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Seznam zKkratek

AK aminokyselina (aminokyseliny)

BMI ,»Body mass index* = index télesné hmotnosti
BSA hovézi sérovy albumin

ER endoplazmatické retikulum

FA mastna kyselina (FAs - mastné kyseliny)
gHSA glykovany lidsky sérovy albumin

HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
HSA lidsky sérovy albumin

ID-MS izotopova diluéni hmotnostni spektrometrie
IEC iontové vyménnd chromatografie

IEM iontoveé vyménna membranova chromatografie
IR infracervena spektroskopie

Keapl-Nrf2 regula¢ni draha s ustfedni roli ochrany bunék pied oxida¢nim stresem
LC kapalinova chromatografie

NF-xB nuklearni faktor kappa B - skupina transkripénich faktort, které se vazou
na promotory RNA polymerazy II a ovliviuji tak expresi genli dilezitych

pro imunitu, zanétlivou odpoveéd’ a dalsi vyznamné procesy
NIR blizka infraCervend oblast spektra
NO,-FA nitrované mastné kyseliny
NO,-OA kyselina nitroolejova
OA kyselina olejova
PAGE elektroforéza na polyakrylamidovém gelu

PEG polyethylenglykol
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Pnen

PPARYy
SDS
SEC
TCA

TLR4

kopolymer slozeny z N-methylolakrylamidu, butylakrylatu a N-
izopropylakrylamidu

nitrojaderné receptory ovliviiujici transkripci a expresi genti
dodecylsiran sodny

vylucovaci chromatografie

kyselina trichloroctova

,» Toll-like* receptor 4 - skupina bilkovinnych receptortt ha povrchu
cytoplazmatickych membran, schopnych rozeznavat cizi, a tedy

potencialné nebezpecné molekuly
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1. Uvod
Rada sloucenin, zvla§té hydrofobni povahy, vyuziva kvili své nizké rozpustnosti
v plazmé specifické transportéry, aby byly efektivné dopraveny na potiebné misto.
Ptenos pomoci transportéra je také dulezity, pokud dané latky mohou ve volné formé
v krvi zplisobit nezddouci uc¢inky. Jednim znejvyznamnéjSich sérovych proteind,

plnicich tuto lohu, je sérovy albumin.

Albumin je globularni protein zodpovidajici za regulaci onkotického tlaku v Kkrvi,
antioxidatni a protizadnétlivé ucinky, vazbu 1éCiv nebo zminény transport. Tato
bakalaiska prace se zamétuje na interakce sérového albuminu s mastnymi kyselinami a
jejich substituénimi derivaty, konkrétné¢ jde o kyselinu olejovou a nitroolejovou.
Kyselina nitroolejova se da povazovat za pomérné¢ nové studovanou slouceninu
S protizanétlivym ucinkem.

Teoreticka Cast této prace je tvorena resersi publikaci o lidském sérovém albuminu se
zfetelem na jeho strukturu, funkce a strukturni modifikace, izola¢ni a detek¢ni metody.
V druhé ¢asti literarniho ptehledu jsou popsany mastné kyseliny, tj. vazebna mista
Vv molekule albuminu pro mastné kyseliny, a poté jsou popsany dosud odhalené

vlastnosti a u¢inky nitrovanych derivatl mastnych kyselin.

Prakticka ¢éast obsahuje vysledky elektrochemickych a elektroforetickych experimentt,
kterymi byla studovana interakce lidského sérového albuminu s kyselinou
nitroolejovou, a v zavéru této prace se nachazi diskuse o vysledcich a shrnuti celé

bakalatrské prace.
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2. Cile prace

1. Vypracovat literarni reSersi zamefenou na lidsky sérovy albumin a jeho funkéni
vlastnosti se zietelem na jeho strukturni modifikace a transport mastnych
kyselin.

2. Elektrochemickymi metodami analyzovat interakce albuminu s kyselinou
olejovou a nitroolejovou a stanovit vazebnou kapacitu albuminu pro kyselinu
nitroolejovou.

3. Elektroforetickymi metodami ovéfit validitu pouzitého albuminu a separovat
albumin po inkubaci se zminénymi mastnymi kyselinami, pfipadné odhalit

agregaty Ci fragmenty, vznikajici vlivem interakce s kyselinou nitroolejovou.
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3. Teoreticka Cast

3. 1. Lidsky sérovy albumin
Lidsky sérovy albumin (HSA, tj. ,,Human Serum Albumin®) patii mezi vyznamné
multifunkéni proteiny obsazené V intravaskularnim prostoru. Privlastek multifunkéni
vypovida o jeho pestré $kale funkci, z nichz tou hlavni je transport riznych endo-
i exogennich latek, jako jsou 1éCiva, hormony, steroidy, ionty kovi, kyslik, oxid

dusnaty, mastné kyseliny a dalsi.

Koncentrace sérového albuminu v krvi se u zdravych jedinct pohybuje kolem 500-800
umol/l a koncentrace v mo¢i je mensi nez 0,3 umol/l. Jakmile mnozstvi albuminu

v v ’ S v ’ v ’ . 2
Vv moci stoupne, znaci to vyskyt zanétu mocovych cest nebo poskozeni ledvin.

HSA se podavda az po 10 g déavkadch v pfipadech, které jsou asociovany
hypoalbuminémii, tj. hemoragicky Sok, chirurgicka ztrata krve, onemocnéni jater nebo
vazné popaleniny. Zamérné se aplikuje pacientiim pro vyrovnani osmotického tlaku

v plazms. 3

3.1.1.  Historie
Vyznam sérového albuminu vzrostl béhem druhé svétové valky, kdy jej chirurg Isidor
S. Ravdin klinicky vyuzil a podaval sedmi pacientim vazné poranénym pii Utoku
na Pearl Harbor. Stav viech sedmi pacientd se diky tomu zlepsil. * V dalsich letech se
zkoumala struktura albuminu, napt. v roce 1975 doslo k identifikaci primarni sekvence.
Vroce 1989 jsme diky Cartrovi a spolupracovnikiim ziskali 3D strukturu HSA
s rozlienim 6,0 A. Podrobné& popsany 3D model V rozliseni 2,8 A vznikl v roce 1992

s vyuzitim rentgenové krystalografie.

3.1.2. Biosyntéza albuminu
K biosyntéze albuminu dochédzi v jatrech. Prekurzor zvany proalbumin je nejprve
vytvafen ve formé preproalbuminu v lumenu endoplazmatického retikula (ER)
hepatocytli. Za vznik prekurzoru zodpovida jediny gen. Nésledné dochazi ke Sté€peni
naER. ° Po odstépeni 6 aminokyselin dlouhého peptidu z N-konce putuje ,zraly*

albumin do krevniho ob&hu, a to v koncentraci 10-15 g/den.

K degradaci dochazi napf. ve svalech, kiZi, jatrech nebo ledvinach. °
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3.1.3.  Strukturaalbuminu
Polypeptidovy fetézec globularniho albuminu zahrnuje celkem 585 aminokyselin
(AK). " Tyto AK jsou soudasti tif domén oznacenych Fimskymi islicemi I (zbytky 1-
195), Il (zbytky 196-383) a Ill (zbytky 384-585), které se dale déli na subdomény A a B
(obr. ¢. 1). Konkrétné se objevuje 17 tyrosilovych zbytkd, 35 cysteinylovych zbytkd,
znichz 34 tvori disulfidické mustky, ajeden tryptofan - Trp214. Ten se nachazi
v hydrofobni $térbing v subdoméné IIA. ® Jediny volny cysteinylovy zbytek, znadeny
jako Cys34, zastupuje témét 80 % vsSech thiolovych skupin v plazmé a ve struktuie
albuminu ma vyznam zejména V interakcich s dalSimi latkami (obr. ¢. 1). Diky jeho

lokalizaci na Fetézci v subdoméné IA hraje dileZitou roli ve vazbg 1é&iv.

