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Seznam pouzitych zkratek

o-KGDC ........... o - ketoglutaratdehydrogenasovy komplex
AC .. acetonoxim

ADM ... asymetricky dimethylarginin

AHA ............... acetohydroxamova kyselina

AO ..o acetaldoxim

ATP ..o adenosintrifosfat

cGMP................. cyklicky guanosin-3',5'-monofosfat
DLTA .............. dihydrolipoamidacetyltransferasa

D) S diaforasa

EDRF ................. endotelialni relaxaéni faktor
eNOS......coceeeee endotelialni NOS

EPR ....cccoviinnn. elektronova paramagneticka rezonan¢ni spektroskopie
FAD ...cccoevinens flavinadenindinukleotid

FAL...cccoveenenee formaldoxim

FAM ... formamidoxim

FMN.....cccovvnnen. flavinmononukleotid

GTN..cooviiiinenne glyceroltrinitrat

HA ..o hydroxylamin

INOS ... inducibilni NOS

LAD()............... lipoamiddehydrogenasa z praseciho srdce
LAD() .ooveenenneee lipoamiddehydrogenasa z hovéziho stfeva
L-NOHA ............ NC-hydroxy-L-arginin

mtALDH .......... mitochondrialni aldehyddehydrogenasa
NAD(P)H .......... nikotinamidadenindinukleotid(fosfat)
nNOS ................. neuronalni NOS

NOS ... NO-synthasa

NP ..o nitroprussid sodny

PDC ... pyruvatdehydrogenasovy komplex

PDH .....cccce. pyruvatdehydrogenasa
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1 Uvod

Oxid dusnaty (NO) je jednou z nejmenSich a nejjednodusSich biologicky velmi
aktivnich molekul v ptirod€. Jako jedna z nejrozsitengjSich signalnich molekul u savch
ovliviiuyje NO téméi veskeré funkce bun€k a organi v téle. Hlavni doposud objevena
biosyntetické cesta vzniku NO v sav¢ich tkanich je oxidace L-argininu na citrulin a NO
[1]. NO vsak mize vznikat v organismu i z jinych latek, které nejsou télu vlastni a to
bud’ samovolné nebo reakcemi katalyzovanymi jinymi enzymy nez NOS [2,3]. Také
meziprodukt pfemény reakce L-argininu na citrulin, NG-hydroxy-L-arginin (L-NOHA),
muZze byt metabolizovan na NO vedle NOS i pomoci systému cyt P-450 [4,5].

Podobné mohou byt na NO pfeménovany systémem cyt P-450 i jiné latky nesouci
skupinu YC = NOH (napi. oximy) [6]. Tyto latky, zvlast¢ oximy, mohou ptisobit jako
ucinné donory NO nezavislé na NOS [7]. Piedpoklada se také, Ze vedle systému
cyt P-450 mohou byt n&které donory NO metabolizovany na NO doposud
nespecifikovanymi oxidoreduktasami zavislymi na NAD/NADP [7-9].

Jako reprezentant takovych oxidas byla zkousena diaforasa (DP) zavisla
na NAD(P)H. Bylo zjisténo, Ze tento enzym je schopen katalyzovat pfeménu
formaldoximu (FAL) a glyceroltrinitratu (GTN) na NO. V tomto ptipad¢ byl vybran
FAL, o némz bylo teprve nedavno zjisténo, Ze z n€¢j mize vznikat NO a GTN jako
dlouho znamy donor NO [10]. Podobné jako pro FAL byla zjisténa schopnost
uvolniovat NO pro fadu oximi. Vznik NO byl prokazan elektronovou paramagnetickou
rezonan¢ni spektroskopii (EPR) a tyto oximy relaxovaly, diky vzniku NO,
kontrahované krouzky aorty [11].

Ukolem této diplomové prace bylo rozsifit pocet méné znamych donord NO,
zejména oximu, které jsou schopné poskytovat NO a stejné tak i po¢et dobfe znamych
donort NO a zjistit, zda jsou tyto donory na NO preméiiovany DP.

DP je ovSem enzym bakteridlniho ptuvodu, a proto bylo ukolem vyzkouSet
1 mozZnost ptemény NO donorii na NO pomoci obdobného enzymu Zivo¢isného pivodu

lipoamiddehydrogenasy (LAD). Rozdil v nazvech DP a LAD byl zachovan proto, Ze
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takto jsou tyto enzymy oznaCovany vyrobcem i v dostupné literatufe o téchto
enzymech.

2—phenyl—4.,4,5,5-tetramethylimidazoline—1-oxyl-3—oxide (PTIO) je dlouho znamy
a §iroce pouzivany ,scavenger“ NO. Je vSak aktivni pouze ve své oxidované formé
[12]. Jiz dtive bylo prokézano, Ze muzZe byt jeho ucinek snadno eliminovan redukci
katalyzovanou DP [10]. Bylo tedy také ukolem této diplomové préace zjistit, zda
takovou redukci PTIO mize katalyzovat i zivo¢isna LAD.

Pfi reakcich katalyzovanych DP a LAD vznika jako vedlej$i produkt superoxidovy
anion ‘O, . Tento radikal se pak miiZe podilet i na pfeménach nékterych NO donort
na NO [13]. Proto byly v celé diplomové praci enzymové reakce sledovéany jak
v nepfitomnosti superoxiddismutasy (SOD), tak v ptitomnosti SOD, tj. enzymu, ktery

muze eliminovat vznikajici *O; .
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2 Teoreticky uvod

2.1 Historie NO v datech

1620 — NO byl prvné ptipraven belgi¢anem Janem Baptistou van Helmontem
1772 — NO byl chemicky charakterizovan Josephem Priestleym.
1800 — byla objevena toxicita NO

1867 — se zjistilo, Ze amylnitrit snizuje krevni tlak pfi hypertenzi. Dnes se jiz vi, Ze

se to déje uvoliiovanim NO.
1914-1918 — zavedeni nitroglycerinovych tablet pro tlevu pfi anginé pectoris. Dnes jiz
vime, Ze i nitroglycerin je zprosttedkovan NO uvoliiovanym z téchto

latek.

1977 — Ferid Murad zjistil, Ze NO aktivuje guanylatcyklasu a tim zvySuje intracelularni

koncentraci cyklického guanosin-3',5'-monofosfatu (cGMP).
1980 — Robert Furchgott objevil endotelidlni relaxa¢ni faktor (EDRF)

1987 — Louis J. Ignarro, Salvador Moncada zjistili, Ze eukaryotické buiiky jsou schopny
tvofit NO

1992 — NO se stal molekulou tohoto roku
1998 — Ud¢lena Nobelova cena za fysiologii a lékafstvi R.F. Furchgottovi,

L.J. Ignarrovi, F. Muradovi za klicové objevy tykajici se NO jako signalni

molekuly v kardiovaskularnim systému.
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22 NO

NO zaujima dilezitou ulohu ve fyziologické regulaci organismu. Je to esencidlni
signdlni molekula a efektor v kardiovaskularnim, imunitnim a nervovém systému.
Dlouhou dobu byl povaZovan jen za zne€ist'ujici plyn v atmosfére.

Az vroce 19861987 Furchgott a Ignarro sou€asné navrhli, Ze EDRF muze byt NO
[14,15]. Nasledujici vyzkumy prokazaly, ze EDRF a NO vykazuji identické vlastnosti
[16,17]. Bylo zjisténo, Ze vasorelaxace v endoteliu hladkého svalu je spojena se
vzristem cGMP. Rozpustnd guanylatcyklasa (sGC) je stimulovdna NO [18-21].
Relaxace zavisla na endoteliu je inhibovana hemoglobinem, ktery vaze molekulu NO
[22,23] a dale methylenovou modfi, kterd inhibuje sGC [20,21]. SOD chrani NO pted

rozkladem [24,25]. O, " reaguje s NO za vzniku peroxinitritu.

2.3 Vlastnosti NO

NO je nestabilni radikalova molekula s neparovym elektronem, kterd muiize vytvaret
rizné redoxni formy (nitrosonium NO® a nitroxylovy aniont NO7), coZ pfispiva
k rozmanitosti biologickych dé&t ovlivnitelnych NO [26]. NO muze pfenasSet dostatek
informaci ke kontrole dilezitych Zivotnich funkci, napfiklad: krevniho tlaku, respirace,
ni¢eni mikrobu a nadorovych bunék.

Je meziproduktem vyroby HNO; z amoniaku. Na Zivotni prostfedi ma vSak Spatny
vliv pfedevsim jeho syntéza z volnych prvku, ktera probihd ve spalovacich motorech.
NO vznika reakci: N, + O, > 2 NO Je to reakce endotermicka a dochazi k ni
pfii vysSich teplotach.

Mezi nejznaméjsi reakce NO patii reakce s O, v plynné fazi za vzniku oxidu
dusi€itého (NO,). Pfidanim NO za fyziologickych podminek do vodného prostredi
dojde ke vzniku dusitand a malého mnozstvi dusi¢nant [27].

NO také reaguje se superoxidem za vzniku peroxinitritu [28], sthioly [29],
aminy [30], shydroxylaminem (HA) [31] nebo s L-NOHA [32], sZelezem jak
hemovym tak nehemovym [33,34].
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2.3.1 Biologické vlastnosti NO

NO uréuje bazalni cévni tonus (stav vnitfniho napéti svall a cév) véetné€ vasodilatace
jako odpovédi na hormonalni chemické reakce. Tento cévni tonus je dulezity pro
regulaci krevniho pritoku a tlaku.

Mechanismus u¢inku je vysvétlen vazbou NO ssGC ve vaskuldrnich builkéch
hladkého svalu. Tento mechanismus vede ke zvySeni koncentrace cGMP a vyvolava
vaskularni relaxaci. Inhibice tvorby enzymu NOS a tim nedostatek NO zptisobuje, Ze
jsou v prevaze endoteliny, které vyvolavaji vasokonstrikci [14]. Jak jiZ bylo zminéno

shora, NO méa rovnéz vyznamnou funkci v imunitnim a nervovém systému.

2.3.2 Fyziologické vlastnosti NO [35]

¢ Neurotransmiter (difusni ovlivnéni n¢jaké oblasti)
» uceni, pamét, spanek, bolest, deprese

» retrogradni ,,messenger* (postsynapticka buiika potvrzuje presynaptické

burice piijem zpravy)

» dlouhodoba potenciace (presynaptickd buiika je programovana, aby

pristé vyslala signal silné€jsi - podklad paméti)

e Zabiji viry, bakterie, parazity, tumory (inducibilni NOS (iNOS); indukci
inhibuji kortikosteroidy)

e Inhibuje mitochondrialni respiraci

e Nejvice NO se vytvati v nose a dutinach
» pravdépodobné dulezité pro jejich dezinfekci
» NO lze dobte métit ve vydechovaném vzduchu

» mala ¢ast vydechovaného NO pochazi z dolnich dychacich cest (lze
m¢éfit odebiranim vzorku z ust) - méni se pfi nékterych nemocech, napi.

astma
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Vasodilatace zavisla na endotelu (ACh,... — endotelialni NOS (eNOS))
Prutokem indukovana vasodilatace ,,shear stress*
» NO je v tomto nenahraditelny = porucha vede k hypertenzi
Existuji endogenni inhibitory NOS, napf. asymetricky dimethylarginin (ADMA)
» lidé, ktefi ho maji hodné, maji zvySené riziko aterosklerézy
Vasodilatace kize pfi otepleni (podstatné pro termoregulaci) [36]
Snizuje srazlivost krve
> inhibice adhese, agregace a sekrece trombocyti
Zprostiedkuje zvySeni diurézy pii zvySeni arterialniho tlaku

» difunduje k tubuliim a sniZuje v nich reabsorbci Na (neuronalni NOS

(nNOS) , eNOS ))

Erekce (vasodilatace hladkého svalu kaverndznich téles a jeho arteriol

zprostiedkovana NO z termindl panevnich nervii - nNOS)

Inhibuje apoptoésu tim, Ze inhibuje (prostfednictvim c¢cGMP a G kinazy)
apoptotické fosforylatni signily a také piimo inhibuje kaspazy (specifické
proteasy apoptdsy, které obsahuji v aktivnim misté cystein, ten mize byt NO

S-nitrosylovan)

NO tlumi kontrakci kosterniho svalu [37]
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2.4 Mechanismus pisobeni NO

NO plisobi na rizné cilové molekuly. Zakladnim mechanismem piasobeni NO je
aktivace sGC nitrosaci jejiho hemu [38]. Tento mechanismus je didlezity ptevazné
v buiikkdch vaskularniho hladkého svalu, kde stimulovany vzrist cGMP vede

k vasodilataci [39,40].

