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Oxid dusnaty (NO) je jiz fadu let znamy jako signalni molekula
Ucastnici se fady dulezitych regulacnich mechanismti za
fyziologickych i patologickych podminek. NO a dalsi reaktivni
formy dusiku reaguji s lipidy obsahujicimi nenasycené mastné
kyseliny za vzniku nitrovanych sloucenin. Vyskyt, funkce a
biologické ucinky nitrovanych mastnych kyselin byly zatim
pouze omezen¢ popsany u zivocicht.

Tato prace se zabyva studiem kyselin nitroolejové (OA-NO,) a
nitrolinolové (LNO;). Tyto nitrované mastné Kyseliny se
nachazeji zejména ve volné form¢ v krvi a ve formé esterti v
lipoproteinech krevni plasmy a membrané cervenych krvinek.
Stimuluji relaxaci hladké svaloviny, ovlivituji funkci krevnich
desticek a neutrofild a influx vapniku do bunék. V posledni dobé
jsou také studovany jako ucinny ligand receptorti aktivujicich
proliferaci peroxisomti (PPARs). Bylo popsano, Ze kyselina
nitroolejova pusobi jako irreverzibilni inhibitor xanthinoxidasy
(XOD). U rostlin nebyly tyto latky zatim prozkoumany.
Prakticka ¢ast prace zahrnovala syntézu a analyzu OA-NO, a
LNO,. Analyza byla provedena pomoci metod HPLC a LC-MS.
S pouzitim komerén¢ dostupné kyseliny nitroolejové byla
v ziskaném preparatu stanovena jeji koncentrace. Preparaty byly
pouzity pro studium Géinku nitrovanych mastnych kyselin na
zivotnost a produkci NO a ROS u protoplasta z Arabidopsis
thaliana. Dale byla purifikovana XOD z kravského mléka. Byla
stanovena jeji aktivita a inhibice kyselinou nitroolejovou.
Vysledky byly porovnany méfenim s komeréné dostupnou XOD
zpodmasli a bakterialni XOD. Pro srovnani inhibici byl pro
méfeni pouzit synteticky inhibitor XOD allopurinol. Detekce
preparati nitrovanych mastnych Kkyselin ze syntézy byla
provedena autografickou metodou po chromatografii na tenké
vrstvé.  Byly potvrzeny inhibi¢cni uéinky OA-NO, u
xanthinoxidasy. Dale bylo zjisténo, ze nitrované mastné
kyseliny maji pozitivni vliv na Zivotnost protoplastu.

Oxid dusnaty, kyselina nitroolejova, kyselina nitrolinolova,
xanthinoxidasa, protoplasty.
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Nitric oxide (NO) has been known for many years as a
signalling molecule participating in many important
regulatory  mechanisms under physiological and
pathological conditions. NO and other reactive forms of
nitrogen react with lipids containing unsaturated fatty acid
to yield nitrated compounds. Presence, function and
biological influences of nitrated fatty acids have been
described only in animals.

This thesis concerns with the research of nitrooleic and
nitrolinoleic acids. They are present both as free and
esterified species in human red cell membranes and
plasma lipids. They stimulate the relaxation of smooth
muscles, influence the function of platelets and
neutrophiles and calcium influx into cells. Recently this
species have been studied as efficient ligands for
peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs). It
was reported that nitrooleic acid is irreversible inhibitor of
xanthin oxidase (XOD). These compounds have not been
studied in plants so far.

The experimental part contains the synthesis and analysis
of nitrooleicacid and nitrolinoleic acid (OA-NO, and
LNO,). The methods of HPLC and LC-MS were used.
The concentration of nitrooleic acid in preparation was
determined by using commercial standard of nitrooleic
acid. The obtained compound was used for the research of
the influence of nitrated fatty acid on viability and
production of NO and ROS in protoplasts from
Arabidopsis thaliana. The XOD was purified from bovine
milk. Its activity and inhibition by nitrooleic acid was
measured. The results were compared by measuring
activity and inhibition of commercial XOD from butter
milk and XOD from microorganisms. Synthetic inhibitor
allopurinol was used to compare the inhibitions. The TLC
autographic method for the detection of nitrated fatty acid
from synthesis was used. The inhibitory effect of OA-NO,
in XOD was confirmed. It was determinated that nitrated
fatty acids have positive effect on protoplast viability.
Nitric oxide, nitrooleic acid, nitrolinoleic acid, xanthin
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CILE PRACE

Cilem teoretické casti diplomové prace bylo piehledné shrnuti aktualnich poznatki o:

1. Chemickych vlastnostech nitrovanych lipidd se zaméfenim na nitrované mastné

kyseliny
2. Vyskytu a biologickych vlastnostech nitrovanych lipid u Zivo¢ichti

3. Metodach syntézy a analyzy nitrovanych lipida

Prakticka cast prace byla zaméiena na:

1. Syntézu a purifikaci nitrovanych mastnych kyselin

2. Zavedeni vybranych metod kvalitativni a kvantitativni analyzy nitrovanych mastnych

kyselin

3. Studium biologickych u¢inkt nitrovanych mastnych kyselin in vitro a in vivo



TEORETICKA CAST

10



1 Uvod

1.1 Oxid dusnaty - prekursor nitrovanych mastnych kyselin

Oxid dusnaty (NO) je plynny volny radikal s neparovym elektronem, ktery je schopen
regulovat fadu biologickych procesi. Jeho role signalni molekuly byla objevena pied vice nez
20 lety a jeho funkce se stala jednou z nejvice studovanych oblasti v biologii a fyziologii. NO je
jednoducha molekula stadou riznych funkci, které vyplyvaji z jeho schopnosti reagovat
s prechodnymi kovy, thiolovymi skupinami, dal§imi volnymi radikaly, kyslikem,
superoxidovym aniontem, nenasycenymi mastnymi kyselinami a dal$imi molekulami (Murrad,

1999).

Oxid dusnaty je dillezita signalni molekula ve vSech typech organismi. NO je lipofilni
volny radikal s malou molekulovou hmotnosti, ktery je znac¢né¢ reaktivni (Rubbo et al., 2004) a
je schopen ovliviiovat fadu rtiznych biologickych procesi v bunikach (Lim et al., 2002). V
sav¢ich bunkach vznika NO napi. v endotelu, nervovych bunkach, bunkach hladké svaloviny,
makrofazich, neutrofilech a trombocytech (Rubbo et al., 1994). NO stimuluje aktivitu
guanylatcyklasy a tim zpusobuje relaxaci hladké svaloviny. NO dale inhibuje shlukovani
krevnich desti¢ek, ptilnavost leukocytd k cévni sténé, ovliviiuje neurotransmisi a podili se na
regulaci genové exprese a posttranslacnich modifikacich proteinti (Baker et al., 2004; Lim et al.,
2002). V rostlinach je NO klasifikovan jako rtstovy regulator a signalni molekula, ktera hraje
vyznamnou roli pfi regulaci fyziologickych procesti i v obrannych mechanismech pii napadeni

patogenem a pfi iniciaci bunééné smrti (Del Rio et al., 2002).

Signalni reakce NO jsou obecné pfenaseny vazbou NO na reaktivni mista cilovych
proteini nebo prostfednictvim sekundarnich produktii, vzniklych redoxnimi reakcemi NO.
Nizkéa koncentrace NO aktivuje proteiny obsahujici hem (guanylatcyklasa), zatimco proteiny
neobsahujici hem (akonitasa a lipoxygenasa) jsou NO inhibovany (Rubbo et al., 1994). Redoxni
reakce NO poskytuji fadu dusikatych sloucenin, které slouzi jako nitrani a oxidacni ¢inidla:
oxid dusity (N,O3), oxid dusi¢ity (NO,), peroxydusitan (ONOQ), nitrosothioly (RSNO). Ty
vykazuji jak specifickou, tak ¢astecné shodnou reaktivitu s NO, a mohou se podilet na regulaci
rozdilnych bunéénych funkci a to mechanismy zavislymi i nezavislymi na cGMP. Reaktivni
formy dusiku slouZzi k pfenosu signalu NO, kdy oxidacni, nitra¢ni a nitrosacni reakce vyvolaji
zmény ve struktufe a funkci cilovych molekul (Schopfer et al., 2005). Reakce RNS
S nenasycenymi mastnymi kyselinami poskytuji oxida¢ni a nitraéni produkty jako nitro-, nitrito-
a nitroepoxyderivaty (Coles et al., 2002). Pti zvySené a nekontrolované produkci mize byt NO
také pro organismus toxicky. Inhibuje syntézu DNA a proteind a reaguje s enzymy dychaciho

fetézce mitochondrii obsahujicimi zelezo a siru (Del Rio et al., 2002).
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Reaktivni formy kysliku (ROS) a reaktivni formy dusiku (RNS) zprostfedkovavaji rizné
patologické procesy pti kardiovaskuldrnich, plicnich a neurodegenerativnich nemocech. RNS
vznikaji rychlou reakci mezi ROS a oxidem dusnatym nebo oxidaci dusi¢nanu peroxidasou,

ROS (peroxidem vodiku) a reaktivnimi formami halogent (Kalyanaraman, 2004).

RNS reaguji se sacharidy, DNA bazemi, postrannimi fetézci aminokyselin tyrosinem a
tryptofanem a nenasycenymi mastnymi kyselinami za vzniku relativné stalych nitrovanych
produktti (Kalyanaraman, 2004). V souvislosti s buné¢nou signalizaci, signalni molekuly
odvozené od NO reguluji aktivitu proteinkinas a fosfatas, funkci stavebnich proteind, citlivost
transkripénich faktorti vii¢i redoxnim reakcim, mitochondrialni respiraci, apoptéozu a celkove

ovliviiji redoxni stav buiiky (Wright et al., 2006).

