktizové vazby fetézcl

inhibice proteosyntézy




2.1.2 Poskozeni proteini

Vyznamnym cilem volnych radikdli jsou proteiny. Nekteré ROS a RNS mohou

bezprostiedné oxidovat aminokyselinové zbytky (Obr. 1).
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Obr. 1: Oxida¢ni modifikace aminokyselin v peptidovém fetézci (Stipek a kol. 2000)

Methionin je u¢inkem ROS napiiklad oxidovan na methioninsulfoxid, cystein na
kyselinu cysteinovou, tryptofan na kynurenin. Pfi oxidaci prolinu dojde k otevieni
pyrolidinového kruhu a k preruSeni peptidového fetézce. V tomto piipadé se
neodstartuje fetézova reakce jako pfi lipoperoxidaci , poSkozeni se vSak znasobi tim, ze

proteiny ztrati svou enzymovou, signalni nebo transportni funkci.

Rada aminokyselin je hydroxylovana hydroxylovym radikdlem a nitrovana
peroxynitritem (tryptofan, fenylalanin, tyrosin). S vétSinou biomolekul peroxynitrit
reaguje pomalu, je selektivnim oxidantem. V proteinech tento oxidant méni tyrosin na
nitrotyrosin, ktery je velmi staly.

S membranovymi proteiny a proteiny lipoproteinovych ¢astic (LDL, VLDL — very
low density lipoprotein) reaguji kromé jednoduchych ROS a RNS téz alkoxylové a
peroxylové radikaly lipida (LO°®, LOO®) vznikajici pii lipoperoxidaci. Dalsi produkty
lipoperoxidace — reaktivni aldehydy (malondialdehyd, 4-hydroxy-2,3-trans-nonenal) —



se kovalentné vazi na e-NH; lysinu. Nasledkem toho se proteiny agreguji, situji a
stanou se citlivéj$imi k proteolytické degradaci.

Proteiny jsou poskozovéany téz zelezem koordinovanym na jejich strukturu.
Lysylovy zbytek v proteinu (R-CH>-NH>) slouZi jako jeden z mnoha ligandd schopnych
vazat Fe(Il), takze katalyzuje Fentonovu reakci, pifi které vznikd z peroxidu vodiku
hydroxylovy radikal (HO®). Ten v misté svého vzniku (site specific mechanism) vytvori
z R-CH2-NH; alkylovy radikal R-°CH-NH,. Piesun elektronu na Fe(IIl) regeneruje
Fe(ll) a zradikalu vznikne skupina R-CH=NH, ktera se spontann¢ hydrolyzuje na
R-CHO a NH; (Obr. 2). Modifikovany protein je substratem fady nespecifickych

proteas, které ho odstrani.
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Obr. 2: Oxidaéni poskozeni proteinu v misté navazaného Zeleza (Stipek a kol. 2000)

I fada dalSich reakci pfeménuje aminokyseliny proteini na karbonylové derivaty.
4-hydroxynonenal (4-HNE) reaguje s histidinem, lysinem a thiolovymi skupinami, ¢imz
vnasi do molekuly proteinu karbonylové skupiny (-CO-). Ty vznikaji téz pii glykaci
proteinili. Stupent karbonylace proteinti lze stanovit a pouzit jako ukazatel oxidacniho

poskozeni téchto biomolekul.



Nasledky téchto reakci jsou pro funkci bun¢k velmi zavazné. Enzymy méni svou
aktivitu, pumpy neudri iontovou homeostazu buiiky. V cytosolu se hromadi Ca?*, ¢imz
se aktivuji proteazy a fosfolipazy.

Modifikace aminokyselin vedou ke vzniku novych antigennich determinant a

k autoimunitnim reakcim (Stipek a kol. 2000).

2.1.3 Kyselina chlorna jako reaktivni forma Kysliku

Kyselinu chlornou (HCIO) syntetizuji neutrofilni granulocyty (polymorfonukleary)
pomoci své myeloperoxidasy: H,O, + CI" + H" —> HCIO + H,0.

Kyselina chlorné je silny oxidant. Polymorfonukleary ho pouzivaji spolu s dalSimi
ROS a RNS jako baktericidni prostfedek. Kyselina chlornd mtize byt dal$im zdrojem
HO® po reakci se superoxidem: HCIO + O, —> HO® + CI" + O,.

Ischemie a reperfuze indukuje tvorbu fady cytokinl, které aktivuji neutrofily
k produkci superoxidu a kyseliny chlorné a s jejich pfispénim a uvolfiovanim proteas se

rozviji zanét a bludny kruh oxida¢niho poskozeni.

Bronchiadlni astma se klinicky projevuje jako variabilni a c¢asteéné reverzibilni
obstrukce dychacich cest, které jsou obvykle ptecitlivélé na alergeny, chemické latky a
chladny vzduch. Nyni se astma povazuje za chronicky zanétlivy proces a neutrofilni
infiltrace je pravdépodobné vyznamnym faktorem zminéné hypersenzitivity. Neutrofily

produkuji vazokonstrikéni medidtory (prostanoidy, leukotrieny) a téz reaktivni formy

ANy

Dal8im reaktivnim produktem myeloperoxidasy je kyselina chlorna, kterd atakuje
primarni aminoskupiny bilkovin za vzniku chloramind a modifikuje tyrosin na
3-chlorotyrosin. Ten je specificky pro oxida¢ni poSkozeni bilkovinnych struktur in vivo
pusobenim myeloperoxidasy. Pii zvySené produkci NO® a vzestupu koncentrace O,*
dojde k syntéze peroxynitritu (OONQO’). Ten je schopen atakovat lipidy i bilkoviny.
Stabilnim produktem reakci p-tyrosinu s peroxynitritem je 3-nitrotyrosin, ktery byl

rovnéZ prokazéan v atherosklerotickych lézich.

Bylo popsano nékolik mechanismii, které se podileji na zvysSeni oxidacniho stresu

v riznych fazich atherogeneze a na urychleni jejiho pribéhu. V €asnych stadiich



atherosklerosy (tukové prouzky) se asi uplatiiuji tyrosylové radikaly, reaktivni formy
dusikovu (RNS) a aktivita myeloperoxidasy a 15-lipoxygenasy. U intermediarnich 1ézi
(fibrozni platy a preatheromy) je popsan vliv myeloperoxidasy a v ptipadé vyvinutych
1ézi (atheromy) se na oxidacni modifikaci LDL a cévnich struktur kromé

myeloperoxidasy a 15-lipoxygenasy podileji také kovové ionty (Cu®, Fe?").

Myeloperoxidasa je vysoce kationtovy protein s isoelektrickym bodem vys$Sim nez
10 a mtze tedy dobfe interagovat s negativnim nabojem glomeruldrni bazalni
membrany. V nékterych modelech imunokomplexové glomerulonefritidy bylo navic
mozno demonstrovat halogenaci glomerularni bazalni membrany (inkorporaci
znaceného jodu v glomerulech). Intrarenalni podani myeloperoxidasy, peroxidu vodiku
a chloridovych iontt vede nejen k pfechodnému vzestupu proteinurie, ale s odstupem

4-10 dnt se vyviji i proliferativni glomerulonefritida.

Kvantitativné nejvyznamnéj$Sim zdrojem reaktivnich forem kysliku mohou byt
Vv glomerulech infiltrujici neutrofily a monocyty. Peroxid vodiku mize pod vlivem
myeloperoxidasy reagovat s chloridy za vzniku vysoce toxické kyseliny chlorné, ktera
je schopna rychle oxidovat rizné molekuly a poSkozovat mikroorganismy, ale také
buitkky makroorganismu. Je ziejmé, Ze v experimentalnich modelech glomerulonefritidy
charakterizovanych infiltraci glomeruld neutrofily rozhoduje produkce HOCI
z peroxidu vodiku o rozsahu tkanového poskozeni. HOCI se rovnéz muze dale

metabolizovat na oxidanty s dlouhym biologickym polocasem — chloraminy.

Protilatky proti myeloperoxidase jsou pfitomny u neékterych nemocnych s ANCA
(protilatky proti cytoplazmé neutrofilnich leukocytl)-pozitivni rendlni vaskulitidou.
Piedpoklada se, Ze by mohly hrat roli v patogenezi glomeruldrniho poskozeni u
vaskulitidy. Podanim peroxidu vodiku a lyzosoméalniho extraktu bylo moZno u potkant
imunizovanych proti myeloperoxidase vyvolat vznik glomeruldrni trombozy a
nekrotizujici  glomerulonefritidy. Glomerularni poSkozeni u ANCA-pozitivni
vaskulitidy je tak zfejmé také vyvolano zvySenou glomerularni produkci volnych

radikalt (Stipek a kol 2000).

Pusobenim leukocytarniho enzymu — myeloperoxidasy — se tvofi chloridovy anion,
ktery s peroxidem vodiku dava vysoce reaktivni chlornanové anionty (C10"). Cast z nich

reaguje s nizkomolekularnimi aminy za vzniku chloramin. Chlornany i chloraminy



maji spolu s reaktivnimi formami kysliku silny mikrobicidni ucinek. Mikrobicidni
ucinek reaktivnich forem kysliku a dalSich metaboliti je zfejmé jejich hlavni funkci
v aktivovanych fagocytech (Stipek a kol. 2000). V piipadg, Ze jinak prosp&sny proces
neni pod kontrolou, mize dojit k zavaznym poskozenim — CIO™ aktivuji proteinasy
(napf. elastasu) a inhibuji antiproteinasy (Ledvina, Stoklasova, Cerman 2006). Deficit
myeloperoxiddzy muze byt asymptomaticky nebo se projevi zvySenym sklonem
k opakovanym bakterialnim infekcim (Stipek a kol. 2000).

Infiltrace tkani makrofagy nebo aktivace endotelu tak mohou vést ke zvySené
lokalni tvorbé reaktivnich forem kysliku, které mohou zpiisobit nejen destrukci
mikrobli, ale i vlastni tkané. Reaktivni formy kysliku atakuji nukleové kyseliny a
modifikuji je na nepfirozené derivaty, napiiklad 5-hydroxymetyluracil,
8-hydroxyguanin ¢i thyminglykol. Ty pak zptsobi vneseni chyb do DNA pii replikaci
(mutace). Predpoklada se, Ze takové modifikace DNA mohou mit vztah 1 ke
karcinogenezi. Krom& toho pisobenim reaktivnich forem kysliku vznikaji zlomy
v molekule DNA. Expozice proteint reaktivnim formam kysliku zméni jejich strukturu
vcetné antigenicity, jejich stabilitu i funkei. Funkce enzymt se méni ziejme i v disledku
zmény redoxniho stavu buriky. Po oxidaci aminokyselin mohou vznikat zktizené vazby
mezi sousednimi fetézci bilkovin. Prikladem miiZze byt modifikace ¢astic LDL, ktera

hraje dtlezitou roli v atherogenezi (Stipek a kol. 2000).

2.1.4 RONS jako ucinna zbran fagocyti proti bakteriim a cizim

strukturam

Neutrofilni leukocyty a makrofagy pouzivaji reaktivni formy kysliku
K odstrafiovani zbytkt mrtvych bunék a k zabijeni bakterii (Obr. 3). Jejich plazmaticka
membrana je vybavena enzymovym komplexem NADPH-oxidasou, ktery obsahuje
flavocytochrom bssg. Tento komplex se po pohlceni cizorodé Castice aktivuje a redukuje
dioxygen na superoxid. Takto aktivované buniky zvysi spotiebu O, (tzv. respiracni
vzplanuti — respiratory burst), nikoli v8ak ¢innosti mitochondrii. Vznikajici superoxid se
pohotové méni na peroxid vodiku. Kyselé prostiedi, které ve fagosomu obstara
membranova protonova pumpa, podporuje uvolnéni iontd zeleza z jeho bezpecnych
zasob, takze je k dispozici pro Fentonovu reakci a tvorbu hydroxylového radikalu. U
polymorfonukledrnich leukocyti po splynuti fagosomu s jinymi vakuolami do systému

vstoupi jeSté myeloperoxidasa, ktera katalyzuje tvorbu kyseliny chlorné z peroxidu



vodiku a chloridového iontu. Kyselina chlornd miize byt dal§im zdrojem HO® po reakci

se superoxidem: HCIO + O, —> HO® + CI' + O,

Fentonova reakce: v pfitomnosti Zeleza reakce peroxidu a superoxidu probiha velmi
snadno, a to ve dvou krocich, nejdiive superoxid zredukuje zelezo a to pak redukuje
peroxid:

HO,® + Fe®* - O, + Fe? + H*

Fe?* + H,0, > Fe*" + OH + OH"®

V makrofézich, neutrofilech a jinych buikéach je uc¢inkem cytokinii, mikrobid a
mikrobnich produkti stimulovana exprese indukovatelné¢ syntasy oxidu dusnatého
(INOS), ktera je nezavisla na Ca?*, protoze kalmodulin je aktivni podjednotkou enzymu.
Aktivita iINOS je déna dostupnosti kofaktorti (tetrahydrobiopterinu, kalmodulinu),
substratu (argininu) a koncentraci (syntézou) enzymu. Jedinym zdrojem elektrond, ktery
je tieba k redukci argininu na NO® a citrulin, je NADPH, a tak aktivita zavisi téz na
glukosa-6-fosfatdehydrogenase (G6PD). Ve srovnani s konstitutivnimi enzymy eNOS
(endotelidlni) a nNOS (neurondlni) dokdze indukovatelnd iNOS ve svém okoli zvysit
koncentraci NO*® o nékolik ¥adi. Ten pak nestaci byt odstranén difuzi do krve a navic se
ve stejné lokalit¢ vytvaii superoxid, takze snim reaguje na peroxynitrit, dalsi
baktericidni prostfedek, ktery slouzi k oxidaci a nitraci cizorodych a za urcitych
podminek i vlastnich struktur. Popsana vyzbroj makrofagi je urena k destrukci
pohlcenych Castic. Zvlaste citlivi jsou intracelularni paraziti — Plasmodia a Leishmania,
dale pak nékteré viry, houby a bakterie a také nckteré nadorové bunky. Defekt
NADPH-oxidasy se projevi jako chronicka granulomatosa s ¢astymi infekcemi kuze,
plic, jater a kosti. Zminéné RONS se uvolni 1 do extracelularniho prostoru, kde mohou

poskodit okolni bun&éné a tkanové struktury (Stipek a kol.2000).
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Obr. 3: Schéma fagocytujici buiiky (upraveno podle Stipek a kol. 2000).

2.1.5 Projevy oxida¢niho poSkozeni zavislé na véku
Pokud je oxida¢ni poskozeni pficinou starnuti, lze ocekavat, ze jeho projevy budou
béhem Zivota jedince stdle vyraznéj$i. V podstaté byly popsédny tii typy oxidacnich
zmeén zavislych na véku: hromadéni koneénych produktii oxidacniho stresu, modifikace

biologickych struktur a vycCerpani slozek antioxida¢ni ochrany.