Co se tyce sekundarni struktury, okolo 69 % sestava z a-helixti (v kazdé doméné
deset ®) a 23 % z B-skladanych listil. ° Jednotlivé subdomény jsou spojené dlouhymi
smyCkami a dva dlouhé stoené a-helixy spojuji subdomény IB s IIA a IIB s IlIA
(obr. & 1). 8

V krystalické formé zaujima albumin ptevazné ,,srdcovity tvar, v roztoku je molekula
ale pomé&m¢ flexibilni. '° Napiiklad pii kolisani pH vykazuje albumin konformacni
zmény. Pfi pH menSim nez 2,7 zaujima prodlouzenou (E) konformaci. V rozmezi pH
2,7 az 4,3 je to (F) forma charakteristickd zvySenou viskozitou, mensi rozpustnosti a
mens$im poctem o-helixii vzhledem k neutrdlni (N) konformaci (,,srdcovity* tvar),
kterou HSA zaujima pii pH 4,3 az 8,0. Nad pH 8,0 ma HSA bazickou konformaci
bez a-helixti se zvyienou afinitou k nékterym ligandim oproti klasické formé. ™
Deformace mohou zpisobit také vazby mastnych kyselin (FA) nebo pfitomnost vapniku

a dalich iontt v okoli molekuly. *?
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Obr. ¢ 1: 3D struktura HSA s barevné odlisenymi subdoménami, konci retézce a
poloha Cys34 (riZovd) v programu PyMol (PDB kéd: 1E78). '3

Sérovy albumin pfirozené agreguje - jednotlivé molekuly se spojuji v dimery, trimery ¢i
tetrametry (obr. ¢. 2). Nachylnost k agregaci je zavisla na okolnich podminkach a stavu
organismu. Napf. u pacientll s onemocnénim jater (cirhdza, akutni chronické selhani
jater) se vyskytuje vyssi koncentrace dimerti albuminu nez u zdravych jedinctu. Tvorbu

multimernich forem mohou spustit i n&které ionty kovi. **

Obr. &. 2: 3D struktura dimeru HSA v programu PyMol (PDB kéd: 1406). *°
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3.1.4.  Fyzikalné-chemické vlastnosti albuminu
Molekulova hmotnost HSA je 66 438 Da. ! Velky pocet ionizovanych AK zbytki
(az 215 na molekulu pii pH 7) udéluje albuminu velky celkovy elektricky naboj a diky
tomu je vyborné rozpustny, lze vytvofit az 20% roztok albuminu. Pocet kyselych AK
zbytkl pievazuje nad bazickymi, celkovy naboj molekuly HSA pfi pH 7 je tedy -15. 1
Pfi mirnych zménach teploty a pH je konformacné stabilni, ve struktuie dochazi pouze
k reverzibilnim zménam. ° Stabilitu struktury zajistuji zejména disulfidické miistky

mezi cysteinylovymi zbytky. ** Isoelektricky bod HSA je p¥iblizng 5,1. °

3.1.5.  Funkce albuminu
Jak bylo zminéno vySe, hlavni funkci, kterou albumin zastava, je transport. Diky
albuminu se velka spousta sloucenin, zejména hormony a mastné kyseliny, efektivnéji
dopravuje na ur¢ené misto. Jednim z diivodu je zvysSeni rozpustnosti hydrofobnich latek
V plazmé po jejich vazbé na albumin. Jako transportér 1é¢iv zvySuje dobu cirkulace
lé¢iva v ob&hovém systému a ovliviiyje tak jeho biodostupnost. 1° Pfiblizng ze 75 %
zodpovida za onkoticky tlak v Krvi. ® Také je schopny odlisit jednotlivé stereoizomery,
coz d&la albumin nejvice enantioselektivnim proteinem v plazmé. © Snizuje aktivitu
toxinii a patii k vyznamnym antioxidantim diky pfitomnosti AK obsahujicich siru
(Cys34, methioninové zbytky) a diky chelataénim vlastnostem N-koncového peptidu.
Nekdy se projevuji také jeho pseudoenzymatické funkce ¢ napi. esterazova aktivita
potvrzené experimenty, dokazujicimi vazbu HSA knékterym povrchovym
komponentam grampozitivnich a gramnegativnich bakterii, zodpovédnym za aktivaci
imunitniho systému skrz receptor TLR4. 7 Rozs4hlé studie jeho struktury odhalily jeho
vyznam v ruznych fyzikalnich procesech a roli biomarkeru pfi riiznych onemocnénich,
napf. pfi rakoving nebo revmatoidni artritids. *® P¥ikladem mize byt vazba oxidu
dusnatého (NO) na Cys34 za vzniku N-nitroso-alouminu. Oxid dusnaty ma totiz

regulaéni roli pii vzniku trombézy, albumin tedy vykazuje antitromboticky efekt. °

3.1.5.1. Cys34 - vyznam

Jediny volny cysteinylovy zbytek ve struktuie albuminu, Cys34, je diky pfitomnosti
volné thiolové skupiny regulatorem oxidacné-redukéni rovnovahy v plazmé. Vychytava
volné radikaly a ma vysokou afinitu i k nékterym iontim, jako jsou Cd**, Pt**, Hg*",
Cu'™, Fe**®" a Zn®* . Médné a Zeleznaté ionty Casto tvoii reakci s kyslikem nebo

s peroxidem vodiku reaktivni kyslikové radikaly mechanismem Fentonovy reakce.
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Vazbou téchto iontd na HSA obvykle dojde zablokovani jejich vstupu do Fentonovy

reakce. 1!

Cys34 (obr. ¢. 3) se nachazi v napul oteviené $térbin€ v subdoméné IA v blizkosti tfech
ionizovatelnych skupin - imidazolového kruhu zbytku His39 a karboxylovych skupin
zbytkd Asp38 a Tyr84. Toto usporadani udrzuje Cys34 v redukované formé¢ (HSA-SH)
pii nizkém pKa a zamezuje intermolekularni tvorb¢ disulfidickych mistkt (dimerizaci).
Oxidované formy Cys34, jako je kyselina sulfinovd (HSA-SOOH) a kyselina sulfonova

(HSA-SO3H) se wvyskytuji v minoritnim mnozstvi a sjejich narGstem souvisi
9

patologické stavy. !

Obr. & 3: Cys34 (rizova) ve strukture HSA v programu PyMol (PDB kod: 1E78). 13

3.1.5.2. Vazba iontd

Na molekule HSA najdeme spoustu mist pro vazbu iontl kovil Mg2+, A|3+, Ca2+, Mn2+,
Co®*, Co®, Ni?*, cu*, cu®*, zn®*, Cd**, Pt**, Hg*" a Tb®*. Tii mista viak dominuji diky
pritomnosti vhodné uspofadanych AK zbytki pro vazbu odlisnych ionti. % Jedno se
nachazi na N-konci polypeptidu, kde jsou dusikové atomy AK zbytkt Alal, Ala2
a His3, na které se vazou ionty Cu?*, Co?* a Ni?*. # Druhé misto reprezentuje thiol
Cys34, ktery vaze ionty Au’, Hg?* a Pt?*. * Treti vazebné misto s vysokou afinitou
pro Cd** a Zn?* zahrnuje His67, Asn99, His247 a Asp249. %
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3.1.5.3. Vazba léiv
Diky tomu, Ze na molekulach albuminu existuji vazebna mista s vysokou afinitou
k riznym endogennim i exogennim latkdm, se koncentrace volnych toxickych latek
po vazb& do téchto mist snizuje. > V molekule HSA se vyskytuji dvé primarni vazebna
mista pro léCiva, kterda jsou homologni, ale 1isi se afinitou k vazb¢ 1é€iv. Prvni, tzv.
Sudlowovo misto I (vazebné misto pro warfarin), je umisténo v subdoméné I1A a vazou
se do n¢j piedevsim dikarboxylové kyseliny a heterocyklické slouceniny o vysoké
molekulové hmotnosti jako je warfarin, azopropazon a fenylbutazon. '° Druhé,
oznacené jako Sudlowovo misto II (vazebné misto pro indol/benzodiazepin), je
v subdoméné IITA a priméarné vaze aromatické slouceniny, napt. ibuprofen a slouceniny
obsahujici indol (Obr. ¢. 4). 8 Ve vazebném mists I ovladaji afinitu ptedevSim
hydrofobni interakce, Vv ptipadé mista II je afinita ovlivnéna i elektrostatickymi