V posledni dobé roste zajem o studium nitrovanych mastnych kyselin jako biologicky
aktivnich latek odvozenych od NO. Tyto latky byly zatim zkoumany pouze u ZivociSnych
bun¢k. O vzniku a funkci téchto latek v rostlinnych bunkach zatim nebyly publikovany zadné
zpravy. Nenasycené mastné kyseliny tvoii hlavni soucast bunécnych membran a krevnich
lipoproteinti (O Donnell et al., 1999). Nitrované mastné kyseliny vykazuji schopnosti buné¢né
signalizace (Wright et al., 2006) a reprezentuji tak velkou skupinu latek patficich mezi tzv.
bioaktivni formy oxida dusiku. V télnich tekutinach a nékterych tkanich byly nalezeny zejména

nitrované mastné kyseliny olejova, arachidonova a linolova (Kalyanaraman, 2004).

2 Struktura a chemické vlastnosti nitrovanych mastnych

kyselin

2.1 Kyselina nitrolinolova

Kyselina nitrolinolova (LNOy), produkt nitrace kyseliny linolové, se nachazi volna v Krvi
a ve formé esteru v lipoproteinech krevni plasmy a membrané ¢ervenych krvinek v koncentraci
ptiblizné 500 nM. Tabulka ¢. 1 ukazuje vyskyt dalSich biologicky aktivnich latek odvozenych
od NO v lidské krvi ve srovnani s LNO, (Baker et al., 2004).
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Tab. 1 Vyskyt biologicky aktivnich derivata NO v lidské krvi (pfevzato z Baker et al., 2004).

Sloucenina Zdroj Forma Koncentrace (nM)
NO, plasma celkova 205 +£21
RSNO plasma celkova 72+ 1,1
3-nitro-tyrosin plasma celkova 0,74 £ 0,03
Hb-NO krev celkova <50
Hb-SNO krev celkova 0-150
LNO, krev celkova 477 £128
LNO, plasma volna 79 + 35
esterifikovana 550 + 275
celkova 630 + 240
LNO, Cervené krvinky volna 5017
esterifikovana 199 £ 121
celkova 249 + 104

RSNO, S-nitrosothioly; Hb-NO, nitrosylovany hem; Hb-SNO, S-nitrosohemoglobin

V lidském cévnim systému predstavuje LNO, zastupce skupiny latek, které jsou
biologicky aktivnimi formami NO. LNO; vznika nitraci kyseliny linolové, kdy nitrace probiha
nejcastéji na uhliku C-10 a C-12. Tim vznikaji polohové izomery 10-nitro a 12-nitro-9,12-
oktadekadienova kyselina (obr. 1). Dalsi dva izomery s nitroskupinou v poloze na uhliku C-9 a

C-13 jsou vyrazn€ méné stabilni a proto nejsou V biologickych vzorcich pozorovany (Baker et

al., 2004).

Chy
HOO C/\/\/\/\_/\’_/\/\/ii

12-isomer NO,
HOOC/MM
10-isomer NO,

Obr. 1 Polohové izomery kyseliny nitrolinolové.

Nedavna pozorovani objevila, Ze LNO, je signalni mediator, ktery funguje v drahach
zavislych 1 nezavislych na specifickych receptorech. Nitrované mastné kyseliny byly
charakterizovany jako specifické a vysoce afinitni endogenni ligandy receptort pro proliferaci

peroxisoml (PPARY) a ve fyziologické koncentraci slouzi k aktivaci genové exprese zavislé na
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téchto receptorech. V neutrofilech a trombocytech LNO, aktivuje signalni drahy proteinkinasy
zavislé na cAMP (Schopfer et al., 2005).

2.2 Kyselina nitroolejova

Kyselina nitroolejova (OA-NO,) existuje, stejné jako LNO,, ve 2 polohovych isomerech
(obr. 2) a nachazi se vkrevni plasmé, Cervenych krvinkach a v modéi (tab. 2). V krvi je
koncentrace OA-NO; asi 0 50 % vétsi nez koncentrace LNO,. OA-NO; je ve vodném prostiedi
stabilngjsi nez LNO; a je také siln&jsim ligandem receptoru PPARYy (Baker et al., 2005).

HOO C/\/\/\/\_/\/\/\/\icm

9-isomer NO,

HOOC
10-isomer NO,

Obr. 2 Polohové isomery kyseliny nitroolejové.
V tabulce €. 2 je porovnan vyskyt kyselin nitroolejové a nitrolinolové (Baker et al., 2005).

Tab. 2 Koncentrace kyselin nitroolejové a nitrolinolové v té€lnich tekutinach ¢lovéka
(Baker et al., 2005).

Koncentrace Koncentrace

Zdroj Forma OA-NO, LNO,
plasma volna 619 £52 79 + 35

esterifikovana 302 + 369 550+ 275

celkova 921 £421 630 + 240
cervené krvinky volna 59+11 50+ 17

esterifikovana 155 £ 65 199 £ 121

celkova 214+ 76 249 £ 104

krev celkova 639 + 366 477 +£ 128

mo¢ 5,40 + 52 2,28+0,84

14



2.3 DalSi nitrované mastné kyseliny

Krom¢ LNO, a OA-NO; byly popsany také nitrované kyseliny palmitova, linolenova,

arachidonovi a eikosapentanova a také jejich nitrohydroxyderivaty.

Kyselina arachidonova (AA) ma unikatni strukturu - 20-ti uhlikatou kostru se ¢tyifmi cis
dvojnymi vazbami. Je prekursorem moznych signdlnich molekul jako jsou prostaglandiny,
thromboxany a isoprostany (Trostchanski & Rubbo, 2008). Reakci AA a radikalem NO, nebo
jeho prekursory se vytvari skupina nitrolipida — nitroeikosanoidd. Jako vedlejsi produkty této
reakce vznikaji &tyfi transisomery Kyseliny arachidonové (TAA, obr. 3a). Tato trans-cis
isomerace je z biologického hlediska velmi dulezita. Pi patologickych stavech, u nichz dochazi
K tvorb¢ radikalu NO (napf. zanét, vystaveni cigaretovému koufi), roste hladina TAA
Vv buiikach, tkanich a obéhovém systému. TAA pravdépodobné slouzi jako specificky biomarker
pii patologickych stavech. Na obr. 3b jsou znazornény nitroderivaty kyseliny arachidonové
(Balazy & Chemtob, 2008; Trostchansky et al., 2007).

A
P .
N o cooH S ﬁg,mx;/t.n.m
{ {
LY - \
NN AN — AU
SEAA 1T1E-AA
j=,-f T\ S A0
4 ¢ -
b, .-"U\\ ", __.-" " /f\‘-
T — _v.-’f R, LY .
NP
BE-AN
14 E-AA
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Obr. 3 Struktury trans-arachidonovych kyselin (AA) a nitroarachidonovych kyselin (nitroAA)
(Balazy & Chemtob, 2008; Trostchansky et al., 2007).

V lipoproteinech lidské plazmy byly také nalezeny a charakterizovany nitroderivaty

cholesteryllinolatu (Lima et al., 2003).

3 Mechanismy vzniku nitrovanych mastnych Kkyselin

Jsou znamy dva hlavni mozné mechanismy vzniku nitrovanych mastnych kyselin:

1. reakcemi NO s peroxylovym radikalem, vznikajicim oxidaci nenasycenych mastnych

kyselin - tyto reakce inhibuji peroxidaci lipidi a maji tedy antioxidaéni funkci.

2. reakcemi NO a reaktivnich forem dusiku s nenasycenymi mastnymi kyselinami.
3.1 Oxidativni reakce NO

Reakce NO s reaktivnimi formami kysliku nejsou zavislé na cGMP. Hlavni koncovymi
produkty metabolismu NO v aerobnim prostiedi zivocisSnych tkani a télnich tekutin jsou

dusitany a dusi¢nany, které jsou vylu¢ovany moc¢i. Béhem metabolismu na kone¢né relativné
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stalé metabolity NO,/NO;™ poskytuje oxid dusnaty mnoho reaktivnich forem dusiku s riznymi

oxida¢nimi stavy (tab. 3; Bloodsworth et al., 2000).

Tab. 3 Biologicky dtlezité reaktivni formy dusiku (upraveno podle Bloodsworth et al., 2000).

Znacka Ox. stav Nazev Funkce
NO +1 Nitroxylovy anion relaxace hladké svaloviny
N,O +1 Oxid dusny anestézie
NO 0 Oxid dusnaty vasodilatace, neurotransmise, agregace
krevnich desti¢ek
NO* +3 Nitrosylovy kation nitrosace, mutagen
oxidace
NO, +3 Dusitan koncovy produkt oxidace
N,O3 +3 Oxid dusity oxidace, nitrosace
NO, +4 Oxid dusiéity oxidace
N,O, +4 Dimer oxidu dusi¢itého nitrosace
ONOO +5 Peroxydusitan oxidace, nitrace, antimikrobidlni funkce
NO," +5 Nitrylovy kation oxidace, nitrace
NOs +5 Dusi¢nan koncovy produkt nitrace

V aerobnich podminkach reaguje NO s O, Vv relativné pomalé reakci za vzniku oxidu
dusi¢itého (NO,, k = 2x10° M s). NO je mala lipofilni molekula bez néboje, coz ulehéuje jeji
difazi v hydrofobni membrang a lipoproteinech. NO se v membrané relativné zakoncentruje asi
20-krat oproti vodni fazi a reakce s kyslikem pak v prostfedi membrany probiha rychleji. Tento
d¢€j v hydrofobnich ¢astech buniky byva oznaovan jako ,,molekularni ¢ocka* (molecular lens) a

usnadriuje oxidace, nitrace a nitrosace vyvolané lipofilnimi radikaly dusiku (Lim et al., 2002).

Dalsi moznou reakci je reakce NO, s dal$i molekulou NO za vzniku N,03; a N,O, (Baker

et al., 2004). Ve vodném prostiedi se N,O3 rychle hydrolyzuje na dvé molekuly dusitanu.

Reakci NO s O, (k = 1,9x10° M™ s?) vznikd peroxydusitan (ONOO), piipadné jeho
konjugovana kyselina peroxydusita (ONOOH, pK,=6,8). Tato reakce je tfikrat rychlejsi nez
rychlost reakce katalyzované superoxiddismutasou (SOD, EC 1.15.1.1). Tvorba ONOO’
reprezentuje hlavni moznou dréhu reaktivity NO, kterd zavisi na mmnozstvi tkanového Oy
(Rubbo et al., 1994). Peroxydusitan je silné oxidacni Cinidlo, které pfimo aktivuje rozpustnou
guanylatcyklasu a s biomolekulami jako je kyselina mocova, glukosa a glycerol aj. poskytuje
nitro (RNO,) a nitroso (RONO) slouéeniny, slouzici jako potencialni donory NO (Lim et al.,

2002). Muze také zpusobit oxidativni poSkozeni proteintl, lipidi, sacharidl, organel a DNA
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(Rubbo et al., 1994). Transport ONOQO" pies membranu probiha pasivni difiizi nebo iontovymi
kanalky (O"Donnell et al., 1999).