Zdrojova buiika Cilova buiika

= GTP
§ N NH
_=-: N u’knuz

‘NO = sGC o o
= H oW + O—p-0-p-0
= 4 " 5
= PG’ ™
= ¢GMP PP

Signalni kaskada

Obr. 2.1 Zdkladni mechanismus pusobeni NO

Pfedtim, nez bylo zjisténo, Ze makrofagy uvoliiuyji NO, bylo jejich ptisobeni
na nadorové buriky davano do souvislosti sinhibici Fe-S  enzymi
(NADH: ubichinonoxidoreduktasa, NADH: sukcinatoxidoreduktasa a cis-akonitasa)
[41]. Teprve nedavno zaCalo byt ni¢eni cilovych bun€k spojovano s ucinkem NO.
V makrofagach, které produkuji NO a vcilovych burikach, které byly poskozeny
makrofagy, se detekovaly pomoci EPR spektroskopie komplexy, které odpovidaji
nitrosylovanym Fe-S komplextim. Inhibice enzymi pomoci NO je spojena

s uvolnovanim Fe z Fe-S center [42].
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NO je znam tim, Zze pfimo aktivuje n€které G-proteiny ve spojeni se zvySenim
GTPazové aktivity [43]. To vede k pfedpokladu, Ze NO muze ovliviiovat aktivitu
mnoha proteintl tim, Ze se zméni droven jejich fosforylace. Hlavni pisobeni makrofagi
na nadorové buriky vSak spo¢iva v tom, Ze inhibuji syntézu DNA (pravdépodobné pres
inhibici mitochondridlniho dychani) a syntézy adenosintrifosfatu (ATP). NO mize
reagovat i s ribonukleotidreduktasou a inaktivovat ji. Tento enzym katalyzuje syntézu
deoxyribonukleotidl a jeho inaktivace znamena inhibici syntézy DNA a rozmnoZovani

bunék.

2.5 Mechanismus pusobeni NOS

U reakce katalyzované NOS je intermediatem L-NOHA a hydroxylovany dusik
L-NOHA je pfeménén na NO. Tvorba citrulinu a NO z L-argininu vyzaduje 1,5 molu
NADPH, avsak z L-NOHA vyzaduje jen 0,5 molu NADPH.

Tato reakce (Obr. 2.2) ma dva kroky, jedna se o dv€ monooxygenacni reakce.
Prvnim krokem je N-hydroxylace jednoho ze dvou ekvivalentnich guanidinovych
dusiki L-argininu. Tato reakce vykazuje vlastnosti monooxygenaci, zavislych
na cytochromu P-450, se spotiebou jednoho molu NADPH a O,. Do L-argininu
se zaCleni jen jeden kyslikovy atom z O, (druhy vytvoii vodu, proto monooxygenace)
a vznikne stabilni meziprodukt L-NOHA. Druhy krok je ttielektronova oxidace
meziproduktu (L-NOHA) a oxidaéni $té€peni vazby C=N-OH. Vznikne citrulin a NO
[44]. Prvni krok je normalni hydroxylace, avSak druhy krok nema v biologii obdoby,
nebot’ spotfebovava jen 0,5 molu NADPH [45].

QH
H,N_ NH Ho | o HN,_ O
H.N. N
Y % Y
H H /\‘H + NO
> >
NADPH +0, 0.5 NADPH +0, \
*HaN/\coo . ) ‘HsN/Ncoo

H3N“ “co0

Obr. 2.2 Reakcéni mechanismus vzniku NO z L-argininu za katalyzy NOS
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2.6 Superoxid a SOD [46]

Superoxid vznika jednoelektronovou redukci kysliku. Dismutaci se preméfiuje
na H,0,. Je to radikal, ktery se nejcastéji objevuje v organismech [47,48]. Vznika pfi
autooxidaci hydrochinoni, katecholaminti, flavind, thiold. Také se tvoii pfi pfenosu
elektronli v dychacim fetézci, pti enzymovych reakcich — katalytickym u¢inkem oxidas,
cyklooxygenasy a pti fotosyntéze v chloroplastech.

Ze superoxidu mohou vznikat $kodlivéjsi formy kysliku (H,O,, peroxonitrit...),
a proto se ho organismus snaZi odstranit a zabranit vzniku hydroxylového radikalu.
K tomu slouzi enzym SOD, ktery urychluje dismutaci superoxidu o 4 fady.

20, + 2H' > H,0, + O,

Je to enzym tzv. antioxidaéni ochrany (obrané mechanismy proti volnym radikaltim,
které si vytvofil organismus).

Zname 3 druhy SOD, které se lisi kofaktorem:
Mn?*SOD a Fe*'SOD — jsou podobné struktury, maji je viechna prokaryota
a najdeme je i v prokaryotickych fasach.
Fe SOD se nachazi v dimerické formé
Mn SOD se vyskytuje jako dimer i tetramer
Kazda z podjednotek vaze jeden kovovy atom.
Cu®* / Zn**SOD — ma odlidnou strukturu od Mn?*SOD a Fe?*SOD. Je to enzym, ktery
ma strukturu dimeru. Zn ma ulohu strukturni a Cu je redoxni centrum.
Kazda podjednotka obsahuje po jednom atomu obou kovi. Nachazi se v burikach
vysSich eukaryotickych organismu.
Reakéni mechanismus: Cu® jont v molekule enzymu je redukovan prvni molekulou
superoxidu na Cu* [49].

E-Cu’'+0,;" > E-Cu'+0,

Dalsi molekula superoxidu je pak v protonizované formé, jakozto hydroperoxylovy
radikal, schopna znovu oxidovat Cu” a tak regenerovat pivodni formu enzymu. Tvofi
se zde peroxid vodiku.

Arg-E - Cu"+HO, +2H" - Arg - E - Cu*" + H,0,
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SOD se miZe podavat jako léCebny ptipravek. Intravaskulami aplikace sniZuje
zanétlivé projevy v kloubu. Ty jsou vyvolané nadprodukci superoxidu. Intravendzni
aplikace vede ke sniZeni reperfuzniho poskozeni transplantovaného organu a k jeho
lepsi funkci [50].

SniZeni aktivity SOD v3ak md pro organismus zdvazné nasledky. U ¢loveéka vede
nedostatek Cu®* / Zn?*SOD k postiZeni motorickych neuroni v mozkové kife a mise.
Onemocnéni je zndmo pod ndzvem amyotroficka lateralni skleroza [51].

Zvysena aktivita Cu®* / Zn?**SOD ve tkéanich doprovazi tzv. onemocnéni z volnych
radikalt. ZvySena tvorba superoxidu vede ke stimulaci syntézy enzymu.

Napft. u nemocnych Alzheimerovou chorobou [52], revmatoidni artritidou [53].

2.7 Enzymy

2.7.1 Aldehyddehydrogenasa (ALDH)

Pokud jde o biotransformaci GTN na NO dlouho neexistovaly Zadné informace,
i kdyZ GTN je pouzivan jako lék pro onemocnéni srdce po vice nez 130 let. Teprve
vroce 2002 se objevila zprava [54], Ze biotransformace GTN probihd ziejmé
v mitochondriich a Ze je za ni zodpovédnd mitochondridlni aldehyddehydrogenasa

(mtALDH). Ta byla inhibovana v cévach tolerantnich k a¢inkiim GTN.

2.7.2 DP z (Clostridium kluyveri)

Je to enzym, ktery patii mezi oxidoreduktasy a je zavisly na NAD(P)H / NAD(P).
Obsahuje pevné vazany flavinovy kofaktor. Bylo sledovano, zda DP jako
oxidoreduktasa, muize katalyzovat tvorbu NO z nékterych vasorelaxantt [10].
V piitomnosti koenzymu NADH nebo NADPH mtize DP ptevést vybrané donory NO,
GTN a FAL na dusitany a dusiénany s NO jako meziproduktem. Prvotni produkt
reakce — NO — byl potvrzen EPR spektroskopii.
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DP mnohem lépe katalyzuje reakci s GTN nez s FAL. Samotnd DP ani NAD ¢i
NADPH nevykazuji Zadnou aktivitu. Koneénym produktem reakce jsou hlavné
dusitany. Dusi¢nani se tvofi malé mnoZstvi. Tento diaforasovy systém katalyzuje
i pfeménu HA s vyslednym efektem mezi GTN a FAL, ale neni schopen oxidovat
L-NOHA na dusitany a dusi¢nany [10]. DP katalyzuje tvorbu NO také z dal$ich latek —
acetaldoximu (AQ), nitroprusidu (NP), formamidoximu (FAM) [nepublikované
vysledky].

V pfipadé FAL a GITN DP katalyzuje dvé ruzné reakce. S GTN jde
o jednoduchou redukci, zatimco s FAL je to oxidace v pfitomnosti O, a NAD(P)H [10].

2.7.3 LAD

Lipoamiddehydrogenasa (protein — N- (dihydrolipoyl) lysin: NAD" oxidoreduktasa,
EC 1.8.1.4.) (LAD) je ¢ast multienzymového komplexu: pyruvatdehydrogenasového
komplexu (PDC), 2-oxoglutaratovéhokomplexu a glycindekarboxylového komplexu.

PDC se skldda z mnohonasobnych kopii tfi katalytickych enzymt znamych jako
pyruvatdehydrogenasa (PDH) = (E,), dihydrolipoamidacetyltransferasa (DLTA) = (E,)
a LAD = (E3) [55]. Tento enzymovy komplex hraje vyznamnou roli v energetickém
metabolismu, nebot’ katalyzuje pfeménu pyruvatu na acetylkoenzym A (Obr. 2.3).
Zmény tohoto homodimerického flavoproteinu ¢asto vyvolaji nemoc zndmou jako
E3 deficit.

LAD se vyskytuyje 1 vdalSich vyznamnych enzymovych komplexech.
V a-ketoglutaratdehydrogenasovém komplexu (a-KGDC) a dehydrogenasovém
komplexu rozvétvenych a-ketokyselin (BCKADC = ,branched-chain“ o-keto acid
dehydrogenase complex). VSechny tyto mitochondrialni komplexy lze oznacit jako

multienzymovy komplex dehydrogenas 2-oxokyselin.
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LAD katalyzuje reverzibilni oxidaci NADH lipoamidem a ve svém aktivnim centru
obsahuje nekovalentné¢ vazanou molekulu flavinadenindinukleotidu (FAD) a redoxné
aktivni disulfid. B€hem redukce NADH redukuje FAD, ktery dale ptenasi elektrony
na disulfid a vytvati tak ,.charge-transfer komplex. Limitujicim krokem katalyzy je

oxidace redukovaného disulfidu lipoamidem [56].

NADH + H" + Lip(S), <> NAD" + Lip(SH),

0 .- CoASH
AC-8- Up—SH

RCCOOM ThOP 0
T Re-sCoA
FAD
55
up E3 NADH + H*
RC-ThOP
FAD ] +

sn sH| NAD

Obr.2.3  Schématické zndzornéni reakci probihajicich pri  pfeméné pyruvitu
na acetyl-CoA  pomoci  pyruvdtdekarboxylasového  komplexu  (PDC)
El = pyruvatdehydrogenasa, E2 = dihydrolipoyltransacetylasa,
E3 = lipoamiddehydrogenasa = LAD [57]

2.7.4 Glutathionreduktasa (GTR)

GTR je téméf vSudyptitomny enzym patiici do skupiny disulfidové oxidoreduktasy.
Je to flavoprotein, ktery katalyzuje redukci glutathiondisulfidu na glutathion zavislou
na NADPH.
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2.7.5 PTIO

2—phenyl—4,4,5,5-tetramethylimidazoline—1-oxyl-3—oxide ~(PTIO) se rutinné
pouziva jako ,,scavenger” oxidu dusnatého. PTIO se pii reakci s NO redukuje a z NO
vznikd ekvimolarni smés dusitanti a dusi¢nand. Jako ,,scavenger“ je PTIO aktivni
pouze ve své oxidované formé [12].

Bylo zjisténo, ze enzym DP (z Clostridium kluyveri), je schopna v pfitomnosti
redukovanych koenzymt redukovat PTIO a vzhledem k tomu i eliminovat efekt jeho
pisobeni jako NO ,scavengru“ [10]. Redukce PTIO v pfitomnosti DP a NAD(P)H
byla sledovana spektrofotometricky, oxidovana forma PTIO ma zfetelné absorpéni
maximum okolo 550 nm. Tato snadna redukce PTIO katalyzovana DP muze ovlivnit

jeho univerzalni pouziti jako NO ,,scavengru® v biologickych tkanich [10].

Obr. 2.4 2-phenyl—4,4,5,5—tetramethylimidazoline—I1-oxyl-3—oxide

2.7.6 NOS

NO vznik4 pti pfeméné L-argininu na citrulin katalyzované NOS (viz kap. 2.5).

Existuje jedna forma iNOS a dvé formy konstitutivni —eNOS a nNOS. iNOS je
za normalnich podminek inaktivni a produkuje vysokda mnozstvi NO pouze po aktivaci
imunitniho systému. eNOS je dulezita pro regulaci cévniho tonu. Tvofi mensi mnozZstvi
NO, které je viak pfesné regulovano a to pfevazné intraceluldrni koncentraci Ca®*

[58,59,60].
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Spole¢né znaky NOS:

obsahuji v aktivnim centru hem

[y

2. jsou aktivni jako homodimery
3. jsou stereospecifické (D-arginin neni substratem)
4. jako kofaktory vyzaduji - NADPH
- 6(R)-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin
-FAD
- flavinmononukleotid (FMN)
- kalmodulin (k nNOS a eNOS se vaZe po navazani Ca**
na kalmodulin, k iNOS se vaze kalmodulin trvale)
Odlis$né znaky NOS:
1. Alternativni oznaeni -nNOS - NOSI
-iNOS - NOS1I
-eNOS - NOSIII
2. Molekularni hmotnost - nNOS : Mr = 160 kDa
-iNOS, eNOS:  Mr =133 kDa
3. Potfeba Ca®>* -nNOS, eNOS - potiebuji
- INOS - nepotiebuje
4. Lokalizace -nNOS, eNOS - jsou v cytosolu
-INOS - je v buné¢né membrané
5. Vyskyt -nNOS - v n€kterych centrdlnich a perifernich neuronech

- v n€kterych burikach epitelu a cévniho hladkého svalu
- iNOS - v makrofagach

- v epitelu, endotelu

- v hepatocytech

-eNOS - v cévnim endotelu

- v plicnim a renalnim epitelu

6. Regulace aktivity -nNOS, eNOS - jsou regulovany systémem Ca®*/ kalmodulin

- INOS - neni regulovan
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2.8 Donory NO

NO donory jsou farmakologicky aktivni latky, které bud’ spontanné nebo jsou-li
metabolisovany uvoliiuji NO nebo jeho redoxni formy. Plynny NO mé v3ak omezenou
schopnost plsobeni, protoZze ma kratky poloCas rozpadu in vivo. Ale i piesto je hodné
vyuzivan ve farmakologii a také jako terapeuticka latka pfi zjistovani, jak NO piisobi
v kardiovaskularni fyziologii a patofyziologii. Né&které latky maji nebo mély klinicky
vyznam po desetileti (glyceroltrinitrat — GTN, nitroprussid sodny — NP).