Obecnéjsim kritériem modifikace proteintl je jejich karbonylace. Od mladi do stafi
se karbonylace zvysi na 30% z celkové proteinové hotovosti. Vzestup je exponencialni
a koreluje se ztratou aktivity glukosa-6-fosfatdehydrogenasy (G6PD), ktera je
vyznamna pro antioxidacni ochranu organismu. Klesd i aktivita mitochondridlni
akonitasy, enzymu Krebsova cyklu. Ve fibroblastech pacientdt s Wernerovym
syndromem, projevujicim se pfedCasnym starnutim, dosahuje karbonylace proteinti
urovné osmdesatiletého clovéka bez ohledu na veék pacienta. Modifikace proteint
nejsou jen pasivnimi ukazateli starnuti. Enzymy ztraceji svou aktivitu a jsou lepSimi
substraty pro degradaci proteasami. Né&které modifikace naopak pfeméni protein
V inhibitor proteas odstraiiujicich nefunkéni bilkoviny a jiné (po navdzani DOPA)
katalyzuji redukci kysliku na superoxid. Modifikace proteinii tak zrychluje starnuti

nejen ztratou jejich enzymové aktivity, ale téz zrychlenim metabolismu ROS (Stipek a
kol. 2000).
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2.2 Antioxida¢ni terapie

Oxidacni stres, patologickd nerovnovaha vzniku RONS a jejich odstranovani, je
nedilnou soucasti fady nemoci a u nékterych je i primarni pfi¢inou chorobného stavu.
Pti fad¢ chorobnych stavli dochazi nejen k poklesu kapacity antioxidac¢nich systémii, ale
1 ke zvySené tvorb¢ radikald. Na zékladé obecnych znalosti by se pfi antioxidacni terapii
mohly volit dva extrémni pfistupy:

1. podavat tyto latky u vétSiny onemocnéni a v celé dostupné §ifi, nebot’ zvySena
tvorba radikali provazi zanét, ischemicko-reperfuzni poskozeni, nadory a
procesy starnuti.

2. nepodavat je vibec, protoze vétSinou jde o vitaminy a dalsi latky, kterych je ve

vyvazené potraveé dostatek, a hypovitamindzy jsou u nas vzacné.

Nicméng¢ oba tyto ptistupy jsou chybné.

Mnoho experimentalnich studii in vitro a in vivo prokazuje pfiznivy vliv
antioxidantll v riznych kombinacich a modelech. Na celém svété probéhlo a stale
probiha mnoho klinickych studii s antioxidacni terapii lidi. Jejich vysledky nejsou
jednoznacné nejspise proto, ze oxidacni stres je jen jednim z d€ji probihajicich pii
téchto onemocnénich. Sledované parametry jsou zavislé 1 na dalSich faktorech. Je
obtizné hodnotit Gc¢inek antioxidantii jako dopliku ke klasické a standardni terapii
(napf. operace na otevieném srdci, lécba akutniho infarktu myokardu, diabetes
mellitus). Problémem pii hodnoceni je také srovnani davky, délky podavani a
naCasovani antioxidaéni terapie Vv prubéhu I1é¢by onemocnéni, které mize byt
vyznamnym faktorem Uspéchu ¢i nelspéchu antioxidacni terapie Neékteré klinické
studie dokazuji, Ze podavanim antioxida¢nich latek se snizi riziko vzniku onemocnéni
nebo se zlepsi jeho prubeh (ischemicka choroba srdecni, atherosklerosa, cévni mozkové
ptihody, Sokovy stav, neurologickd onemocnéni, nddorové bujeni, jako je kolorektalni
karcinom, gynekologické nadory a dalsi). Pfiznivé G€¢inky byly zaznamenéany predevSim
po terapii tokoferolem, kyselinou askorbovou, zinkem, selenem, N-acetylcysteinem,
dexrazoxanem a probukolem.

Uspéch antioxidaéni terapie zavisi na stupni poznani Gilohy volnych kyslikovych
radikalll v patogenezi dané nemoci. Cilem by mélo byt sniZit incidenci onemocnéni

V ramci prevence a pii 1€€bé nemoci pozitivné ovlivnit jejich pribeh a rekonvalescenci.
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Podani antioxidantli u vétSiny chorobnych stavli neni a nebude kauzalni terapii, nybrz
jen terapii upravujici a vyrovnavajici redoxni prostfedi bun¢k (oxidacni stres je vétSinou
jen nasledkem chorobnych stavli a RONS jsou efektory chorobnych procesi).

K nejCastéji uzivané antioxidacni terapii patii kromé jednotlivych antioxidacnich
vitamini podavani komplexnich multivitaminovych ptipravki, které nékdy obsahuji
také stopové prvky. Téchto ptfipravkli je na nasem trhu celd fada, v rozmanitych
kombinacich a v riznych 1ékovych formach. Vétsina z nich obsahuje mnozstvi potfebné
pro celkovou denni davku danych slozek.

Doplnéni vitaminti a stopovych prvkil je potfebné nejen pii jejich nedostatku, ale
napiiklad pfi zvySené télesné namaze, nepravidelné nebo jednostranné vyzivé, pii
zvySenych ztratdich (zvraceni, prijmy), v téhotenstvi, pfi laktaci a béhem rlstu
organismu. V t€hotenstvi je tieba sledovat mnozstvi vitaminu A v pfipravcich a
nepiekracovat denni doporucené davky piijmu vzhledem k riziku mozné teratogenity.
Toto riziko je pifi pfijmu mnohonasobné vyssich davek, nez jsou davky doporucené.
Objektivné stanovit hladiny vitaminG a stopovych prvkd v pacientov€ organismu je
nakladné a obtizné. Plazmatickd hladina nemusi korelovat scelkovym mnozstvim
vitamintl v organismu. Jelikoz se deficit vitamini a stopovych prvki mize podilet na
vzniku imunodeficientnich stavili, maji polyvitaminové pfipravky se stopovymi prvky
své misto v podplirné terapii poruch imunity. Tyto pfipravky neni vhodné uzivat
dlouhou dobu. Maji slouzit pouze k doplnéni a vyrovnani piipadnych nedostatkl
Vv organismu, ale vzdy je tfeba si uvédomit, Ze nejvhodnéjSim zdrojem vitamini a

antioxidant?l jsou piirodni produkty (Stipek 2000).

2.2.1 Soucasné problémy antioxidacni terapie
Ve vyspélych zemich s dostateCnou vyZzivou je podavani multivitaminovych a
smésnych antioxida¢nich preparatt vétsinou zbyteéné (Stipek a kol. 2000). Nadmérné
potlaceni produkce volnych radikalti by mohlo ovlivnit i jejich potfebné ucinky, ke
kterym patfi napt. likvidace fagocytovanych mikroorganismii ¢i signélni piisobeni
(Racek 2003). Koncentrace antioxidantii a jejich vzdjemna souhra muze byt pfi

jednostranné suplementaci narusena a jeji u€inek se obrati ke Skod¢ pacienta.
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Na nejednoznaénych zavérech klinickych studii se podili cela fada faktort (Tab. 2):

1. Oxidacni stres se vyskytuje témér u vSech nemoci, Casto vSak byva pouze
priavodnim jevem a v fadé chorobnych procesti je jen koneénym efektorem
celého mechanismu. S timto aspektem je tfeba ptistupovat ke klinickému pouziti

antioxidantu.

2. Podané antioxidanty nemusi proniknout do patii¢nych kompartmenti, kde
jsou potiebné. Jde nejen o mnozstvi, ale pfedevsim o biologické vlastnosti dané
latky (napf. enzymy nepronikaji pfes bunéénou sténu).

3. Nebylo pouzito ,adekvatnich“ antioxidanti. Inhibitory lipoperoxidace
nezabrani radikdlovému poskozeni DNA. Je nutnd vyvazenost antioxidantli pfi
jejich kombinovaném podani, odpovidajici mechanismus jejich ucinku.

4. Antioxidanty nebyly pifi studiich vzdy podavany dostate¢né dlouho,

V potifebném mnoZstvi a ve spravném case.

Vétsina klinickych studii zatim kon¢i zdvérem, ze je tteba dané vysledky podpofit
studii vétsiho souboru a dal§imi dilkkazy pro sledovany jev. U prospektivnich velkych
studiich je problémem homogenita souboru vzhledem k antioxida¢ni vybavé jednotliveu,
coz je ziejmé z rozdilnych vysledkd studii v USA a Evropé proti vysledkim v Indii a
Cing. V budoucnosti by se mé&lo davkovéani ,preventivnich antioxidantdl fidit podle
kapacity jednotlivych soudasti antioxida¢niho systému kazdého jedince (Stipek a kol.

2000).
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Tab. 2: Vliv antioxidaéni terapie na vybrané nemoci (Stipek a kol. 2000)

Onemocnéni Antioxidant Uspésnost
kardiovaskularni onemocnéni karotenoidy -
askorbdt +
tokoferoly +
selen +
L= \ s probukol +
flavonoidy -
nadory karotenoidy -
tokoferoly i
selen e
flavonoidy ax
ischemicko-reperfuzni poskozeni SOD &
kyselina lipoova b
alopurinol o
syndrom dechové tisné SOD +
retrolentdlni fibroplazie tokoferoly +
bronchopulmonadlni dysplazie askorbat 3
intravaskuldrni hemoragie tokoferoly +
askorbat +
transplantace SOD ¥
hepatoprotekce kyselina lipoova b=
silymarin +
kloubni postiZeni SOD i
penicilamin +
fotosenzibilizujici nemoci karotenoidy ++
UV zareni karotenoidy ++
katarakta tokoferoly +
nachlazeni askorbdt .z
parkinsonismus tokoferoly s
Wilsonova choroba penicilamin ++
hemochromatéza deferoxamin ++
plicni nemoci N-acetylcystein +
intoxikace paracetamolem N-acetylcystein ++
subarachnoidaln{ krvéaceni lazaroidy £
traumatické poskozeni hlavy lazaroidy £
nespecifické stfevni zanéty S-aminosalicylaty +

Oxidacni poskozeni organizmu je velmi slozity proces a cilem 1éCby mé byt
ochrana organismu pifed vSemi potencidlnimi mechanismy poSkozeni. V piipadé
antioxidantu je to uprava redoxniho stavu buiiky a organismu. Prostiedkem by nemélo byt
preventivni Ci terapeutické podéani ,,vSeho, co je k dispozici®, ale spiSe pouziti ekt

zasahujicich hlavni pti¢inu oxidoredukéni dysbalance, od které jsou dalsi projevy
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oxidacniho stresu odvozeny. U pfirozenych antioxidantl je velmi obtizné stanovit
jejich doporugeny denni piijem, ktery bude odli$ny teritorialng a podle pohlavi (Stipek a
kol. 2000). Antioxida¢ni ochrana organismu piedstavuje slozity komplex mechanismi,
které pracuji ve vzajemné souhie, dopliuji se a mnohdy i potencuji, navic museji byt
V rovnovaze s prooxida¢nimi latkami, tedy s produkci volnych radikali (Racek 2003).

Antioxidanty jsou nezbytné pro lidsky zivot, ale nejsou to elixiry zivota. Jejich
vztahy zatim nebyly zcela pochopeny a klinicky ovéfeny. Lze oc¢ekavat, Ze v budoucnosti
budou objevovany a také syntetizovany nové antioxidacni latky. Je nezbytné nejdiive
vypracovat metody k dostatecnému vysetieni oxidoredukéniho stavu organismu. Teprve
pak bude mozné sestavit individualni, G¢innou a cilenou kombinaci antioxidanti.
Dosavadni nejcastéji nabizené kombinace tokoferolu, askorbatu, -karotenu a selenu jsou
spiSe empirické postupy, ponékud ptedbihajici kauzalni terapii a prevenci oxidacniho

stresu (Stipek a kol. 2000).

2.2.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou polyfenolové latky, které jsou velmi rozsifené v rostlinné fisi.
Zahrnuji okolo 4000 rGznych derivati a jejich seznam se stale rozristd. K zakladnim
strukturam flavonoida patii: flavany, flavony, flavanony, flavonoly, anthokyanidiny a
isoflavony (Obr. 4). Flavonoidy se v potravé vyskytuji bud’ jako monomery (kvercetin,
katechin), jejich glykosidy anebo monomery polymerizované na prokyanidiny
(Durackova 2008). Jejich struktura je vyhodna pro tvorbu chinoidnich struktur a tedy
pro jednoelektronové oxidoredukce. Maji aromaticky charakter molekuly, odvozeny od

2-fenylchromonu.
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Obr. 4: Zékladni strukturni tfidy flavonoidi.

Jsou schopné vazat prechodné kovy, indukovat a ovliviiovat n¢které enzymy (aryl-
a epoxid-hydroxylasy, proteinkinasu C), inhibovat xanthinoxidasu, lipoxygenasu a
lipoperoxidaci (Stipek 2000). Mezi antioxidaéni u¢innosti a strukturou flavonoidt byly
zjistény nasledujici zavislosti: nezbytna je pfitomnost hydroxylovych skupin na kruhu B
V 0-poloze a dvojna vazba mezi 2. a 3. uhlikem, v konjugaci s karbonylovou skupinou
V poloze 4. Pro maximalni u¢innost je potfebnd dodate¢na ptitomnost hydroxylovych
skupin v polohach 3 a 5 (Spilkova, Dusek 1996). Konzumace potravy bohaté na
flavonoidy je spojovana se snizenim vyskytu anebo zlepSenim stavu kardiovaskularnich
onemocnéni, infarktu myokardu, rakoviny, neurodegenerativnich onemocnéni,
psychickych poruch a jinych chronickych onemocnéni. V patologii téchto onemocnéni,
kromé jin¢ho, hraje dilezitou roli oxidacni stres. V laboratornich experimentech (in
vitro) vykazuji flavonoidy vyznamnou antioxida¢ni schopnost. Ta je Casto vysSi nez
antioxidac¢ni schopnost zndmych antioxidanti jako je vitamin C a E. Antioxidacni
schopnost flavonoidd v organismu (in vivo) se nema Sanci uplatnit, protoze absorpce
flavonoidil z potravy je relativné nizkd. Jejich hladina v plazmé je fadové nizsi nez je
hladina jinych antioxidanti - vitamin C, E (Duratkova 2008). Flavonoidy maji
protizanétlivy, protiskleroticky a protinddorovy ucinek, ptisobi jak v hydrofilnim, tak

lipofilnim prostfedi. Epidemiologické studie prokazuji negativni korelaci mezi piijmem
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flavonoidl a mortalitou na akutni infarkt myokardu a jedna ze 3 studii i pokles rizika
vzniku nadorti. Flavonoidy zlepSuji mikrocirkulaci u chronické zilni insuficience.

Isoflavonoidy vSak neovlivnily koncentraci lipida v séru.

Tzv. ,francouzsky paradox“ (tj. snizend mortalita na kardiovaskularni nemoci
pijakti Cerveného vina ve Francii je vysvétlovan vysokym obsahem flavonoida
v Cerveném vin¢ (resveratrol a quercetin) a jejich antisklerotickym uc¢inkem (ochrana
pted oxidaci LDL-¢astic). Studie in vitro prokazaly vysokou antioxidacni kapacitu
cervenych vin, ale tato hodnota zavisi na druhu vina, vinafské oblasti a mozna i na
ro¢niku sklizn& (Stipek 2000).