Stabilita ONOOQ" je zavisla na pH a v buné¢ném prostiedi se snadno rozklada na NO,™ a
NO;. Tvorba reaktivniho meziproduktu s CO,, nitrosoperoxyuhli¢itanového aniontu
(ONOOCO;, k = 3x10* M™ s?), vede k presmérovani reaktivity ONOO™ a tedy zvy3eni
nitra¢nich a oxidac¢nich reakci (O'Donnell et al., 1999). ONOOCO; se nasledn¢ rozklada na
radikaly NO, a COy3’, které se pfeméni na NO3 a CO, (Baker et al., 2004).

Na obr. 4 jsou uvedeny vySe popsané reakce.

'NO + 0, —= NO,
'NO +'NO, —= N,0,
H,0 + N,0, — = 2 NO, + 2 H'
‘NO + O, — = ONOO'
ONOO" + H' =—= ONOOH

ONOO" + CO, — = ONOOCO,
ONOOCO, —= NO, + CO,
'NO,+ CO, —= CO,+NO,

Obr. 4 Piehled oxidativnich reakci NO.

3.2 Reakce NO s oxidovanymi mastnymi kyselinami

NO a jeho metabolické produkty jsou schopny podle konkrétnich podminek stimulovat i
inhibovat oxidaci lipidi. Reakce lipidd s oxidem dusnatym probihd v zavislosti na jeho
koncentraci a koncentraci reaktivnich forem kysliku a antioxidantt. Pii téchto reakcich jsou
spotfebovany dvé molekuly NO na jeden lipidovy radikdl (ROO). V pripadé kyseliny
nitrolinolové reaguje peroxidovy radikdl LOO sprvni molekulou NO za vzniku
peroxynitritového meziproduktu LOONO, ktery se dale pfeméni na tzv. ,klickovy* radikal (LO’
‘NO,). Druhd molekula NO pak reaguje s alkoxylovym radikdlem LO za vzniku LNO, nebo
ruznych epoxyderivati (Bloodsworth et al., 2000).
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3.3 Nitrace mastnych kyselin reaktivnimi formami dusiku

Nitrace mastnych kyselin se ucastni zejména tyto reaktivni formy dusiku: NO,, ONOO",
HNO, a NO," (Lim et al., 2002). NO,, ktery vznika vy3e uvedenymi reakcemi (obr. 4), reaguje
ptimo s lipidy membran a lipoproteiny (obr. 5). Oxidace nenasycenych mastnych kyselin je
zahdjena NO, a dochéazi k dehydrogenaci na allylovém uhliku. Vznikd kyselina dusitd a
rezonancn¢ stabilizovany allylovy radikal lipidu. Tyto formy lipidovych radikalti reaguji
s molekularnim kyslikem za vzniku peroxidového radikalu nebo mohou reagovat s NO, za

vzniku §irokého spektra nitrovanych produkta.

N l l O,

C. /:\//_/\ /:\|//_/\ 2 D.

Obr. 5 Schematické znazornéni tvorby nitrovanych lipidi. A. Mastna kyselina se piisobenim
NO, pfeménuje na radikal B. Reakce radikalu B s O, poskytuje peroxyradikal a nasledné
hydroperoxidy (C.), nebo radikal B reaguje s dalsim NO, za vzniku konjugovanych

nitrosloucenin (pfevzato z Lima et al., 2003).

Obdobné nitrované slouc¢eniny mohou vzniknout nitraci nenasycenych mastnych kyselin

NO; (HNO,). Tato kysele katalyzovana nitrace probiha v prostredi s nizkou hodnotou pH (pH <
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4,0), napi. v zaludku (Baker et al., 2004). Peroxidasy, napi. myeloperoxydasa katalyzuji

pfeménu dusitanu na NO,, ktery se pak ti€astni nitrace (Lim et al., 2002).

Nitrace adici nitrylového kationtu NO," je znazornéna na obr. 6 (Lima et al., 2003). Jako

zdroj nitrosylu se pfi nitraci in vitro pouziva napi. NO,BF,.

wot v NO, NO,
/:><:\ 2 /:\/_,_—l/ /:\/:<
X |

H H H H H

Obr. 6 Nitrace mastnych kyselin mechanismem elektrofilni adice za vzniku nekonjugovanych

nitrosloucenin (ptfevzato z Lima et al., 2003).

4 Stabilita a biochemické reakce nitrovanych mastnych

kyselin

Nitroderivaty mastnych kyselin tvofi skupinu endogennich signalnich mediatort, které
—  jsou schopny uvolnovat NO

— reaguji s Cys a His skupinami proteind

— slouzi jako ligandy PPAR

— indukuji expresi hemoxygenasy-1 (HO-1, EC 1.14.99.3) a synthasy oxidu dusnatého
(NOS, EC 1.14.13.39).

Elektrofilni vlastnosti nitrovanych mastnych kyselin jsou dileZité pro jejich biologickou
reaktivitu. Jednim aspektem jejich reaktivity je ucast v Michaelovych adi¢nich reakcich
pfi nizké koncentraci hydroxidovych aniontd pii fyziologickém pH. EXistence rovnovahy mezi
nitroalkenovymi derivaty a jejich odpovidajicim vicinalnimi nitrohydroxyderivaty byla
potvrzena detekci nitrohydroxyderivatii v srde¢ni tkani, krvi a moci. Z pfitomnosti vysoce
polarnich hydroxylovych skupin v nitrohydroxyderivatech mastnych kyselin vyplyva, ze tyto
latky se chovaji spiSe jako nasycené mastné kyseliny, coz se odrazi v nizsi afinité

k nukleofilnim reakcim a vyssi polarit¢ (Freeman et al., 2008).
4.1 Rozklad a uvelnéni NO z LNO,

LNO,, produkt nitrace kyseliny linolové, se rozklada ve vodném prostredi za soucasného
uvolnéni NO. Rychlost uvolnéni NO z LNO, je maximalni pii pH 7,4 (obr. 7). Tato tvorba NO

z LNO; je inhibovana v aprotickém prostiedi, ve kterém je LNO, vyrazné stabilngjsi.
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Obr. 7 Uvolnéni NO z LNO, v zavislosti na pH (pfevzato ze Schopfer et al., 2005).

Nitrované mastné kyseliny jsou vysoce stabilni v polyethylenglykolech, alkoholech a v

dal8ich mén¢ polarnich organickych rozpoustédlech (Freeman et al., 2008).

Synteticka LNO; je stabilizovana v hydrofobnim prostiedi se slozenim pfipominajicim
lipidovou membranu. Dtikazem toho je okamzitd inhibice tvorby NO z LNO; Vv prostfedi n-
oktanolu. Podobné vysledky byly ziskany v experimentech s liposomy, kde se LNO, zaélenila a
stabilizovala v lipidové dvojvrstvé. LNO, je tedy stabilni v hydrofobnim prostfedi a bunééna
membrana a lipoproteiny mohou slouzit jako rezerva LNO, a NO (Schopfer et al., 2005).
ZacClenéni nitrovanych mastnych kyselin do micel nebo liposomil také inhibuje jejich

elektrofilni reakce s thioly (Freeman et al., 2008).

Priblizne 80 % LNO; se vyskytuje ve formé estert. Hlavni roli v regulaci uvolnovani
LNO; hraji lipasa a fosfolipasa (Baker et al., 2004). Pti zprostfedkovani bunéénych signalnich
déju muze byt LNO, uvolnéna z membrany fosfolipasou A, (PLA). Volna LNO, se pak mtize
véazat na receptor nebo se rozlozit za uvolnéni NO. Regulace rozkladu LNO; V lipofilnim oproti
vodnému prostiedi reprezentuje hydrofobni ,,pfepinac®, ktery kontroluje biologickou aktivitu
LNO,. Rozdéleni LNO, mezi rizné¢ bunécné ¢asti je fizeno rozdeélovaci konstantou K ~ 1500
pro hydrofébni prostiedi (obr. 8; Schopfer et al., 2005). Na zakladé experimentalnich vysledki
se vSak predpokladd, ze NO uvolnény z nitrovanych mastnych kyselin nema vétsi vyznam

Vv bunécné signalizaci in vivo (Freeman et al., 2008).
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Obr. 8 Stabilizace LNO, v membranach a jeji rozklad ve vodném prostiedi (pfevzato ze
Schopfer et al., 2005)

411 Mechanismus uvolnéni NO z LNO,

Mechanismus uvolnéni NO z organickych nitrati a nitriti neni stale pifesné objasnén a
pravdépodobné probihd v riznych podminkach riznymi zpusoby. V souvislosti s chemickou
reaktivitou nitroalkeni byly zjistény mechanismy, které napomahaji objasnit, jak mohou

nitrované mastné kyseliny slouzit k pfenosu signalu NO (Schopfer et al., 2005).

Rozklad nitrovanych lipidd (obr. 9) doprovazi izomerizace na odpovidajici
nitritoderivaty. Nasledné homolytické $tépeni nebo redukce vede k produkci NO. Za podminek
homolytického S$tépeni budou soucasné vznikat lipidové radikaly. Vodné prostiedi bude

samoziejme podporovat rozklad nitrovanych lipida (Lima et al., 2005).
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Obr. 9 Mozné mechanismy rozkladu nitrovanych lipidi. Nitrované lipidy (A.) mohou
izomerovat na nitritoderivaty (B.), které jsou redukovany (C.) nebo homolyticky $tépeny (D.) a

resonan¢ni vzorec (E.) je shodny s lipidovymi radikaly (pfevzato z Lima et al., 2005).