Od poloviny 80. let roste zajem o fyziologii NO a dochazi k vyvoji novych latek,
které maji SirSi pole pusobnosti. Tyto latky jsou rozdélovany do tfid podle svych
reaktivit a kinetiky uvoliiovani NO.

Latky, které jsme i my pouzivali (které by mohly uvoliiovat NO), byly vybrany
na zaklad¢ strukturni podobnosti s L-NOHA — sobecnym vzorcem >C=N-OH.
L-NOHA je meziprodukt v tvorbé endogenniho NO z L-argininu. VSechny vybrané
latky byly komeréné dostupné.

2.8.1 Hydroxylamin (HA) (NH,OH)

Pied né¢kolika lety bylo dvéma védeckymi skupinami navrzeno, Zze HA je
potencionalni vasorelaxant fungujici ptes NO nebo jiné ptibuzné slouceniny [61,62].
Obé skupiny zjistily, Ze i pfes odstranéni endotelia z aorty, HA zptsobuje vasorelaxaci.
Av3ak zavéry obou skupin se li§i. Thomas a Ramwell [62] nenalezli vztah mezi
relaxaci zpisobenou HA a produkci NO/NO,, a proto byl zavér takovy, Ze EDRF je
HA, a Ze relaxace, kterou zplsobil HA, neprobiha ptes NO. Naopak druzi povazuji HA
za prekurzor NO [61].
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2.8.2 Latky uvoliujici NO spontanné

Jsou to latky, které obsahuji bud’ nitroso ¢i nitrosylovou funkéni skupinu. Tyto latky
samovolné uvolfiuji NO. Je to rozdil od organickych nitratd, které musi byt
metabolisovany.

Latkou, ktera pisobi selektivni vasodilataci (kromé kysliku v nékterych ptipadech),
je plynny NO. M4 omezené vyuziti z diivodu kratkého poloc¢asu rozpadu a vysoké
reaktivity s molekularnim kyslikem. NO je velmi rychle inaktivovan hemoglobinem.
Vdechnuty NO prochazi zalveoli do krve ptes hladky sval ve sténé perifernich
plicnich cév a vyvolava jejich dilataci. Jakmile se viak dostane do krve, je inaktivovan
hemoglobinem dfive, neZ mize dosahnout systémovych cév. Hemoglobin je oxidovan

na methemoglobin.

Do této skupiny patii: e nitrosyly Zeleza (NP)
e trioxodinitrat sodny
¢ NO adukty
* 2-(N,N-diethylamin)-diazenolat-2-oxid
e S-nitrosothioly (RSNO)
* S-nitrosoglutathion (SNOG)
* S-nitroso-N-acetyl-p  -penicillamin (SNAP)

e S-nitrosocystein
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2.8.2.1 Nitrosyly Zeleza

NP

V NP se NO vyskytuje jako nitrosylova skupina, kterd se vaZze na Fe
v bipyramidalnim komplexu. NO je spontanné uvoliiovan ztéto slouceniny
pti fyziologickém pH dosud nezjiSténym mechanismem. Muze byt také uvolfiovan
enzymatickou nebo fotochemickou cestou.

NP se po desetileti vyuzival k 1é¢bé anginy pectoris. Velikou nevyhodou bylo, ze

soucasn€é s NO uvolnuje i1 kyanid. Jeho polocas rozpadu je v organismu velice kratky

(cca 2 min.).
N=C C=N Na'
N=C—Fe—N=0 .
Na
N=C C=N
Obr. 2.5 Nitroprussid sodny
2.8.2.2 NO adukty

Jsou to komplexy NO s nukleofilnimi latkami. Jsou-lt rozpustény ve vodném
roztoku snormalnim az alkalickym pH, uvolfiuji spontann¢ NO a to stilou

a predikovatelnou rychlosti a nezavisle na pfitomnosti biologického materialu.

2.8.2.3 RSNO

Vysoka koncentrace thioli snizuje mnozZstvi uvoliiovaného NO, protoZe vznikaji

S-nitrosothioly. Ty mohou pak zpétn¢ uvoliiovat NO.
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SNOG
Rozklada se na NO a disulfid za katalytického piisobeni Cu”*. Mohou se tvofit

thiolové radikaly.

SNO
O 0O O

g
HO NH OH

NH, 0

Obr. 2.6 S-nitrosoglutathion

SNAP

Nékteré thioly (S-nitrosocystein) jsou do buné€k transportovany transportnimi
systémy pro aminokyseliny, ale jiné (SNAP, SNOG) vyZaduji pfitomnost cysteinu
resp. cystinu pro transport [63].

CHy OH
HaC

Z

O——CH;

@)

Obr. 2.7 S-nitroso-N-acetyl-;, | -penicillamin
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2.8.3 Latky uvolnujici NO enzymatickou cestou

Jsou to latky, které nejsou schopny uvoliiovat NO samovolné, ale vyzaduji pfispéni

ruznych enzymatickych systémi (napft. cyt P-450, ALDH, DP,...).

Do této skupiny patfi: e organické nitraty

* GTN

e organické nitrity
* isoamyl nitrit

e oximy
* FAL
* formamidoxim (FAM)
* acetaldoxim (AQ)
* acetonoxim (AC)

e acetohydroxamova kyselina (AHA)

2.8.3.1 Organické nitraty

Jsou metabolisovany enzymatickou i neenzymatickou cestou. Z esteri kyseliny

dusi¢né jsou nejznaméjsi ethylenglykoldinitrat (1,2-GDN) a GTN.

GTN
Terapeutické rozmezi je 0,5 — 8 mg/hod. PiHi nadmémém uzZiti dochazi
ke chudokrevnosti, poSkozeni srde¢niho svalu, ledvin, jater a sleziny. Akutni otravy
Casto kon¢i smrti. Do organismu vstupuje vSemi cestami (poZitim, inhalaci, pres kizi).
Utinek GTN je zaloZen na uvolnéni hladkého svalstva cév. Jak je jiz zmifiovano,
je donorem NO. NO zpusobuje relaxaci hladkého svalstva stimulaci sGC a nasledné
zvySenim intracelularni koncentrace ¢cGMP. Tim se stimuluje cGMP-dependentni

proteinkinasa a dochazi ke zméné fosforylace né€kterych proteinti v burice hladkého
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svalu. To nakonec vede k defosforylaci lehkého fetézce myosinu a ke sniZeni

kontrakce.
H2G—0—NO
HC —0—NO ,
H 2 C _O _NO 2
Obr. 2.8 Glyceroltrinitrat
2.8.3.2 Oximy

Jsou povaZovany za jedny z donorti NO, které jsou nezavislé na NOS. Obecny

R
vzorec je R')C = NOH, kde R, mize byt organickd skupina a R, bud’ organicka

2

skupina (ketoximy), atom vodiku (aldoximy) nebo amidova skupina (amidoxim).

Byly vybrany na zaklad¢ strukturni podobnosti s L-NOHA (intermedidtem v reakci

endogenniho vzniku NO). VSechny nami pouZivané oximy relaxovaly kontrahované

krouzky potkanich aort jak krouzkl s endoteliem tak bez n¢j. Mechanismus plsobeni

prostfednictvim NO byl potvrzen dikazem NO pomoci EPR spektroskopie.

HO\N/\N/OH

L

H

o—Z=

Obr. 2.9 Formaldoxim

Obr. 2.11 Acetonoxim

HC —N\OH

Obr. 2.10 Acetaldoxim

N—-COH

Obr. 2.12 Formamidoxim
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3 Cil prace

Zjistit kinetické parametry (K, @ Vimax) u reakci LAD(h), DP a GTR s GTN, FAL,
SNAP, SNOG, NP, AO, FAM, AC a HA.

Zjistit vliv SOD na reakce LAD(h), DP s GTN, FAL, SNAP, SNOG, NP, AO,
FAM, AC a HA.

Zjistit kinetické parametry (K, @ Vimax) u reakci LAD(h), DP s GTN, FAL, SNAP,
SNOG, NP, AO, FAM, AC a HA v ptfitomnosti SOD.

Zjistit zda ma GTR NADH oxidasovou aktivitu v pufru TRIS-HCI.

Porovnat kinetické parametry (K, a Vimax) u reakci LAD(h) a LAD(i) s GTN
a FAL.

Porovnat kinetické parametry (K, a Vipa) u reakci LAD(h) a LAD(i) s GTN
a FAL v ptitomnosti SOD.

Zjistit kinetické parametry (K, a Vpma) u reakci DP, LAD(h), LAD()
a GTR s PTIO

32



4 Materialy

4.1 Pouzité chemikalie

Sigma Aldrich : Diaforasa z Clostridium kluyveri
Lipoamiddehydrogenasa z prase¢iho srdce
Lipoamiddehydrogenasa z hovéziho stfeva
Sulfanilamid; >99 %

NADH; 95 %

Trizma Base; 99,9 % (TRIS)

S-nitrosoglutathion

S-nitroso-N-acetyl-p  -penicillamin

Formamidoxim, 99 %

Hydrochlorid hydroxylaminu, 99 %

Glutathionreduktasa z drozdi
2-phenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazoline-1-oxyl 3-oxide (PTIO)

Fluka: Hydrochlorid formaldoximu (hydrochlorid triformoximu)

Acetonoxim, > 98 %

Lachema: Nitroprusid sodny
Dusitan sodny

Kyselina fosfore¢na, 85 %
Riedel-de Haén: Dichlorid N-(1-naftyl)-ethylendiamonia

Merck: Acetaldoxim; >99 %
Glyceroltrinitrat; 1% roztok v alkoholu

4.2 Pouzité pristroje

Spektrofotometr Utrospec® 1000 Pharmacia Biotech, USA
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5 Metody

5.1 Kalibra¢ni pFimka pro spektrofotometrické stanoveni

dusitanu

Do 6-ti mikrozkumavek typu Eppendorf (1,5 ml) bylo pipetovano 0,5 ml roztoku
NaNQO; o koncentraci 2,5 pmol.l'l, 1,5 umol.l'l, 10 pmol.l", 15 umol.l", 20 umol.l'],
25 pmol.I" (vzdy v duplikatech). K tomuto roztoku bylo pfidano 0,5 ml Grisesova

¢inidla. Absorbance byla méfena pti vinové délce 540 nm.

5.1.1 Priprava Griessova cCinidla

0,2 g sulfanilamidu bylo rozpusttno v 10 ml 2,5 % H;PO, 0,02 g
naftyletylendiaminu bylo rozpu$ttno v 10 ml H3;PO4. Oba roztoky byly tésné
pfed méfenim smichdny a smés byla pfidana ke vzorku v poméru 1 : 1. Roztoky

se musely uchovavat ve tme¢.

5.1.2 Priprava pufru TRIS-HCI

1,211 g TRIS bylo rozpusténo ve 150 ml destilované vody a pH bylo upraveno
pomoci HCI na 7,6. Objem byl doplnén destilovanou vodou na 200 ml.
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5.2 Spektrofotometrické stanoveni

Koncentrace dusitani byly uréovany reakci s Griessovym Cinidlem: 1%
sulfanilamid, 0,1% N-(1-naftyl)ethylendiamin v 2,5% kyseliné¢ orthofosfore¢né [64].
Griessovo ¢inidlo bylo smichano se vzorkem v poméru 1:1. Po 10 min. byla zméfena
absorbance pfi vinové délce 540 nm proti slepému vzorku (samotny pufr). Koncentrace
dusitani byly odecitany z kalibra¢ni k¥ivky. Pro kalibra¢éni kfivku byl jako standard
pouzit NaNO,.

5.2.1 Stanoveni kinetickych parametri pro reakce DP s GTN, FAL,
SNAP, SNOG, NP, AO, FAM, AC, HA

Vzorek obsahoval 0,7 ml pufru TRIS-HCI (0,05 mol.I! o pH = 7,6), 0,1 ml DP
(1,7 U.ml™), 0,1 ml substratu (GTN, FAL, SNAP, SNOG, NP, AO, FAM, AC, HA),
0,1 ml NADH (1 mmol.I""). Vzorky byly pfipravovany v duplikatech.

Kontrolni vzorek obsahoval 0,8 ml pufru TRIS-HCI (0,05 mol.I! o pH = 7,6),
0,1 ml substratu (GTN, FAL, SNAP, SNOG, NO, AO, FAM, AC, HA), 0,1 ml NADH.

Vzorky a kontrolni vzorky byly inkubovany pii 37 °C a byly méfeny proti pufru
TRIS-HCI v ¢ase S — 60 min. pomoci Griessova Cinidla pfi 540 nm. Absorbance
kontrolnich vzorkt byly odeéitany od absorbance vzorkd.