interakcemi a vodikovymi vazbami. *°

O vazebna mista na albuminu kompetuji s 1é¢ivy nékteré mastné kyseliny. J. Anguizola
a kol. (2013) zkoumali kombinovany uéinek glykace a nékolika mastnych kyselin
s dlouhym fetdzcem na celkovou vazbu HSA k fadé derivati sulfonylmocoviny %4, které
piisobi jako antidiabetika (1&¢i diabetes 2. typu) %. Vysledky ukazaly zvysenou afinitu
glykovaného HSA (gHSA) k métenym 1é¢ivim a ve stejné mife snizenou afinitu HSA
i gHSA k témto 16¢iviim v piitomnosti mastnych kyselin s dlouhym Fetézcem %, jako je

kyselina linoleova, kyselina olejova, kyselina palmitova a stearova. 2

3.1.6.  Posttransla¢ni modifikace albuminu

3.1.6.1. Oxidace
Oxidované formy albuminu souvisi s vyskytem patofyziologickych stavii. Endogenné
vytvarené reaktivni kyslikové radikaly zpisobuji oxida¢ni degradace a poskozeni
makromolekul (oxidaéni stres). Vytvaii mnozstvi zmén ve 3D struktufe proteinu, ¢imz
ovliviiuji vazby a interakce sl1éCivy. ' Albumin podléha oxidaci pii nefrotickém

27

syndromu " a je hlavnim cilem oxida¢niho stresu pfi chronickém selhani ledvin a

u hemodialyzovanych pacienti. %
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Jak bylo zminéno vyse, Cys34 obsahuje thiolovou skupinu a jeho vyznam spociva
ve vazbé¢ 1éCiv, avSak dulezity je také prave pii méfeni vyskytu oxidovanych stavii HSA.
Za béznych fyziologickych podminek se HSA vyskytuje ze 70-80 % v redukované
formé s volnou thiolovou skupinou na zminéném cysteinylovém zbytku. Takovéto
form¢ se fika merkaptoalbumin. Z 20-30 % je Cys34 zapojen do reverzibilné tvofenych
disulfidickych mustkli s molekulami obsahujicimi thiolovou skupinu, napf. cystein,
cysteinylglycin, homocystein a glutation. Vtomto piipadé mluvime o
non-merkaptoalbuminu 1. V malém méfitku mize byt Cys34 oxidovany na sulfonovou
kyselinu (non-merkaptoalbumin 2). Pomér téchto forem pak uruje antioxidacni
kapacitu HSA. ®

Pfi riznych studiich byla objevena fada typl modifikaci HSA, napt. peroxynitrit
(ONOQ") zpusobuje modifikaci Tyr zbytku, kyselina chlorna HOCI modifikuje bo¢ni
fetézce proteinti a zpusobuje zesitovani. Velmi vyznamnymi oxida¢nimi ¢inidly jsou
chloramin-T a N-chlorpyrrolidin-2,5-dion. Ob¢ tyto latky oxiduji Met zbytky

v proteinech na methionin sulfoxidy v neutralnim a mirné alkalickém pH. *

3.1.6.2. Glykace / glykosylace

Spontanni neenzymaticka reakce monosacharidu s proteiny se nazyva glykace. ™

K takové modifikaci mize dojit reakci volnych aminoskupin albuminu s redukujicimi
cukry nebo s reaktivnimi produkty jejich degradace. ® B&zna spontanni glykace probihé
podle mechanismu Maillardovy reakce. * Zpogatku dochazi k tvorb& Schiffovy baze
reakci redukujiciho cukru s primarni aminoskupinou na N-konci proteinu a nékolika
lysinovych zbytcich (Lys525, Lys439, Lys281, Lys199). Schiffova baze se muzZe
preskupit v Amadoriho produkt. % Nakonec se glykuji i zbytky argininu. Pokud dojde
ke glykacim v blizkosti Sudlowovych mist, mohou mit vliv na vazebnou kapacitu HSA.
Mirné sniZzeni vazebné kapacity HSA muze tak mit za nasledek velké zvySeni volné
aktivni formy 1é&iva v krvi. ® Napf. glykace na Lys199 zvysuje afinitu k warfarinu, ale

zéroveti snizuje afinitu k bilirubinu. ™

U zdravych dospélych osob se hladina gHSA pohybuje mezi 11 a 16 %, zatimco osoby
s diabetem mellitus maji tuto hladinu zvySenou na 20 az 30 %. A proto gHSA muze byt

o . . 2
pomocnou komponentou pii stanovovani koncentrace glukozy v Krvi.
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Glykosylace se od glykace lisi pfedev§im vtom, ze je to enzymatickd a cCasto
reverzibilni modifikace. Ma diilezitou roli pfi reverzibilni modulaci struktury a funkce

proteinu a pii regulaci bunééné homeostazy. %0

3.1.6.3. Delece
Jak na N-konci, tak na C-konci HSA mohou chybét nékteré AK zbytky. Casto albumin
postrada na N-konci Asp-Ala zbytky, které jsou zodpovédné za chelataci volnych
kovovych iontli. Na C-konci HSA nejcastéji chybi leucinovy zbytek, molekula ma pak

kratsi dobu Zivota (méné& nez 80 hodin). ®

3.1.6.4. Dimerizace
Mezi molekulami HSA muze dojit k dimerizaci tvorbou disulfidické vazby na Cys34
v disledku zvyseného oxidacniho stresu. Biologicky ucinek dimerizace neni zcela
jednoznacny. Urcité se ale zmenSuje pocet volnych Cys34 v jednotlivych molekulach
HSA, a tim se snizuje antioxida¢ni Uc¢inek. Na druhou stranu se vlivem dvojité

molekulové hmotnosti a del$iho polocasu Zivota zlepSuje transport 1€¢iv. 6

3.1.7. Hypoalbuminémie
Nizké mnozstvi albuminu v krvi neboli hypoalbuminémie nastdva pii zmensené tvorbe
Vv jatrech, pfi zvySeném katabolismu nebo rendlni a enterdlni ztraté, a to zejména
pii podvyzivé nebo zancétu. Muze byt také disledkem jaternich onemocnéni. Vyskyt
nekterych srde¢nich chorob (ischemické choroby srdec¢ni, fibrilace sini, infarkt
myokardu) je nepiimo zavisly na hladin¢ sérového albuminu v Kkrvi, nemluveé

0 prispévku rizikovych faktort, jako je koufeni nebo zvySeni hodnoty BMI. 3

3.1.8. Analbuminémie
Analbuminémie je velmi vzacna porucha, pii které ¢lovék HSA uplné postrada nebo je
jeho mnozZstvi drasticky sniZeno. 4 Poprvé byla diagnostikovana v roce 1954 31leté Zen¢
Z Némecka, ktera byla pod dohledem I¢kaiti kvuli zvySené sedimentaci erytrocytd,
otoku kotniku a Casté tinavé, mimoto vsak nebyla nemocna. Od té doby se objevilo

vt o .. . wex 11
okolo 50 ptipadli analbuminémie v rodinach po celém svéte.