Vyznamnym zdrojem polyfenolovych latek jsou caje. Jak zeleny, tak Cerny Caj
nachazeji svij puvod v rostliné Thea sinensis (Theaceae). Avsak rozdilny zpusob
zpracovani vede k odlisnym vyslednym produktim. Listky na pfipravu ¢erného Caje se
zpracovavaji pfi teplot¢ okolo 40°C, necha se v nich prob&hnout proces oxidace a
fermentace, ¢imz ¢aj ziskava ¢ernou barvu. Pti ptipravé zeleného Caje se listky nejprve
jemné zahteji, ¢imZ se zni¢i enzymy — oxidasy rozkladajici polyfenolové latky ptitomné
Vv listcich ¢ajovniku. Proces oxidace se tim zastavi a listky si zachovavaji svoji zelenou
barvu, ale i vysoky obsah polyfenolovych latek. Bohuzel, pfi riizném zpracovani se
mohou vice ¢i méné odbourat polyfenoly pfitomné v listcich. V ¢erném caji je jejich
obsah v porovnani se zelenym mensi. Mezi polyfenolové latky, vyskytujici se v ¢ajich
patii: epikatechin (EC), epikatechingalat (ECg), epigalokatechin (EGC) a
epigalokatechingalat (EGCg). EGCg je hlavni katechin v ¢aji a predstavuje 50 — 80%
vSech katechintll. Slozky ¢aji mohou vychytavat volné radikaly a reaktivni metabolity,
které zplisobuji poskozeni membranovych lipidid, proteini a nukleovych kyselin.
Vychytavaci schopnost antioxidantll v zeleném ¢aji je vetsi nez v cerném. Déle caje
obsahuji 1 antioxidacné puasobici vitamin C a selen. Vyznamné antioxidani a
protirakovinné Uc¢inky zeleného cCaje se pfipisuji pfitomné latce EGCg, kterda ma
schopnost pfeménit chemické karcinogeny na neaktivni molekuly. Kromé antioxida¢ni
aktivity a preventivniho G€inku proti rakoviné se zjistil u zeleného €aje jesté pozitivni
vliv napf. na kizi, na hladinu cholesterolu a krevniho tlaku, jako ochrana pfi
kardiovaskularnich onemocnénich, virovych onemocnénich, zanétech dasni a
osteoporoze. Polyfenoly z ¢aje téZ inhibuji oxidaci LDL, ale nepotvrdilo se to ve vSech

studiich (Durackova 2008).
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Zjistilo se, ze zeleny a ¢erny ¢aj mohou inhibovat in vitro oxidaci lipoproteint
indukovanou Cu®" ionty. Aktivita katechinii zeleného &aje v t&chto pokusech klesala
v poradi: EGCg = ECg > EC = C > EGC. Kromé toho zeleny €aj inhibuje oxidaci
cholesterolu a snizuje koncentraci kyseliny linoleové a kyseliny arachidonové, tvorbu
malondialdehydu jako markeru poskozeni lipidii, koncentraci peroxidi v plazmé, tvorbu
superoxidu a redukuje téz aktivitu glutathionperoxidasy v lymfocytech (Basu a Lucas
2007).

Ochranny ucinek polyfenolt ¢aje proti oxidaci lipoproteinti a snizeni koncentrace
cholesterolu mize mit preventivni ucinek proti atherosklerose a jinym
kardiovaskularnim onemocnénim. Zakladni mechanismus prospéSného efektu caji
hladiny lipida. Zeleny ¢aj zlepsuje elasticitu cév a endotelové funkce (Khan a Mukhtar
2007). Studie ukazuji, ze katechiny zeleného ¢aje s obsahem 200 — 300 mg EGCqg
(odpovida 5 — 6 Salkim denn¢) maji prospésny ucinek proti kardiovaskularnim
onemocnénim (Wolfram 2007). Za urcitych podminek muiZzou katechiny podléhat

autooxidaci a chovat se jako prooxidanty (Durackova 2008).
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3. CIL PRACE

1)

2)

3)

Sledovani u¢inku osmi derivatd katechinu na vznik chloraminli pfi oxidaci

lidského sérového albuminu (HSA) kyselinou chlornou.

a) ziskani hodnoty ECsg

Stanoveni vzniku karbonylovych skupin pfi oxidaci HSA kyselinou chlornou

pomoci spektrofotometrické metody.
a) hledani vhodné koncentrace HOCI u tohoto stanoveni

b) vliv derivati katechinu na vznik karbonylovych skupin

Sledovani pribéhu oxidace HSA kyselinou chlornou pomoci elektroforetickych
metod (nativni PAGE, SDS-PAGE) a vlivu katechind na vznik karbonylovych

skupin sledovany pomoci imunoblottingu.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 Material

Lidsky sérovy albumin (HSA), 96-99%
Kyselina chlorna (roztok NaOCl), 6-14%
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat, p.a.
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, p.a.
(-)-Katechin (C), > 98%
(-)-Epikatechin (EC), > 98%
(-)-Gallokatechin (GC), > 98%
(-)-Epigallokatechin (EGC), > 95%
(-)-Katechingallat (CG), > 98%
(-)-Epikatechingallat (ECG), > 98%
(-)-Gallokatechingallat (GCG), > 98%
(-)-Epigallokatechingallat (EGCG), > 95%
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova

kyselina (Trolox), 97%
Methanol, p.a.
5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoova kyselina) (DTNB)
2,4-dinitrofenylhydrazin (DNPH)
Kyselina trichloroctova (TCA)
Ethanol, 96%
Ethylester kyseliny octové, p.a.
Bradfordovo ¢inidlo (stanoveni koncentrace proteintl)
Kyselina chlorovodikova, 35%
Redestilovana voda
Akrylamid (AA)
N,N’-methylenbisakrylamid (bisAA)
Tris-(hydroxymethyl)aminometan (Tris), > 99,8%

Bromfenolova modi (BFB)
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Sigma-Aldrich
Riedel-de Haén
Penta

Penta
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Aldrich

Penta
Sigma-Aldrich
Aldrich
Sigma-Aldrich

Dr. Kulich Pharma
Lachema
Sigma-Aldrich
Lachner

Katedra biochem. véd
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Riedel-de Haén



Glycin, 99%

Glycerol, 85%

Isobutanol (2-butanol)

Persiran amonny, > 98%
N,N,N’,N"-tetramethylethylendiamin (TEMED)
2-Merkaptoethanol, >98%

Laurylsiran sodny (SDS)
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween 20)
EZBIlue gel staining reagent

Lihomethanol (99% kvasny lih, 1% methanolu)
Molekulovy marker Precision Plus (All Blue, Unstained)
Polyethylenglykol 2000 (PEG)
Isopropylalkohol, p.a.

Hydroxid sodny, p.a.

Dusi¢nan stiibrny, p.a.

Amoniak — vodny roztok, > 25%

Formaldehyd, 36-38%

Kyselina citronova, p.a.

Chlorid sodny, p.a.

Chlorid hote¢naty hexahydrat, 99%

Odtuénéné susen¢ mléko

Immun-Blot PVDF membrana (0,2 pm)

Primarni monoklondlni protilatka rabbit anti-DNP

Sekundarni polyklonalni protilatka s alkalickou fosfatasou

(goat anti-rabbit 1gG-AP)
Kyselina octova, 99%
Ponceau S pro elektroforesu
RTG film Medix XBU

Chemiluminiscenéni substrat DuoLux pro AP
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Sigma-Aldrich
Dr. Kulich Pharma
Merck
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
BDH Chemics
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sklad chemikalii FaFUK
Bio-Rad
Sigma-Aldrich
Penta

Lachner

Penta
Lachema
Penta

Penta

Penta
Sigma-Aldrich
Bio-Rad
Bio-Rad

Abcam

Abcam
Lachema
Sigma-Aldrich
Foma

Vector Laboratories



Negativni vyvojka Fomadon LQN Foma

Univerzalni rychloustalova¢ Fomafix Foma

4.2 Pristroje pro méreni
Digitalni analytické vahy CP 225 D, Sartorius
Inkubator Memmert
Spektrofotometr Hélios 3, Spectronic Unicam
¢tecka Bio-Rad, Microplate Reader, model 550
Elektroforeticka aparatura Mini-Protein I11, BioRad
pH metr inoLab pH Level 2
Programovatelny termomixer Thermomixer Comfort, Eppendorf
Laboratorni tiepacka s kyvavym pohybem Duomax 1030, Heidolf Instrument
Ultrazvukovy ¢isti¢ USC200TH, VWR International
Mikrocentrifuga 5415 D, Eppendorf

Dokumenta¢ni systém Gel Doc XR, Bio-Rad

4.3. Metodika

4.3.1 Priprava zakladnich reagencii

4.3.1.1 Piiprava fosfatového pufru

Pii pfiprave inkuba¢nich smési 1 béhem jednotlivych méfeni jsem pouZivala 0,1 M
fosfatovy pufr o pH 7. Tento pufr jsem piipravovala smichanim 390 ml 0,2 M vodného
roztoku NaH,P0O,4.2H,0 a 610 ml 0,2 M vodného roztoku Na,HPO,4.12H,0 a 1000 ml
redestilované vody. Vznikly pufr jsem dokonale promichala a pomoci pH-metru jsem

zkontrolovala pH a v ptipadé potteby upravila na hodnotu 7.

4.3.1.2 Piiprava roztoku albuminu

Inkubacni smési pro méteni vychdzeji ze zasobnich roztoki lidského sérového

albuminu (HSA) o koncentraci 0,4 mg/ml (stanoveni chloramini), 0,5 mg/ml (nativni

23



PAGE, SDS-PAGE a imunoblotting), 1 mg/ml (nativni PAGE) a 2 mg/ml (stanoveni
karbonylovych skupin, nativni PAGE), které jsem pfipravila rozpuSténim piesné

navazky proteinu v odpovidajicim objemu 0,1 M fosfatového pufru o pH 7.

4.3.1.3 Priprava roztokit antioxidanti

Roztoky o koncentraci 10 mM, jsem ziskala rozpusténim ptesné navazky latky v
odpovidajicim mnozstvi methanolu. S touto vychozi koncentraci jsem dale pracovala
(fedila na niz$i koncentrace). Vysledné koncentrace roztokd antioxidantii pouzivané k

ptipravé inkubacnich smési jsou rozepsany v nésledujici tabulce.

Metoda Koncentrace roztoku AOX pro piipravu inkubaénich smési
Stanoveni
. 30 uM 300uM | 600uM | 12mM | 1.8mM |2,4/3 mM
chloraminti
Stanoveni
25 uM 50 uM 75 uM 100 uM - -
karbonyli

Imunoblotting | 100 uM - i - i i

4.3.1.4. Priprava roztokit Troloxu

Roztoky ptisluSnych koncentraci jsem ziskala rozpuSténim ptesné navazky latky
Vv odpovidajicim mnozstvi 0,1 M fosfatového pufru o pH 7. Pfipravené roztoky jsem

uchovavala v lednici.

2,4 mM Trolox : 30,04 mg Troloxu rozpustit v 50 ml fosfatového pufru (stanoveni

chloramintl).

6 mM Trolox: 75 mg Troloxu rozpustit v 50 ml fosfatového pufru (elektroforéza).

4.3.1.5. Priprava roztoku kyseliny chlorné
Pied kazdym meéfenim bylo zapotiebi stanovit aktualni koncentraci kyseliny
chlorné v zasobnim roztoku NaOCI (6-14%) a pfipravit si vychozi roztok HOCI,
z néhoZ jsem pomoci fosfatového pufru natedila roztoky HOCI pfislusné koncentrace.
Blizsi informace o koncentracich pfipravovanych roztoka jsem uvedla u jednotlivych
stanoveni.
Postup stanoveni aktudlni koncentrace HOCI byl nasledujici: k 9,99 ml

destilované vody jsem napipetovala 10 pul HOCI (desetinasobné mnozZstvi jsem zvolila
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kviili tomu, abych ptedesla chybé pii pipetovani velmi malych objemil) a pomoci 10 M
NaOH jsem upravila pH na hodnotu 12. Poté¢ jsem méfila absorbanci A pfi vinové délce
292 nm Vvkiemenné kyveté. Jako slepy vzorek jsem pouzila roztok NaOH.
Z naméfenych hodnot absorbance jsem podle tohoto nize uvedeného vzorce vypocitala
aktualni koncentraci kyseliny chlorné. Molarni absorp¢ni koeficient HOCI je g9, = 350
M*em™,
A
Texl

c koncentrace rozpusténé latky
A absorbance
I tloustka absorbujici vrstvy

€ molarni absorpéni koeficient

4.3.2 Stanoveni chloramint

Stanoveni chloraminti jsem provedla na zdkladé metody popsané Thomasem et al.
(1986) s nékterymi uUpravami (Firuzi et al. 2003). Metoda je zaloZena na reakci
chloraminti (R-NH-CI) s latkou obsahujici thiolovou skupinu (5-thio-2-nitrobenzoova
kyselina, TNB), pti které dochazi k oxidaci 2 molekul TNB na 5,5’-dithiobis-(2-
nitrobenzoovou) kyselinu (DTNB) a tim k ubytku spektrofotometricky stanovitelné
TNB. TNB vykazuje intenzivni absorpci svétla pfi 415 nm. Molarni absorpéni
koeficient TNB je £415 = 13600 M cm™.
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NO, SH + SH NO,

COOH COOH
TNB TNB

R-NH-CI
/ chloramin
\> R-NH, + CI

Y

N02 S_S N02

COOH DTNB COOH

4.3.2.1 Piiprava roztokit pro stanoveni chloraminii
Priprava 2 mM roztoku TNB

Navazku 39,6 mg DTNB jsem rozpustila ve 100 ml 0,1 M fosfatového pufru o pH
7. Upravila jsem pH pomoci 10 M NaOH na hodnotu 12 a po péti minutdich michani
jsem upravila pH zpatky na hodnotu 7 pomoci 2 M HCI. Roztok jsem uchovavala
V lednici. Pfi stanovenich na mikrotitracnich destiCkach jsem natedila vychozi roztok

TNB fosfatovym pufrem na koncentraci 600 uM.

4.3.2.2. Stanoveni chloraminu na mikrotitraéni desti¢ce

Ptred kazdym méfenim jsem si stanovila aktualni koncentraci HOCI zplsobem
vySe popsanym a poté jsem pripravila 1 mM roztok HOCI. Z tohoto roztoku jsem dale
fosfatovym pufrem fedila pozadované koncentrace (60-600 uM) podle nasledujici

tabulky:
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Vychozi HOCI | 0,1 M fosfatovy Vysledna
koncentrace HOCIl| 1 mM pufr (pH 7) | koncentrace HOCI
[uM] [ul] [ul] [uM]

60 60 940 7,5
120 120 880 15
240 240 760 30
360 360 640 45
480 480 520 60
600 600 400 75

Kalibraéni krivka

Do mikrotitra¢ni desticky jsem multikanalovou pipetou napipetovala 150 pl
roztoku HSA 0,4 mg/ml (tj. 6 uM roztok), piidala jsem 30 ul HOCI 60-600 uM do
vSech vzorkli kromé& kontroly. Od kazdé koncentrace jsem pfipravila minimélné
triplikat. Do kontrolnich vzorkl jsem ptidala misto HOCl 30 pl fosfatového pufru.
Desticku jsem protfepavala na termomixéru Eppendorf 10 minut pii 22°C a intenzité
trepani 400 rpm. Dale jsem pfidala 30 pl Troloxu 2,4 mM a znovu protiepavala
Vv termomixéru po dobu 5 minut pti 22°C. Nakonec jsem piidala 30 pul TNB 600 uM a
nechala tfepat dalSich 5 minut pfi 22°C. Poté jsem zméfila absorbanci pii 415 nm na

Stedee mikrotitraénich destiéek Bio-Rad.

Utinek katechinii na vznik chloramini a ziskani hodnoty ECs

Postup: Do mikrotitra¢ni desticky jsem napipetovala 10 ul roztoku katechinu (30 uM-3
mM). Pak jsem ptidala 150 pl roztoku HSA (vychozi 6 uM roztok) a nechala inkubovat
20 minut. Dale jsem ptidala 30 ul HOCI 360 uM. Inkubace trvala 10 minut pii 22°C za
mirného protiepavani v termomixéru Eppendorf. Do vSech vzorki jsem napipetovala 30
ul Troloxu 2,4 mM a inkubovala jsem 5 minut za stalého protfepavani. Nakonec jsem
ptidala 30 pul TNB 600 uM a inkubovala 5 minut a poté zméfila absorbanci pii 415 nm
na Ctecce mikrotitracnich desti¢ek. Do oxidované a nativni kontroly jsem misto AOX
ptidala 10 ul Cistého methanolu a do nativni kontroly jsem dala misto HOCI1 30 pl

fostatového pufru.
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AOX HSA HOCI |0,1 M fosfatovy
Inkubaéni Methanol
30 uM-3 mM 6 uM | 360 uM pufr (pH 7)
smeés (]
[ul] [nl] [l] [ul]
s AOX 10 - 150 30 -
Oxidovana kontrola - 10 150 30 -
Nativni kontrola - 10 150 - 30
Vysledna Vysledna Vysledna
Inkubaéni koncentrace | koncentrace | koncentrace
smés AOX HSA HOCI
[uM] [mg/ml] [uM]
s AOX 1,2-120 0,24 43,2
Oxidovana kontrola 0 0,24 43,2
Nativni kontrola 0 0,24 0

Hodnotu polovi¢ni efektivni koncentrace (ECsp) jsem pro jednotlivé antioxidanty
stanovila v programu GraphPad Prism. Kontrolu (¢isty HSA) jsem pfi stanoveni ECsg

do grafu davala jako koncentraci antioxidantu 10 M.