Vysledné koncentrace v méreném vzorku byly:

DP: 1,7Uml"
NADH : 1 mmol.l"

Tab. 5.1 Vysledna koncentrace substrati

Koncentrace (mmoll") (mmoll") (mmoll") (mmoll") (mmoll™)

GTN 0,2 0,5 1 1,5 2
FAL 2 3,5 5 7,5 10
SNAP 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6
SNOG 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8
NP 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6
AO 0,6 1,2 2,4 4,8 9,6
FAM 2 5 10 15 20
AC 2 5 10 15 20
HA 1 2,5 3,5 5 7,5
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5.2.2 Stanoveni kinetickych parametri pro reakce LAD(h) s GTN,
FAL, SNAP, SNOG, NP, AO, FAM, AC, HA

Vzorek obsahoval 0,7 ml pufru TRIS-HCI (0,05 mol.I! o pH = 7.,6), 0,1 ml LAD(h)
(2,9 U.ml™), 0,1 ml substratu (GTN, FAL, SNAP, SNOG, NP, AO, FAM, AC, HA),
0,1 ml NADH (1 mmol.I""). Vzorky byly ptipravovany v duplikatech.

Kontrolni vzorek obsahoval 0,8 ml pufru TRIS-HCI (0,05 mol.I! o pH = 7.6),
0,1 ml substratu (GTN, FAL, SNAP, SNOG, NO, AO, FAM, AC, HA), 0,1 ml NADH.

Vzorky a kontrolni vzorky byly inkubovany pti 37 °C a byly méfeny proti pufru
TRIS-HCI v¢ase 5 - 60 min. pomoci Griessova ¢inidla pfi 540 nm. Absorbance
kontrolnich vzorkt byly ode¢itany od absorbance vzorkd.

Vysledné koncentrace v méreném vzorku byly:
LAD(h) : 2,9 U.ml’
NADH : 1 mmol.l"

Tab. 5.2 Vysledna koncentrace substrati

Koncentrace (mmol.l") (mmoll’) (mmoll”") (mmoll”") (mmol.l")

GTN 0,2 0,5 1 1,5 2

FAL 2 3,5 5 7,5 10
SNAP 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6
SNOG 0,05 0,1 0,2 0,4 0,8
NP 0,1 0,2 0,4 0,8 1,6
AO 0,6 1,2 24 4,8 9,6
FAM 2 5 10 15 20
AC 2 5 10 15 20
HA 1 2,5 3,5 5 7,5

5.2.3 Vliv pritomnosti SOD na reakce DP a LAD(h) s GTN, FAL,
SNAP, SNOG, NP, AO

Orientacni pokus:
K reakcim enzymii — DP(1,7 U.ml™) a LAD(h)(2,9 U.ml™) se substratem — (GTN,
FAL, SNAP, SNOG, NP, AO) a NADH (1 mmoll') byla pfidana SOD

(100 a 300 U.ml™). Koncentrace substrati byla zvolena z predeslych méfeni [65].
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Vzorky byly pfipravovany v duplikatech. Po 30 minutach inkubace pii 37 °C bylo
pfidavano Griessovo €inidlo. Po 10 minutich byla zméfena absorbance pfi 540 nm
proti slepému vzorku (pufru TRIS-HCI).

Byl sestaven graf zavislosti absorbance na ¢ase (30 min.).

Vysledné koncentrace v méieném vzorku byly:

DP: 1,7Uml’ LAD(h) : 2,9 Uml’
NADH : 1 mmol.I" NADH : 1 mmol.I"
SOD: 100 a 300 U.ml SOD: 100 a 300 U.ml"!

Tab. 5.3 Vysledné koncentrace substratu, vlevo pro DP, vpravo pro LAD(h)

Koncentrace (mmol.I") (mmol.I") |Koncentrace (mmol.l") (mmol.l'])
GTN 0,4 3,2 GTN 1,5 2

FAL 1,6 3,2 FAL 0,2 1

SNAP 0,25 0,5 SNAP 0,5 0,75
SNOG 0,25 0,5 SNOG 0,1 0,5

NP 0,25 1 NP 2.4 9,6

AO 5 10 AO 0,25 1

5.2.4 Stanoveni kinetickych parametri pro reakce DP s GTN, FAL,
SNAP, SNOG, NP, AO, FAM, AC, HA v pritomnosti SOD

Vzorek obsahoval 0,6 ml pufru TRIS-HCl (0,05 mol.I! o pH = 7,6),
0,1 ml DP (1,7 U.ml™), 0,1 ml substratu (GTN, FAL, SNAP, SNOG, NP, AO, FAM,
AC, HA), 0,1 ml SOD (200 U.ml™"), 0,1 ml NADH (I mmol.l"). Vzorky byly
pfipravovany v duplikatech.

Kontrolni vzorek obsahoval 0,7 ml pufru TRIS-HCI (0,05 mol.l! o pH = 7,6),
0,1 ml substratu (GTN, FAL, SNAP, SNOG, NO, AO, FAM, AC, HA),
0,1 ml SOD (200 U.ml™), 0,1 ml NADH.

Vzorky a kontrolni vzorky byly inkubovéany pti 37 °C a byly méfeny proti pufru
TRIS-HCI v¢ase 5 - 60 min. pomoci Griessova ¢inidla pti 540 nm. Absorbance
kontrolnich vzorkt byly odeéitany od absorbance vzorkd.

Vysledné koncentrace v méreném vzorku byly:

SOD: 200 Uml’
Ostatni vysledné koncentrace byly stejné jako v kapitole 5.2.1
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5.2.5 Stanoveni kinetickych parametri pro reakce LAD(h) s GTN,
FAL, SNAP, SNOG, NP, AO, FAM, AC, HA v pritomnosti SOD

Vzorek obsahoval 0,6 ml pufru TRIS-HCl (0,05 mol.I! o pH = 7,6),
0,1 ml LAD(h) (200 U.mlI™ ), 0,1 ml substratu (GTN, FAL, SNAP, SNOG, NP, AO,
FAM, AC, HA), 0,1 ml SOD (200 U.ml™), 0,1 ml NADH (1 mmol.I""). Vzorky byly
pfipravovany v duplikatech.

Kontrolni vzorek obsahoval 0,7 ml pufru TRIS-HCI (0,05 mol.lI! o pH = 7,6),
0,1 ml substritu (GTN, FAL, SNAP, SNOG, NP, AO, FAM, AC, HA),
0,1 ml SOD (200 U.ml™"), 0,1 ml NADH.

Vzorky a kontrolni vzorky byly inkubovany pti 37 °C a byly méfeny proti pufru
TRIS-HCI v ¢ase 5 - 60 min. pomoci Griessova Cinidla pfi 540 nm. Absorbance
kontrolnich vzorkt byly odecitany od absorbance vzorkd..

Vysledné koncentrace v méreném vzorku byly:

SOD: 200 U.ml"
Ostatni vysledné koncentrace byly stejné jako v kapitole 5.2.2

5.2.6 Stanoveni kinetickych parametri pro reakce GTR s GTN, FAL,
SNAP, SNOG, NP, AO, FAM, AC

Vzorek obsahoval 0,778 ml pufru TRIS-HCl (0,05 moll! o pH = 7,6),
0,022 ml GTR (10 U.ml'a 20 U.ml™" ), 0,1 ml substratu ( GTN, FAL, SNAP, SNOG,
NP, AO, FAM,), 0,1 ml NADH (1 mmol.I""). Vzorky byly pfipravovany v duplikétech.

Kontrolni vzorek obsahoval 0,8 ml pufru TRIS-HCI (0,05 mol.I' o pH = 7,6),
0,1 ml substratu (GTN, FAL, SNAP, SNOG, NO, AO, FAM, AC, HA), 0,1 ml NADH.

Vzorky a kontrolni vzorky byly inkubovany pfi 37 °C a byly méfeny proti pufru
TRIS-HC1 v ¢ase 5 - 60 min. pomoci Griessova &inidla pfi 540 nm. Absorbance

kontrolnich vzorkt byly odecitany od absorbance vzorkd..
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Vysledné koncentrace v méreném vzorku byly:
GTR: 10 U.ml" 220 U.ml"
SNOG : 0,1 mmol.I", 0,25 mmol.I", 0,5 mmol.1", 0,75 mmol.I"", 1 mmol.l"
Ostatni vysledné koncentrace byly stejné jako v kapitole 5.2.1

5.2.7 Stanoveni kinetickych parametri pro reakce LAD(h) a LAD(i)
s GTN a FAL

Vzorek obsahoval 0,7 ml pufru TRIS-HCl (0,05 mol.I" o pH = 7,6),
0,1 ml, LAD(h) (2,9 U.ml") nebo LAD() (2,9 U.mlI™ ), 0,1 ml substratu (GTN, FAL),
0,1 ml NADH (1 mmol.I""). Vzorky byly pfipravovéany v duplikatech.

Kontrolni vzorek obsahoval 0,8 ml pufru TRIS-HCI1 (0,05 mol.I! o pH = 7.6),
0,1 ml substratu (GTN, FAL), 0,1 ml NADH.

Vzorky a kontrolni vzorky byly inkubovany pfi 37 °C a byly méfeny proti pufru
TRIS-HCI vc¢ase 5 - 60 min. pomoci Griessova ¢inidla pfi 540 nm. Absorbance
kontrolnich vzorkt byly ode¢itany od absorbance vzorkd.

Vysledné koncentrace v méreném vzorku byly:

LAD(h) : 2,9 U.ml’
LAD() : 2,9 Uml”
NADH : 1 mmol.I"
Tab. 5.4 Vysledné koncentrace GTN a FAL

Koncentrace (mmoll”) (mmoll") (mmoll’) (mmoll”) (mmoll™)

GTN 0,2 0,5 1 1,5 2
FAL 2 3,5 5 7,5 10

5.2.8 Stanoveni kinetickych parametri pro reakce LAD(h) a LAD(i)
s GTN a FAL v pritomnosti SOD

Vzorek obsahoval 0,6 ml pufru TRIS-HCl (0,05 moll' o pH = 7.6),
0,1 ml, LAD(h) (2,9 U.ml™") nebo LAD() (2,9 U.ml™), 0,1 ml substratu (GTN, FAL),
0,1 ml NADH (1 mmol.l") a 0,1 ml SOD (200 U.ml™"). Vzorky byly ptipravovany
v duplikatech.
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Kontrolni vzorek obsahoval 0,7 ml pufru TRIS-HCI (0,05 mol.I! o pH = 7,6),
0,1 ml substratu (GTN, FAL), 0,1 ml SOD (200 U.mI™"), 0,1 ml NADH.

Vzorky a kontrolni vzorky byly inkubovany p#i 37 °C a byly méfeny proti pufru
TRIS-HCl v ¢ase 5 - 60 min. pomoci Griessova ¢inidla pii 540 nm.

Absorbance kontrolnich vzorki byly odecitany od absorbance vzorkd.

Vysledné koncentrace v méreném vzorku byly:
SOD: 200 U.ml”
Ostatni vysledné koncentrace byly stejné jako v kapitole 5.2.1

5.3 Grafické vyhodnoceni

Vzdy byl sestaven graf zavislosti absorbance na Case, ze kterého byly vypocteny
hodnoty pocate¢nich rychlosti. K vypoétu kinetickych parametri byl pouZit program
Hyper 32 (http://www liv.ac.uk/~jse/software.html).

5.4 NADH oxidasova aktivita GTR v pufru TRIS-HCI

Nejprve byl pfipraven roztok GTR (10 U/ml) vpufru TRIS-HCI o pH 7,6
a koncentraci 0,05 mol.I". Ve stejném pufru byl pfipraven i 1 ml roztoku NADH
o koncentraci 1 mmol.I". Ten byl dale pouZit na pfipravu roztoku o koncentraci
0,1 mmol.1".

Reakéni smés byla michdna pfimo do kyvety a to v potfadi 400 pl pufru, 50 ul GTR
a 50 ul NADH, smés byla promichana a méfena absorbance pii 340 nm po dobu
10 minut s krokem 1 minuta. Reakéni smés byla méfena proti pufru TRIS-HCL
Na zavér byla métena i absorbance samotného NADH v TRIS-HCI pii 340 nm.

Byl sledovan ubytek absorbance v ¢ase.

Vysledné koncentrace v méreném vzorku byly:

GTR: 10 Uml”
NADH : 0,1 mmol.l"
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5.5 Stanoveni kinetickych parametru pro reakce DP, LAD(h),
LAD(i) a GTR s PTIO

V pufru TRIS-HCI (0,05 moll' o pH = 7,6) byly pfipraveny roztoky PTIO
o vyslednych koncentracich 0,15 mmol.I"", 0,3 mmol.I"',0,75 mmol.I"}, 0,9 mmol.l”,,
1,5 mmol.I"". Ve stejném pufru byl ptipraven roztok NADH (1 mmol.l") a roztoky DP
(0,016 U.mlI™"), LAD(h) (0,027 U.ml™"), LAD(i) (0,027 U.ml"") a GTR (10 U.ml™).

Vzorek obsahoval 0,350 ml pufru, 0,05 ml PTIO (5 vzorkli o rizné koncentraci),
0,05 ml enzymu (DP, LAD(h), LAD(i)) a 0,05 ml NADH.

Kontrolni vzorek obsahoval 0,4 ml pufru TRIS-HCI, 0,05 ml PTIO (5 vzorka
o rizné koncentraci), 0,05 ml NADH.