K rozeznani prvnich ptiznakil dochazi vétSinou ve véku kolem 24 let, jsou to hlavné
rizné typy edémi a unava, jak tomu bylo v prvnim ptipadé. Sekunddrnim ptiznakem je
hyperlipidémie, pfi které jsou hodnoty lipoproteinii a celkového cholesterolu vyrazné

nad hornimi limity. **

19



3.1.9.  Albuminurie
Albuminurie je patologicky stav, pfi kterém se albumin objevuje v moc¢i v abnormalnim
mnozstvi (bézné¢ pouze ve stopovém). Nastava zejména u pacientil s onemocnénim
ledvin (ledviny nedokézou filtrovat velké molekuly nebo jsou poskozené zvySenym
ptijmem soli), dale pak pfi dlouhodobém diabetu (zejména 1. typu). V moci se tak miize

1A : oy 1o v v 32
vytvoftit bild péna, pacient mize mit otoky kotnikii, rukou, bficha nebo tvari.

3. 2. Mastné kyseliny
Mastné kyseliny (FAS, tj. ,fatty acids®) slouzi savctim jako pomérné vydatny zalozni
zdroj energie. Jejich uloha je ale také stavebni, jelikoz jsou soucésti bunécnych
membran a tukovych bun¢k v adipdzni tkani, a pokud zrovna neplni funkci
energetického zdroje, slouzi jako izola¢ni a ochranny materidl organd. Hlavnim zdrojem
FAs jsou lipidy, znichz vznikaji travenim v gastrointestinalnim traktu pomoci
pankreatickych hydrolytickych enzymii. Urc¢ité mnoZzstvi vznikd také ze sacharidl

v jatrech. ¥

Jen velmi malé mnozstvi FAs (<0,01 %) se vyskytuje volné v plazmé. 3 Rozpustnost
mastnych kyselin ve vodnych roztocich je velice nizka. Z toho divodu potiebuji
vyuZivat transportéry pro piepravu z tukovych bunék do bunék, které je spotiebovavaji.
Jednim z takovych transportérii s vysokou afinitou vii¢i mastnym kyselindm je pravé

T .34
sérovy albumin.

3.2.1.  Interakce sérového albuminu s mastnymi kyselinami
Ve struktufe HSA se vyskytuje sedm vazebnych mist s vysokou afinitou
K neesterifikovanym mastnym kyselindm S dlouhym fetézcem. Znaci se zkratkami FA1
az FA7. Absolutné nejvyssi afinitu k mastnym kyselindm maji mista FA2, FA4 a FAS,
ktera maji tvar izké dlouhé hydrofobni , kapsy*. Za extrémnich podminek dokaze jedna

molekula albuminu nekovalentné navéazat 6 az 7 molekul mastnych kyselin. %
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Prvni vazebné misto se nachazi v subdoméné IB, a krom¢ FAs vaze i dalsi ligandy
(hem, bilirubin, exogenni slouceniny). Druhé lezi na rozhrani 1A a IIA, teti a ¢tvrté
v subdoméng IIIA (Sudlowovo misto II) &, paté v IIIB, Sesté mezi IIA a IIB, a sedmé
v subdoméné IIA (obr. ¢. 4). Na molekule albuminu najdeme i spoustu dalSich mist,
kam se mohou mastné kyseliny navazat, jsou to tzv. sekundarni vazebna mista pro FAS.
Afinita FAs K témto mistim je vSak pétkrat az desetkrat mensi nez ve zminénych sedmi
primarnich polohach. 12/ blizkosti vazebnych mist pro FAS jsou také mista, na ktera

se vazi razné dalsi molekuly, napft. ionty kovii a 1é¢iva (ibuprofen, warfarin a dalsi). %

FA1

FAS

Sudlowovo —— FA2
misto 11
*
! A : Sudlowovo
FA3, FA4 LA KN misto I, FA7
3N FA6
¥

Obr. ¢. 4: 3D struktura HSA s vyznacenymi AK zbytky typickymi pro vazbu FA (riizova)
a Sudlowovymi misty vprogramu PyMol, FAl - Argll7, Tyrl6l, Leul82, FA2 -
Tyrl50, Arg257, Ser287, FA3 - Ser342, Arg348, Arg485, FA4 - Arg410, Tyr4l1l,
Serd89, FA5 - Tyrd01, Lys525, FA6 - Arg209, Lys351, Ser480, FA7 - Leu238,
Ala291. 8(PDB kéd: 1E78) =

Vazba HSA-FA se muze vytvotit také diky pfitomnosti bazickych fetézcti aminokyselin
ve struktufe HSA, které tvofi specifické solné¢ mustky s funkénimi karboxylovymi
skupinami fetézce mastnych kyselin. 12 Solny miistek je typ vazby vznikly kombinaci
dvou nekovalentnich vazeb, vodikové vazby a elektrostatické vazby. V misté FAS
karboxylova skupina mastné kyseliny tvoii vodikovy mistek s atomem kysliku zbytku

Tyr401a solny mistek s aminoskupinou zbytku Lys525. 33
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Vazebné vlastnosti albuminu vii¢i mastnym kyselindm jsou casto ovlivnéné glykosylaci
HSA. Odlisné ucinky maji vSak nejen rtizné struktury sacharidd, ale také zalezi
na lokaci v molekule HSA. Napt. v subdoméné IA glykosylace nema téméf zadny vliv
na vazbu FAs, na rozdil od glykosylaci v subdoménach IIB nebo IIIB, které zvysuji
tvorbu vazeb HSA-FA. ™

Obr. & 5: Model komplexu HSA a kyseliny myristové (Cervend) v programu PyMol
(PDB kéd 1BJ5). %

3.2.2.  Nitrované mastné kyseliny
Nitrované derivaty mastnych kyselin (NO,-FA) jsou pfedmétem zajmu pro vyzkum
zejména od roku 2003, kdy byla poprvé v organismu identifikovana kyselina

. . .37
nitroolejova. 3

Za generaci téchto derivati mohou pravdépodobné reaktivni dusikové radikaly, které
spole¢n¢ s kyslikovymi vznikaji pfi rGznych zanétlivych a metabolickych reakcich.

Mechanismus vzniku NO,-FA z t&chto radikali viak neni presné znam. *

NO,-FA maji elektrofilni povahu, tzn. jedna nebo vice skupin na molekule ,,postrada“
elektrony a mize je pifijmout od jinych, na elektrony ,bohatych®, molekul
(nukleofili). *® Jednou z takovych nukleofilnich sloucenin je pravé HSA a jako hlavni
transportér mastnych kyselin je pfedmétem zajmu soucasnych studii zaméfenych
na NO,-FA. K reakcim elektrofili s HSA dochazi primarn€ na volné thiolové skupiné

Cys34 a na aminoskupinach His, Trp, Lys a N-konce. *
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Rada studii pfisuzuje nitrovanym FAs vlastnost spoustét pleiotropni signélni drahy

izanétli 4041 Takové
vlastnosti maji diky elektrofilni kapacité¢ B-uhliku reaktivniho nitroalkenylového
substituentu, ktery podléhd reverzibilni Michaelové adici. Tato reakce se nazyva
nitroalkylace a dochazi k ni primarné na funkéné vyznamnych Cys a His zbytcich

proteint a enzymi regulujicich transkripci. 42

NO,-FA se metabolizuji velice podobné jako nesubstituované mastné kyseliny, tedy
predevsim podstupuji - a B-oxidaci nebo z nich esterifikaci vznikaji lipidy. V mnoha
ptipadech si produkty jejich metabolismu zachovavaji elektrofilni charakter. V ptipadé
tvorby komplexnich lipidi pak nemohou takto zabudované NO,-FA interagovat

S proteiny a tvofi se zasoba téchto derivatl v bunkach. 3

Nékteré NO,-FA (kyselina nitroolejova, kyselina nitrolinolova) funguji jako antagonisté

43

receptoru PPARy *, signalni drahy Keapl-Nrf2 * a tepelného Soku. 43 Diky

antagonistickym vlastnostem NO,-FA vi¢i transkripénim faktortm NF-xB silné

-----

NO2-FA jsou tyto derivaty potenciadlnimi kandidaty na Iéciva.