4.1.2 Detekce NO pfti rozkladu LNO,

K detekci uvolnéného NO z LNO, se vyuziva cPTIO jako selektivni lapa¢ NO (obr. 10).
Produktem reakce je cPTI, ktery vykazuje charakteristické EPR spektrum. Uvolnéni NO
z LNO; je zavislé na koncentraci a na ¢ase. Rychlost uvolnéni NO z LNO; lze zjistit pomoci
oxyhemoglobinu. LNO, oxiduje oxyhemoglobin za vzniku methemoglobinu a dusi¢nanu.
Detekce methemoglobinu pak probihda fotometricky. Béhem rozkladu LNO, muze také
vzniknout NO,', stabilni produkt oxidace NO (Schopfer et al., 2005).
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Obr. 10 Detekce uvolnéného NO pomoci ¢cPTIO (pievzato z Huang et al., 2002).

4.2 Nitrované mastné kyseliny a hemoxygenasa

Oxidativni stres je vysledkem nadmérné produkce ROS nebo vycerpani intracelularnich
antioxidantd, coz vede k nerovnovaze v redoxnim stavu bunky (Noriega et al., 2004). Produkty
metabolismu hemu jsou zahrnuté v ochrannych systémech proti oxidativnimu stresu, protoze Se
podili na snizovani hladiny ROS. Degradaci hemu katalyzuje enzym hemooxygenasa (HO, EC
1.14.99.3). Hem se rozklada na biliverdin za souc¢asné¢ho uvolnéni CO a zeleza. Biliverdin je
nasledné biliverdinreduktasou (EC 1.3.1.24) pfeménén na bilirubin (Wright et al., 2006).
Metabolismus hemu je také dulezity ve vztahu k syntéze proteinli obsahujicich hem, katalasy
(EC 1.11.1.6) a cytochromu P450 (Noriega et al., 2004). LNO, indukuje expresi isoformy HO-
1. Jak nitroalkeny, tak i HO-1 jsou dulezité v signalizaci zanétlivych odpovédi buinky. Lapaci
NO cPTIO a oxyhemoglobin ¢aste¢né inhibuji indukci HO-1 piisobenim LNO, a exprese HO-1
je tedy zavisla na NO i na prostiedi, ve kterém se LNO, vyskytuje. Vodné prostiedi totiz
usnadniuje uvolinovani NO z LNO,. Indukce OH-1 je také ovliviiovana receptorem PPARy
(Wright et al., 2006).

4.3 Kovalentni modifikace thiolovych skupin

Nitroskupina je jeden z nejsilngjsich elektronovych akceptord. Vnesenim nitroskupiny
s alkenem ziska vysledny nitroalken elektrofilni vlastnosti, které¢ vyznamné podporuji
Michaelovu adi¢ni reakci. Mechanismus této reakce je znazornén na obr. 11 (Baker et al.,
2007). Nitrované mastné kyseliny jsou schopné reagovat s nukleofily jako jsou Cys a His
skupiny proteint a glutathionem. Tyto reakce ptredstavuji posttranslacni kovalentni modifikace
proteinll a vyrazné ovliviiuji jejich umisténi a funkci. Posttranslaéni modifikace proteint
oxidativnimi reakcemi jsou typickymi ukazately zvySené produkce reaktivnich forem dusiku.
Produkty reakei nitrovanych mastnych kyselin s proteiny nebo s glutathionem byly detekovany
Vv lidském organismu (Freeman et al., 2007; Baker et al., 2007). Michaelova adi¢ni reakce je
reverzibilni. Pfima reakce je podporovana pii fyziologickém pH a proto jsou thioetherové vazby

tvofené mezi nitroalkany a proteiny stabilni (Bates et al., 2009).
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Obr. 11 Mechanismus Michaelovy adice: nukleofil (Nu, napf. thiolat) atakuje f-uhlik dvojné

vazby nitroalkenu (ptevzato z Baker et al., 2007).

Protoze intracelularni koncentrace GSH je vysokd, fadové 1-10mM, bude se vétSina
pritomné LNO, vazat s GSH. Konjugat LNO,-GSH je transportovan a odstranén pomoci
transportniho proteinu MRP1 za ucasti ATP. Timto je regulovana bunééna odezva na LNO; a
inhibovana PPARy-zavisla transkripce. Konjugace LNO, s GSH hraje tedy kli¢ovou roli pii
zprostiedkovani biologické aktivity LNO, (Alexander et al., 2006; Trostchanski & Rubbo,
2008).

4.4 LNO, jako endogenni ligand PAPR receptoru

441 Peroxisomy

Peroxisomy byly nalezeny prakticky ve vSech eukaryotnich butikach (Nila et al., 2006).
Jsou to malé organely 0 velikosti 0,1-1,7 um. Jsou slozené z jednoduché membrany a granularni
nebo fibrilarni matrix, kterd miize obsahovat amorfni nebo polykrystalické inkluze (Del Rio et

al., 2002). Obsahuji vice nez 60 proteint a v bunice plni rizné funkce (Reddy, 2004).

Peroxisomy produkuji a uvolnuji reaktivni formy kysliku jako peroxid vodiku a
superoxidovy radikal a také oxid dusnaty (Titorenko & Rachubinski, 2004), které hraji
vyznamnou roli pti komunikaci a signalizaci v bunice (obr. 12). Peroxid vodiku je také

zodpovédny za proliferaci peroxisomui (Corpas et al., 2001).
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Obr. 12 Komunikace mezi peroxisomy a dal§imi organelami prostfednictvim signalnich

molekul peroxidu vodiku, superoxidovéh radikalu a oxidu dusnatého, které se uvoliuji

z peroxisomu do cytosolu (upraveno podle Corpas et al., 2001).

Jednou z hlavnich funkci peroxisomu je prostiednictvim enzymu katalasy odstranovat
peroxid vodiku, ktery vznika v peroxisomalnim respira¢nim fetézci nebo plsobenim riznych
oxidas. Peroxisomalni oxidasy jsou piedev§im flavoproteiny (s vyjimkou uratoxidasy, EC
1.7.3.3), mezi které patii napf. D-aminokyselinaoxidasa (EC 1.4.3.2), acyl-CoA-oxidasa
(ACOX, EC 1.3.3.6), glykolatoxidasa (EC 1.1.3.1), a-hydroxykyselinaoxidasa (EC 1.1.3.15),
glutaryl-CoA-oxidasa a fada dalsich. Katalasa kontroluje hladinu H,O,. Je inaktivovana svétlem
a riznymi stresovymi podminkami, které potlacuji proteosyntézu a vedou tak k vetsi produkci

H,O, (Del Rio et al., 2002).

Peroxisomy maji oxidativni typ metabolismu a mohou v nich probihat riizné metabolické
procesy. V tabulce ¢. 4 jsou uvedeny metabolické funkce, které byly popsany u peroxisomil
rostlin a hub (Del Rio et al., 2002).

26



Tab. 4 Metabolické funkce peroxisomil v buiikéch rostlin a hub (Del Rio et al., 2002).

Zdroj Funkce v metabolismu

Rostliny fotorespirace

B-oxidace mastnych kyselin

glyoxylatovy cyklus

metabolismus ureidl

metabolismus reaktivnich forem kysliku
Houby metabolismus methanolu

syntéza oxalatu

metabolismus amint

metabolismus alkant

V rostlindch se nachazi nékolik typt peroxisomu, které 1ze rozdelit podle rostlinné tkané,

ve které se nachazeji, a podle jejich biochemické funkce (Nila et al., 2006).

Glyoxysomy jsou specializované peroxisomy vyskytujici se v zasobnim pletivu
olejnatych semen, které obsahuji enzymy B-oxidace mastnych kyselin a glyoxylatového cyklu.
Tyto enzymy se Ui€astni pfemény zasobnich tuki na sacharidy, které jsou pak vyuzity pfi kliceni
a rustu rostliny. Listové peroxisomy jsou pfitomny ve fotosyntetickych pletivech, kde se podili
na fotorespiraci. V peroxisomech kotfenovych hliz tropickych IuSténin probiha syntéza
alantoinu. Alantoin je dulezity pro transport dusiku v téchto rostlinach (Del Rio et al., 2002).
Dal$im typem jsou nespecializované peroxisomy, které se netcastni hlavnich metabolickych
cest, nicmémeé se podili na rozkladu peroxidu vodiku, protoze obsahuji katalasu (Nila et al.,

2006).
4.4.2 Produkce signalnich molekul v peroxisomech

Peroxisomy mohou produkovat nékolik signalnich molekul, model peroxisomalniho
metabolismu je uveden na obr. 13. Hlavni metabolické procesy zahrnuté v produkci peroxidu
vodiku v peroxisomech jsou fotorespira¢ni reakce glykolatoxidasy, B-oxidace mastnych kyselin,
enzymatické reakce flavinoxidas a disproporcionace superoxidového radikalu. Za produkci
superoxidového radikalu v matrix listovych peroxisomt je zodpovédna xantinoxidasa (XOD,
EC 1.17.3.2). Metaloenzym superoxiddismutasa (SOD) uéinné katalyzuje pfeménu superoxidu
na H,0, a O,. Katalasa pak katalyzuje rozklad H,O,, ale jeji aktivita muZe byt pfi stresovych
podminkach rapidné snizena (Corpas et al., 2001).
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Obr. 13 Produkce signalnich molekul O, H,0, a NO Vv rostlinnych peroxisomech (upraveno
podle Corpas et al., 2001).

Z membrany peroxisomil je do cytosolu produkovan O,. Tato produkce souvisi
s kratkym elektronovym transportnim fetézcem, ktery vyuziva jako akceptor elektronti kyslik a
je spojen s NAD(P)H. Askorbat-glutathionovy cyklus je zdrojem NAD® pro peroxisomalni
metabolismus a je také dulezity pfi ochrané proti tiniku H,O, z peroxisomtl. Na tom se podili
dva membranoveé enzymy askorbatperoxidasa (APX, EC 1.11.1.11) a
monodehydroaskorbatreduktasa (MDHAR, EC 1.6.5.4; Corpas et al., 2001). Peroxid vodiku
snadno pronika membranou do cytosolu a mize byt degradovan APX. MDHAR oxiduje NADH
na matrixové strané membrany a prenasi elektrony na elektronovy akceptor
monodehydroaskorbat. (MDHA) na cytosolické stran¢ (Del Rio et al., 1998). Dalsi dilezitou
antioxidacéni funkci askorbat-glutathionového cyklu je ochrana fotorespira¢ni glykolatoxidasy a

dalsich peroxisomalnich flavinovych enzymi redukovanym glutathionem (Corpas et al., 2001).