4.3.3 Stanoveni karbonylovych skupin vznikajicich p¥i oxidaci proteinu

Stanoveni karbonylovych skupin jsem provedla na zdkladé metody popsané
Levinem et al. (1990) s nékterymi Gpravami (Yan et al. 1996). Karbonylové skupiny
vzniklé béhem oxidace proteinti jsou derivatizovany pomoci 2,4-dinitrofenylhydrazinu
(DNPH). DNPH se vazZe na karbonylovou skupinu a méni se na hydrazon, ktery zbarvi
roztok doZluta a da se fotometricky stanovit pfi 360 nm. Molarni absorpcni koeficient
protein-DNP je e350 = 22000 M™ cm™. Je nezbytné, aby minimalni mnozstvi bilkoviny

Vv méfeném vzorku bylo alespon 0,5 mg.
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NO,

H
protein—C=—0 <+ H;N—N NO,
DNPH
NO,
. H
protein—N—N NO, + H;0
protein-DNP

4.3.3.1 Piiprava roztokii pro stanoveni karbonylii

2 M HCI: Napipetovala jsem 17,7 ml HCI (35%) do odmérmné banky
s redestilovanou vodou a objem doplnila do 100 ml.

10 mM DNPH: Navazila jsem 19,8146 mg DNPH a rozpustila v 10 ml 2 M HCl.

10% Kkyselina trichloroctova (TCA): Navazku 10 g TCA jsem rozpustila
Vv redestilované vodé a doplnila objem roztoku do 100 ml v odmérné baiice.

Ethanol/ethylacetat: Podle potieby jsem napipetovala 1 dil ethanolu a 1 dil
ethylacetatu a roztok jsem promichala.

HSA 2 mg/ml: Roztok jsem pfipravila rozpusténim piesné navazky proteinu v
odpovidajicim objemu 0,1 M fosfatového pufru o pH 7.

Roztoky antioxidantd 25 pM, 50 pM, 75 uM a 100 puM: Roztoky jsem

ptipravila nafedénim vychoziho roztoku katechini (10 mM) methanolem.

Roztoky HOCI 400 uM, 600 uM, 800 uM, 1 mM a 1,2 mM: Po stanoveni
aktualni koncentrace kyseliny chlorné jsem pomoci 0,1 M fosfatového pufru natedila

vychozi roztok kyseliny na ptislusné koncentrace.
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4.3.3.2. Priprava inkubacnich smési

Inkubadcni smési k optimalizaci koncentrace kyseliny chlorné

V tvodnich experimentech jsem nejprve vybrala vhodnou koncentraci kyseliny

chlorné, kterou jsem pouzivala v nasledujicich experimentech s antioxidanty. Schéma

piipravy oxidovaného albuminu vcetné podminek inkubace je uvedeno v nasledujici

tabulce. Pouzila jsem vySe uvedené koncentrace HOCI (0,4-1,2 mM)

HSA HOCI 0,1 M fosfatovy | Délka inkubace | Odebirany
Inkubaéni )
5 2 mg/ml 0,4-1,2 mM pufr (pH 7) 22°C objem
smés )
[wl] [nl] [ml] [min] [ml]
1 2440 60 - 15 512
2 2440 - 60 15 512
Vysledna Vysledna
Inkubaéni | koncentrace | koncentrace
smés HSA HOCI
[mg/ml] | [uMm]
1 0,7 3,5-10,4
2 0,7 0

Inkubaéni smési s antioxidanty (AOX)

Pro experimenty s antioxidanty jsem pouzivala 1,2 mM HOCI. Koncentrace

pouzitych roztokli antioxidantli byla 25-100 uM. Schéma pfipravy inkubacnich smési

vcetné podminek inkubace je uvedeno v nésledujici tabulce.

Délka 01M Délka |Odebirany
HSA AOX | HOCI _ )
Inkubaéni inkubace fosfatovy | inkubace | Objem
2 mg/ml | 25-100 uM 1,2 mM
smés (] | 22°C ] pufr pH 7 22°C [u]
e e N A B 1) B B
1 2430 - 10 - 70 15 514
2 2430 - 10 60 10 15 514
3 2430 10 10 60 - 15 514
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Vysledna Vysledna Vysledna
Inkubaéni | koncentrace | koncentrace | koncentrace
smés HSA AOX HOCI
[mg/ml] [uM] [uM]
1 0,7 0 0
2 0,7 0 10,5
3 0,7 0,036-0,145 10,5

4.3.3.3. Postup a podminky stanoveni

V prvni ¢asti experimentii jsem hledala vhodnou koncentraci HOCI. Z vyse
uvedené tabulky je zfejmé, ze v téchto inkubacnich smésich reaguje pouze protein
(HSA) s kyselinou chlornou bez antioxida¢ni ochrany katechind. Tyto vzorky jsem
nechala inkubovat 15 minut pii laboratorni teploté. Vzorky jsem stanovovala vzdy
minimaln¢ v triplikatu. V dal§i ¢asti experimentll jsem pracovala s diive vybranou
koncentraci HOCI (1,2 mM) a bilkovinu jsem nejprve pre-inkubovala 10 minut pfi
laboratorni teploté s pfislusnym antioxidantem (25-100 uM) a teprve potom jsem

pridala HOCI a nechala inkubovat 15 minut pii laboratorni teploté.

Postup vlastniho stanoveni byl shodny jak pro vzorky s riznou koncentraci HOCI,
tak pro vzorky obsahujici AOX. Z inkubacni smési jsem odebrala 512 pl (rizna
koncentrace HOCI) nebo 514 ul (rizna koncentrace AOX) a nechala je inkubovat 60
minut s 10 mM DNPH (400 pl) pfi laboratorni teploté. Vzorky je nutné kazdych 10-15
minut promichat. Inkubaci jsem ukoncila pfidanim 10% TCA (500 pl), pfi niz doslo
K precipitaci bilkoviny. Vzorky jsem s TCA inkubovala 10 minut na ledu a poté je
centrifugovala pifi 11000 g po dobu 5 minut. Supernatant jsem odpipetovala,
proteinovou peletu jsem promyla 1 ml smési ethanol/ethylacetat (1:1). Mikrozkumavku
jsem dobie promichala na tfepacce, nechala jsem ji stat 10 minut pii laboratorni teploté
a opét jsem ji centrifugovala 5 minut pii 11000 g. Poté jsem supernatant odpipetovala
do ptipravené nddoby a cely proces zopakovala tiikrat. Nakonec jsem proteinovou
peletu rozpustila v 1 ml 0,1 M fosfatového pufru (pH 7) v termomixeru (37°C, 1000
rpm, 15 min). Slepé vzorky jsem pfipravovala stejnym zplisobem jako ostatni vzorky,
jen jsem v nich nahradila roztok DNPH roztokem 2 M HCI. Absorbance vSech vzorkt

vcetné slepych vzorkill jsem zméfila pii vinové délce 360 nm proti destilované vode na
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UV-VIS spektrofotometru Helios-f. Pfi méfeni jsem pouzivala kifemenné kyvety. U
vSech vzorkli jsem ndasledné zméfila koncentraci bilkoviny pomoci metody
Bradfordové. Postup tohoto stanoveni v mikrotitracnich destic¢kdch je uveden nize.
Vysledky stanoveni karbonylovych skupin uvadim v nmol karbonylové skupiny na mg
HSA (nmol/mg).

Pro vypocet koncentrace karbonylovych skupin ve vzorku jsem pouzila

nasledujici vzorec:
Az - Peg

£ _x1cm
3ol

[Karbonyvl] =

[Karbonyl] - koncentrace karbonylovych skupin v mol/I

Ay; — absorbance méfeného vzorku

Apg — absorbance vzorku bez DNPH (slepého vzorku)

€360 — molarni absorp¢ni koeficient vzorku méfeny pii 360 nm

£3g0 = 22000 M*em™

Mnozstvi karbonylovych skupin jsem nakonec vztahla na mg proteinu (nmol/mg).

Koncentraci proteinu jsem stanovila pomoci metody Bradfordové.

4.3.3.4 Stanoventi bilkoviny metodou Bradfordové

Tato metoda je zaloZena na zji$téni, Ze maximum absorbance kyselého roztoku
Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBBG) se pii navazani bilkoviny méni ze 465 nm na
595 nm. CBBG se vyskytuje ve dvou barevnych formach. Cervena forma (kysely
roztok) se po navadzani na bilkovinu méni na modrou formu. Intenzita zabarveni je

pfimo umeérné koncentraci bilkoviny (Compton a Jones 1985).
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Kalibraéni krivka

Koncentrace HSA 2 mg/ml 0,1 M fosfatovy
Vzorek |  bilkoviny (b pufr (pH 7)

(ng/ml) (ub)
1 0 0 500
2 200 50 450
3 400 100 400
4 600 150 350
5 800 200 300
6 1000 250 250
7 1200 300 200
8 1400 350 150

Stanoveni jsem provadéla na 96 jamkové mikrotitracni desti¢ce. K 5 pl vzorku
proteinu jsem piidala 250 ul roztoku Bradfordové pomoci multikanalové pipety (nutna
pokojova teplota roztoku). Smés jsem nechala inkubovat 30 minut pfi laboratorni
teploté¢ za obCasného michani. Pfipravila jsem si téZ slepé vzorky (misto roztoku
bilkoviny jsem napipetovala 5 pl pufru).

Na ctecce mikrotitrac¢nich desticek (Bio-Rad) jsem zméfila absorbanci pfi 595 nm
proti slepému vzorku. Z naméfenych vysledkl jsem sestavila kalibra¢ni kiivku a jeji

rovnici piimky jsem pouzila k vypoctu koncentrace proteinu v méfeném vzorku.

4.3.4 Polyakrylamidova gelova elektroforesa (PAGE) a imunoblotting

4.3.4.1 Priprava roztokit pro nativni PAGE
Roztok 4 M HCI: Do 150 ml redestilované vody jsem piilila 88 ml konc. HCI a

doplnila vodou do 250 ml. Roztok jsem uchovavala v lednici.

Zdsobni roztok akrylamidu a bis-akrylamidu: Piipravu roztoku bylo nutné

provadét v rukavicich a s rouskou kvuli riziku neurotoxicity a kancerogenity
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akrylamidu. Po navazeni 30 g akrylamidu (AA) a 0,8 g bis-akrylamidu (bisAA) jsem
ob¢ latky rozpustila v malém mnozstvi redestilované vody a doplnila v odmérné barice
do 100 ml redestilovanou vodou. Tyto roztoky jsem uchovavala v lednici pod
argonovou atmosférou.

15 M Tris-HCI pufr (pH 8,8): Rozpustila jsem 185 g Trisu v 75 ml
redestilované vody a po upravé pH na pH-metru pomoci 4 M HCI (cca 5 - 6 ml) jsem

doplnila v odmérné bance do objemu 100 ml. Roztok jsem uchovavala v lednici.

0,5 M Tris-HCI pufr (pH 6,8): Po rozpusténi 6 g Trisu v 75 ml redestilované
vody jsem upravila hodnotu pH roztoku pomoci 4 M HCI (cca 7-8 ml) a doplnila v

odmérné bance do 100 ml. Roztok jsem uchovavala v lednici.

Isobutanol nasyceny vodou: Po smichani Cistého isobutanolu s redestilovanou
vodou jsem ziskala dvé odd€lené vrstvy, pficemz horni vrstva obsahovala isobutanol

nasyceny vodou potiebny k ptipravé gell. Tento roztok je nutné uchovavat v lednici.

10% APS: 25 mg persiranu amonného jsem rozpustila ve 250 ul redestilované
vody. Pfipravila jsem ho vzdy tésné€ pted pouzitim.

0,5% Bromfenolovda modi (BFB): K navazce 50 mg jsem ptidala 10 ml
redestilované vody a uchovavala pfi laboratorni teploté.

Koncentrovany elektrodovy pufr: Jednotlivé navazky 72 g glycinu a 15 g Trisu
jsem rozpustila v 900 ml redestilované vody a upravila pH roztoku na 8,3 pomoci 4 M
HCI. Po nasledném doplnéni v odmérné banice do 1000 ml jsem roztok rozlila po 100
ml do plastikovych nadobek a dala zamrazit.

Elektrodovy pufr: Pted provedenim elektroforesy jsem vzdy 70 ml
koncentrovaného elektrodového pufru smichala s 280 ml redestilované vody.

Vzorkovy pufr pro nativni PAGE: Tento roztok vznikl smichanim 4,3 ml
redestilované vody, 1 ml 0,5 M Tris-HCI pufru (pH 6,8), 2 ml glycerolu a 0,6 ml 0,5%

BFB. Takto ptipraveny zasobni vzorkovy pufr jsem pouzila bez dalsich tiprav.
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4.3.4.2 Priprava roztokii pro SDS-PAGE

Prvnich sedm vyse uvedenych roztoki ma stejné slozeni u nativni i SDS-PAGE.
Roztoky, které se svym slozenim lisi, jsou koncentrovany elektrodovy pufr, zasobni

vzorkovy pufr a vzorkovy pufr. Jejich sloZzeni uvadim nize.

10% SDS: Tento roztok jsem piipravila rozpusténim 10 g SDS v 80 ml
redestilované vody a poté jsem jeho objem doplnila v odmérné baiice do 100 ml.

Uchovavala jsem ho pfii laboratorni teploté.

Koncentrovany elektrodovy pufi: Jednotlivé navazky 72 g glycinu, 15 g Trisua 5
g SDS jsem rozpustila v 900 ml redestilované vody a upravila pH roztoku na
8,3 pomoci 4 M HCI. Po nasledném doplnéni v odmérné bance do 1000 ml jsem roztok

rozlila po 100 ml do plastikovych naddobek a dala zamrazit.

Elektrodovy pufr: Pied provedenim elektroforesy jsem vzdy 70 ml
koncentrovaného elektrodového pufru smichala s 280 ml redestilované vody.

Zasobni vzorkovy pufir: Tento roztok vznikl smichanim 1,3 ml redestilované

vody, 1 ml 0,5 M Tris-HCI pufru (pH 6,8), 2 ml glycerolu, 3 ml 10% SDS a 0,6 mli
0,5% BFB.

Vzorkovy pufi: K potfebnému mnozstvi zasobniho vzorkového pufru jsem tésné
pied pouzitim pridala 2-merkaptoethanol (50 ul/ml), ktery rusi disulfidické vazby. Diky
pfitomnosti SDS ziskaji proteiny tyCinkovity tvar a pii pH 7-10 maji vSechny stejny
negativni naboj. Ke 142,5 ul zasobniho vzorkového pufru jsem ptidala 7,5 pl

2-merkaptoethanolu a ten jsem pouZivala jako vzorkovy pufr pii SDS-PAGE.

4.3.4.3 Priprava roztokit pro imunoblotting

Blotovaci pufr: Navazky TRISu (6,06 g) a glycinu (28,8 g) jsem rozpustila v 500
ml redestilované vody a ptidala 400 ml methanolu. Po doplnéni redestilovanou vodou
na objem 2000 ml jsem pufr prelila do jednolitrovych lahvi a uchovavala v chladicim
boxu.

10 mM roztok DNPH: Navazku 19,814 mg DNPH jsem rozpustila v 10 ml 2 M
HCI (pfipravila jsem napipetovanim 17 ml 35% HCl do odmémé banky

s redestilovanou vodou a doplnénim vodou do 100 ml).
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0,1 M TRIS pufr, pH 8,0: Navazku 12,11 g TRISu jsem rozpustila v 800 ml
redestilované vody a po upravé pH na 8,0 pomoci 4 M HCI, doplnila v odmérné barce
na objem 1000 ml redestilovanou vodou a uchovavala v lednici.