3.3. Metody izolace albuminu

3.3.1.  Cohnova metoda
Jednou z puvodnich metod pro izolaci HSA z plazmy je metoda Edwina J. Cohna, ktera
se sklada z n¢kolika zakladnich krokt, zaloZenych na rozdilné rozpustnosti albuminu a
ostatnich proteinti v plazmé pii riznych hodnotach pH, koncentracich ethanolu,

pfi riznych teplotach, iontové sile a koncentraci proteinu. 4

Izolace probiha tak, ze vSechny tyto zminéné podminky se postupné méni (koncentrace
ethanolu roste od 0 % do 40 %, pH klesa od 7 k 4,8, teplota klesa z laboratrni teploty
az k -5 °C) a z pavodn¢ zmrazené krve jsou odebirany frakce, z nichz kazda obsahuje
specificky precipitat. Pfi pH 4,8 a koncentraci ethanolu 40 % se vysrazi albumin
(posledni frakce). Mnozstvi plazmy v posledni frakci je ale pouze 1 %, vytézek
albuminu je tedy velmi nizky. Nevyhodou metody je také pomérné malé Cistota izolatu.
Za ucelem zvySeni vytézkli a sniZeni mnozZstvi necistot se tato metoda postupné
zdokonalovala, az se zacala kombinovat s nov¢j§imi technikami chromatografie. V roce
1949 skupina Oncley a kol. modifikovala Cohnovu metodu a zvysila tak cistotu

izolovaného HSA. #
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3.3.2. Kombinace Cohnovy metody a kapalinové chromatografie
Kombinace téchto dvou metod, kterou poprvé publikovala skupina Tanaka a kol. v roce
1998, umoznuje velmi kvalitni izolaci a purifikaci plazmovych proteinit a pouziva se
k pramyslové produkci téchto proteind. % Pouziti kapalinové chromatografie (LC)

’ v voos ’oxw c v . , . 49
vyznamné zvysuje vytézek i Cistotu izolovaného albuminu.

3.3.3.  lzolace z placenty
Skupina Joaquin Cabrera-Crespo a kol. (2000) popsala techniku izolace HSA z lidské
placenty, ktera zahrnuje vysrazeni ethanolem a iontové vyménnou chromatografii.
Purifikace albuminu z placenty je jeden z nejefektivnéjSich zpisobu, ktery Setii

materidlem a izolovany HSA ma cistotu 97,1 %. 50

3.3.4.  Afinitni sraZeni HSA za pouZiti kopolymeru Pygy a L-thyroxinu
Pii této metodé se albumin fixuje pomoci afinitniho ligandu L-thyroxinu, navazaného
na kopolymer Pyngn (N-methylol akrylamid, butylakrylat, N-izopropyl akrylamid).
L-thyroxin je syntetickd forma hormonu vylu¢ovaného folikularnimi buiikami $titné

zlazy. Tato pomérné jednoducha metoda izoluje HSA s pfijatelnou Cistotou v jednom
kroku. **

3.3.5.  Metoda srazZeni za zvySené teploty
V porovnani s ostatnimi proteiny v plazmé je albumin odolny vic¢i velkym zménam
teploty. Toho lze vyuzit u metody, pti které se pouzivad 0,04 M kyselina kaprylova
na stabilizaci pH 5 pti 60 °C. Pfi tak vysoké teploté se deaktivuji potencidlni patogeny
a vSechny ostatni proteiny denaturuji a vysrazi se ze séra. Albumin, ktery ziistava

Vv roztoku, se poté zakoncentruje precipitaci a ultrafiltraci v Cistoté 98 %. >2

3.3.6.  Precipitace siranem amonnym v kombinaci s LC
Dalsi metoda purifikace HSA pouziva vysrazeni albuminu siranem amonnym a separaci
kapalinovou chromatografii. Nejprve je albumin odd€len od imunoglobulini pomoci
50% siranu amonného. Nasledné se odstrani lipidové slozky ledovym acetonem
a pro purifikaci proteinit se pouziva vylucovaci chromatografie. K vyhodnoceni

se pouziva western blotting a chemiluminiscence. >3
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3.3.7.  Precipitace smési TCA/aceton
Chen a kol. vroce 2005 pfisli s metodou vysrazeni HSA ze séra smési kyseliny
trichloroctové (TCA) a ledového acetonu. Ze série experimenti dosli K nejlepSim
vysledkim pfi pouziti obsahu 10 % TCA/aceton, ¢imz ziskali az 60 % HSA ze vzorku.
Takto vysrdzeny albumin si zachovava své nativni vlastnosti jako je rozpustnost,
teplotni stabilita, elektroforetickd mobilita, struktura a dalsi. Hlavnim cilem této metody
vsak bylo obohatit vzorky séra o ostatni proteiny, které se v séru vyskytuji v malém

mnozstvi, a usnadnit tak jejich detekci. >

3.3.8.  lontové vyménna chromatografie
Mezi technikami pro purifikaci proteint a jejich izolaci v co nejvétsi Cistot¢ dominuji
chromatografické metody. Z nich je Siroce pouzivand, nejen pro izolaci albuminu, pravé
iontové vyménna chromatografie (IEC). *® Pro minimalizaci nevyhod IEC (napk. &asova
naro¢nost, nizka prutokova rychlost) se vyvinula iontové vyménna chromatografie
s membranovymi adsorbenty (IEM), pouzita Frerickem a kol. (2006). Prvnim krokem
této techniky je odstranéni euglobulinu (skupina globulini charakteristicka Spatnou
rozpustnosti ve vod& a dobrou rozpustnosti v solnych roztocich *° z plazmy, a poté
nasleduje n&kolik purifikadnich procesti a izolace albuminu. (schéma &. 1) *° Proti
technikdm na bazi kolonové chromatografie ma IEM vysokou separac¢ni ucinnost,
redukuje mnozstvi pouzitého pufru a nevyZaduje tolik pracovniho prostoru. Na druhou

stranu je to pomérné drahd technika se Spatnym priimyslovym vyuzitim. 49
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Krok 1 Plazma zbavenad

euglobulinu

Aniontova vymeéna
Krok 2 { l

Kationovad vyména

J

Ultrafiltrace

v

Krok 3 Gelova filtrace
\

Ultrafiltrace

J

Albumin

Schéma &. 1: Jednotlivé kroky IEM (Frerick a kol., 2006) *°.

3.3.9.  Vyludovaci chromatografie
Vylucovaci chromatografie (SEC) je metoda typu chromatografie na obracené fazi,
pfi které se velké proteiny zachycuji na povrch hydrofilni stacionarni faze stérickym
vylou¢enim polyethylenglykolem (PEG), ktery je v mobilni fazi. Eluce zachycenych
proteinl se provadi sniZzenim koncentrace PEG. Wang a kol. v roce 2014 pouzili kolonu
naplnénou kryogelovym polyakrylamidem. Vyhodou kryogelu jsou jeho velké pory

(10-100 pm), coz umozituje vysokou pritokovou rychlost. >’

3.3.10. Afinitni chromatografie s pouZitim barviva jako ligandu
Afinitni chromatografie je typem kapalinové chromatografie, ktera pouziva k separaci
stacionarni fazi s afinitnim ligandem za ucelem selektivni purifikace analytu a sledovani
biologickych interaket. " Afinitni ligandy vSak nemusi mit Cisté pfirodni charakter.
Pro selektivni purifikaci albuminu a nékterych dalSich proteinti plazmy jsou vhodna

synteticka triazinové barviva. >°
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3.3.11. Imunoafinitni chromatografie (IAC)
Raoufinia a kol. (2016) aplikovali agar6zu aktivovanou kyanobromidem na G¢innou
purifikaci a zvySeni Cistoty HSA. Pro purifikaci potiebné protilatky pouzili IEC
a afinitni chromatografii s proteinem G, a poté ji navazali na zminénou agarézu. Takto
pfipravena staciondrni faze pak poslouzila k selektivni izolaci HSA z lidského séra

V &istote 98 %.