Peroxisomalni NOS produkuje NO a ten reaguje s O, za vzniku silného oxida¢niho
¢inidla ONOO". ONOO" reguluje pfeménu xanthindehydrogenasy (XDH, EC 1.17.1.4) na
xanthinoxidasu (XOD), ktera produkuje O,. NO muze také difundovat pfes membranu a tam

reagovat s cytosolickym O, vzniklym elektronovym transportnim fetézcem za vzniku ONOO'.
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NO, ktery difunduje pfes membranu, miize rovnéz slouzit jako signalni molekula (Corpas et al.,
2001).

NO ovlivitgje aktivitu peroxisomalnich enzymti v ZivociSnych buiikdch. Snizuje aktivitu
katalasy a glutathionperoxidasy (EC 1.11.1.9) a aktivitu enzymd peroxisomalni [B-oxidace
zvySuje. V rostlinnych buiikich NO a ONOO' inhibuji katalasu a askorbatperoxidasu, enzymy

zodpoveédné za odstranéni peroxidu vodiku. Katalasa je také inhibovana superoxidovym

radikalem (Corpas et al., 2001).
4.43 Receptory aktivujici proliferaci peroxisomii (PPARs)

Proliferace peroxisomt miize byt vyvolana mnoha strukturné odlisSnymi slou¢eninami a je
spojena s metabolismem lipidd (Reddy, 2004). Peroxisomalni proliferatory aktivuji sérii
transkripnich faktor®i, spole¢né znamych jako receptory aktivujici proliferaci peroxisomi
(PPARs), které patii do skupiny jadernych hormonovych receptord. Aktivované PPARs
stimuluji expresi genti acyl-CoA-oxidasy (ACOX) a bifunk¢éniho enzymu, které jsou soucasti f3-
oxidace mastnych kyselin v peroxisomech (Nila et al., 2006). Skupina PPARs zahrnuje n€kolik

isoforem, které jsou zobrazeny na obr. 14.
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Obr. 14 Skupina receptortt PPARs (Reddy, 2004).

Aktivita transkripce PPARs a dalSich nuklearnich receptorti je regulovana vazbou
specifickych ligandi. Po vazbé lipofilniho ligandu vytvaii PPAR komplex s dal§im jadernym
receptorem, retinoidnim X receptorem (RXR). Komplex PPAR/RXR se vaZe na promotorovou
sekvenci DNA, oblast PPRE (peroxisome proliferator response element) a dochazi k transkripci
cilovych genti (obr. 15; Reddy, 2004).
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Obr. 15 Mechanismus pisobeni receptoru PPAR (upraveno podle Reddy, 2004).

PPARs jsou receptory mastnych kyselin s odlisnou selektivitou pro ligandy. PPARy vaze
nenasycené nebo hydrofilni mastné kyseliny, zatimco PPARa mtize vazat také nasycené mastné
kyseliny. PPAR B/6 vaze kyselinu eicosapentanovou. Piestoze mezi jednotlivymi isoformami
existuje vysoky stupent homologie, nejsou konzervovany nabita residua Arg288 a Glu343, ktera
jsou zodpoveédna za vazbu nitroskupiny nitrovanych mastnych kyselin u PPARy. Vazebna kapsa
PPARY ma unikatni hydrofilni vlastnosti, coz vysvétluje vazbu modifikovanych oxidovanych a

nitrovanych mastnych kyselin (Li et al., 2008).

Mastné kyseliny jsou prekurzory mnoha dulezitych slozek metabolismu. Nedavno bylo
zjisténo, ze farnesol a geranylgeraniol, typické isoprenoidy mnoha rostlin, mohou aktivovat

PPARa a PPARY. Také sojové isoflavonoidy mohou aktivovat PPARS.

Na zakladé sekvenéni analyzy DNA nebyla shleddana homologie mezi savéimi a
rostlinnymi jadernymi hormonovymi receptory. V promotoru zivo¢iSnych gend pro jaderné
hormonové receptory, jako jsou PPARs, jsou silné konzervovany nékteré cis elementy, které
nejsou piitomny v promotorech rostlinnych genti. Rostlinné a zivocisné PPARs mohou byt

rozdilné, jako napt u NOS (Nila et al. 2006).

PPARy je dullezity receptor, ktery se 0cCastni regulace mnoha procesi v bunce jako
regulace homeostazy glukosy a metabolismu lipidd, diferenciace adipocytit a bunécné
signalizace (Alexander et al., 2006; Schopfer et al., 2005). Kontroluje expresi velké skupiny
regulaénich genti zapojenych v metabolismu lipida, pfi zanétu a bunééné proliferaci (Dubuquoy
et al., 2006).
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444 Ligandy PPARY

Mezi syntetické ligandy receptoru PPARy patii thiazolidindionové derivaty (TZDs)
rosiglitazon, pioflitazon a ciglitazon pouzivané pti 1é¢bé diabetu typu 2 (Alexander et al., 2006;
Li et al., 2008). Objev receptoru PPARYy je velmi dulezity v lidské fyziologii a objevech novych
1€kt Presto je identifikace fyziologickych ligandi obtizna. Jako prvni ptirozené ligandy PPARy
byly zjistény 15-deoxy-A'>"*-prostaglandin J, (15-d-PGJ,) a oxidované mastné kyseliny.

Oxidované mastné kyseliny pfitomné v lipoproteinech o nizké hustoté, kyselina 9-
hydroxyoktadekadienova (9-HODE) a 13-hydroxyoktadekadienova (13-HODE), aktivuji
PPARy v makrofazich. Prestoze tyto oxidované mastné kyseliny maji nizkou afinitu

K receptorim, jsou vice u¢inné nez piislusna analoga nativnich mastnych kyselin.

Nedavna pozorovani objevila, Ze nitrované mastné kyseliny, kyselina nitrolinolova a
kyselina nitroolejova, aktivuji PPARYy jiz v nanomolarni koncentraci. V lipidech lidské plazmy
se nachazeji v koncentraci vice nez 1uM a mohou tak byt vysoce afinitnimi endogennimi
ligandy PPARY. To ma velky vyznam V klinickych terapiich. PPARYy, lipidy a signalni cesty NO
maji souvislost s diabetem, obezitou a kardiovaskularnimi chorobami. Zjisténi, ze nitrované
mastné kyseliny mohou slouzit jako ligandy PPARy, tak pfinasi propojeni dvou zdanlivé

rozdilnych signalnich drah (Li et al., 2008).

OA-NO; je vhodnym a siln¢jsim ligandem nez LNO,, protoze je také stabilnéjsi ve
vodném prostiedi (Baker et al., 2005). Dal§im vhodnym ligandem PPARY je konjugovana
kyselina linolova (CLA). Chemicky se jedna o smés étyf isomert (cis-9, cis-10, trans-11 a trans-
12) kyseliny linolové. CLA byla nalezena v produktech z mléka a masa a mize byt také

produkovana stfevni mikroflorou (Dubuquoy et al., 2006).

Hydrolyza nitrovanych mastnych kyselin z komplexu lipidii je spojena s enzymem
fosfolipasou PLA,. Ptiblizné 80 % LNO, se nachazi ve formé estert a aktivace PPAR-y je tedy
spojena s aktivaci PLA, (Schopfer et al., 2005).

445 Mechanismus vazby ligandi na PPARy

LNO, i rosiglitazon podporuji a usnadnuji interakci PPARy s riznymi sekvencnimi
motivy LXXLL ze skupiny steroidnich koaktivatort (SRC2-3 a SRC1-2), CREB binding
proteinem (CBP), TRAP220 a PGC1-a. V piipadé vazby 9-HODE nebo 13-HODE na PPARYy

dochazi jen ke slabé interakci s témito motivy.

K objasnéni molekularni podstaty vysoce afinitni vazby LNO, k PPARy byla vyfeSena
krystalova struktura komplexu LNO,-PPARy a SRC1-2 LXXLL motivu. PPARy ligand vazebna
doména (LBD) tvoii dimer (obr. 16a). Zpusob vazby LNO, je podobny vazbé rosiglitazonu,

molekula LNO, zaujima asi 40 % vazebného mista (obr. 16b).

31



Obr. 16 Struktura komplexu PPARYLBD a LNO,. a) celkova struktura komplexu PPARY-
LNO,-SRC1-2. b) blizsi pohled na vazbu LNO, na PPARy. PPARY je znazornén zelenou
barvou, SRC 1-2 je zluty a navazana LNO, je zobrazena rizove (atomy uhliku), modfe (atomy

dusiku), a ¢ervené (atomy kysliku) (pfevzato z Li et al., 2008).

Vazba dvou isomertt LNO; (C10 a C12) do vazebného mista PPARy je zndzornéna na
obr. 18. Karboxylové skupiny obou isomeri LNO, tvoii n€kolik vodikovych vazeb s residui
PPARYy, véetné GIn286 z helixu 3 (obr. 17a). Tyto interakce jsou pozorovany pro oba isomery
LNO; i rosiglitazon a jsou dilezité pro aktivaci PPARy t€mito ligandy. Mutaci Q286A jsou tyto

interakce naruSeny i tim i znemoznéna aktivace PPARy.

Obr. 17 (a) Mapa elektronové hustoty znazoriiujici dva navazané isomery LNO; a okolni
residua PPARy. LNO,: rizové jsou znazornény uhlikové atomy, modie dusikové atomy a
¢ervené kyslikové atomy. Vyznaéena jsou residua, ktera jsou dalezita pro selektivitu vazby. (b)
Specificka interakce residui PPARY s nitroskupinami LNO,. Vodikové vazby jsou znazornény

Sipkami (pfevzato z Li et al., 2008).