TBST: Navazku NaCl (8,77g) jsem rozpustila v 300 ml redestilované vody a po
pfidani 3 ml Tweenu 20 a 100 ml 0,1 M TRIS pufru (pH 8,0) jsem doplnila objem
tohoto roztoku v odmérné bance do 1000 ml redestilovanou vodou. Roztok jsem
uchovavala v lednici.

TBS: Knavézce 2,19 g NaCl rozpusténé ve 100 ml redestilované vody jsem
ptidala 25 ml 0,1 M TRIS pufru (pH 8,0) a doplnila v odmérné barice na objem 250ml.
Roztok jsem uchovavala v lednici.

AP (alkalicka fosfatiza) pufr: 6,06 g TRISu a 508 mg MgCl, . 6 H,O jsem
rozpustila v 300 ml redestilované vody. Upravila jsem pH roztoku pomoci 4 M HCI na
9,5 a doplnila v odmérné baiice na objem 500 ml. Roztok jsem uchovavala v lednici.

8% mléko: Navazku 2 g mléka jsem rozpustila ve 25 ml TBST. Tento roztok jsem
pouzila k zablokovani volnych epitopii na 1 membrané.

Vyvojka: Roztok jsem pripravila nafedénim zasobniho koncentratu destilovanou
vodou v poméru 1:25, cca 500 ml.

Ustalova¢: Roztok jsem ptipravila nafedénim zasobniho koncentratu destilovanou

vodou v poméru 1:3, cca 1000 ml.
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4.3.4.4 Priprava gelii pro nativni a SDS-PAGE

Separacni a zaostiovaci gel: Gely jsem si pfipravila vzdy den pied vlastnim
provedenim elektroforesy podle rozpisu uvedeném v nasledujici tabulce. Pouzivala jsem
7,5% separaéni gel a 4% zaostfovaci gel. Gely na SDS-PAGE m¢ély tloustku 0,75 mm a

na nativni PAGE 1,5 mm.

Separacni gel 7,5% Zaostiovaci gel 4%

Rozpis na 1 gel
Nativni PAGE | SDS-PAGE | Nativni PAGE | SDS-PAGE

Redestilovana voda [ml] 5 2,45 3,176 1,563
1,5 M Tris.HCI (pH 8,8) [ml] 2,5 1,25 - -
0,5 M Tris.HCI (pH 6,8) [ml] - - 1,25 0,625
Roztok AA+bis AA [ml] 2,5 1,25 0,5 0,25
10% SDS [ml] - 0,05 - 0,025
10% APS [ul] 58 58 50 60
TEMED [ul] 4 4 5 5

Piiprava gelii: Pred nalévanim geld je nezbytné vSechny soucasti nalévaciho
zafizeni (nalévaci stojanek, skla, skla se spacerem, spony a hiebeny) dikladné umyt
jarem a oplachnout redestilovanou vodou. Skla a hiebeny je nutné jesSté navic
oplachnout lihomethanolem a nechat oschnout ve svislé poloze. Po spojeni skel
sponami jsem je umistila do nalévaciho stojanku. Do kéadinky jsem si nepipetovala
roztoky (podle rozpisu ve vysSe uvedené tabulce) potfebné na ptipravu spodniho gelu.
Roztok je potieba lehce promichat a ihned pipetou nalit mezi skla do vysky cca 4,5 cm
od spodniho okraje. Vrstvu gelu je nutné ihned opatrné pievrstvit isobutanolem
nasycenym vodou (cca 200 pl, brani vyschnuti a srovna gel do roviny) po celé délce
gelu. Takto pfipraveny gel jsem nechala 45 minut polymerovat. Poté jsem opatrné
isobutanol slila, gel oplachla redestilovanou vodou a opatrné vysuSila filtraénim
papirem. Do kadinky jsem si pfipravila smés roztoku (podle rozpisu ve vySe uvedené
tabulce) na horni gel. Thned po promichani jsem pipetou nalila tento roztok gelu mezi
skla na spodni gel aZ po horni okraj skel. Pod tthlem 45° jsem do horniho gelu zasunula

hieben pro vytvofeni jamek. Ke spravnému pribéhu polymerace sta¢i hornimu gelu
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doba dvou hodin, ale vétSinou jsem nechala gel polymerovat pies noc v lednici zabaleny

do potravinarské folie.

4.3.4.5 Priprava barvicich roztoku

Barveni geli Coomassie Blue G-250

Kbarveni nativnich geli Coomassie Blue G-250 jsem pouzivala komercné
dostupny roztok EZBlue Gel Staining Reagent, ktery je pfipraveny k okamzitému
pouziti.

Barveni gelu stiibrem (Silver staining)

Barveni SDS-PAGE gelt stifibrem jsem provadéla podle metody popsané
Ohsawou a Ebatou (1983) a pozdé&ji modifikované Oosawou, Ebatou a Hiratou (1986).
Ptiprava jednotlivych roztokt je uvedena nize.

Fixacni roztok: Roztok jsem pfipravila rozpusténim 5 g PEG 2000 v 50% roztoku
isopropanolu (pfipraveného smisenim 50 ml isopropanolu a 50 ml redestilované vody).

Barvici roztok: Napipetovala jsem 1 ml 20% roztoku AgNO3 (navazila jsem 2g
AgNQO; a doplnila redestilovanou vodou do 10 ml), 1 ml NH4OH, 5 ml 4% roztoku
NaOH (navéazila jsem 0,4g NaOH a doplnila redestilovanou vodou do 10 ml) a doplnila
redestilovanou vodou do 100 ml.

Vyvijeci roztok: Navazku 5 mg kyseliny citronové jsem rozpustila v 80 ml
redestilované vody, pfidala 0,054 ml 37% roztoku formaldehydu a doplnila

redestilovanou vodou do 100 ml.

Barveni membran Ponceau S

0,1% Ponceau S: Barvici roztok jsem piipravila rozpusténim navazky 100 mg

Ponceau S ve 100 ml 5% kyseliny octové.

Odbarvovaci roztok: Membrany jsem odbarvovala v 10% kyseliné octové.

4.3.4.6 Piiprava inkubacnich smési pro nativni a SDS-PAGE

Pted pfipravou inkubacnich smési jsem si vzdy stanovila aktudlni koncentraci
kyseliny chlorné podle postupu uvedeného v kapitole 4.3.1.5. Poté jsem si pfipravila
roztoky HOCI, které jsem pouzivala pro piipravu inkuba¢nich smési. Ke ziedéni

vychoziho roztoku kyseliny chlorné (0,9-1,2 M) jsem pouzivala 0,1 M fosfatovy pufr
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(pH 7). Do inkubacnich smési jsem pipetovala vzdy 10 ul roztoku HOCI ptislusné
koncentrace (0, 66, 132, 165, 198, 264, 297 uM nebo 0, 330, 440, 550, 660, 770, 880
uM). Vysledné koncentrace HOCI v inkubaénich smésich byly: 0; 5,5; 11; 13,75; 16,5;
22 a 24,8 uM nebo 0; 27,5; 36,7; 45,8; 55; 64 a 73,3 uM.
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HSA HOCI HOCI , ,
Trolox Vysledny
IV 05-2 | (0-297 (0-880 Y Teplota )
Inkubaéni smés (6 mM) Cas objem
mg/ml | uM) pM) (] [°C] (]
[w] | [w] [w] " "
HSA 0,42 mg/ml
100 10 _ 10 2 hod. 37 120
+HOCI 0-24,8 uM
HSA 0,42 mg/ml
100 10 _ 10 24 hod. 37 120
+HOCI 0-24,8 uM
HSA 0,42 mg/ml .
100 _ 10 10 20 min. 22 120
+HOCI 0-73,3 uM
HSA 0,42 mg/ml .
100 _ 10 10 20 min. 37 120
+HOCI 0-73,3 uM
HSA 0,42 mg/ml
100 _ 10 10 24 hod. 22 120
+HOCI 0-73,3 uM
HSA 0,42 mg/ml
100 _ 10 10 24 hod. 37 120
+HOCI 0-73,3 uM
HSA 0,42 mg/ml
100 _ 10 10 4 dny 22 120
+HOCI 0-73,3 uM
HSA 0,42 mg/ml
100 _ 10 10 4 dny 37 120
+HOCI 0-73,3 uM
HSA 0,83 mg/ml
100 10 _ 10 2 hod. 37 120
+HOCI 0-24,8 uM
HSA 1,7 mg/ml )
100 10 _ 10 15 min. 22 120
+HOCI 0-24,8 uM
HSA 1,7 mg/mi
100 10 _ 10 1 hod. 22 120
+HOCI 0-24,8 uM
HSA 1,7 mg/ml
100 10 _ _ 1 hod. 22 120
+HOCI 0-24,8 uM
HSA 1,7 mg/ml
100 10 - 10 24 hod. 37 120

+HOCI 0-24,8 uM
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4.3.4.7 Priprava inkubacnich smési pro imunoblotting

Pted pfipravou inkubacnich smési jsem si vzdy stanovila aktudlni koncentraci
kyseliny chlorné podle postupu uvedeného v kapitole 4.3.1.5. Poté jsem si pripravila
roztoky HOCI, které jsem pouzivala pro piipravu inkuba¢nich smési. Ke zfedéni
vychoziho roztoku kyseliny chlorné (0,9-1,2 M) jsem pouzivala 0,1 M fosfatovy pufr
(pH 7). Po smichani HSA 0,5 mg/ml a pfislusného antioxidantu jsem vzorky 15 minut
preinkubovala pii laboratorni teploté. Preinkubovala jsem vSechny vzorky, tedy i ty bez
antioxidantu. Poté jsem podle schématu piidala HOCI 880 mM nebo 0,1 fosfatovy pufr

(pH 7) a vSechny vzorky jsem znovu inkubovala po dobu 10 minut.

HSA Antioxidant | HOCI | 0,1 M fosfatovy | Vysledny
Vzorek | 0,5 mg/mi 100 uM 880 uM pufr objem
[ul] M m [ul] [ul]
1 100 - - 20 120
2 100 - 10 10 120
3 100 10 10 - 120
Vysledna Vysledna Vysledna
Vzorek | koncentrace | koncentrace | koncentrace
HSA AOX HOCI
[mg/ml] [uM] [uM]
1 0,42 - 0
2 0,42 - 73,3
3 0,42 8,3 73,3
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4.3.4.8 Podminky provedeni elektroforesy a jednotlivych barveni

Pro sledovéani zmén modelové molekuly proteinu (HSA) vlivem oxidace HOCI a
potencidlniho antioxida¢niho ucinku katechinii jsem pouzivala rizné elektroforetické
techniky. Pomoci nativhi PAGE jsem sledovala zmény v naboji molekuly HSA
vyvolané¢ piisobenim HOCI. SDS-PAGE jsem pouzila ke sledovani agregace a
fragmentace molekuly HSA po oxidaci kyselinou chlornou. Imunoblottingem jsem pak

sledovala vznik karbonylovych skupin v oxidovaném proteinu.

Nejprve jsem optimalizovala podminky elektroforesy (tj. koncentraci proteinu
vstupujiciho do inkubaéni smési, koncentraci kyseliny chlorné, pfitomnost/neptitomnost
Troloxu Vv inkuba¢ni smési a podminky inkubace). U nativni PAGE jsem na gely
nandsela vzorky smichané s odpovidajicim mnozstvim vzorkového pufru dle
nasledujiciho schématu. Po ukonceni elektroforesy jsem tyto gely barvila pomoci
Coomassie Blue G250. U SDS-PAGE jsem pfipravené vzorky proteinti pfed nanesenim
na gel jeSté denaturovala pomoci tepla (3 minuty pfi 99°C, 750 rpm) v pfitomnosti 2-
merkaptoethanolu. Poté jsem je dala zchladit na pét minut do ledu. Takto pfipravené
vzorky jsem napipetovala do jamek gelu a do dvou krajnich jamek jsem aplikovala
molekulovy marker (3 pl pokud byl poté gel barveny stiibrem a 5 pl pokud nasledoval
imunoblotting). Po ukonceni elektroforesy jsem gely bud’ barvila stiibrem (Silver
staining) nebo jsem rozdélené proteiny pienesla na PVDF membranu pomoci Western

blottingu s naslednou chemiluminiscencni detekci nebo barvenim pomoci Ponceau S.

V nasledujici tabulce uvadim zakladni schéma, podle kterého jsem provadéla, jak

nativni PAGE, tak SDS-PAGE.
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Nativni PAGE SDS PAGE
1) Priprava roztokii vzorkii z inkubacnich smési
0,5 mg/ml HSA 0,5 mg/ml HSA

30 ul vzorku + 15 ul vzorkového pufru

1 mg/ml HSA

19,2 ul vzorku + 19,2 ul vzorkového pufru
2 mg/ml HSA

9,6 ul vzorku + 9,6 ul vzorkového pufru

8 ul vzorku + 4 pl vzorkového pufru
0,5 mg/ml HSA + AOX

16 pl vzorku + 8 pul vzorkového pufru

2) Naneseni vzorkii na gel (8 ug HSA/jamka)

Pipetuji u smési s:

0,5 mg/ml HSA 28,8 ul
1 mg/ml HSA 19,2 pl
2 mg/ml HSA 9,6 ul

Pipetuji u smési s:
0,5 mg/ml HSA
0,5 mg/ml HSA + AOX

6 nl
12 pl

3) Vlastni elektroforesa

Vanicka s gely a elektrodovym pufrem

ponoiena do nadoby s ledem.

Konstantni proud 20 mA dokud vzorky
nedosahnou rozhrani obou geld a poté
zvySeni na 30 mA. Vypnout zdroj az celo

dobéhne na spodni okraj gelu.

Vanicka s gely a elektrodovym pufrem

ponoiena do nadoby s ledem.

Konstantni napéti 100 V dokud vzorky

nedosahnou rozhrani obou geli a poté
zvySeni na 200 V. Vypnout zdroj az celo

dobéhne na spodni okraj gelu.

4) Barveni gelu po elektroforese

Barveni Coomassie Blue G250 (EZ Blue):
1. Redestilovana voda - 1 x 5 min (oplach)
2. Barvici roztok - 45 az 60 min
3. Redestilovand voda — 1-2 hod. (odbarveni
gelu mozné 1 ptes noc)
(u posledniho kroku je nutné vodu

pravideln¢€ vyméenovat)

Silver staining (barveni stfibrem):

1. Fixaéni roztok - 30 min — gel se smrst'uje
2.
3.

Barvici roztok — 15 min — gel se natahuje
Redestilovana voda - 3 x 1 min — gel se
nemeéni

. Vyvijeci roztok - 2 a vice min. (podle
potieby) — gel se neméni

. Redestilovana voda
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Silver staining je metoda citlivéjsi nez barveni proteinii pomoci Coomassie Blue
G250, ale neni kvantitativni. Principem tohoto barveni je redukce stiibrnych iontd
nékterymi aminokyselinovymi zbytky v proteinech (Cys, Met, Arg, Lys, His).
Proteinové pasy se zobrazuji jako hnédé az cerné prouzky. Citlivost této metody je

0,1 ng proteinu.