3.4. Metody detekce albuminu

3.4.1.  Elektroforéza
Elektroforetické metody jsou pomérné dlouho a stile Casto pouzivané zejména
pro separaci a detekci proteinli. Varianta kombinujici déleni podle velikosti (nebo
molekulové hmotnosti s pouzitim dodecylsiranu sodného) a podle isoelektrického bodu
se nazyva dvourozmérna elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (2D-PAGE). % Je
vSak pracnd, vyzaduje relativné velké mnozstvi vzorkli a mé& omezeny rozsah
molekulovych hmotnosti pro detekci. ® L. Anderson (1977) pouzil tuto metodu
pro analyzu velkého poétu vzorku lidské plazmy a detekci obsazenych proteinti véetné

HSA., 62

Kapilarni zonova elektroforéza (CZE) separuje latky na zéklad¢ jejich odlisné rychlosti
migrace V elektrickém poli v prostoru dlouhé uzké kapilary. Mezi jeji vyhody patii
nizka spotieba vzorku a mobilni faze, rychla analyza a snadna automatizace. Umoziiuje

také volbu riiznych detekénich metod a separaénich médi. *

Stanoveni HSA v odpovidajicim pasu po elektroforéze se provadi denzitometricky,

y Velr . , o, 64
¢asto s pouzitim fotodiod pro vysokeé rozliSeni.

3.4.2.  Elektrochemické metody
Typickymi elektrochemickymi analytickymi metodami jsou polarografie a voltametrie.
Funguji na principu méfeni zavislosti elektrického proudu na napéti vlozeném
na elektrody ponotfené do roztoku, v némz probiha elektrolyza. Potencial pracovni
elektrody se pii méfeni méni s casem podle urCité funkce (napf. linearni zména
potencialu pii cyklické voltametrii). Podminkou pro pouziti téchto metod je
elektroaktivita analytu, tj. musi byt schopen elektrochemické pfemény (v piipade
albuminu dochazi k redukci, pracovni elektroda ma charakter katody). NejCastéji se

pouzivaji rtutové elektrody. 6
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Ostatna a kol. (2006) zkoumali pomoci elektrochemickych metod nativni
a denaturovany stav hovéziho sérového albuminu (BSA). Pouzili DC polarografii
(polarografie za stejnosmérného proudu), adsorpéni rozpoustéci voltametrii (AdSV) a

chronopotenciometrickou rozpoustéci analyzu (CPSA). 66

Detailni popis aplikace elektrochemickych metod ve vyzkumu proteini lze nalézt

Vv prehledné praci vyzkumné skupiny Emila Palecka a kol. (2015). o7

3.4.3.  Spektrofotometrické metody

Skupina Doumas a kol. v roce 1971 publikovala rychlou a spolehlivou metodu méfeni
HSA za pouziti barviva bromkrezolové zelené. Byla méfena absorbance pii 628 nm
v 0,075 M sukcinatovém pufru (pH 4,2) a zavislost absorbance a koncentrace byla
linearni u vzorkl obsahujicich HSA do 6 g/dl. Pouziti neiontové povrchové aktivni
latky Brij-35 snizilo absorbanci blanku a zabrénilo tvorbé zdkalu. Vysledky téchto
méfeni jsou téméf shodné s vysledky elektroforetickymi. % Strukturnd podobnym
barvivem je bromkrezolovy purpur, piedstaveny vroce 1968. Komplex
bromkrezolového purpuru s HSA ma charakteristické zbarveni a jeho absorbance se
mé&fi pii 590 nm. *

Dalsi techniky detekce pouzivaji fluorescencéni sondy (fluorescencni spektroskopie).
Vhodnymi fluorofory pro detekci a kvantifikaci HSA jsou nizkomolekularni latky, které
spontanné interaguji s HSA a emituji intenzivni zafeni, zejména v blizké infracervené
oblasti (NIR), protoze tak jsou minimalné ovlivnény fluorescenci jinych biomolekul.
Choudhury R. a kol. (2019) pfiipravili dva donor-akceptorni fluorofory pro selektivni
detekci a kvantifikaci HSA. Pripravené fluorofory emituji zafeni v NIR oblasti spektra.
Toto zafeni samotnych latek je v polarnich rozpoustédlech zhaseno, po komplexaci
S HSA se vsak obnovuje. Jeden z fluorofortt dokonce selektivné interagoval s HSA

s rychlym zvy3enim intenzity fluorescence. *

Vibracni spektroskopie ma Siroké uplatnéni pro zkoumani struktury a dynamiky
proteinl ve vodnych roztocich, protoze vibra¢ni frekvence jsou velice citlivé na rizné
zmény (geometrické uspofadadni, inter- a intramolekuldrni interakce). Infracervena
spektroskopie (IR) je vhodna pro analyzu sekundarni struktury proteinti, Ramanova
spektroskopie k tomu dokaze popsat okoli AK zbytkt a struktury prostetickych skupin

proteini. "
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SERS (Surface Enhanced Raman Spectroscopy) je citliva a univerzalni technika, ktera
zlepSuje Ramantv signal vznikly interakci molekul proteinu s nanokovovymi materialy,
typicky inertnimi drahymi kovy. Tyto kovy absorbuji elektromagnetické zateni, jehoz
intenzita a vinova délka jsou spojeny s tvarem a strukturou kovu. Scaglione F. a kol.
(2019) vyvinuli nanoporézni zlato jako novy ultracitlivy biosenzor, funkcionalizovany

specifickou protilatkou pro selektivni detekci HSA. ™

Wu a kol. (2000) zkoumali, jak se daji pomoci NIR korela¢ni spektroskopie studovat
strukturni zmény proteinu v c¢ase, na vzorcich HSA. Pfisli na vyuziti NIR
pro identifikaci zmén v sekunddrni struktufe, hydratace a vodikovych vazeb

v proteinech. "

3.4.4. Imunochemické metody

Mechanismem pro imunochemickou detekci albuminu je vytvofeni komplexu
HSA s antiHSA protilatkou. Diky dostupnosti antiHSA protilatek je mozné specificky
detekovat HSA v biologickych vzorcich riznymi technikami, napt. spojenim antiHSA
protilatky se standardnimi enzymy pro techniku ELISA. Radialni imunodifize pouziva
agarovy gel se zachycenou antiHSA protilatkou, na kterém difunduje vzorek HSA.
Primér vzniklych skvrn (komplex HSA-antiHSA) koreluje s koncentraci albuminu.
DalSimi imunochemickymi metodami jsou radioimunoanalyza, imunoturbidimetrie,
imunonefelometrie, a dal$i. Imunochemické metody mohou méfit koncentraci albuminu

nejen v séru, ale i v dalsich t&Inich tekutinach (v mog&i - albuminurie). *

3.4.5. LC/MS

Technika LC/MS kombinuje HPLC (vysokoucinna kapalinové chromatografie)
hmotnostnim spektrometrem pro selektivni detekei a identifikaci molekul. ? Liu a kol.
(2014) pouzili tuto techniku pro méfeni pii riznych kombinacich nékolika organickych
rozpoustédel (aceton, etanol, metanol a dalsi) v riznych koncentracich za ucelem
selektivniho odstrandni HSA ze vzorkid séra. *° Pro detekci a kvantifikaci HSA v mo¢i
pouzil tuto techniku Beasley-Green a kol. (2014). Konkrétn€ Slo o izotopovou dilu¢ni
hmotnostni spektrometrii (ID-MS) za pouziti LC napojené na trojity kvadrupolovy

hmotnostni spektrometr. ™
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4. Experimentalni ¢ast