Selektivita vazby LNO,-PPARy je vysvétlena specifickou interakci nitroskupin
s vazebnymi residui PPARy (obr. 18). Nitroskupina na uhliku C10 tvofi vodikové vazby

32



s Arg288 a nitroskupina na uhliku C12 interaguje s Glu343 (Obr. 17b a 18). Mutaci jednoho
z residui poklesne aktivace PPARY interakci s LNO,. Tato mutace nema vliv na aktivaci PPARy
rosiglitazonem. V piipadé vazby 9-HODE a 13-HODE se hydroxyskupina vaze na stejné pozice
jako nitroskupina u LNO,. Arg288 se podili na vazbé endogenniho ligandu PPAR -
alkylglycerolfosfatu.

Z téchto strukturnich pomért je zfejmé, pro¢ jako ligand PPARy neptisobi

nemodifikovana kyselina linolova, ale pouze nitrovana a oxidovana kyselina linolova.
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Obr. 18 Interakce PPARy-LNO,. Dva izomery LNO, v krystalu s vazebnou doménou PPARy
jsou vyznaéeny ¢ervenou a modrou barvou. Cerné je vyznadena spole¢na struktura téchto
izomert. Hydrofobni interakce jsou znazornéné ¢arkované a vodikové vazby jsou znaroznény

Sipkami od protonovych donora k akceptorim (ptevzato z Li et al., 2008).

PPARy obsahuje dva vazebné epitopy. Prvni epitop, ktery se nachazi na C-konci
aktivacniho helixu (AF2, obr. 17b), je spolecny pro vazbu kyselé skupiny LNO, a TZDs. Druhy
epitop, ktery obsahuje Arg288 a Glu343, je specificky pro nitrované a oxidované skupiny
modifikovanych mastnych kyselin (Li et al., 2008).

Byly prozkoumany Cctyii pfirozené se vyskytujici isomery kyseliny nitrolinolové.
Vsechny aktivuji PPARYy v zavislosti na koncentraci, ale nejsou rovnocenné. Bylo zjisténo, Ze
poloha nitroskupiny hraje dilezitou roli v aktivaci PPARY jiz v submikromolarnim mnozstvi.
12-nitroderivat (E-12-NO,-18:2) je nejsilngjsim ligandem. Vyjimecénost isomeru E-12-NO,-18:2
mize spocivat v unikatni interakci mezi aminikyselinovymi residui vazebného mista PPARy a
nitroskupinou na uhliku C12 isomeru E-12-NO,-18:2. Na aktivaci PPARy ma maly vliv také

pocet dvojnych vazeb v molekule nitrované mastné kyseliny. Je také mozné, ze pii vysoké
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koncentraci PPARy-LBD se mohou vazat souCasné¢ dvé molekuly nitrované kyseliny,
prednostné se bude vazat nitrovana 1,4-dienova mastna kyselina. Vazba dvou stejnych liganda

mize zna¢n€ modifikovat konformaci PPARY a tim aktivovat transkripci.

Nitrované mastné kyseliny mohou také interagovat s molekulami jinych signalnich drah a
tim mutze byt nepfimo ovlivnéna aktivita PPARy. Naptiklad nitroalkany jako elektrofilni
slou¢eniny mohou ovliviiovat signalni drahy proteinkinas. Fosforylaci PPARy mize byt

sekundarné ovlivnéna transkripce zavisla na PPARy (Gorczynski et al., 2009).

5 Priklady reakcei nitrovanych mastnych kyselin s proteiny

Mnoho elektrofilnich slou¢enin puisobi jako signalni mediatory tim, Ze modifikuji klicové
thioly a dal$i mukleofilni slozky transkrip¢nich faktort a signalnich proteind. Nitroalkylace
proteind je unikatni, protoZe nitrované mastné kyseliny se tvoii pii zanétlivych reakcich, snadno
reaguji s thioly a jsou schopny posttranslacné modifikovat proteiny 10-1000 krat rychleji nez
vétSina dalsich biologickych elektrofili. Tyto posttranslaéni modifikace proteinti nemaji vliv jen
na funkci proteind, ale také na jejich distribuci uvnitt bunky, jelikoz navazani ¢asti nitrované
mastné kyseliny na proteiny miize vyznamné ovliviiovat jejich katalytickou aktivitu, strukturu a
hydrofobicitu. Schopnost nitrovanych mastnych kyselin reversibilné posttranslaéné modifikovat

proteiny muze byt dulezita i v toxikologii (Khoo et al., 2010).

Posttranslaéni modifikace proteini elektrofilnimi nitrovanymi mastnymi kyselinami

ovliviiuje mnoho signalnich drah. Pfiklady jsou uvedeny na obr. 19 (Khoo et al., 2010).
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Obr. 19 Nitrace lipidt pii signalizaci a poskozeni. PPARS, receptory aktivujici proliferaci
peroxisomi; NF«kB a NrF2, transkrip¢ni faktory; GAPDH, glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenasa. (ptevzato z Khoo et al., 2010).

irreversibilni inhibitor

5.1 Kyselina nitroolejova

xanthinoxidoreduktasy

Xanthinoxidoreduktasa (XOR) je molybdoflavinovy protein, ktery katalyzuje preménu
purind hypoxanthinu a xanthinu na kyselinu mocovou. Reakce je doprovazena tvorbou NADH
nebo superoxidového radikalu. XOR hraje dulezitou roli pii degradaci nukleovych kyselin ve

vsech organismech (Corpas et al., 2008).

XOR existuje pfednostné jako dehydrogenasa (XDH, EC 1.1.1.204), elektrony ze
substratu redukuji NAD* na NADH (Kelley et al., 2008). XDH je sloZena ze dvou identickych a
katalyticky nezavislych podjednotek o velikosti asi 150 kDa. Kazda podjednotka obsahuje jeden
molybdopterin, dva Fe-S clustery a jeden FAD. Redoxni centrum je lokalizovano ve tfech
doménach: dva Fe-S clustery v 20 kDa doméné¢, FAD v 40 kDa doméné a molybdopterin v 40
kDa doméné (Sauer et al., 2002).

XDH mize byt pfeménéna na xanthinoxidasu (XOD, EC 1.1.3.22) a to dvéma cestami:
reversibilné prostiednictvim oxidativnich procesi (tento krok mize byt zvracen pomoci
redukénich ¢inidel) nebo irreversibilné tryptickou proteolyzou (Corpas et al., 2008; Sauer et al.,
2002). XOD redukuje kyslik na superoxidovy radikal nebo peroxid vodiku (obr. 20).
Nadprodukce téchto reakénich produkti je spojena s mnoha patologickymi stavy. Superoxidovy
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radikal a dalsi ROS pfispivaji k oxidativnimu stresu a jsou zahrnuty v procesech jako zanét,
arteroskleroza, reperfuzni poskozeni po ischemii, rakovina, starnuti, bunécna diferenciace a
proliferace, obrana pfed napadenim mikroorganismy, metabolismus xenobiotik apod. Hladina
XOD v krevnim séru je vyznamé zvySena pii patologickych stavech, proto ma inhibice XOD
velky terapeuticky vyznam (Kelley et al., 2008; Ramallo et al., 2006). U savcu bylo zjisténo, ze
XOD ma vztah k NO. XOD i XDH jsou inaktivovany oxidem dusnatym a za ur¢itych podminek
muze XOD tvofit peroxinitrit. Peroxinitrit pak mtize regulovat pfeménu XDH na XOD a zpétné

regulovat aktivitu XOD (Corpas et al., 2008).

0O, H0, o, H,0,

hypoxanthin >—% xanthin >—% kyselina mo&ové

20, 20, 20, 20,

Obr. 20 Oxidace hypoxanthinu a xanthinu na kyselinu mocovou katalyzovana XOD
(Ramallo et al., 2006).

Nejvice prostudovanym enzymem z této skupiny je XDH z kravského mléka, u néhoz
byla vyiesena krystalova struktura. Rostlinné XDH nejsou zatim tak dobie prostudovany. (Sauer
etal., 2002).

Nedéavno byla zjisténa vyraznd homologie (asi 50%) mezi primarni strukturou Zivocisné
XDH a rostlinnou aldehydoxidasou (ALO, EC 1.2.3.1) zrajete, kukufice a Arabidopsis.
Isozymy ALO katalyzuji posledni krok biosyntézy rostlinnych hormoniti: kyseliny indoyloctové
a kyseliny abscisové. Ty ptisobi pii riznych procesech, napi. pii reakci rostlin na
enviromentalni stresové podnéty, jako je poranéni, vodni stres, tvorba semen (Sauer et al.,

2002).

Mnoho rostlinnych extrakti ma inhibicni efekt na aktivitu XOD nebo ma schopnost nicit
superoxidovy radikal. Nékteré piirodni produkty vykazuji jednu z téchto vlastnosti (Ramallo et
al., 2006). Znamym syntetickym inhibitorem XOR je allopurinol. Allopurinol se oxiduje na
molybdenovém kofaktoru na oxypurinol, ktery pak ptsobi jako inhibitor. Kyselina nitroolejova
mize slouzit jako irreversibini inhibitor XOR. Inhibice je zprostfedkovana reakci OA-NO,

s pterinem v molybdopterinovém kofaktoru XOR (obr. 21; Kelley et al., 2008).
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Obr. 21 Inhibice XOD kyselinou nitroolejovou a allopurinolem. (A) Aktivita métena pii 292
nm, kdy dochazi k tvorbé kyseliny mocové. (B) Aktivita méfena pii 550 nm, kdy dochazi k
tvorbé superoxidového radikalu a redukci cytochromu ¢ (ptevzato z Kelley et al., 2008).

5.2 Inhibice glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy

Ve fyziologické koncentraci nitroalkany inhibuji glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasu
(GAPDH). Sest rezidui GAPDH, které obsahuji Cys, byly in vitro modifikovany nitroalkeny.
Tyto modifikace GAPDH a také dalSich biomolekul nitrovanymi mastnymi kyselinami
vyznamné zvySuji jejich hydrofobicitu a usnadiuji jejich translokaci do membrany. Produkty
reakce GAPDH s nitroalkeny byly nalezeny in vivo v lidskych ¢ervenych krvinkach (Cui et al.,
2006).