Nekteré gely jsem po elektroforese nebarvila a podrobila jsem je imunoblottingu.
Po vyjmuti gelt ze skel jsem je nechala asi 5 minut volné plavat v blottovacim pufru
V nerezové misce. Po aktivaci PVDF membrany methanolem (5 min) a nasledném
ponofeni do blottovaciho pufru jsem sestavila blottovaci sendvic:

- bila houbicka

- silny filtra¢ni papir (8 x 10 cm, BioRad)

- gel

- PVDF membrana (9 x 6,5 cm)

- silny filtra¢ni papir (8 x 10 cm, BioRad)

- bila houbicka

Vsechny soucésti jsem vzdy nejprve namocila do blottovaciho pufru a pted
uzavienim sendvice jsem odstranila vzduchové bublinky pomoci sklenéné tycinky.
Opatrné jsem uzaviela blottovaci sendvié¢, dva takto pfipravené sendvice jsem umistila
do blottovaciho zafizeni a to jsem vloZila do blottovaci nadobky spolu s leditkem.
Nédobku jsem naplnila blottovacim pufrem, pfipojila jsem elektrody a celé zatfizeni
jsem vlozila do ledové lazné. Blotting probihal pii konstantnim napéti 100 V po dobu
120 min a po jeho ukonceni nasledovalo né€kolikanasobné promyvéani a inkubace
S pfedem pfipravenymi roztoky protilatek podle rozpisu, ktery uvadim v nasledujici

tabulce. VSechny pouzité roztoky mély pokojovou teplotu.
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Ponofeni membrany do roztoku DNPH

Derivatizace karbonylovych skupin v molekuldch proteint

¢inidlem DNPH (vytvaii se epitop DNP, na ktery se posléze >min
vaze primarni protilatka).

Vymyvani volného DNPH v 2 M HCI 3x5min
Vymyvani ve 100% methanolu 7 X5 min
Blokovani membrdany

Zablokovani volnych mist na membrang, aby se zabranilo pfes noc v
nespecifické vazbé protilatek: lednici

8% roztoku mléka v TBST

Promyvani membrany ve sklenénych miskdach umisténych

na kyvacce

nasledujici den

Oplach membrany

2 X5 min
25 ml TBST
Inkubace s primdrni protildtkou (rabbit anti-DNP, 1:1000) _
25 ml TBST + 125 mg mléka + 25 ul Ab dmin
Oplach membrany po inkubaci:

6 X 5 min
TBST
Inkubace se sekunddrni protilatkou (goat anti-rabbit
1gG-AP, 1:2000) 45 min
25 ml TBST + 12,5 ul sekundarni Ab-AP
Oplach membrany po inkubaci
TBST 6 X 5 min
TBS 2 X5 min
AP-pufr 2 X5 min

Nakonec jsem PVDF membranu v temné komote (pod ochrannym svétlem)
podrobila chemiluminiscen¢ni detekci. Luminiskujici prouzky byly zachyceny na

negativni fotograficky film, ktery byl poté vyvolan standardnim zplisobem.
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Postup chemiluminiscen¢ni detekce

V temné komote jsem si piipravila fotomisky s vyvojkou a
ustalova¢em, dvé sklenéné misky s destilovanou vodou, kazetu, RTG
filmy, fotopinzetu, nlzky, potravinafskou folii, nastiihané folie na

membrany

Slit z membrdany AP - pufr

Aplikace substrdatu (1,5 ml) na povrch membrany, pfi tlumeném svétle 5 min
Zabaleni membrdny do folie: Membranu za jeden roh zvednout

pinzetou, nechat okapat a prenést mezi dva listy folie. Nasledné umistit

do kazety.

Expozice: PVDF membrana (ve folii) a fotograficky film se nechaji ]
exponovat v uzaviené kazeté > min
Vyvijeni: Ponoteni celého filmu do nafedéného roztoku vyvojky, Ihned po
nutné neustalé kyvani filmu pomoci fotopinzety expozici
Oplach v destilované vodé (ukonéeni vyvijeni)

Ustdleni: Ponoteni do nafedéného roztoku ustalovace. cca 1l min

Oplach v destilované vodé.

Membranu jsem po chemiluminiscenéni detekci obarvila pomoci barviva Ponceau
S. Toto je rychla a reverzibilni metoda barveni pouZivana pro lokalizaci bilkovin na
blottovacich membranach. Membranu jsem 1 minutu kyvala s 0,1% barvicim roztokem

a poté jsem piebyte¢né barvivo odstranila pomoci opakovaného oplachu 10% kyselinou

octovou.

Vsechny gely, filmy a membrany jsem nakonec naskenovala pomoci

dokumentaéniho zatizeni GelDoc XR a vyhodnocovala v programu QuantityOne.
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5. VYSLEDKY

Vysledkovou cast jsem rozdélila do tii ¢asti podle jednotlivych metodik, kterymi

jsem zkoumala potencidlni antioxidacni aktivitu osmi ptfirodnich derivati katechinu,

které se vyskytuji v €aji. Jejich struktury jsou uvedeny v Obr. 5.
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Obr. 5: Struktura studovanych derivati katechinu.
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5.1 Spektrofotometrické stanoveni chloramini

Touto metodou jsem studovala protektivni vliv jednotlivych derivati katechinu
proti oxidacnimu posSkozeni HSA kyselinou chlornou. Sledovanym parametrem byla
koncentrace  vznikajicich  chloraminid. VSechny katechiny jsem studovala
Vv koncentracich 0-3 mM a z grafu zavislosti koncentrace antioxidantu na jeho aktivité

jsem ziskala hodnoty ECsg jednotlivych katechinti (Obr. 6-13, Tab. 3-10).

Do grafli pro ziskani hodnoty ECso jsem jako vzorek obsahujici 100% chloraminii
dosazovala hodnoty ziskané pro oxidovanou kontrolu a jako koncentraci antioxidantu
v tomto vzorku jsem zvolila hodnotu 10® M. Hodnoty namé&fené pro nativni kontrolu
jsem zvolila jako vzorek snulovou koncentraci chloramini a jako koncentraci
antioxidantu v tomto vzorku jsem zvolila hodnotu 102 M. Pouze timto zpisobem §lo

obejit nastaveni programu GraphPad Prism.

Nejvetsi vychytavaci schopnost a tedy 1 nejmensi hodnotu ECsy mél katechin
(ECs0 = 4,8 uM). Ze ziskanych vysledku se zda, ze trans isomery (katechiny) maji vyssi
antioxidacni aktivitu nez odpovidajici cis isomery (epikatechiny, oba substituenty na
kruhu C jsou orientovany stejnym smérem). Dale z vysledkt vyplyva, Ze vyssi pocet
hydroxylovych skupin antioxidacni U¢innost katechinG snizuje (Obr. 14, Tab. 11).
Poradi, ve kterém stoupala antioxidacni aktivita katechind je nésledujici: GC > ECg >

GCg >>EGCg > EGC > Cg > EC > C.
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Katechin

Tab. 3: Vliv katechinu na vznik chloraminti a jeho vychytavaci aktivita.

Vzorek Chloraminy | SD | Vychytavaci aktivita
[% kontroly] | [%0] [90]
oxidovana kontrola 100,00 17,74 -
nativni kontrola 0 1,10 -
1,2 uM AOX 73,37 8,76 26,63
12 uM AOX 31,78 3,97 68,22
24 uM AOX 25,03 2,95 74,97
48 uM AOX 13,21 2,63 86,79
72 uM AOX 10,29 1,91 89,71
96 pM AOX 8,32 1,42 91,68
120 uM AOX 3,69 2,11 96,31

120

1004

80+

60+
EC5O = 4,8 H,M

Mnozstvi chloramint (% kontroly)

204

Log koncentrace antioxidantu

Obr. 6: Stanoveni ECsq katechinu.
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Epikatechin

Tab. 4: Vliv epikatechinu na vznik chloramini a jeho vychytavaci aktivita.

Vzorek Chloraminy | SD | Vychytavaci aktivita
[% kontroly] | [%0] [96]

oxidovana kontrola 100,00 8,27 -

nativni kontrola 0 3,76 -
1,2 uM AOX 83,35 8,23 16,65
12 uM AOX 30,93 6,78 69,07
24 uM AOX 11,10 7,57 88,90
48 uM AOX 9,15 5,43 90,85
72 uM AOX 3,65 3,82 96,35
96 uM AOX 1,03 1,55 98,97
120 uM AOX 0 2,50 100,00

120

1004

80+

60+

40-

Mnozstvi chloraminti (% kontroly)

Log koncentrace antioxidantu

Obr. 7: Stanoveni ECsg epikatechinu.
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Gallokatechin

Tab. 5: Vliv gallokatechinu na vznik chloraminti a jeho vychytavaci aktivita.

Vzorek Chloraminy | SD | Vychytavaci aktivita
[% kontroly] | [%0] [96]
oxidovana kontrola 100,00 6,42 -
nativni kontrola 0 491 -

1,2 uM AOX 64,59 2,80 35,41
12 uM AOX 47,59 2,49 52,41
24 uM AOX 29,15 3,32 70,85
48 uM AOX 27,08 3,87 72,92
72 uM AOX 24,12 2,50 75,89
96 UM AOX 20,71 2,80 79,29
120 uM AOX 18,93 1,28 81,07

120

100~ {

80+

Mnozstvi chloraminii (% kontroly)
D
e

ECSO = 26,6 I.,I,M
40-
204
0 T T T T T T
8 7 6 5 4 3 2

Log koncentrace antioxidantu

Obr. 8: Stanoveni ECsg gallokatechinu.
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Epigallokatechin

Tab. 6: Vliv epigallokatechinu na vznik chloraminti a jeho vychytavaci aktivita.

Vzorek Chloraminy | SD | Vychytavaci aktivita
[% kontroly] | [%0] [96]

oxidovana kontrola 100,00 19,74 -

nativni kontrola 0 4.89 -
1,2 uM AOX 83,43 3,89 16,57
12 uM AOX 47,22 2,00 52,78
24 uM AOX 27,47 1,97 72,53
48 uM AOX 18,66 1,82 81,34
72 uM AOX 20,26 2,25 79,74
96 UM AOX 21,41 2,17 78,59
120 uM AOX 19,44 2,23 80,56

120

1004

80+

EC5O = 8,0 HM

40+

Mnozstvi chloraminii (% kontroly)
D
e

20+

0 T T 1
-8 -7 -6 -5 -4 -3 -2

Log koncentrace antioxidantu

Obr. 9: Stanoveni ECsg epigallokatechinu.
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Katechingallat

Tab. 7: Vliv katechingallatu na vznik chloraminti a jeho vychytévaci aktivita.

Vzorek Chloraminy | SD | Vychytavaci aktivita
[% kontroly] | [%0] [96]

oxidovana kontrola 100,00 7,38 -

nativni kontrola 0 3,02 -
1,2 uM AOX 81,72 12,7 26,31
12 uM AOX 39,82 4,95 64,10
24 uM AOX 18,21 5,36 83,58
48 uM AOX 4,30 1,07 96,13
72 uM AOX 3,95 1,18 96,43
96 uM AOX 1,26 0,96 98,86
120 uM AOX 8,13 1,77 92,67

120

1004

80+

60+

40-

Mnozstvi chloraminti (% kontroly)

Log koncentrace antioxidantu

Obr. 10: Stanoveni ECsg katechingallatu.
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Epikatechingallat

Tab. 8: Vliv epikatechingallatu na vznik chloramint a jeho vychytavaci aktivita.

Vzorek Chloraminy | SD | Vychytavaci aktivita
[% kontroly] | [%0] [96]
oxidovana kontrola 100,00 6,96 -
nativni kontrola 0 8,23 -
1,2 uM AOX 94,5 3,42 13,32
12 uM AOX 54,13 2,88 50,82
24 uM AOX 48,92 1,60 55,67
48 uM AOX 37,99 1,91 65,81
72 uM AOX 31,87 2,42 71,49
96 UM AOX 30,55 2,14 72,71
120 uM AOX 29,15 2,48 74,02
120

1004

80+

40+

Mnozstvi chloraminii (% kontroly)
D
e

20+

0 T T 1 1 T T
-8 -7 -6 -5 -4 -3 -2

Log koncentrace antioxidantu

Obr. 11: Stanoveni ECsq epikatechingallatu.

54



Gallokatechingallat

Tab. 9: Vliv gallokatechingallatu na vznik chloraminti a jeho vychytavaci aktivita.

Vzorek Chloraminy | SD | Vychytavaci aktivita
[% kontroly] | [%0] [96]

oxidovana kontrola 100,00 8,00 -

nativni kontrola 0 6,58 -
1,2 uM AOX 84,06 5,01 15,94
12 uM AOX 47,58 1,44 52,42
24 uM AOX 41,68 2,45 58,32
48 uM AOX 37,17 1,66 62,83
72 uM AOX 38,00 1,15 62,03
96 UM AOX 32,95 1,41 67,05
120 uM AOX 31,87 2,43 68,13

1004

ECso = 16,9 uM
504----- 50 .......... p’ ..............................................................................

Mnozstvi chloraminii (% kontroly)

-8 -6 -4 -2

Log koncentrace antioxidantu

Obr. 12: Stanoveni ECsq gallokatechingalatu.
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Epigallokatechingallat

Tab. 10: Vliv epigallokatechingallatu na vznik chloraminti a jeho vychytavaci aktivita.

Vzorek Chloraminy | SD | Vychytavaci aktivita
[% kontroly] | [%0] [96]
oxidovana kontrola 100,00 2,84 -
nativni kontrola 0 4,25 -
1,2 uM AOX 84,68 2,98 20,00
12 uM AOX 43,23 0,98 67,35
24 uM AOX 31,27 1,11 81,02
48 uM AOX 24,30 1,93 88,98
72 uM AOX 17,45 1,43 96,80
96 UM AOX 15,80 1,23 98,70
120 uM AOX 15,33 1,89 99,22
120
100~

80+

40+

Mnozstvi chloraminii (% kontroly)
D
e

20+

0 T T 1 1 T T
-8 -7 -6 -5 -4 -3 -2

Log koncentrace antioxidantu

Obr. 13: Stanoveni ECsg epigallokatechingallatu.
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Tab. 11: Vztah mezi poétem hydroxylovych skupin a hodnotou ECsy U jednotlivych
derivatt katechinu.

Pocet OH ECso (umol/1)
skupin | Katechiny | Epikatechiny
5 4,8 5,6
6 26,6 8,0
7 7,2 20,8
8 16,9 8,6
28.0
. °
® katechiny
m  epikatechiny
21.0- n
s .
[<]
E
2 14.0-
3
w
- ]
7.0 °
| ]
[
OO T T T T
5 6 7 8

Pocet hydroxylovych skupin

Obr. 14: Vyhodnoceni zavislosti ECsg na poctu OH skupin u katechinii a epikatechind.
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5.2 Spektrofotometrické stanoveni karbonylovych skupin

Touto metodou jsem studovala protektivni vliv jednotlivych derivati katechinu
proti oxidacnimu poskozeni HSA kyselinou chlornou. Sledovanym parametrem byla
koncentrace vznikajicich karbonylovych skupin na miligram HSA. (Obr. 15-22).
Vsechny katechiny jsem studovala v koncentracich 0-100 uM. Vysledky jsem hodnotila
pomoci Studentova neparového t-testu s pravdépodobnosti 95% (p < 0,05) a 99% (p <
0,01).

Nejvétsi vychytavaci schopnost mél katechin, ktery byl v koncentraci 100 uM
schopen snizit vznik karbonylovych skupin o 70,2% ve srovnani s oxidovanou
kontrolou. Ze ziskanych vysledk se zd4, ze trans isomery (katechiny) mély veétsi
ochranny ucinek nez odpovidajici cis isomery (epikatechiny). U epikatechini se

Cvwr

(25 uM).
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Obr. 15: Vliv katechinu na vznik karbonylovych skupin. Studentiv neparovy t-test,
*p <0,05a**p <0,01.
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Obr. 16: Vliv epikatechinu na vznik karbonylovych skupin.
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Gallokatechin

1.6

1,4
1,2 1

1
0,8
0,6
0.4
0,2

0 -

RO @r\
011\6‘ 60?'6 GC’%Q oot e *‘BQ

Nkare/Mg HSA (nmol/mg)

Obr. 17: Vliv gallokatechinu na vznik karbonylovych skupin. Studentiv neparovy t-test,
*p <0,05a**p <0,01.
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Obr. 18: Vliv epigallokatechinu na vznik karbonylovych skupin. Studentiv neparovy t-
test, **p < 0,01.
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Obr. 19: Vliv katechingallatu na vznik karbonylovych skupin. Studentiiv neparovy t-
test, *p < 0,05 a **p < 0,01.
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Obr. 20: Vliv epigallokatechinu na vznik karbonylovych skupin. Studentiiv neparovy t-
test, *p < 0,05 a **p < 0,01.