Pro GTR vzorek obsahoval 0,389 ml pufru TRIS-HCI, 0,05 ml PTIO (5 vzorki
o rizné koncentraci), 0,011 ml GTR a 0,05ml NADH. Kontrolni vzorek byl stejny jako
u ostatnich enzymau.

Vzorky byly inkubovany pfi 37 °C. Reakéni smés byla vzdy smichdna p¥imo
do kyvety, dikladné promichana a byla méfena absorbance pfi 550 nm v ¢ase 0, 5, 10,
15, 20, 25, 30, 40, 50, 60 min. Vzorky byly méteny proti pufru TRIS-HCI.

Vzorky a kontrolni vzorky byly od sebe odeteny a byl sestaven graf zavislosti
absorbance na Case, ze kterého byly vypocteny pocatecni rychlosti.
K vypoctu kinetickych parametrd byl pouzit  program  Hyper 32
(http://www. liv.ac.uk/~jse/software.html)

Vysledné koncentrace v méreném vzorku byly:
GTR: 10U.ml"
LAD(h) : 0,027 U.ml"
LAD() : 0,027 U.ml
DP: 0,016 Uml"
PTIO: 0,15 mmol.I", 0,3 mmol.lI", 0,75 mmol.I", 0,9 mmol.I", 1,5 mmol.I"
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6 Vysledky

6.1 Stanoveni dusitanu — kalibraéni krivka

Asao

¢ [pmol]

Obr. 6.1 Kalibracni k¥ivka zavislosti absorbance na koncentraci dusitanu sodného

pro spektrofotometrické stanoveni dusitanti

6.2 Orientacni pokus vlivu pritomnosti SOD na reakce DP

se substraty

Tento pokus nam ukazal, zda ptitomnost SOD ma vliv na reakce DP s GTN, FAL,
SNAP, SNOG, AO, NP. SOD byla pouZivina ve dvou koncentracich
(1002300 U.ml™).

Ptitomnost SOD nema vliv na reakce DP s GTN, SNAP. U ostatnich reakci snizuje
mnozstvi vznikajictho NO a tedy dusitanti, které byly stanovovany: DP s FAL
asi 0 50 %, DP s SNOG asi 0 10 %, DP s AO asi 0 50 %, DP s NP asi o 10 %.
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6.2.1 Vliv pritomnosti SOD na reakci DP s GTN

Tab. 6.1 Reakce DP s GTN v pritomnosti SOD

Vzorek Absorbance
(540 nm)
GTN (0,4 mmol.I") 0,379
GTN (0,4 mmol.I'") + SOD (100 U.ml™") 0,388
GTN (0,4 mmol.I'") + SOD (300 U.m!l™") 0,400
GTN (3,2 mmol.I') (1,950)
GTN (3,2 mmol.I'") + SOD (100 U.m!™) (1,944)
GTN (3,2 mmol.I'") + SOD (300 U.ml ™) (1,929)

Pfidani SOD (100 a 300 U.ml"') nema na tuto reakci vliv. Superoxidovy radikal
nepfispiva ke vzniku NO z GTN.

6.2.2 Vliv pritomnosti SOD na reakci DP s FAL

Tab. 6.2 Reakce DP s FAL v pritomnosti SOD

Vzorek Absorbance
(540 nm)
FAL (1,6 mmol.I") 0,048
FAL (1,6 mmol.I"") + SOD (100 U.ml™) 0,027
FAL (1,6 mmol.I"") + SOD (300 U.m!™) 0,023
FAL (3,2 mmol.I'") 0,059
FAL (3,2 mmol.I"") + SOD (100 U.ml™) 0,037
FAL (3,2 mmol.I"") + SOD (300 U.ml™) 0,026

Pfidani SOD (100 a 300 U.ml™") ma vliv, sniZuje absorbanci asi 0 50 %. Superoxidovy
radikal ptispiva ke vzniku NO z FAL.
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6.2.3 Vliv pFitomnosti SOD na reakci DP s SNAP

Tab. 6.3 Reakce DP s SNAP v pFitomnosti SOD

Vzorek Absorbance
(540 nm)
SNAP (0,25 mmol.1™) 0,289
SNAP (0,25 mmol.I'") + SOD (100 U.ml™) 0,311
SNAP (0,25 mmol.I'") + SOD 300 U.ml™) 0,329
SNAP (0,5 mmol.l™) 0,468
SNAP (0,5 mmol.I"") + SOD (100 U.ml™) 0,483
SNAP (0,5 mmol.I") + SOD (300 U.ml™) 0,489

Pfidani SOD (100 a 300 U.ml™") nema na tuto reakei vliv (viz. Obr. 6.2). Superoxidovy
radikal nepfispiva ke vzniku NO z SNAP.

0,5
0,45
04" ODP (1,7 Uiml) + SNAP (025 mmolf)
£ 0632 4 | WDP (1,7 U/ml) + SNAP (0,25 mmol/l) + SOD (100 U/ml) |
S 0 2 5 ; | MDP (1,7 U/ml) + SNAP (0,25 mmolfl) + SOD (300 U/ml)
§, '0,2 ; ODP (1,7 U/ml) + SNAP (0,5 mmol/l)
< 0.15 W‘ | MDP (1,7 U/ml) + SNAP (0,5 mmol/l) + SOD (100 U/mi)
0,1, | @DP (1.7 U/ml) + SNAP (0,5 mmol/l) + SOD (300 U/ml)
0,05 - o
o .

¢as (30 min)

Obr. 6.2 Reakce DP (1,7 Uml') s SNAP (0,25 a 0,5 mmol.l') v pFitomnosti SOD
(100 a 300 U.ml"). Detailni experimentdini podminky jsou uvedeny v odstavci 5.2.3

6.2.4 Vliv pritomnosti SOD na reakci DP s SNOG

Tab. 6.4 Reakce DP s SNOG v pritomnosti SOD

Vzorek Absorbance
(540 nm)
SNOG (0,25 mmol.I") 0,298
SNOG (0,25 mmol.I'") + SOD (100 U.ml™) 0,290
SNOG (0,25 mmol.I'") + SOD (300 U.ml™) 0,249
SNOG (0,5 mmol.I'") 0,485
SNOG (0,5 mmol.I'") + SOD (100 U.ml1™) 0,475
SNOG 0,5 mmol.I"") + SOD (300 U.ml™") 0,461

Pfidani SOD (100 a 300 U.ml") ma vliv, sniZuje absorbanci asi 0 10 %. Superoxidovy
radikal pfispiva ke vzniku NO z SNOG.



6.2.5 Vliv pritomnosti SOD na reakci DP s AO

Tab. 6.5 Reakce DP s AO v pFitomnosti SOD

Vzorek Absorbance
(540 nm)
AO (5 mmol.I") 0,058
AO (5 mmol.I'") + SOD (100 U.ml™) 0,036
AO (5 mmol.I'") + SOD (300 U.mlI™") 0,033
AO (10 mmol.I") 0,063
AO (10 mmol.I"") + SOD (100 U.mlI™) 0,037
AO (10 mmol.I"") + SOD (300 U.ml™) 0,034

Pfidani SOD (100 a 300 U.mlI™") ma vliv, sniZuje absorbanci asi o 50 %. Superoxidovy

radikal pfispiva ke vzniku NO z AO.

6.2.6 Vliv pritomnosti SOD na reakci DP s NP

Tab. 6.6 Reakce DP s NP v pFitomnosti SOD

Vzorek Absorbance
(540 nm)
NP (0,25 mmol.l") 0,109
NP (0,25 mmol.I'") + SOD (100 U.mlI™") 0,097
NP (0,25 mmol.I'") + SOD (300 U.ml™) 0,095
NP (1 mmol.I") 0,148
NP (1 mmol.I'") + SOD (100 U.ml™) 0,128
NP (1 mmol.I"") + SOD (300 U.m!™") 0,124

Pfidani SOD (100 a 300 U.ml™") ma vliv, sniZuje absorbanci asi o 10 % (viz. Obr. 6.3).
Superoxidovy radikal pfispiva ke vzniku NO z NP.
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Obr. 6.3 Reakce

&as (30 min)
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 WDP (1,7 Uimr) + NP (0,25 mmolf) + SOD (300 /mi)

Q0P (1,7 Wml) + NP (0,5 mmol/l)

HDP (1,7 Wmi) + NP (0,5 mmoifl) + SOD (100 Wmi)

HDP (1,7 Wml) + NP (0,5 molfl) + SOD (300 Uml)

sNP (025 a 05 mmoll)

v pFitomnosti

300 Uml'). Detailni experimentdlni podminky jsou uvedeny
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6.3 Orienta¢ni pokus vlivu pritomnosti SOD na reakce

LAD(h) se substraty

Tento pokus nam ukazal, zda ma pfitomnost SOD vliv na reakce LAD(h)
s GTN, FAL, SNAP, SNOG, AO, NP. SOD se pouzivala ve dvou koncentracich
(100 a 300 U.ml™).

SOD nema vliv na reakci LAD(h) s GTN. U ostatnich reakci snizuje mnoZzstvi
vznikajiciho NO a tedy dusitanti, které byly stanovovany: LAD(h) s FAL asi o 60 %,
LAD(h) s SNAP asi o 15 %, LAD(h) s SNOG asi o 10 %, LAD(t) s AO
asi 0 50 - 60 %, LAD(h) s NP asi o 10 — 50 %.

6.3.1 Vliv pritomnosti SOD na reakci LAD(h) s GTN

Tab. 6.7 Reakce LAD s GTN v pritomnosti SOD

Vzorek Absorbance
(540 nm)
GTN (1,5 mmol.I") 0,114
GTN (1,5 mmol.I'") + SOD (100 U.ml™") 0,116
GTN (1,5 mmol.I'") + SOD (300 U.ml™") 0,121
GTN (2 mmol.I') 0,138
GTN (2 mmol.I'") + SOD (100 U.ml™}) 0,133
GTN (2 mmol.I"") + SOD (300 U.ml™) 0,130

Pfidani SOD (100 a 300 U.ml") nema na tuto reakei vliv (viz. Obr. 6.4). Superoxidovy
radikal nepfispiva ke vzniku NO z GTN.

0.14 . OLAD(h) (2,9 U/mi) + GTN (1,5 mmoif)
0,12 WLAD(h) (2,8 Ufmi) + GTN (1,5 mmoifl) + SOD (100 U/mi)
1 j !
€ 0. ; | WLAD(h) (2.8 Uimi) + GTN (1,5 mmoif) + SOD (300 Uim)
€ 008 i
=4 QLAD(M) (2,8 Wimi) + GTN (2 mmolf)
© 0,06
< 0,04 WLAD(h) (2,8 U/mi) + GTN (2 mmofl) + SOD (100 Uimi)
0,02- WLAD(h) (2,8 U/mi) + GTN (2 mmol) + SOD (300 U/mi)
0: _

¢as (30 min)

Obr. 6.4 Reakce LADM) (2,9 Uml') sGIN (1,5 a 2 mmoll') v pFitomnosti SOD
(100 a 300 Uml'). Detailni experimentilni podminky jsou uvedeny
v odstavci 5.2.3
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6.3.2 Vliv pritomnosti SOD na reakci LAD(h) s FAL

Tab. 6.8 Reakce LAD s FAL v pFitomnosti SOD

Vzorek Absorbance
(540 nm)
FAL (0,2 mmol.I") 0,118
FAL (0,2 mmol.I" ) + SOD (100 U.ml™) 0,050
FAL (0,2 mmol.I"") + SOD (300 U.ml™") 0,048
FAL (1 mmol.I'") 0,133
FAL (1 mmol.I'") + SOD (100 U.ml™ ) 0,056
FAL (1 mmol.I"" ) + SOD (300 U.ml™) 0,054

Ptidani SOD (100 a 300 U.ml™") ma vliv, sniZuje absorbanci asi 0 60 % (viz. Obr. 6.5).
Superoxidovy radikal ptispiva ke vzniku NO z FAL.

A (540 nm)

0,14 | OLAD(h) (2,9 Wmi) + FAL (0,2 mmolfl)
012 ‘ BLAD(h) (2,8 Wimi) + FAL (0,2 mmoifl) + SOD (100 Wmi)
0,1-
ELAD(h) (2,9 Wimi) + FAL (0,2 mmoifl) + SOD (300 Wimi)
0,08
OLAD(h) (2,9 Wimi) + FAL (1 mmol)
0,06
0.04 ELAD(h) (2,9 W) + FAL (1 mmolf) + SOD (100 Wimi)
002 | ELAD(h) (2,9 Wiml) + FAL (1 mmoil) + SOD (300 Wimi)
0.

¢as (30 min)

Obr. 6.5 Reakce LADM) (2,9 Uml') s FAL (0,2 a 1 mmoll') v pFitomnosti SOD
(100 a 300 U.ml'"). Detailni experimentdlni podminky jsou uvedeny v odstavci 5.2.3

6.3.3 Vliv pritomnosti SOD na reakci LAD(h) s SNAP

Tab. 6.9 Reakce LAD s SNAP v pritomnosti SOD

Vzorek Absorbance
(540 nm)
SNAP (0,5 mmol.I'") 0,412
SNAP (0,5 mmol.I"" ) + SOD (100 U.ml™) 0,361
SNAP (0,5 mmol.I'") + SOD (300 U.ml™) 0,325
SNAP (0,75 mmol.I'") 0,496
SNAP (0,75 mmol.I'") + SOD (100 U.ml™) 0,410
SNAP (0,75 mmol.I'") + SOD (300 U.ml™") 0,365

Pfidani SOD (100 a 300 U.ml") ma vliv, sniZuje absorbanci asi o 15 %. Superoxidovy
radikal pfispiva ke vzniku NO z SNAP.