5.3 Inhibice transkrip¢niho faktoru NF-xB

Enzymaticka a chemicka oxidace mastnych kyselin je dilezitd v procesech regulace
zanétlivych procesi. Prostaglandiny, thromboxany, isoprostany a leukotriny zprostiedkovavaji
podnéty pro rozvoj zanétu prostiednictvim aktivace receptori spiazenymi s G-proteiny a
aktivaci nuklearnich receptoru, a v nékterych piipadech i posttransla¢ni modifikaci proteint.
K regulaci zanétu pfispivaji elektrofilni slouceniny prostfednictvim posttranslaéni modifikace
transkripéniho faktoru NF-kB. NF-kB je proteinovy komplex slouzici jako transkripéni faktor.
Rodina NF«xB obsahuje pét rliznych podjednotek (p50, p52, p65, pl00a pl05), které tvori
hetero- nebo homo- dimery.

NF«B je dulezity béhem odezvy gent, které koduji proteiny pro syntézu cytokini. Dimer
p50/p65 podporuje expresi genti zapojenych V mechanismech bunécného preziti a rozvoji
zanétl. Biologické elektrofily, nitrované mastné kyseliny a prostaglandiny, potlacuji aktivaci

NFxB atim tlumi rozvoj zanétu. Inhibi¢ni efekt nitrovanych mastnych kyselin spociva v
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nitroalkylaci Cys38 podjednotky p65. Podjednotka p65 se pak nemtze vazat na oblast
promotoru gent spjatych se zanétem (Freeman et al., 2008; Rubbo & Radi, 2008).

5.4 Aktivace transkrip¢nich faktori Keapl/Nrf2

Nitrované mastné kyseliny reguluji expresi geni pro proteiny faze II detoxifikace
elektrofilnich xenobiotik prostfednictvim tzv. responzniho elementu pro elektrofily (EpRE,
electrophile responsive element), ktery je také znamy jako ARE (antioxidant responsive
element). Mechanismus této aktivace spociva v alkylaci proteinu Keapl. Keapl je
cytoplazmaticky protein, ktery je bohaty na cystein a proto snadno podléha elektrofilnim

reakcim.

Nrf2 patii mezi transkripéi faktory typu leucinového zipu a nachazi se v cytosolu
v neaktivni formée. Alkylaci Keapl se uvolni Nrf2, ktery migruje do jadra. Jako heterodimer se
vaze na ARE v DNA a aktivuje se exprese genu pro proteiny faze II, napt. hemoxygenasy-1
(obr. 22). Proteiny faze II jsou zodpovédné za detoxifikaci a ochranu bunék pied patogeny,
metabolickym stresem a nevratnym poSkozenim dasledkem zanétlivych stavi. Elektrofilni
reaktivita nitrovanych mastnych kyselin inhibuje proliferaci bun¢k hladké svaloviny v cévach
mechanismy nezavislymi na PPARy a NO a zavislymi na Keap1/Nrf2 (Freeman et al., 2008;
Khoo et al., 2010; Trostchanky & Rubbo, 2008).

FA-NO, . -S-FA-NOZ
H
\ @ alkylace

disociace

transport do jadra

4
# exprese genti pro proteiny faze Il
HO -1

Y

hem —— biliverdin—s bilirubin

antioxidac¢ni vlastnosti

Obr. 22 Mechanismus aktivace Keapl/Nrf2. FA-NO,, nitrovana mastna kyselina (upraveno
podle Satoh et al., 2006).

38



5.5 Nitrované mastné kyseliny a glutathiontrasferasy

Glutathiontransferasy (GSTs) tvofi velkou skupinu isoenzymi. Jsou exprimovany
Vv riznych buiikach a tkanich a katalyzuji konjugaci elektrofilnich slou¢enin s glutathionem,
zejména elektrofili méné chemicky reaktivnich a téch, které¢ jsou uréeny k exkreci pomoci
specifickych membranovych transportnich proteini. Nékteré GSTs mohou regulovat aktivitu
kinas, které aktivuji mitogeny a aktivitu dalSich stresovych kinas. Bylo zjisténo, ze GSTs
katalyzuji konjugaci glutathionu s elektrofilnimi mastnymi kyselinami, napf. prostaglandiny.
Nicmén¢, zadna aktivita GSTs k OA-NO, a LNO, nebyla experimentalné zjisténa. Bylo v§ak
zjisténo, ze nitroderivaty mastnych kyselin jsou schopné inhibovat GST jiz v nanomolarni
koncentraci. Expresi isozymi GSTs mize byt potlacena aktivace PPARy-zavislé transkripce.
GSTs mohou regulovat aktivaci transkripce, ktera je zprostiedkovana nitroderivaty mastnych
kyselin, protoze nitroderivaty mastnych kyselin jsou takto odstranény od jejich jaderného cile —

PPARy (Bates et al., 2009).

Konjugaty glutathionu s nitrovanymi mastnymi kyselinami, NO,-OA-SG a NO,-LA-SG
také interaguji s GSTs. Konjugaci s glutathionem ztrati nitrované mastné kyseliny reaktivni
elektrofilni centrum. Interakce konjugatu s GSTs tedy nevyzaduje tvorbu kovalentni vazby.
Dostupnost volnych nitroderivati mastnych kyselin a jejich konjugatd s glutathionem miize byt

regulovana prostfednictvim reversibilni reakce mezi GSTs a lipidy (Bates et al., 2009).

r we

6 Protizanétlivé ucinky

Nitrované lipidy membran a lipoproteini mohou pifenaset signalni u¢inek NO na vétsi
vzdalenosti a regulovat signalni cesty pfi vzniku a rozvoje zan€tl. Je znamo, Ze nitrolinolat

vyuziva cGMP-zavislé i cGMP-nezavislé signalni mechanismy (Kalyanaraman, 2004).

Molekuly, které jsou odvozené od NO a za urcitych podminek mohou NO zpét uvoliiovat,
reguluji podobné jako NO cévni tonus. V tomto smyslu nartistd pochopeni vyznamu napf.
dusitanti a nitrosothiolii jako rezerv a pfenasect NO, které ovliviiuji cGMP-zavislou signalizaci
(Freeman et al.,, 2008). Nitrolinolat indukuje relaxaci hladkych svalovych buné¢k cGMP-

zavislym mechanismem (obr. 23; Baker et al., 2004).
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Obr. 23 Indukce relaxace hladkych svalovych bunék nitrovanymi mastnymi kyselinami
v zavislosti na cGMP. Vlivem NO vzrista aktivita sGC vedouci ke zvyseni koncentrace cGMP

a relaxaci cév.

Nitrované mastné kyseliny inhibuji aktivaci velké skupiny bunék se zanétlivou funkci
také mechanismy nezavislymi na NO. Inhibuji funkci neutrofild (polymorfonuklearnich
leukocytli, PMN) a krevnich desticek mechanismy nezavislymi na ¢cGMP (Freeman et al.,
2008), podili se na aktivaci CAMP-zavislé kinasy, vyrazng snizuji influx Ca*" a podporuji
fosforylaci proteind, které stimuluji vasodilataci. V zavislosti na cAMP inhibuje LNO, srazeni
krve, které je indukovano trombinem (Kalyanaraman, 2004). Znovuobnoveni srazeni krve
nastava pusobenim inhibitoru adenylatcyklasy. Aktivita adenylatcyklasy je zvySovana cAMP-
zavislou fosforylaci Ser-159 fosfoproteinu stimulujiciho vasodilataci, coz zplsobuje snizeni

hydrolyzy cAMP v neutrofilech a makrofazich (Freeman et al., 2008).

Aktivace fagocytujicich leukocytti a neutrofilll je hlavni charakteristikou zanétlivych
onemocnéni. Byl zkouman vliv LNO; na prozanétlivé leukocyty, které maji centralni postaveni
pii patogenesi atherosklezozy (Coles et al., 2002). Nitroderivaty mastnych kyselin inhibuji
aktivaci neutrofilt indukovanou pusobenim N-formyl-methionyl-leucyl-fenylalaninu (fMLP) a
forbol-13-myristat-13-acetatu (PMA), coz ma za nasledek inhibici produkce superoxidu,
mobilizaci Ca**, degranulaci azurofilnich granul a expresi glykoproteinu CD11b. Nitrace lipida
funkci leukocytl. Tvorba zanétu je doprovazena uvolnénim proteas a dalSich degradativnich
enzymi. LNO, u¢inn¢ blokuje degranulaci azurofilnich granul zavislou na fMLP. Z toho
vyplyva, Ze nitroderivaty mastnych kyselin zmiriuji bunééné poskozeni (Coles et al., 2002).

Glykoprotein, CD11b (aM integin, MAC-1), je exprimovan na povrchu leukocytl jako
heterodimer s CD18 (C receptor typu 3) v odpovédi na aktivacni prvky jako je fMLP, a je
zapojeny v adhezi endothelidlnich bun€k a v transendothelidlni migraci do mista zanétu. Pii
atherogenesi dochéazi k nahromadéni leukocyti do arteridlni stény pomoci leukocytovych

integrinovych receptorti, zahrnujicich CD11b. Tento proces ovliviuji produkty lipidové oxidace
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a volné radikaly, napt. O%, NO, prostaglandiny a isoprostany. Inhibice exprese CD11b
indukované fMLP vlivem LNO, ukazuje, Ze nitroderivaty mastnych kyselin mohou ovliviiovat

odpoved’ leukocytd spjatych s rozvojem vaskularnich chorob (Coles et al., 2002).

Stimulace neutrofilt fMLP nebo PMA ma za nasledek translokaci nejméné tii
cytosolickych proteinii p67-phox, p47-phox, a p2l-racl do membrany, kde tyto proteiny
interaguji s dvéma membranovymi proteiny gp-91-phox a p22-phox za tvorby aktivniho
enzymového komplexu NADPH-oxidasy, ktery tvoii O”. Bylo zjisténo, ze LNO, neinhibuje
tvorbu O pi¥imym ptisobenim na NADPH-oxidasu (Coles et al., 2002).

Pii aktivaci polymorfonuklearnich lekocyti inhibuje LNO, produkci superoxidového
radikalu, mobilizaci vapniku a expresi CD11b mechanismy nezavislymi na NO, cAMP a cGMP

(Freeman et al., 2008).