61



Gallokatechingallat
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Obr. 21: Vliv gallokatechingallatu na vznik karbonylovych skupin. Studentliv neparovy
t-test, *p < 0,05 a **p < 0,01.
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Obr. 22: Vliv epigallokatechingallatu na vznik karbonylovych skupin.
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5.3 Elektroforesa a Imunoblotting

Touto metodou jsem studovala protektivni vliv jednotlivych derivati katechinu
proti oxidacnimu poskozeni HSA kyselinou chlornou. Sledovanym parametrem u
nativni PAGE byla relativni mobilita (Rf), u SDS-PAGE jsem sledovala piipadnou
agregaci ¢i fragmentaci molekuly HSA pomoci relativni molekulové hmotnosti proteinu
a u imunoblottingu s chemiluminiscen¢ni detekci jsem hodnotila vznik karbonylovych

skupin v molekule HSA. Vsechny katechiny jsem studovala v koncentracich 100 uM.

5.3.1 Nativni PAGE

V tvodu elektroforetickych experimentl jsem nejprve optimalizovala podminky
nativni PAGE (tj. koncentraci proteinu v inkuba¢ni smési, koncentraci kyseliny chlorné,
pritomnost/nepiitomnost Troloxu v inkubacni smeési, teplotu a délku inkubace).
Hodnotila jsem relativni mobilitu (Rf) jednotlivych vzorkl, nebot’ pii oxidaci HSA
kyselinou chlornou by mélo dochazet ke zméndm v naboji molekuly proteinu a
roz§ifovani ptivodniho bandu provazeného poklesem jeho denzity (Grippa et al. 2000).
Relativni mobilita (Rf) je vzdalenost nezndmé bilkoviny od startu/vzdalenost cela od
startu.

Nejprve jsem pouzivala HSA 2 mg/ml s HOCI o koncentraci 0-24,8 uM (Obr. 23-
25, Tab. 12-14), o¢ekavané zmény v hodnoté Rf a denzité prouzkt nenastaly, takze
jsem postupné sniZila koncentraci HSA na 1 mg/ml a poté na 0,5 mg/ml (Obr. 26, Tab.
15). Ani vtomto piipadé jsem nepozorovala zadné vyrazné zmény v Rf a denzité
prouzkd, proto jsem zvysila koncentraci HOCI na 0-73,3 uM. (Obr. 27-29, Tab. 16-18).
Pozitivni vliv na zmény v denzité prouzki méla délka a teplota inkubace. Nejvyraznéjsi
zmény byly patrné pii 24 hodinové a 96 hodinové inkubaci pti 37°C. (Obr. 28-29, Tab.
17-18). Zjistila jsem, Ze ptitomnost/nepiitomnost Troloxu v inkuba¢nich smésich nema
zasadni vliv na denzitu prouzka. (Obr. 24-25, Tab. 13-14). Nanasené mnozstvi
bilkoviny bylo vzdy 8 pg/jamku. Vzhledem k pfili§ malym zménam v migraci

oxidovaného HSA jsem upustila od pouziti katechinti.
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Nejprve jsem do inkubacnich smési pouzivala HOCI o koncentraci 0-297 puM.

Vysledna koncentrace HOCI v inkubacni smési je uvedena v nasledujici tabulce.

vzorek | Vychozi koncentrace | Vysledna koncentrace

HOCI HOCI
[uM] [uM]

1 0 0

2 66 5,5

3 132 11

4 165 13,75

5 198 16,5

6 264 22

7 297 24,8

Po nékolika experimentech jsem zjistila, ze se hodnota Rf neméni a zvysila
jsem koncentraci HOCI na 0-880 uM. Vysledna koncentrace HOCI v inkubac¢ni

smési je uvedena v nésledujici tabulce.

vzorek | Vychozi koncentrace | Vysledna koncentrace

HOCI HOCI
[uM] [nM]

1 0 0

2 330 27,5

3 440 36,7

4 550 45,8

5 660 55

6 770 64

7 880 73,3
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Tab. 12: SloZeni inkubac¢nich smési pro nativni PAGE a dosazena hodnota Rf.

vzorek | HSA |HOCI | Trolox | Hodnota
mg/ml| [uM] | [uM] Rf

1,7 0 500 0,692

1,7 55 500 0,690

1,7 11 500 0,691

1,7 | 13,75 | 500 0,688

1,7 | 16,5 | 500 0,710

1,7 22 500 0,687

N | o o A WO N|

1,7 | 248 | 500 0,695

vzl vz2 vz3 vzd vzS vzB vz?
7

start

celo

Obr. 23: Nativni PAGE pro HSA 2 mg/ml oxidovany HOCI 0-24,8 uM. Vzorky byly
inkubovany za pfitomnosti Troloxu 500 pM pii 22°C po dobu 15 minut. Koncentrace
zaostfovaciho a separa¢niho gelu byla 4% a 7,5%, nanaSené¢ mnozZstvi bilkoviny bylo

8 ng/jamku, barveni Coomassie Blue G250.
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Tab. 13: Slozeni inkubac¢nich smési pro nativni PAGE a dosazend hodnota Rf.

vzorek | HSA |HOCI | Trolox | Hodnota

mg/ml| [uM] | [uM] Rf
1 1,7 0 - 0,667
2 1,7 | 55 - 0,668
3 1,7 11 - 0,665
4 1,7 | 13,75 - 0,678
5 1,7 16,5 - 0,679
6 1,7 22 - 0,670
7 1,7 24,8 - 0,666

start

éelo

Obr. 24: Nativni PAGE pro HSA 2 mg/ml oxidovany HOCI 0-24,8 uM. Vzorky byly
inkubovany v nepfitomnosti Troloxu pii 22°C po dobu 1 hodiny. Koncentrace
zaostfovaciho a separa¢niho gelu byla 4% a 7,5%, nanaSené¢ mnozstvi bilkoviny bylo

8 ng/jamku, barveni Coomassie Blue G250.
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Tab. 14: SloZeni inkuba¢nich smési pro nativni PAGE a dosazena hodnota Rf.

vzorek| HSA |HOCI | Trolox | Hodnota
mg/ml | [uM] | [uM] Rf
1 1,7 0 500 | 0,669
2 1,7 9,5 500 0,671
3 1,7 11 500 | 0,666
4 1,7 | 13,75 | 500 0,669
5 1,7 16,5 | 500 0,663
6 1,7 22 500 0,669
7 1,7 | 248 | 500 | 0,664
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Obr. 25: Nativni PAGE pro HSA 2 mg/ml oxidovany HOCI 0-24,8 uM. Vzorky byly

inkubovany za ptitomnosti Troloxu 500 pM pii 22°C po dobu 1 hodiny. Koncentrace

zaostfovaciho a separac¢niho gelu byla 4% a 7,5%, nanaSené mnozstvi bilkoviny bylo

8 ng/jamku, barveni Coomassie Blue G250.
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Tab. 15: SloZeni inkubac¢nich smési pro nativni PAGE a dosazena hodnota Rf.

vzorek | HSA |HOCI | Trolox | Hodnota

mg/ml| [uM] | [uM] Rf
1 0,42 0 500 | 0,677
2 042 | 55 | 500 | 0,672
3 042 | 11 500 | 0,671
4 0,42 |13,75| 500 | 0,667
5 0,42 | 16,5 | 500 | 0,666
6 042 | 22 500 | 0,668
7 0,42 | 248 | 500 0,673

celo

Obr. 26: Nativni PAGE pro HSA 0,5 mg/ml oxidovany HOCI 0-24,8 uM. Vzorky byly

inkubovany za pfitomnosti Troloxu 500 uM pti 37°C po dobu 2 hodin. Koncentrace

zaostfovaciho a separa¢niho gelu byla 4% a 7,5%, nanaSené mnoZstvi bilkoviny bylo

8 ng/jamku, barveni Coomassie Blue G250.
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Tab. 16: SloZeni inkubac¢nich smési pro nativni PAGE a dosazena hodnota Rf.

vzorek | HSA |HOCI | Trolox | Hodnota
mg/ml| [uM] | [uM] Rf

0,42 0 500 0,677

0,42 | 27,5 | 500 0,685

0,42 | 36,7 | 500 0,685

0,42 | 458 | 500 0,690

042 | 55 500 0,693

0,42 64 500 0,689

N | o o A WO N|

0,42 | 73,3 | 500 0,697

celo

Obr. 27: Nativni PAGE pro HSA 0,5 mg/ml oxidovany HOCI 0-73,3 uM. Vzorky byly
inkubovany za ptitomnosti Troloxu 500 uM pti 37°C po dobu 20 minut. Koncentrace
zaostfovaciho a separacniho gelu byla 4% a 7,5%, nanaSené mnoZzstvi bilkoviny bylo

8 ng/jamku, barveni Coomassie Blue G250.
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Tab. 17: SloZeni inkuba¢nich smési pro nativni PAGE a dosazena hodnota Rf.

vzorek | HSA |HOCI | Trolox | Hodnota
mg/ml| [uM] | [uM] Rf
1 0,42 0 500 | 0,661
2 042 | 275 | 500 | 0,655
3 0,42 | 36,7 | 500 | 0,653
4 0,42 | 458 | 500 | 0,656
5 0,42 55 500 0,655
6 0,42 64 500 0,659
7 042 | 73,3 | 500 0,659
vl w2 w3 w4 wS w6 w7

Obr. 28: Nativni PAGE pro HSA 0,5 mg/ml oxidovany HOCI 0-73,3 uM. Vzorky byly
inkubovany za ptitomnosti Troloxu 500 pM pii 37°C po dobu 24 hodin. Koncentrace
zaostiovaciho a separac¢niho gelu byla 4% a 7,5%, nanasené mnozstvi bilkoviny bylo

8 ng/jamku, barveni Coomassie Blue G250.
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Tab. 18: Slozeni inkubac¢nich smési pro nativni PAGE a dosazend hodnota Rf.

vzorek | HSA |HOCI | Trolox | Hodnota
mg/ml| [uM] | [uM] Rf

1 0,42 0 500 | 0,637
2 042 | 275 | 500 | 0,635
3 0,42 | 36,7 | 500 | 0,633
4 0,42 | 458 | 500 | 0,637
5 042 | 55 500 | 0,637
6 042 | 64 500 | 0,642
7 0,42 | 73,3 | 500 | 0,642

vzl vzl vz3 vz4 vzS5  wvz6 vz 7

Obr. 29: Nativni PAGE pro HSA 0,5 mg/ml oxidovany HOCI 0-73,3 uM. Vzorky byly

inkubovany za ptitomnosti Troloxu 500 uM pii 37°C po dobu 96 hodin. Koncentrace

zaostiovaciho a separa¢niho gelu byla 4% a 7,5%, nanaSené mnozstvi bilkoviny bylo
8 ng/jamku, barveni Coomassie Blue G250.
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5.3.2 SDS-PAGE a Imunoblotting

Pomoci SDS-PAGE jsem sledovala vznik vysokomolekularnich komplext, které
vznikly stetézenim molekul HSA po oxidaci kyselinou chlornou. K piipravé
inkuba¢nich smési jsem pouzila stejnou koncentraci HSA a HOCI (HSA 0,5 mg/ml
s HOCI 0-73,3 uM) (Tab. 19). i stejné podminky inkubace (4 dny, 37°C) jako v pfipadé
posledni nativni PAGE, protoze u tohoto uspotfadani jsem pozorovala vliv HOCI na
naboj molekuly HSA. Do jamky jsem nanasela 4 pg proteinu. Po provedeni SDS-PAGE
jsem nenalezla vyznamny rozdil mezi oxidovanym a nativnim HSA (Obr. 30, Tab. 20),

proto jsem v dalSich experimentech s katechiny nepokracovala.

Pro sledovani ucinku katechini na vznik karbonylovych skupin jsem pouzila
imunoblotting (Tab. 21) s chemiluminiscenéni detekei, coZ je vysoce citliva a specificka
metoda. Bohuzel ani pfi imunoblottingu jsem nenalezla rozdil mezi oxidovanym a
nativnim HSA a cinek katechinti se tedy nepodatilo prokazat. Na RTG filmu (Obr. 31
a 33) jsem nalezla prouzky o ptiblizné molekulové hmotnosti 66 kDa (HSA), 140 kDa,
200 kDa a > 250 kDa. Posledni tfi zminované prouzky by mohly patfit
vysokomolekuldrnim agregatim HSA, ale nalezla jsem je 1 Vnativni kontrole.

Membrany jsem po chemiluminiscencni detekci jesté obarvila pomoci barviva Ponceau

S (Obr. 32 a 34).
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Tab. 19: Slozeni inkubac¢nich smési pro SDS-PAGE.

vzorek | HSA |HOCI | Trolox
mg/ml| [uM] | [uM]

1 0,42 0 500

2 0,42 | 27,5 | 500

3 0,42 | 36,7 | 500

4 0,42 | 458 | 500

5 042 | 55 500

6 042 | 64 500

7 0,42 | 73,3 | 500

M vzl vz2  vz3  vzd vz5  vz6 vz 7 M “

Obr. 30: SDS-PAGE pro HSA 0,5 mg/ml oxidovany HOCI 0-73,3 uM. Vzorky byly
inkubovany za ptitomnosti Troloxu 500 uM pii 37°C po dobu 96 hodin. Koncentrace
zaostifovaciho a separacniho gelu byla 4% a 7,5%, nandSené mnozstvi bilkoviny bylo

4 ng/jamku, barveni Silver Staining, molekulovy marker Precision Plus.
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Tab. 20: Molekulova hmotnost jednotlivych prouzkii na SDS-PAGE. Hodnoceno

pomoci programu QuantityOne.

Relativni molekulova hmotnost proteinu (kDa)
Band Vzorek 1 |Vzorek 2 | Vzorek 3 |Vzorek 4 | Vzorek 5 |Vzorek 6 |Vzorek 7
1 428,4 422,3 418,5 422,3 417,8 432,6 437,5
2 369,0 363,8 359,0 360,2 356,4 370,0 374,7
3 2129 2129 2129 2129 2129 219,7 2129
4 184,0 186,2 186,2 186,3 184,8 188,9 186,2
5 136,3 137,7 136,3 137,0 137,7 139,0 138,2
6 76,0 76,2 76,0 76,9 75,7 76,3 75,9
7 65,5 65,3 64,2 64,4 65,2 64,6 63,3
8 52,5 54,6 55,1 55,6 55,9 55,9 55,1

Tab. 21: Slozeni vzorki pro imunoblotting.

Vzorek | SloZeniinkuba¢ni | HSA | AOX|HOCI| Trolox
& smési mg/ml | [uM] | [uM] | [pM]
1 Nativni kontrola 0,42 - - 500
2 Oxidovana kontrola 0,42 - 73,3 500
3 HSA + HOCI + C 0,42 8 73,3 | 500
4 HSA + HOCI + EC 0,42 8 73,3 | 500
5 HSA + HOCI + GC 0,42 8 73,3 | 500
6 HSA + HOCI + EGC | 0,42 8 73,3 | 500
7 HSA + HOCI + Cg 0,42 8 73,3 | 500
8 HSA + HOCI + ECg | 0,42 8 73,3 | 500
9 HSA + HOCI + GCg | 0,42 8 73,3 | 500
10 |HSA +HOCI +EGCg| 0,42 8 73,3 | 500
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Obr. 31: RTG film po imunoblottingu pro HSA 0,5 mg/ml oxidovany HOCI 73,3 uM.
Vzorky byly inkubovany za ptitomnosti katechini 8 pM a Troloxu 500 pM pfi 37°C po
dobu 15 minut.