47



6.3.4 Vliv pritomnosti SOD na reakci LAD(h) s SNOG

Tab. 6.10 Reakce LAD s SNOG v pfitomnosti SOD

Vzorek Absorbance
(540 nm)
SNOG (0,5 mmol.I") 0,611
SNOG (0,5 mmol.I'") + SOD (100 U.ml™) 0,578
SNOG (0,5 mmol.I'" ) + SOD (300 U.ml™") 0,530
SNOG (0,1 mmol.I"") 0,912
SNOG (0,1 mmol.I'") + SOD (100 U.ml™) 0,881
SNOG (0,1 mmol.I"" ) + SOD (300 ) U.ml” 0,852

Pfidani SOD (100 a 300 U.ml") ma vliv, sniZuje absorbanci asi o 10 %. Superoxidovy
radikal pfispiva ke vzniku NO z SNOG.

6.3.5 Vliv pritomnosti SOD na reakci LAD(h) s AO

Tab. 6.11 Reakce LAD s AO v pFitomnosti SOD

Vzorek Absorbance
(540 nm)
AO (2,4 mmol.I'") 0,099
AO (2,4 mmol.I'") + SOD (100 U.ml™") 0,053
AO (2,4 mmol.I'") + SOD ( 300 U.ml™) 0,043
AO (9,6 mmol.I'") 0,127
AO (9,6 mmol.I'") + SOD ( 100 U.ml™) 0,050
AO (9,6 mmol.I'") + SOD (300 U.ml™) 0,045

Pfidani SOD (100 a 300 U.ml') ma vliv, sniZuje absorbanci asi o 50 — 60 %.
Superoxidovy radikal ptispiva ke vzniku NO z AO.
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6.3.6 Vliv pritomnosti SOD na reakci LAD(h) s NP

Tab. 6.12 Reakce LAD s NP v pritomnosti SOD

Vzorek Absorbance
(540 nm)
NP (0,25 mmol.I") 0,192
NP (0,25 mmol.I"") + SOD (100 U.ml™ ) 0,156
NP (0,25 mmol.I'") + SOD (300 U.ml™) 0,150
NP (1 mmol.I") 0,427
NP (1 mmol.I") + SOD (100 U.ml™) 0,237
NP (1 mmol.I"") + SOD (300 U.ml™) 0,225

Pfidani SOD (100 a 300 U.ml') ma vliv, sniZuje absorbanci o 10 — 50 %.
Superoxidovy radikal pfispiva ke vzniku NO z NP.

6.4 Kinetické parametry pro reakci DP se substraty a reakci
DP se substraty v pritomnosti SOD

Pro reakce DP s GTN, FAL, NP, SNOG, SNAP, AO, HA, FAM, AC a DP
s GTN, FAL, NP, SNOG, SNAP, AO, HA, FAM, AC v ptitomnosti SOD byly zji§tény
kinetické parametry (K @ Vimax) (Tab. 6.13 — 6.25). Kinetické parametry se nepodatilo
zjistit
u reakci DP sAC a FAM, DP s AO, AC, FAM v pfitomnosti SOD, nebot’
nevykazovaly enzymaticky priibéh reakce.

Na kazdé nasledujici strance jsou uvedeny dva grafy a dvé tabulky. Vzdy

se jedna o reakci DP se substratem a reakci DP s timtéZ substratem v pfitomnosti SOD.
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6.4.1 Kinetické parametry pro reakce DP s GTN a DP s GTN
v pritomnosti SOD

256.4

v

IIIIIIIIII

, A . ) \ l . A A A |

0 5

25
1A18]
Obr. 6.6 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci DP, GTN; 1/~ [l/umol.l " min]

Jje reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [l/mmoll'] je reciprokd
koncentrace substratu
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Obr. 6.7 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci DP, GTN a SOD; 1/v [1/umol.I' .min’]
Jje reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [l1/mmol.l'] je reciprokd
koncentrace substratu

Tab. 6.13 Kinetické parametry reakce DP s GTN

, Kmn Vimax
Vyneseni podie: (mmol.I")  (umol.I"min"")
Hanes 6,7+0,7 6,8+0,6
Lineweaver-Burk 7,0+0,7 7,0+0,7
Eadie-Hofstee 6,3+0,6 6,4+0,4

Tab. 6.14 Kinetické parametry reakce DP s GTN v pritomnosti SOD

r Km Vmax
Vyneseni podle: (mmol.1") (umol.l'1 .min’")
Hanes 4,610,4 6,810,0,5
Lineweaver-Burk 5,7+0,6 8,310,8
Eadie-Hofstee 4,3+0,3 6,5+0,6
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6.4.2 Kinetické parametry pro reakce DP s FAL a DP s FAL
v pFritomnosti SOD
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Obr. 6.8 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci DP, FAL; 1/ [l/umol.I'.min’]

je reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [I/mmoll'] je reciprokd
koncentrace substratu
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Obr. 6.9 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci DP, FAL a SOD; 1/v [1/umol.I'.min™']
Jje reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [l1/mmol.I'] je reciprokd
koncentrace substratu

Tab. 6.15 Kinetické parametry reakce DP s FAL

Vyneseni podie: (mrrll(onll.l'l) (pmol\.llﬂa}xmin'l)
Hanes 15,7+0,6 0,2+0,02
Lineweaver-Burk 17,310,8 0,2+0,02
Eadie-Hofstee 15,9+0,6 0,2+0,01

Tab 6.16 Kinetické parametry reakce DP s FAL v pFitomnosti SOD

p . Kn Vmax
Vyneseni podle: (mmol.l") (umol.l'l .min'l)
Hanes 38,1+0,8 0,1+0,01
Lineweaver-Burk 25,0+0,9 0,1£0,01
Eadie-Hofstee 12,8+1,0 0,1+0,01
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6.4.3 Kinetické parametry pro reakce DP s NP a DP s NP

62,84
.
/

/v

v pFritomnosti SOD
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Obr. 6.10 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci DP, NP; I/~ [l/umol.l’ min']
je reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [1/mmol.l'] je reciprokad
koncentrace substratu

61,74

N I
10

0 5
148]

Obr. 6.11  Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci DP, NP a SOD; 1/v [1/umol.I' . min” ]
je reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [1/mmoll'] je reciprokd
koncentrace substrdtu

Tab. 6.17 Kinetické parametry reakce DP s NP

Vyneseni podle: Ka B V'.“]a" . 1
(mmol.I"") (umol.I" .min")
Hanes 0,2+0,01 1,6£0,1
Lineweaver-Burk 0,070,005 1,4+0,1
Eadie-Hofstee 0,1£0,01 1,4+0,1

Tab. 6.18 Kinetické parametry reakce DP s NP v pFitomnosti SOD

p . Km Vinax
Vyneseni podle: (mmol.I")  (umol.I"min™)
Hanes 0,24+0,02 1,5+0,1
Lineweaver-Burk 0,1+0,01 1,3£0,1
Eadie-Hofstee 0,1+0,01 1,310,1
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6.4.4 Kinetické parametry pro reakce DP s SNOG a DP s SNOG
v pritomnosti SOD
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Obr. 6.12  Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci DP, SNOG; 1/~ [1/umol.l'.min’]
je reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [l1/mmol.l'] je reciprokd
koncentrace substratu
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Obr. 6.13 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci DP, SNOG a SOD;
IV [1umoll'.min'] je reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S]
[1/mmol.I" ] je reciprokd koncentrace substrdtu

Tab. 6.19 Kinetické parametry reakce DP s SNOG

Vyneseni podle: (mnllf)rri.l") (pmozllﬂ?xmin'l)
Hanes 4,7+0,4 3,5+0,3
Lineweaver-Burk 0,3+£0,03 0,3+0,1
Eadie-Hofstee 0,310,02 0,4+0,03

Tab. 6.20 Kinetické parametry reakce DP s SNOG v pFitomnosti SOD

K \%
Vyneseni podle: ™ e
i p (mmol.I")  (umol.I".min™")
Vysledky Vysledky nedavajici
Hanes nedavajici smysl smysl
Lineweaver-Burk 3,6+0,3 2,910,2
: Vysledky Vysledky nedavajici
Eadie-Hofstee nedévajici smysl smysl

Vysledky nedavaly smysl pro velmi nizké hodnoty poc¢ate¢nich rychlosti reakce.
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6.4.5 Kinetické parametry pro reakce DP s SNAP a DP s SNAP
v pritomnosti SOD
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Obr. 6.14  Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci DP, SNAP; 1/v [1/umol.I'.min]
Jje reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [1/mmol.l'] je reciprokd
koncentrace substratu

288.4

/v

IIIIIIIII

1 PSR S S
10

5
148]

Obr. 6.15 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci DP, SNAP a SOD;
Iv  [Vumol.I'.min'] je  reciproka  hodnota  pocdtecni  rychlosti
a 1/[S] [1/mmol.T"'] je reciproka koncentrace substrdtu

Tab. 6.21 Kinetické parametry reakce DP s SNAP

Vyneseni podle: (mnlfoni.l'l) (umol\./lﬂztxmin'l)
Hanes 1,1+0,1 0,9+0,09
Lineweaver-Burk 0,910,01 0,8+0,07
Eadie-Hofstee 1,1+0,1 0,9+0,08

Tab. 6.22 Kinetické parametry reakce DP s SNAP v piftomnosti SOD

Vyneseni podle: (mrrll(c:i.l") (pmoflﬂa.lxmin'l)
Hanes 1,4+0,1 2,5+£0,02
Lineweaver-Burk 1,1+0,1 2,0£0,02
Eadie-Hofstee 1,3+0,09 2,320,03
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6.4.6 Kinetické parametry pro reakce DP s AO a DP s AO
v pritomnosti SOD

1 08333 1.667
145}

Obr. 6.16 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci DP, AO; 1/~  [l/umol.I'.min']
Jje reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [1/mmol.l'] je reciprokd
koncentrace substratu

Tab. 6.23 Kinetické parametry reakce DP s AO

, Km Vmax
Vyneseni podle: (mmol.l'l) (pmol.l'1 .min'l)
Hanes 1,610,09 0,04+0,004
Lineweaver-Burk 0,8+0,07 0,030,003
Eadie-Hofstee 0,8+0,09 0,030,002

Kinetické parametry reakce DP s AO v pfitomnosti SOD se nepodafilo zjistit, nebot’

pfitomnost SOD sniZila absorbance témét na nulové hodnoty.
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6.4.7 Kinetické parametry pro reakce DP s HA a DP s HA

0.5
1151

v pritomnosti SOD

Obr. 6.17 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci DP, HA; I~ [l/umol.I'.min’]
je reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [1/mmoll'] je reciprokd
koncentrace substratu
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Obr. 6.18  Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci DP, HA a SOD; 1/v [1/umol.lI' .min’']
je reciprokd hodnota pocadtecni rychlosti a 1/[S] [1/mmol.l'] je reciprokd
koncentrace substratu

Tab. 6.24 Kinetické parametry reakce DP s HA

. Kn Vinax
Vyneseni podle: (mmol.l'l) (umol.l'l .min'l)
Hanes 1,340,1 0,24+0,01
Lineweaver-Burk 0,940,06 0,240,02
Eadie-Hofstee 1,0+0,1 0,2+0,02

Tab. 6.25 Kinetické parametry reakce DP s HA v pFitomnosti SOD

Vyneseni podle: (mnli)ni.l'l) (umozllrpﬁxmin'l)
Hanes 6,5+0,6 0,04+0,005
Lineweaver-Burk 10,5+0,9 0,060,006
Eadie-Hofstee 6,6+0,5 0,04+0,004
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6.4.8 Kinetické parametry pro reakce DP s FAM, AC a DP s FAM, AC
v piitomnosti SOD

DP (1,7 Uml' ) s FAM (2-20 mmol.I"') a s AC (2-20 mmol.I'") nereaguje, tudiz
neni mozné zjistit kinetické parametry (Kpy @ Viax)-

Proto také neméa smysl sledovat vliv ptitomnosti SOD.

6.5 Kinetické parametry pro reakci LAD(h) se substraty
a LAD(h) se substraty v pritomnosti SOD

Pro reakce LAD(h) s GTN, FAL, NP, SNOG, SNAP, AO, HA, FAM, AC a reakce
DP s GTN, FAL, NP, SNOG, SNAP, AO, HA, FAM, AC, v pfitomnosti SOD byly
zjiStény kinetické parametry (Km a Vmax) (Tab. 6.26 — 6.37). Kinetické parametry
se nepodafilo zjistit u reakci DP s AC a FAM a reakci DP s AO, AC, FAM
v pfitomnosti SOD, nebot’ reakce neprobihaly.