7 Moznosti syntézy a analyzy nitrovanych mastnych kyselin

7.1 Syntéza LNO, a OA-NO,

LNO, Ize v laboratornich podminkach ziskat nitraci kyseliny linolové pomoci radikalu
NO,, NO, nebo NO,". Vychozi latky pouZzivané jako nitraéni ¢inidla mohou byt ONOO,
NO,BF,, NO, a NaNO,. Syntéza pomoci kapalného NO,BF, (NO,H probihd mechanismem
elektrofilni substituce a v pfipad¢ pouziti NO, se jedna o radikdlovy mechanismus. Reakce
kyseliny linolové s ONOO™ mtize probihat dvojim mechanismem. Nitraci zptsobuji bud’ NO,
nebo NO," (O’Donnell et al., 1999). Poslednim moZnym zplisobem je nitrace pomoci NaNO,
nebo AgNO, za ptitomnosti fenylselenylbromidu (PhSeBr). Nejprve se vytvoii fenylseleniovy
meziprodukt, ktery je nasledné oxidovan peroxidem vodiku na vysledny nitrolinolat (obr. 24;
Baker et al., 2004). Nitroselenylacni reakci vzniknou nitracni i peroxidacni produkty, které lze

purifikovat extrakci a chromatografii na koloné se silikagelem (Lim et al., 2002).
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Obr. 24 Schéma syntézy kyseliny nitrolinolové pii pouziti PhSeBr a NaNO,. Kyselina linolova
reaguje nejprve s PhSeBr a NO,". Vznikly meziprodukt je pak oxidovan na kyselinu

nitrolinolovou. Vznikaji dva polohové isomery (Baker et al., 2004).

OA-NO; mize byt syntetizovana nitraci kyseliny olejové dusicnanem sodnym. Reakce

probiha v prostiedi DMF za piitomnosti kyseliny sirové jako katalyzatoru (Tsikas et al., 2009).
7.2 MozZnosti analyzy nitrovanych mastnych kyselin

LNO; Ize analyzovat pomoci TLC, spektrofotometricky, metodami kapalinové i plynové

chromatografie, NMR a IR (Baker et al., 2007; Lim et al., 2002).

Analyza TLC probiha na vrstvé silikagelu ve smési chloroform-methanol a po detekci
v pardch I, vytvofi analyzované lipidy barevné skvrny. Pomoci TLC lze rozli$it polohové

isomery LNO,, které maji R¢ 0,45 (pro C10 isomer) a 0,50 (pro C12 isomer).
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Spektralni analyza zahrnuje proméieni absorpéniho spektra v bazickém methanolu.

Absorpéni maximum pro LNO, v bazickém metanolu je 329 nm (Baker et al., 2004).

LNO, byla detekovana pomoci LC-MS/MS v lidské plazmé v koncentraci 90 nM pro
volnou formu a 550 nM pro esterifikovanou formu. Koncentrace OA-NO; v lidské plazmé byla
stanovena 600 nM pro volnou formu a 300 nM pro esterifikovanou formu. V lidské krvi je tedy
vice abundantni OA-NO,, celkova koncentrace volné a esterifikované formy je asi 1000 nM
(Tsikas et al., 2009).

OA-NO, ma dostatecnou tepelnou stabilitu pro analyzu plynovou chromatografii. Tsikas
et al. ve své praci analyzovali pomoci metod GC-MS a GC-MS/MS OA-NO, a jeji
pentafluorobenzyl derivaty (PFB). V lidské krevni plazmé byly identifikovany dva isomery OA-
NO, ( 9- a 10- OA-NO,) v koncentraci ptiblizné 4 nM, coz je o dva fady nizsi nez koncentrace
publikované Freedman et al. (Tsikas et al., 2009; Freedman et al., 2008).

IR spektroskopie analyzuje vzorek z hlediska vazeb, identifikuje vazbu N=O. Touto
metodou lze potvrdit ptitomnost LNO, a vyvratit pfitomnost jinych produktt LONO nebo
LONO, (Lim et al., 2002).

Moznosti analyzy LNO, a OA-NO, metodami HPLC/MS a GC/MS publikované

v literatuie jsou shrnuty v tabulce 5.
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Tab. 5 Moznosti analyzy nitrovanych mastnych kyselin (ESI, ionizace elektrospejem; EIL, ionizace narazem elektronu; NICI, negativni chemicka ionizace; ECNICI, negativni

chemicka ionizace s elektronovym zachytem)

Analyt Metoda  Mobilni faze Typ kolony Typ ionizace  Typ detekce Literatura
LNO, HPLC 50-100% gradient MeOH v 0,1% k. Aquapore Cg (100 x 2,1 mm) ESI trojity kvadrupél Limet al., 2002
octové C15 (150 x 4,6 mm; 5 um)”
50-90% gradient B (60:40:0,1
CH3;OH/acetonitril/k. octovad) v A
(75:25:0,1 voda/acetonitril: k. octova)
HPLC  A0.1% NH,OH Luna Cyg (150 X 2 mm; 3 um) ESI hybridni trojity kvadrupol ~Baker et al., 2004
B (CNCH; 5 0.1% NH,OH) a linearni iontova past
gradient 20-65% B Baker et al., 2005
HPLC CH3CN:H,0:NH,4OH (85:15:0.1) Luna Cyg (150 X 2 mm; 3 um) ESI hybridni trojity kvadrupol Baker et al., 2005
a linearni iontova past
GC He CP-7420 kapilarni kolona (0,25 mm; fused  El jednoduchy kvadrupol Baker et al., 2004
silica, 100 m)
GC He 30 m CP-Sil 8CB MS kolona (5% fenyl / NICI jednoduchy kvadrupol Baker et al., 2004
95% dimethylpolysiloxan)
OA-NO, HPLC acetonitril/voda (80:20) s 0.1% k. octovou  Nucleodur C;g Gravity (250 x 4,6 mm; 5 - absorbance pii 263 nm Tsikas et al., 2009
pm)
HPLC 50% A (75% voda, 25% acetonitril, 0,05% Zorbax Eclipse XDB-Cyg (50 x 2,1 mm; 1,8 ESI trojity kvadrup6l Jain et al., 2008
k. octova pum)
MRM
50% B (100 % acetonitril)
GC He 30 m fused-silica Optima 17 (0,25 mm x ECNICI trojity kvadrup6l Tsikas et al., 2009
0,25 pum)
GC He HP-5MS (0,5 pym x 0,25 mm x 30 m) - - Jain et al., 2008
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POUZITE ZKRATKY

6PGDH
9-HODE
13-HODE
15-d-PGJ,
AA
ACOX
AGP
ALO
APX
ASC
BSA
cAMP
cGMP
CLA
cPTI
cPTIO
DAF-2 DA
DHA
DHAR
DMF
DMSO
DTT
EDTA
EPR
FAD
FDA
f-MLP
G6PDH
GAPDH
GSNO
GST

GC

GC

GR

GSH

6-fosfoglukonatdehydrogenasa
9-hydroxyoktadienova kyselina
13-hydroxyoktadienova kyselina
15- deoxy-A'***-prostaglandin J,
kyselina arachidonova
acyl-CoA-oxidasa
alkylglycerolfosfat
aldehydoxidasa
askorbatperoxidasa

redukovany askorbat

hovézi sérovy albumin

cyklicky adenosinmonofosfat
cyklicky guanosinmonofosfat
konjugovana kyselina linolova

2-(4-karboxyfenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazolin

2-(4-karboxyfenyl)-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid

4,5-Diaminofluorescein DA

dehydroaskorbat

dehydroaskorbatreduktasa

dimethylformamid

dimethylsulfoxid

dithiothreitol

disodna sl kyseliny tetraethylendiamintetraoctové
spektroskopie elektronové paramagnetické rezonance
flavinadenindinulkeotid

fluorescien diacetat
N-formyl-methionyl-leucyl-fenylalanin
glukosa-6-fosfatdehydrogenasa
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa
S-nitrosoglutathion

glutathiontransferasa

guanylatcyklasa

plynova chromatografie

glutathionreduktasa

redukovany glutathoin
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GSSG
H,DCF-DA
HO
HO-1
HPLC
ICDH
LBD

LC
LNO,
LOO
MDHA
MDHAR
MeOH
MES
MRP1
MS
MTT
NAD*
NADH
NADP*
NADPH
NBT
NO,BF,
NOS
OA-NO;
PFB
PhSeBr
PLA;
PMA
PMN
PMS
PPAR
PPRE
RNO,
RNS
RONO
ROS

oxidovany glutathion
2'7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat
hemoxygenasa

hemoxygenasa-1

vysokoucinna kapalinova chromatografie
isocitratdehydrogenasa

ligand vazebn4 doména

kapalinova chromatografie

kyselina nitrolinolova

peroxidovy radikal

monodehyrdoaskorbat
monodehydroaskorbatreduktasa

methanol

4-morfolinethansulfonova kyselina
mitochondrialni RNA-vazici proteiny

hmotnostni spektrometrie
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromid
nikotinamidadenindinukleotid (oxidovana forma)
nikotinamidadenindinukleotid (redukovana forma)
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (oxidivana forma)
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (redukovana forma)
nitrotetrazoliova modf

nitronium tetrafluorborat

synthasa oxidu dusnatého

kyselina nitroolejova

pentafluorobenzylové derivaty
fenylseleniumbromid

fosfolipasa A,

forbol-13-myristat-13-acetat

polymorfonulkearni leukocyty

fenazinmetosulfat

receptor aktivujici proliferaci peroxisomu

prvek reagujici na proliferaci peroxisomu
nitrososlou¢eniny

reaktivni formy dusiku

nitrososlou¢eniny

reaktivni formy kysliku
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RSNO
RXR
SDS
SOD
TAA
TEMED
TLC
TRIS
TZDs
XDH
XOD
XOR

S-nitrosothioly

retinoidni X receptor
dodecylsiran sodny
superoxiddismutasa

kyselina trans-arachidonova
N,N’-tetramethylendiamin
chromatografie na tenké vrstve
tris(hydroxymethyl)aminomethan
thiazolidindionové derivaty
xanthindehydrogenasa
xanthinoxidasa

xanthinoxidoreductasa
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