Obr. 32: Membréana po imunoblottingu pro HSA 0,5 mg/ml oxidovany HOCI 73,3 puM.
Vzorky byly inkubovany za piitomnosti katechind 8 pM a Troloxu 500 uM pfi 37°C po
dobu 15 minut. Koncentrace zaostfovaciho a separa¢niho gelu byla 4% a 7,5%, nanasené
mnozstvi bilkoviny bylo 4 pg/jamku, barveni Ponceau S, molekulovy marker Precision

Plus.
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Obr. 33: RTG film po imunoblottingu pro HSA 0,5 mg/ml oxidovany HOCI 73,3 uM.
Vzorky byly inkubovany za pfitomnosti katechini 8 uM a Troloxu 500 uM pii 37°C po
dobu 15 minut.

Obr. 34: Membrana po imunoblottingu pro HSA 0,5 mg/ml oxidovany HOCI 73,3 pM.

Vzorky byly inkubovany za pfitomnosti katechini 8 pM a Troloxu 500 pM pii 37°C po
dobu 15 minut. Koncentrace zaostfovaciho a separacniho gelu byla 4% a 7,5%, nanasené
mnozstvi bilkoviny bylo 4 ug/jamku, barveni Ponceau S, molekulovy marker Precision

Plus.
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6. DISKUZE

Teoretickd Cast této prace byla zaméfena zejména na oxidacni stres, poskozeni
jednotlivych biomolekul se zaméfenim na proteiny, ale i na fyziologické funkce
reaktivnich forem kysliku a v neposledni fad¢ také na antioxidacni terapii. Déle v této
casti diplomové prace uvadim flavonoidy jako vyznamné pfirodni antioxidanty.
V experimentalni Casti jsem sledovala vznik oxidac¢nich produktt pii oxidaci albuminu
kyselinou chlornou in vitro a ovlivnéni tohoto procesu antioxidanty pfirodniho pavodu
(flavonoidy ze skupiny katechinl). Jako oxida¢ni c¢inidlo jsem pouzivala kyselinu

chlornou v riznych koncentracich.

Kyselina chlorna je reaktivni sloucenina, patfici do skupiny slabych kyselin. Jeji
schopnost oxida¢nim zptisobem destruovat strukturu proteinti byla popsana jiz v mnoha
publikacich (Stipek 2002, Hawkins a Davies 1998, Summers et al. 2008). Hlavni
vyhodou pouziti HOCI jako oxida¢niho ¢inidla je velmi kratka doba inkubace potifebna
k vytvofeni oxidaénich produkti (pouze nékolik minut). Kyselinu chlornou jsem
pouzivala v nékolika koncentracich podle pouzité metody. Pifi stanoveni vzniku
chloraminli jsem albumin oxidovala 43,2 uM HOCI, pfi stanoveni karbonylovych
skupin pak 10,5 uM, pfti sledovani vlivu HOCI na naboj molekuly HSA pomoci nativni
PAGE jsem nejprve pouzivala koncentrace 0-24,8 uM a pozdé&ji 0-73,3 pM. Posledni
zminénou koncentraci HOCI jsem pouzila i pfi sledovani agregace a fragmentace
molekuly proteinu pomoci SDS-PAGE a pii sledovani vzniku karbonylovych skupin

pomoci imunoblottingu s chemiluminiscencni detekei.

Jako modelovou bilkovinu jsem zvolila lidsky sérovy albumin, coZ je nejvice
zastoupena bilkovina krevni plazmy. Jeho molekula je tvofena jedinym polypeptidovym
fetézcem slozenym z 585 aminokyselin a obsahujicim 17 intramolekularnich
disulfidickymi mistky (Peters 2006). HSA jsem pouzivala v koncentracich 0,24 mg/ml
(stanoveni chloraminil), 0,7 mg/ml (stanoveni karbonyli), 0,42 mg/ml (SDS-PAGE a
imunoblotting) a 1,7 mg/ml, 0,83 mg/ml a 0,42 mg/ml (nativni PAGE).

Katechiny jsou rostlinné polyfenolické slouceniny, které se vyskytuji ve vysSich
koncentracich ve fazolich, hroznech, visnich, hruskach a ¢okoladé (Durackova 2008).
Nejvyznamnéj$im a nejbohat§im pfirodnim zdrojem je vSak nepochybné zeleny caj.

Hlavnimi katechiny z €aje jsou epigallokatechin, epikatechin, epikatechingallat a

77



vvvvvv

jsou zodpovédné za pozitivni U¢inky zeleného caje v prevenci ¢i 1é¢beé raznych
onemocnéni (diabetes mellitus, rakovina, neurodegenerativni onemocnéni). Maji téz
Wolfram 2007). Jednim z cila této prace bylo objasnit, zda jsou tyto slouceniny schopné
ochranit HSA pfed oxidacnim poSkozenim. Pouzivala jsem katechiny v nasledujicich
koncentracich: 30 uM-3 mM (stanoveni chloraminti), 25-100 uM (stanoveni karbonylit)
a 100 uM (imunoblotting).

Pribéh vzniku oxida¢nich produkta jsem sledovala pomoci spektrofotometrickych a

elektroforetickych metod.

Pii spektrofotometrickém stanoveni chloraminii jsem studovala protektivni vliv
jednotlivych derivati katechind na oxidaci HSA kyselinou chlornou. Sledovanym
parametrem byla koncentrace vznikajicich chloraminti. Vysledky prezentuji ve formé
grafil a tabulek. Z grafu zavislosti logaritmu koncentrace antioxidantu na jeho aktivité
jsem ziskala hodnoty ECs jednotlivych katechini. Z namétenych hodnot a graft
vyplyva, ze nejvétsi vychytdvaci schopnost a tedy i1 nejmenSi hodnotu ECsy mél
katechin (ECso = 4,8 uM). Poradi, ve kterém stoupala antioxidacni aktivita katechind
bylo nésledujici: GC > ECg > GCg >> EGCg > EGC > Cg > EC > C. Stejna metoda
byla dfive pouZita ke stanoveni antioxida¢niho G¢inku dalSich flavonoidl ze skupiny
flavont, flavonoll a flavanoni. Jedinym testovanym zéastupcem flavanoll byl katechin
(Firuzi et al. 2004). Vysledky jsou prezentovany pomoci hodnot ECjs. Antioxidaéni
aktivita klesa (a ECys tedy vzrlstd) v potadi katechin, quercetin, taxifolin, baikalein,
hesperetin, naringenin, apigenin, rutin, fisetin, 3-hydroxyflavon, hesperidin a
7-hydroxyflavon. Autofi popsali, Ze pro antioxida¢ni ucinek je rozhodujici pfitomnost
hydroxylové skupiny v poloze 3 v kruhu C, zatimco 2,3-dvojna vazba v kruhu C nema
na antioxidacni uc¢inek Zadny vliv. Z mnou dosaZenych vysledkl plyne, Ze nejsilnéjSim
antioxidantem byl trans isomer katechin, ktery obsahuje pouze 5 hydroxylovych skupin
v molekule. Se zvySujicim se poctem hydroxylovych skupin klesala antioxidacni

ucinnost jednotlivych katechint.
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Spektrofotometrické stanoveni karbonylovych skupin jsem provedla na zékladé
metody popsané Levinem et al. (1990) snékterymi upravami (Yan et al. 1996).
Karbonylové skupiny vzniklé béhem oxidace proteini jsou derivatizovany pomoci
2,4-dinitrofenylhydrazinu, ktery se vaze na karbonylovou skupinu a méni se na
hydrazon. Ten zbarvi méteny roztok dozluta a dé se fotometricky stanovit pfi 360 nm.
Naméfené hodnoty jsem zpracovala do grafi. Sledovanym parametrem byla
koncentrace vznikajicich karbonylovych skupin na miligram HSA. Nejvétsi vychytavaci
schopnost mé¢l opét katechin, ktery byl v koncentraci 100 uM schopen snizit vznik
karbonylovych skupin o 70,2% ve srovnani s oxidovanou kontrolou. Ze ziskanych
vysledkli se zda, ze trans isomery (katechiny) mély vétSi ochranny ucinek nez
odpovidajici cis isomery (epikatechiny). U epikatechind se projevoval spiSe prooxidaéni

ucinek a to Casto jiz v nejnizsi studované koncentraci (25 pM).

Elektroforetickymi metodami 1ze sledovat jak zmény v ndboji molekuly proteinu
zpiisobené oxidaci (nativni PAGE) tak vznik vysokomolekularnich agregati vzniklych
zesiténim molekul proteinti vlivem oxida¢niho ¢inidla (SDS-PAGE a imunoblotting).
Vysledky jsou rozdéleny po jednotlivych experimentech a jsou zdokumentovany na
obrazcich naskenovanych na pfistroji GelDoc XR. Pro lepsi ptehlednost jsou vysledky
dokumentovany formou tabulky popisujici slozeni inkubaénich smési a pfisluSné

hodnoty relativni mobility (nativni PAGE) a molekulové hmotnosti (SDS-PAGE).

V Gvodnich experimentech s nativni PAGE jsem se snazila optimalizovat
podminky elektroforetické separace oxidovaného HSA pomoci metody popsané
Grippou et al. (2000). Tato skupina popsala sniZzeni denzity a zmény v Rf u HSA
oxidovaného riznymi koncentracemi kyseliny chlorné. Markantni zmény v denzité a Rf
HSA pozorovali jiz po 15 minutach inkubace s kyselinou chlornou pfi laboratorni
teploté. 1 pres cetné zmeény inkubacnich podminek (teplota a délka inkubace,
koncentrace kyseliny chlorné a HSA), které jsem v pribéhu experimentdlni prace
provedla, jsem nedosahla podobnych vysledki. Proto jsem se rozhodla tuto metodu

opustit a nestudovat vliv katechinti.
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U SDS-PAGE jsem pouzila stejné koncentrace kyseliny chlorné a HSA (0-73,3
uM HOCI a 0,42 mg/ml HSA) i podminky inkubace (96 hodin, 37°C) jako u posledniho
experimentu snativni PAGE. Nicméné jsem nezaznamenala ani agregaci ani
fragmentaci oxidovaného proteinu. Protoze se oxidované vzorky neliSily od nativni

kontroly, tak jsem Kk pouziti katechinii nepfistoupila.

V posledni ¢asti elektroforetickych experimenti jsem sledovala vliv jednotlivych
katechint na  vznik  karbonylovych  skupin  pomoci  imunoblottingu
s chemiluminiscen¢ni detekei. Koncentrace HSA byla 0,42 mg/ml, HOCI 73,3 uM a
katechini 8,3 uM. BohuzZel ani u tohoto citlivého stanoveni jsem nenalezla rozdil mezi
oxidovanou a nativni kontrolou a vSechny vzorky obsahujici katechiny mély stejnou

skladbu jako kontroly.

Ze ziskanych vysledkli stanoveni chloramint a karbonylovych skupin jsou patrné
pozitivni U€inky studovanych katechind. Vztah mezi strukturou a ucinkem neni
jednoznaéné patrny, i kdyZ se zda, Ze trans derivaty s volnou hydroxylovou skupinou
v poloze 3 vkruhu C maji vyssi acinek nez odpovidajici substituované derivaty
(gallaty). Pti elektroforetickych metodach se nepodafilo prokazat zménu v molekule

HSA vlivem oxidace kyselinou chlornou ani pozitivni u¢inky jednotlivych katechint.
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7. ZAVER

1) Podaftilo se mi optimalizovat metodu na stanoveni chloraminti, které vznikaji pii

oxidaci proteinil kyselinou chlornou.

a) Sledovala jsem zavislost u¢inku osmi pfirodnich derivati katechinu na
jejich koncentraci a podafilo se mi ziskat hodnoty ECsp. NejefektivnéjSim
scavengerem kyseliny chlorné byl katechin, jehoz ECsy byla 4,8 uM.
Z vysledku vyplyva, ze celkové vys$i antioxidacni aktivitu mély trans

isomery (katechiny).

2) Nejprve jsem hledala vhodnou koncentraci kyseliny chlorné pro dalsi

3)

experimenty a pak jsem stouto koncentraci provadéla vSechny experimenty

s antioxidanty.
a) Zvolila jsem vyslednou 10,5 uM koncentraci HOCI.

b) Nejefektivn€jsim antioxidantem byl opét katechin, ktery v koncentraci
100 uM dokazal snizit vznik karbonylovych skupin o 70,2%. U derivati

epikatechinu (cis derivaty) se projevoval spiSe prooxida¢ni ucinek.

Nepodaftilo se mi prokazat vyznamny vliv kyseliny chlorné na elektroforetickou
migraci oxidovaného HSA ani nalézt produkty agregace ¢i fragmentace.
Kyselina chlorna zptisobila jen malé rozsifeni prouzku obsahujiciho HSA a to az
po 96 hodinové inkubaci pii 37°C (nativni PAGE). Nenalezla jsem vyznamny
rozdil mezi nativnim a oxidovanym HSA (SDS-PAGE). Ani pfi imunoblottingu
jsem nenalezla rozdil mezi oxidovanym a nativnim HSA a ¢inek katechind se

tedy nepodafilo prokazat.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A

AA

Ab
Ab-AP
AGE
ANCA
AOPP
AOX
AP
AP-pufr
Apg
APS
Avz
BFB
bisAA

CBBG
CG
DM
DNPH
DTNB
EC
ECso
ECG
EGC
EGCG
ELFO

absorbance

akrylamid

protilatka

protilatka s navazanou alkalickou fosfatasou
koncové produkty pokrocilé glykace
protilatky proti cytoplazmé neutrofilnich leukocytt
produkty pokrocilé oxidace proteini
antioxidant

alkalickd fosfatasa

pufr pro alkalickou fosfatasu

absorbance vzorku bez DNPH (slepého vzorku)
persiran amonny

absorbance métené¢ho vzorku

bromfenolova modft

bis-akrylamid

molarni koncentrace

Katechin

Coomassie Brilliant Blue G-250
Katechingallat

diabetes mellitus

2,4-dinitrofenylhydrazin
5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoova kyselina)
Epikatechin

polovic¢ni efektivni koncentrace
Epikatechingallat

Epigallokatechin

Epigallokatechingallat

elektroforesa
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GC
GCG
G6PD
HDL
4-HNE
HOCI
HMW
HSA
INOS

LDL
LMW
LO
LOO
M

n

NADPH

NaOCI (6-14%)

PAGE
PEG
PVDF
Ry
ROS
RNS
RONS
SDS
SDS-PAGE
TCA
TBS

Gallokatechin

Gallokatechingallat
glukosa-6-fosfatdehydrogenase

high density lipoprotein

4-hydroxynonenal

roztok kyseliny chlorné

high molecular weight

lidsky sérovy albumin (human serum albumin)
indukovatelna syntasa oxidu dusnatého
tloustka absorbujici vrstvy

low density lipoprotein

low molecular weight

lipidovy alkoxylovy radikal

lipidovy alkylperoxylovy radikal

marker

latkové mnozstvi

redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
zasobni roztok kyseliny chlorné
polyakrylamidova gelova elektroforesa
polyethylenglykol

polyvinylidenfluorid

relativni mobilita

reactive oxygen species

reactive nitrogen species

reactive oxygen and nitrogen species
laurylsiran sodny (sodium dodecyl sulfate)
denaturujici polyakrylamidova gelova elektroforesa
kyselina trichloroctova

TRISovy pufr (TRIS buffered saline)
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TBST
TEMED
Tris
Tris-HCI

Trolox

Tween 20
V
VLDL

VZ

TRISovy pufr obsahujici Tween-20
N,N,N",N’-tetramethylethylendiamin
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan hydrochlorid

hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova

kyselina
polyoxyethylensorbitanmonolaurat
objem méieného vzorku

very low density lipoprotein

vzorek
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