Na kazdé nasledujici strance jsou uvedeny dva grafy a dvé tabulky. Vzdy se jedné

o reakci DP se substratem a reakci DP s timtéZ substratem v ptitomnosti SOD.
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6.5.1 Kinetické parametry pro reakce LAD(h) s GTN a LAD(h) s GTN
v pritomnosti SOD
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Obr. 6.19 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci LAD(h), GTN; 1/v [1/umol.l ! min’']

je reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [1/mmol.l'] je reciprokd
koncentrace substrdtu

3107

1/v

IIIIIIIll

e P N |

0 5

25
1/5]

Obr. 6.20 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci LAD(h), GIN a SOD; 1N
[1/umol.I'.min’'] je reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [1/mmol.I']
je reciproka koncentrace substrdtu

Tab. 6.26 Kinetické parametry reakce LAD(h) s GTN

Vyneseni podle: Knm a1 v'.'ia" ..l
(mmol.I'') (pmol.l".min™)
Hanes 1,5+0,1 0,3+0,03
Lineweaver-Burk 0,9+0,09 0,2+0,02
Eadie-Hofstee 1,1+£0,09 0,2+0,01

Tab. 6.27 Kinetické parametry reakce LAD(h) s GTN v pFitomnosti SOD

. Kmn Vi
Vyneseni podle: (mmol.l'l) (pmol.l'lixmin'l)
Hanes 3,5+0,3 0,3+0,02
Lineweaver-Burk 2,240,2 0,2+0,02
Eadie-Hofstee 2,240,2 0,2%0,01
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6.5.2 Kinetické parametry pro reakce LAD(h) s FAL a LAD(h) s FAL
v pritomnosti SOD
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Obr. 6.21 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci LAD(h), FAL; 1/v [1/umol.l’ min™']
je reciproka hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [1/mmol.l 'l je reciproka
koncentrace substradtu
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Obr. 6.22 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci LAD(h), FAL a SOD; 1IN
[1/umol.I' .min™'] je reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [1/mmol.l 1
Jje reciproka koncentrace substrdtu

Tab. 6.28 Kinetické parametry reakce LAD(h) s FAL

, Km Vmax
Vyneseni podle: (mmol.I'")  (umol.I".min™)
Hanes 2,7+0,3 0,1+0,01
Lineweaver-Burk 2,710,1 0,1+0,01
Eadie-Hofstee 2,740,2 0,1+0,01

Tab. 6.29 Kinetické parametry reakce LAD(h) s FAL v pFitomnosti SOD

e Km Vmax
Vyneseni podle: (mmol.l'l) (umol.l".min'l)
Hanes 13,1+0,8 0,5+0,04
Lineweaver-Burk 17,1+1,0 0,6+0,05
Eadie-Hofstee 13,1+0,9 0,5+0,05
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6.5.3 Kinetické parametry pro reakce LAD(h) s NP a LAD(h) s NP
v pritomnosti SOD
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Obr. 6.23  Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci LAD(h), NP; 1/v [1/umol.l'.min’']
je reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [1/mmol.l'] je reciproka
koncentrace substrdtu
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Obr. 6.24 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci LAD(h), NP a SOD; 1IN
[1/umol.I'.min”] je reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [1/mmol.l']
Jje reciproka koncentrace substratu

Tab. 6.30 Kinetické parametry reakce LAD(h) s NP
Kmn Vmax

Vyneseni podle: (mmol.I'")  (umol.I"min™)
Hanes 0,5+0,05 0,7+0,06
Lineweaver-Burk 0,8+0,09 1,0£0,1
Eadie-Hofstee 0,5+0,06 0,7+0,07

Tab. 6.31 Kinetické parametry reakce LAD(h) s NP v pritomnosti SOD

, Km Vmax
Vyneseni podie: (mmol.1") (pmol.l'l .min™)
Hanes 2,240,2 0,9+0,1
Lineweaver-Burk 2,240,2 0,9+0,08
Eadie-Hofstee 2,340,1 0,9+0,09
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6.5.4 Kinetické parametry pro reakce LAD(h) s SNOG a LAD(h)
s SNOG v pritomnosti SOD
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Obr. 6.25  Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci LAD(h), SNOG; 1/v [1/umol.lI'.min’']
je reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [1/mmol.l'] je reciprokd
koncentrace substratu
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Obr. 6.26 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci LAD(h), SNOG a SOD; 1/
[1/umol.I'.min"'] je reciprokd hodnota pocatecni rychlosti a 1/[S] [1/mmol.l']
Jje reciproka koncentrace substrdtu

Tab. 6.32 Kinetické parametry reakce LAD(h) s SNOG

, . Km Vma.x
Vyneseni podle: (mmol.l'l) (;.tmol.l'l .min")
Hanes 0,1+0,01 0,7+0,06
Lineweaver-Burk 0,1+0,01 0,6+0,07
Eadie-Hofstee 0,1+0,01 0,6+0,07

Tab. 6.33 Kinetické parametry reakce LAD(h) s SNOG v pFitomnosti SOD

Vyneseni podle: K 1 V’.’i‘”‘ . -1
(mmol.I") (pmol.l" .min™)
Hanes 0,4+0,03 0,4+0,03
Lineweaver-Burk 0,4+0,04 0,4+0,03
Eadie-Hofstee 0,4%0,03 0,410,04
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6.5.5 Kinetické parametry pro reakce LAD(h) s SNAP a LAD(h)
s SNAP v pritomnosti SOD
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Obr. 6.27 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci LAD(h), SNAP; 1/v [1/umol.I’ .min']
Jje reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [1/mmoll'] je reciprokd
koncentrace substratu
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Obr. 6.28 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci LAD(h), SNAP a SOD; I/
[1/umol.I' .min™'] je reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [1/mmol.l']
Jje reciproka koncentrace substratu

Tab. 6.34 Kinetické parametry reakce LAD(h) s SNAP

, Km Vmax
Vyneseni podle: (mmol.l'l) (pmol.l'1 .min")
Hanes 0,3+0,03 0,5+0,04
Lineweaver-Burk 0,4+0,03 0,510,06
Eadie-Hofstee 0,3+0,04 0,50,05

Tab. 6.35 Kinetické parametry reakce LAD(h) s SNAP v pfitomnosti SOD

, Km Vimax
Vyneseni podle: (mmol.l'l) (p.mol.l'1 .min'l)
Hanes 1,9+0,2 0,8+0,09
Lineweaver-Burk 5,410,4 2,0+£0,2
Eadie-Hofstee 0,6+0,05 0,4+0,05
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6.5.6 Kinetické parametry pro reakce LAD(h) s AO a LAD(h) s AO
v pritomnosti SOD
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Obr. 6.29 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci LAD(h), AO; 1/v [1/umol.l'.min’']
Jje reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [1/mmol.I'] je reciprokd
koncentrace substrdtu

Tab. 6.36 Kinetické parametry reakce LAD(h) s AO

, . Km Vmax
Vyneseni podle: (mmol.l'l) (umol.l".min'l)
Hanes 1,240,1 0,1+0,01
Lineweaver-Burk 0,9+0,08 0,1+0,01
Eadie-Hofstee 0,910,1 0,1+0,02

Kinetické parametry reakce LAD(h) s AO v pfitomnosti SOD se nepodafilo zjistit,

nebot’ pfitomnost SOD sniZila absorbance téméf na nulové hodnoty.
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6.5.7 Kinetické parametry pro reakce LAD(h) s HA a LAD(h) s HA
v pritomnosti SOD
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Obr. 6.30  Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci LAD(h), HA; 1/v [1/umol.I' min]
je reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [1/mmol.l'] je reciprokad
koncentrace substratu

Tab. 6.37 Kinetické parametry reakce LAD(h) s HA

Vyneseni podle: Knm A V‘.“Ia" .2
(mmol.I") (umol.l" .min™)
Hanes 3,5+0,4 0,4+0,04
Lineweaver-Burk 3,240,3 0,4+0,03
Eadie-Hofstee 3,340,3 0,4%0,03

Kinetické parametry reakce LAD(h) s HA v pfitomnosti SOD se nepodatilo zjistit,

nebot’ SOD sniZila absorbance témét na nulové hodnoty.

6.5.8 Kinetické parametry pro reakce LAD(h) s FAM, AC a DP
s FAM, AC v pritomnosti SOD

LAD(h) (2,9 U.ml") s FAM (2-20 mmol.I'") a s AC (2-20 mmol.I"") nereaguje,
tudiZ neni mozné zjistit kinetické parametry (Ky, @ Viax).

Proto také nema smysl sledovat vliv pfitomnosti SOD.
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6.6 Kinetické parametry pro reakce LAD(i) se substraty GTN
a FAL a reakce LAD(i) s GTN a FAL v pritomnosti SOD

Pro reakce LAD(i) s GTN a FAL a reakce LAD(i) s GTN, FAL v pfitomnosti SOD
byly zji§tény kinetické parametry (Ky @ Vimax) (Tab. 6.38 — 6.41).

U reakce LAD(i) s FAL je graf sestaven pouze ze tfech hodnot koncentraci, nebot’
pti vySSich koncentracich se jiz po€ate¢ni rychlost neméni. Toto koncentra¢ni rozmezi

bylo zvolené z dtivodli porovnani s reakci LAD(h) a FAL.

6.6.1 Kinetické parametry pro reakci LAD(i) s GTN
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Obr. 6.31 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci LAD(i), GTN; 1/~ [1/umol.lI'.min™']
je reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [l/mmoll'] je reciproka
koncentrace substratu

Tab. 6.38 Kinetické parametry reakce LAD(i) s GTN

’ Km Vmax
Vyneseni podle: (mmol.I'")  (umol.I" min™)
Hanes 1,4+0,09 0,2+0,02
Lineweaver-Burk 1,4+0,1 0,2+0,02
Eadie-Hofstee 1,440,1 0,2+0,01
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6.6.2 Kinetické parametry pro reakeci LAD(i) s FAL
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Obr. 6.32  Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci LAD(i), FAL ; 1/v [1/umol.I' min”]
je reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [1/mmol.l 1 je reciprokad
koncentrace substrdtu

Tab. 6.39 Kinetické parametry reakce LAD(i) s FAL

, Km Vmax
Vyneseni podie: (mmol.l'l) (umol.l'].min'l)
Hanes 12,5+0,9 0,7+0,08
Lineweaver-Burk 17,8+1,0 0,9+0,1
Eadie-Hofstee 9,1+0,8 0,5+£0,06

6.6.3 Kinetické parametry pro reakci LAD(i) s GTN v pritomnosti
SOD 3333
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Obr. 6.33 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci LAD(i), GTN a SOD; 1N

[1/umol.I' .min'] je reciprokd hodnota pocatecni rychlosti a 1/[S] [1/mmol.l 7
Jje reciproka koncentrace substratu

Tab. 6.40 Kinetické parametry reakce LAD(i) s GTN a SOD

, Km Vmax
Vyneseni podle: (mmol.l'l) (umol.l'1 .min'l)
Hanes 9,7+0,9 0,8+0,09
Lineweaver-Burk 16,9+1.2 1,3+0,1
Eadie-Hofstee 2,9+0,3 0,3+0,04
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6.6.4 Kinetické parametry pro reakci LAD(i) s FAL v pritomnosti
SOD
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Obr. 6.34 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci LAD(i), FAL a SOD; 1N
[1/umol.I'.min”'] je reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [1/mmol.lI']
Jje reciproka koncentrace substratu

Tab. 6.41 Kinetické parametry reakce LAD(i) s FAL a SOD

, Km Vimax
Vyneseni podie: (mmol.l'l) (;,tmol.l'1 .min")
Hanes 19,3+0,9 0,2+0,01
Lineweaver-Burk 15,8+0,8 0,2+0,02
Eadie-Hofstee 16,0+0,9 0,2 £0,02

6.7 NADH oxidasova aktivita GTR v pufru TRIS-HCI

U GTR nebyla NADH oxidasova aktivita zjiiténa (viz. Obr. 6.35). Ubytek
absorbance po dobu 10 min. byl nepatrny na rozdil od DP [66].
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Obr. 6.35 NADH oxidasova aktivita GTR v pufru TRIS-HCI
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6.8 Kinetické parametry pro reakce GTR se substraty

Pro reakci GTR s SNOG byly zjistény kinetické parametry (Km a Vmax) (Tab. 6.42
a 6.43). GTR byla s SNOG pouzita ve dvou koncentracich (10 U.ml™ a 20 U.ml™).
Pro GTR byl substratem pouze SNOG. GTR je zfejmée velmi specificky enzym.

Ostatni zkouSené latky (GTN, FAL, NP, SNAP, AO, HA, FAM, AC) nebyly
pro GTR substraty.

6.8.1 Kinetické parametry pro reakci GTR (10 U.mlI™") s SNOG
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Obr. 6.36  Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci GTR (10 Uml') s SNOG; 1IN
[1/umol.l ! min’ ] je reciprokd hodnota pocatecni rychlosti a 1/[S] [1I/mmol.l 1
Jje reciprokad koncentrace substratu

Tab. 6.42 Kinetické parametry reakce GTR (10 Uml') s SNOG

, Km Vmax
Vyneseni podle: (mmol.l") (umol.l'l.min'l)
Hanes 2,8+0,2 3,5+0,2
Lineweaver-Burk 3,3+0,3 4,004
Eadie-Hofstee 2,5+0,3 3,2+0,3
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6.8.2 Kinetické parametry pro reakci GTR (20 U.ml") s SNOG
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Obr. 6.37 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci GTR (20 Uml') s SNOG; 1/

[1/umol.I'.min™] je reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [1/mmol.l']
je reciprokad koncentrace substrdtu

Tab. 6.43 Kinetické parametry reakce GTR (20 Uml') s SNOG

Vyneseni podle: Knm 1 V'_“la" . 1
(mmol.I'") (pmol.l".min™)
Hanes 0,5+0,04 1,340,1
Lineweaver-Burk 0,6+0,05 1,5+0,2
Eadie-Hofstee 0,6+0,06 1,410,1

6.9 Kinetické parametry pro reakce DP, LAD(h), LAD(),
GTR s PTIO

Pro reakce DP, LAD(h), LAD() s PTIO byly zjistény kinetické parametry
(Km @ Vinax) (Tab. 6.44 — 6.46). DP, LAD(h), LAD(i) katalyzovaly redukci PTIO.