4. 1. Material a chemikalie

4.1.1. Chemikalie

Vétsina chemikalii byla pofizena od firmy Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) a
BioRad Laboratories (Hercules, CA, USA). Ekvimolarni smés izomera NO,-OA
(9-NO,-OA a 10-NO,-OA) v podobé methanolovych zasobnich roztokli nam poskytla
laboratot Bruce Freemana (University of Pittsburgh, USA) v Cistoté > 98. Lidsky sérovy
albumin zbaveny mastnych kyselin (,,fatty acid free* HSA) byl koupen od firmy Sigma
Aldrich (¢. A3782) v Cistoté 99 %. Vsechny roztoky byly ptipraveny s pouzitim Milli-Q
vody (18,2 MQ * cm™), Millipore, Bedford, MA, USA. Jako markery molekulové
hmotnosti byly pouzity Protein Ladder pro SDS-PAGE a SERVA Protein Marker
pro nativni PAGE.

Heptahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Na,HPO, . 7H;0), monohydrat
dihydrogenfosfore¢nanu sodného (NaH,PO, . H,0), tris(hydroxymethyl)aminomethan
(Tris), koncentrovana kyselina chlorovodikova (konc. HCl1), dodecylsiran sodny (SDS),
peroxosiran amonny (APS), roztok N,N’-methylenbisakrylamidu (akrylamid a
bisakrylamid v poméru 29:1), N,N,N’,N’-tetramethylendiamin (TEMED), glycin,
glycerol, dithiotreitol (DTT), bromfenolova modf, barvivo Coomassie brilliant blue G-
250, methanol (CH3OH), kyselina octova (CH3COOH), deionizovana voda (dd H,0).

4.1.2. Roztoky

Pufry pro elektrochemickou analyzu

Fosfatové pufry: 0,1 M Na,HPO,. 7H,0O + 0,1 M NaH,PO,. H,0O

Roztoky pro gelovou elektroforézu

10% SDS - 10 g SDS doplnénych dd H,O do 100 ml

10% APS - 0,2 g APS + 2 ml dd H,O

40% roztok N,N’-methylenbisakrylamidu, akrylamid a bisakrylamid v poméru 29:1
(AA+BIS)

TEMED - N,N,N’,N"-tetramethyletylendiamin

pufr na zaostrovaci gel (0,5 M Tris-Cl, pH 6,8): 3,0 g Tris, 40 ml dd H,O, konc. HCI
na upravu pH, doplnéni dd H,O do 50 ml
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pufr na separacni gel (1,5 M Tris-Cl, pH 8,8): 36,3 g Tris, 150 ml dd H,O, konc. HCI
na upravu pH (4-5 ml), dopInéni dd H,O do 200 ml

1,25 M Tris-Cl pH 6,8 — 7,5 g Tris, 40 ml dd H,O, konc. HCI na upravu pH, doplnéni
dd H,O do 50 ml

Zaostiovaci gel: 1,25 M Tris-Cl pH 6,8 (750 ul), AA+Bis (1,275 ml), 10% SDS (75 ul),
10% APS (7,5 ul), TEMED (7,5 ul), dd H,O (5,250 ml) - uvedena mnozstvi odpovidaji

ptipravé roztoku na dva gely

Separacni gel: 1,5 M Tris-Cl pH 8,8 (3,75 ml), AA+Bis (5 ml), 10% SDS (150 ul),
TEMED (15 ul), 10% APS (75 ul), dd H20 (6,10 ml) - uvedena mnozstvi odpovidaji

ptipravé roztoku na dva gely

elektrodovy pufr (0,025 M Tris, 0,92 M glycin, 0,1% (w/v) SDS, pH 8,3) - 15,14 ¢
Tris, 72,07 g glycin, 5 g SDS, doplnéni dd H,O do 51

vzorkovy pufr 1 (0,125 M Tris-Cl, 4% (w/v) SDS, 20% (v/v) glycerol, 0,2 M DTT, 0,02%
(w/v) bromfenolova modr, pH 6,8) - 2,5 ml 1,25 M Tris-Cl pH 6,8, 4 ml 10% SDS, 2 ml
glycerolu, 2 mg bromfenolové modfi, 0,31 g DTT, doplnéni dd H,O do 10 ml

vzorkovy pufr 2 (0,125 M Tris-Cl, 4% (w/v) SDS, 20% (v/v) glycerol, 0,02% (w/v)
bromfenolova modr, pH 6,8) - 2,5 ml Tris-Cl, 1 g SDS, 5 ml glycerolu, 5 mg
bromfenolové modfi, doplnéni dd H,O do 10 ml

barvici roztok - (0,1% (w/v) Coomassie brilliant blue G-250, 40% (v/v) CH3OH, 10%
(v/v) ledova CH3COOH a 50% (v/v) H,O

smés na odbarveni - 40% (v/v) CH3OH, 10% (v/v) ledova CH3COOH, 50% (v/v) dd
H,O

V ptipad¢ nativni elektroforézy byl ptfi pfipravé zaostiovaciho a separa¢niho gelu

vynechan detergent SDS.

4.1.3. Pristrojové vybaveni
systém pro elektrochemickou analyzu: pAutolab III analyzator (EcoChemie, Utrecht,

Netherlands) v tfielektrodovém uspotradani

systém pro elektroforézu: Mini-Protean® 3 Cell se zdrojem PowerPac 200 nebo
PowerPac 3000 (BioRad Laboratories, Némecko)
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elektrody: referen¢ni elektroda - Ag|AgCI|3M KCI, pomocna elektroda - platinovy
dratek, pracovni elektrody - visici rtutova kapkova elektroda (HMDE, povrch 0,4 mm?),
pyrolyticka grafitova elektroda (PGE)

pH metr: HI 2211 pH/ORP (HANNA instruments, IT)

analytické vahy: AX 105 Delta-Range, Mettler-Toledo (Greifensee, Svycarsko)
centrifuga: Eppendorf minispin (Eppendorf, Némecko)

Magnetickd michacka: KA RH basic KT/C (Slabo, Ceska republika)

termomixér: Termomixer Comfort (Eppendorf, Némecko)

4. 2. Metody

4.2.1.  Vizualizace struktury HSA
Pro zobrazeni 3D struktury HSA v programu PyMol (Molecular Graphics Systém,
v1.7.4.5 Schrodinger, LLC) byla pouzita krystalova struktura z databaze Protein Data
Bank (PDB kod 1GNI) ™.

4.2.2.  Elektrochemie
Elektrochemickd meéfeni prob&hla v tiielektrodovém uspofadani na analyzatoru
uAutolab I pri laboratorni  teploté. Jako pracovni elektrodu
pro chronopotenciometrickou rozpoustéci analyzu s konstantnim proudem (CPSA) jsem
pouzivala rtutovou elektrodu HMDE, a pro cyklickou voltametrii jsem pouzila
grafitovou elektrodu PGE. Individualni nastaveni pro elektrochemické experimenty a
koncentrace latek jsou uvedeny v legendach ptislusnych grafii. VSechna méfeni byla

provedena v pfitomnosti kysliku.