Pro reakci PTIO s GTR kinetické parametry (Ky a Vmax) zjisténé nebyly. GTR
nekatalyzovala redukci PTIO.
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6.9.1 Kinetické parametry pro reakci DP s PTIO
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Obr. 6.38 Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci DP s PTIO; I/v [1/umol.I'. min]
je reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [1/mmol.l'] je reciprokd
koncentrace substrdtu

Tab. 6.44 Kinetické parametry reakce DP s PTIO

r Km Vmax
Vyneseni podle: (mmol.l'l) (pmol.l".min'l)
Hanes 1,1+0,1 1,3+0,09
Lineweaver-Burk 1,7+0,1 1,7+0,1
Eadie-Hofstee 1,240,09 1,3+0,09

6.9.2 Kinetické parametry pro reakci LAD(h) s PTIO
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Obr. 6.39  Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci LAD(h) s PTIO; 1/v [1/umol.I' .min’']
Jje reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [I/mmol.l'] je reciprokd
koncentrace substrdtu

Tab. 6.45 Kinetické parametry reakce LAD(h) s PTIO

, Km Vmax
Vyneseni podle: (mmol.l") (umol.l'l.min'l)
Hanes 1,1+0,09 4,0+0,4
Lineweaver-Burk 1,4+0,1 4,6+0,03
Eadie-Hofstee 1,2+0,08 4,2+0,03
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6.9.3 Kinetické parametry pro reakci LAD(i) s PTIO
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Obr. 6.40  Vyneseni dle Lineweavera-Burka pro reakci LAD(i) s PTIO; 1/v [1/umol.I' . min”]
je reciprokd hodnota pocdtecni rychlosti a 1/[S] [1/mmoll'] je reciprokd
koncentrace substratu

Tab. 6.46 Kinetické parametry reakce LAD(i) s PTIO

Vyneseni podle: K ) V'_“]‘”‘ . 1
(mmol.I") (pumol.lI" .min™)
Hanes 0,610,05 0,3+0,02
Lineweaver-Burk 0,4+0,04 0,3+0,02
Eadie-Hofstee 0,5+0,03 0,3+0,01

6.9.4 Kinetické parametry pro reakci GTR s PTIO
GTR nekatalyzovala redukci PTIO (viz. Obr. 7.41).
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Obr. 6.41 Zavislost absorbance na case u reakce GTR s PTIO
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7 Kinetické parametry enzymovych reakci

(souhrn)

Kinetické parametry (K, a Vimax) jsou z vyneseni Lineweavera-Burka.

Tab. 7.1 Kinetické parametry pro reakci DP a LAD(h) s testovanymi substraty

Enzym DP DP LAD(h) LAD(h)
Kinetické K., Vi K., V max
parametry (mmol.1") (umol.I".min")| (mmoll")  (umoLl".min™)
GTN 7,0+07 7,0+0,7 0,9+0,09 0,240,02
FAL 17,30,8 0,240,02 2,740,1 0,1+0,01
NP 0,0740,005 1,3840,1 0,8+0,09 1,0£0,1
SNOG 0,3+0,03 0,340,02 0,1+0,01 0,640,07
SNAP 0,940,01 0,8+0,07 0,4+0,03 0,5+0,06
AOQ 0,8+0,07 0,03+0,003 0,9+0,08 0,1+0,01
HA 0,9+0,06 0,240,02 3,240,3 0,440,03
FAM nekatalyzuje nekatalyzuje nekatalyzuje nekatalyzuje
AC nekatalyzuje nekatalyzuje nekatalyzuje nekatalyzuje

Tab. 7.2 Kinetické parametry pro reakci DP a LAD(h) s testovanymi substraty v pFitomnosti

SOD
Enzym DP DP LAD(h) LAD(h)
Kinetické K., Vmax K, Vinax
parametry (mmol.1") (umollI".min")| (mmoll")  (umoLl".min™)
GTN 5,7+0,6 8,3+0,6 2,2+40,2 0,240,02
FAL 25,0+0,9 0,140,01 17,1£1,0 0,60,05
NP 0,1140,01 1,3+0,1 2,2+0,2 0,9+0,08
SNOG 3,6+0,3 2,9+0,2 0,4+0,04 0,4+0,03
SNAP 1,1£0,1 2,0+0,2 5,4+0,4 2,0+0,2
AO Neméfitelné Neméftitelné Nemétitelné Nemétitelné
hodnoty hodnoty hodnoty hodnoty
HA Neméfitelné Neméfitelné
10,5+0,9 0,06+0,006 hodnoty hodnoty
FAM nekatalyzuje nekatalyzuje nekatalyzuje nekatalyzuje
AC nekatalyzuje nekatalyzuje nekatalyzuje nekatalyzuje
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Tab. 7.3 Kinetické parametry pro reakce LAD(h) a LAD(i) s GTN, FAL

Enzym LAD(h) LAD(h) LAD() LAD()
Kinetické K., Vinax K., Vinax
parametry (mmol.I'") (pmol.l'l min")|  (mmol.lI") (umol.l'1 .min™)

GTN 0,9+0,09 0,2+0,02 1,440,1 0,2+0,02
FAL 2,7+0,1 0,1£0,01 17,8+1,4 0,9+0,1

Tab. 7.4 Kinetické parametry pro reakce LAD(h) a LAD(i) s GIN, FAL v pFitomnosti SOD

Enzym LAD(h) LAD(h) LAD()) LAD(i)

Kinetické K Vmax K., Vinax

parametry (mmol.1™") (umol.l'] min)| (mmoll’)  (umolI'.min™)
GIN 2,240,2 0,2+0,02 16,9+1,2 1,3+0,1
FAL 17,1+1,0 0,6+0,05 15,8+0,8 0,2+0,02

Tab. 7.5 Kinetické parametry pro reakce DP, LAD(h), LAD(i) a GIR s PTIO

Enzym PTIO PTIO
Kinetické K., V,_nlax »
parametry (mmol.I"y  (umol.l”.min")

DP 1,740,1 1,740,1

LAD(h) 1,410,1 4,6+0,03

LAD() 0,4£0,04 0,3£0,02

GTR nekatalyzuje nekatalyzuje

V tabulkach jsou kinetické parametry (K;, @ Vimax) zaokrouhleny na jedno desetinné

misto. Pouze u velmi nizkych hodnot jsou hodnoty uvedeny na dvé desetinna mista.
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8 Diskuse

Rada donorti NO je jiz dlouhou dobu zndma a rovnéZ je znamo, Ze ve tkanich
mohou tyto donory poskytovat NO samovolné nebo za enzymové katalyzy. O
enzymech, které mohou takové reakce katalyzovat, toho vSak donedavna bylo zndmo
velmi malo. Teprve v roce 2002 vysla publikace [54] popisyjici enzym, ktery je
schopen katalyzovat pfemé&nu GTN na NO. Slo o mtALDH. Jinak se ptedpokladalo, Ze
se na takovych pfeménach mohou podilet bliZze nespecifické oxidoreduktasy zavislé na
NAD(P)H. Bylo také prokézano, Ze jednou z oxidoreduktas schopnych pieménovat
nekteré donory NO na NO je DP [10]. V naSem piipad¢ byl srovnavan metabolismus
NO donori katalyzovany bakterialni DP a Zivo¢isnou LAD.

Pro stanoveni kinetickych parametri (K, a Vmax) byly zvoleny dvé skupiny latek.
Prvni skupinou jsou del$i dobu znamé a jiZ pouzivané donory NO (GTN, NP, SNOG,
SNAP). Druhou skupinou jsou latky, které byly vytipované jako potencidlni donory
NO na zaklad¢ své strukturni podobnosti s L-NOHA a pfi orienta¢nich pokusech
se studovanymi enzymovymi systémy uvoliiovaly NO nejlépe (FAL, AO, FAM, AC,
HA). Vznik NO ze studovanych latek je bud’ dobfe zndm anebo byl prokazan pomoci
EPR spektroskopie [11].

Kinetické parametry byly zjiStovany z naméfenych dat ¢tyfmi rliznymi zplisoby
vypoctu, které nabizi program citovany v odstavci 5.3 (grafické vyhodnoceni).
Prezentované grafy jsou vSak jen z vyhodnoceni podle Lineweavera-Burka.

NO se za fyziologickych podminek nebo i v experimentalnim vodném prostiedi
rychle pfeménuje pievazné na dusitany: 4 NO + O, + 2 H,O— 4 HNO; [27]. Proto
jsme v naSich pokusech pozorovali Urovenn pfemény podle mnoZstvi vzniklych
dusitani. To je vSeobecn¢ pfijimany pfistup. Stanoveni podle Griesse byla nejvhodné;si
metoda pro kvantifikaci kone¢ného produktu vzniklého z NO.

Vedle aktivit, které byly sledovany v této diplomové praci, DP i LAD vykazuji také
NADH dehydrogenasovou aktivitu [66]. Pti této reakci vznika jako vedlej$i produkt
*0, . Proto byly srovnavany kinetické parametry pfemény donorti NO i v pfitomnosti
SOD. Zaroveni je tfeba pocitat i stim, Ze koncentrace NADH se b&hem reakce

se studovanymi donory NADH dehydrogenasovou reakci pon€kud snizuje. Tato
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skute¢nost v§ak v hodnotach kinetickych parametrti nemohla byt zohlednéna. Kinetické
parametry pro pfeménu GTN a FAL pomoci DP jsou v souladu s dfive ziskanymi
vysledky, tj. Ze GTN je na NO pfeménovan mnohem rychleji nez FAL [10].

Z tab.7.1 je ziejmé, Ze pro nékteré z testovanych donorti NO jsou lépe pfeméiovany
na NO LAD(h) nez DP, u jinych je tomu opacné.

Z tab. 7.2 je vidét, ze "0, " se podili riznou mérou na pfeméné vétsiny testovanych
donortt NO. Velmi maly vliv byl zji§tén jen pii ptemeén¢ GTN at’ uz DP nebo LAD(h)
a u SNAP v ptipad¢ DP. Z porovnani LAD zriznych zdroji (LAD(h) a LAD(i))
(tab. 7.3) se da fFici, Ze testované substraty jsou htife pfeménovany pomoci LAD(i) nez
pomoci LAD(h).

Jako jeden zdlouho znamych donori NO byl pouzivan v této diplomové praci
i SNOG. Z literatury je znamo, Ze SNOG by nem¢l byt substratem GTR a tudiz, Ze by
se tento enzym nemél podilet na vzniku NO z donoru NO [67, 68]. My jsme vsak
ziskali pravé opacné vysledky. Zda se tedy, ze GTR miZe vyznamné pfispivat
ke vzniku NO z SNOG v zivo¢i$nych tkanich. Kinetické parametry reakce GTR
s SNOG vyznamné ovliviiuje koncentrace enzymu. GTR je také specificky enzym, jiné
zkouSené donory NO nejsou pro n¢j substraty.

Bylo zji§téno, Ze PTIO miiZe byt redukovan LAD(h) i LAD(i). Zjisténé kinetické
parametry byly srovnany s parametry zjisténymi pro DP. To, Ze DP muze redukovat
PTIO, bylo zjisténo jiz dfive [10], ovSem kinetické parametry této reakce nebyly
zjistovany. Redukci PTIO katalyzuje nejlépe LAD(i). GTR redukci PTIO nekatalyzuje.

S vyjimkou GTN nejsou zkouSené donory NO dobrymi substraty pro DP, LAD(h)
i LAD(i). Na pieméné t&chto donord NO se do v&t3i nebo mensi miry podili *O; ~.
Je zfejmé, Ze na metabolismu vSech zkou$enych donord NO participuji rizné enzymové
systémy, pfinejmensim ty, které mohou produkovat O, ~. A samoziejmé i dalsi. Pro
GTN byla jako takovy enzym identifikovana mtALDH. Je také zajimavé to, Ze nékteré
donory NO, pro které byl prokazan vznik NO ve tkani aorty pomoci EPR (FAL, FAM,
AHA) nebyly viibec substraty pro DP, LAD(h), LAD(i) a to FAM a AHA nebo byly
relativné Spatnymi substraty a to FAL. Presto tyto latky sniZovaly za ur€itych
podminek krevni tlak potkanti po nitroZilni aplikaci [69]. Na metabolismu nékterych
vyznamnych donort NO se vSak LAD evidentné muze podilet (napi. GTN).
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9 Zavér

1) Vybrané donory NO mohou byt metabolisovany na NO pomoci DP a LAD.

2) Vétsinou se na pfeméné na NO podili riznou mérou i superoxidovy anion vznikajici

3)

4)

5)

7

vedlejsi reakci téchto enzymu.

Pro vSechny enzymové reakce byly zjistény kinetické parametry a to jak

v pfitomnosti tak v nepfitomnosti SOD.

Byly porovnany i schopnosti metabolisovat vybrané donory pomoci LAD(h)
a LAD().

Bylo zjisténo, Ze PTIO muze byt redukovano vedle DP i LAD(h) a LAD(i) a byly

zjistény kinetické parametry vSech téchto reakci.

vvvvvv

RovnéZ zde byly zjistény kinetické parametry.

Donory NO mohou byt ziejmé& metabolisovany na NO fadou enzymovych systémi.

Nami zkou$ené enzymy mohou byt jednémi z nich.
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