Interakce mastnych kyselin NO,-OA (OA)s HSA (¢ = 6.25 uM) byly studovany
v 0,1 M fosfatovém pufru (pH 7,4) pii 37 °C. Koncentrace mastnych kyselin se ménila
Vv zavislosti na molarnim poméru mastné kyseliny ku HSA, t;. 1:1, 2:1, 4:1, 8:1, 16:1,
32:1 a 64:1. Vzorky byly inkubovany v danych molarnich pomérech po dobu 30 min
a 24 hodin. Po inkubaci byl potfebny objem smési prenesen do elektrochemické cely,

kde probéhla CPS analyza 500 nM HSA v 0,1M fosfatovém pufru (pH 6,5).
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4.2. 3. Gelova elektroforéza
Pro charakterizaci albuminu byla provedena ,denatura¢ni elektroforéza na SDS-
polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) a ,,nativni“ PAGE, a to na 10% Mini-Protean®
TGX™ gelech (BioRad) podle Laemmliho metody °.

Vzorky pro denaturacni elektroforézu HSA byly Smichany v poméru 1:4 se
vzorkovacim pufrem 1, zahfivany po dobu 5 min na 95 °C, zchlazeny na ledu a
nasledné zcentrifugovany. Na gel byly vzorky nanaSeny v mnozstvi 5 ug HSA na jamku
a podrobeny elektroforetické separaci v elektrodovém pufru. Gely byly nasledné
barveny 15 min v barvicim roztoku. Odbarveni gelti bylo provedeno smési na odbarveni

po dobu, dokud nebyly gely ¢iré.

Pro nativni PAGE jsme pouzili postup dle Ornsteina '* a Davise "°. Vzorky proteinu
byly natfedény v pomé&ru 1:4 se vzorkovacim pufrem 2 a podrobeny elektroforéze (5 pg
proteinu na jamku) s pouzitim elektrodového pufru bez piitomnosti SDS. Gely byly

vizualizovany pomoci barviva Coomassie brilliant blue stejné jako pii SDS-PAGE.

33



5. Vysledky

Prvni vysledky jsem ziskala na zaklad¢ voltametrickych experimentli na pyrolytické
grafitové elektrodé (cyklickd voltametrie). Sledovala jsem tak oxida¢né-redukéni
vlastnosti kyseliny nitroolejové. Pouzila jsem ekvimolarni smés obou regioizomeru
(9- a 10- nitroolejova kyselina). Kyseliny olejova (slouzici jako negativni kontrola)
a nitroolejova byly pifedem rozpusténé v methanolu a nasledné nafedéné zakladnim
elektrolytem (0,1 M fosfatovy pufr, pH 7,4). Methanol pfi elektrochemickych analyzach
nijak neinterferoval. Elektrofilni charakter kyseliny nitroolejové se projevil redukénim
procesem (pik NO) pii potencidlu kolem -0,75 V (graf ¢. 1). Tento proces je
irreverzibilni a analogicky s redukci pozorovanou u dalsich nitroalkend. "° V zavislosti
na podminkach experimenti mohou byt R-NO, derivaty redukovany na hydroxylaminy
nebo aminy. ¥ Vv grafu ¢. 1 vidime, Ze za podminek experimentu kyselina olejova

nepodléha zadnému redukénimu déji (zelena kiivka).

Dale byla provedena CPS analyza kyseliny nitroolejové na rtutové elektrodé¢ HMDE.
Opét byla pouZita ekvimolarni smés obou regioizomert. Zde jsem také naméfila pik NO
pfi potencidlu kolem -0,75 V, zaroven se vSak objevila odezva pti -1,3 V (adsorpéni pik,
graf €. 2). Tento pik nesouvisi s redukci R-NO>, ale s re-orientaci nitroolejové kyseliny
v adsorbovaném stavu, coz bylo ovéfeno voltametrii se stfidavou slozkou napéti. 8l

S rostouci koncentraci kyseliny roste vyska obou pikt (graf €. 3).

Nasledné jsem pomoci CPS analyzy zkoumala interakci albuminu (,,fatty acid free*
HSA) s kyselinou nitroolejovou (graf ¢. 4). Divodem pro vybér této metody je, ze
mizeme s vyhodou Vv jednom skenu sledovat pik NO (redukéni proces NO,-OA),
a zarovenl pik H. Ten zodpovida za elektrokatalyticky proces, do kterého se zapojuji
aminokyselinové zbytky albuminu (Cys, His, Lys, Arg). Lokalizace téchto AK zbytka
na povrchu HSA je ukazana na schématu 2A. Pokud se na tyto zbytky navaze ligand
(kyselina nitroolejova), nemohou se zapojit do elektrokatalytického procesu na rtut'ové
elektrodé a vyska piku H se zmensi. Toho lze vyuzit pfi zkoumani mezimolekulovych
interakci HSA. % % Vazebna mista pro OA ve struktufe HSA jsou znazorn€éna na
schématu 2B. Naproti tomu pik NO se pfi nizkych koncentracich NO,-OA neobjevuje,
protoze kyselina interaguje s molekulami albuminu, nedochazi tedy k jeji interakci s
Hg-katodou, tim padem se nemtze redukovat. Jakmile dojde k saturaci proteinu
(interakce prob¢hla ve vSech vazebnych mistech pro FAS), kyselina se vyskytne volné

Vv roztoku a mize dojit k redukci jeji volné formy - 1ze pozorovat pik NO.
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Pfi méfenich jsem vypozorovala, ze volna kyselina nitroolejova se zac¢ina vyskytovat

V roztoku pii poméru molarnich koncentraci 7:1 (NO,-OA:HSA) a vyssim (graf €. 5).

ZmenSovani piku H bylo zaznamenano pifi interakci HSA s ob&ma mastnymi
kyselinami, olejovou i nitroolejovou. Kiivka zavislosti vysky piku H na poméru
kyseliny ku HSA je u téchto dvou mastnych kyselin velmi podobna. Lze tedy
predpokladat, ze vazebna kapacita HSA je stejna pro oba ligandy.

Nakonec jsem provedla separaci vzorkli HSA inkubovaného s NO,-OA a OA pomoci
SDS-PAGE a nativni elektroforézy, abych odhalila ptipadnou tvorbu agregatli nebo
fragmentli. Na zdkladé¢ SDS-PAGE analyzy miZeme potvrdit, Ze nedochdzi k zadné
fragmentaci albuminu po inkubaci s NO,-OA nebo s OA (obr. ¢. 6). Pti nativni PAGE
nebyly pozorovany zadné agregaty zpusobené interakci HSA s NO,-OA nebo s OA
(obr. €. 7). Pi vyssi koncentraci ligandu ve vzorku vSak doSlo pravdépodobné ke zméné
celkového naboje HSA v ptipadé inkubace s NO»-OA V porovnani s OA. S rostoucim
pomérem NO,-OA:HSA tedy roste elektroforeticka mobilita HSA (obr. ¢. 8), coz bude

pfedmétem dalsiho zkoumani.

--G.----
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Schéma €. 2: A: Model povrchu lidského sérového albuminu (HSA) s vyznacenymi
elektroaktivaimi aminokyselinovymi zbytky (PDB 1GNI) ", Cys — cerveny, His — modry,
Arg — Zluty, Lys — ruzovy, B: Model struktury HSA s vyznacenymi vazebnymi misty
pro kyselinu olejovou (OA), OA — céernd. Levé a pravé obrazky jsou vzdjemné otocené

0 180 ° podél svislé osy pro kazdy panel.
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Graf & 1: Elektrochemicka analyza NO;-OA na pyrolytické grafitové elektrode:
cyklicka voltametrie 20 uM NO,-OA a olejové kyseliny (OA) v 0,1 M fosfatovéem pufru
(pH 7,4). Podminky cyklické voltametrie: pocatecni potencial: —0,25 V, potencial

obratu: 1,25 V, konecny potencial: —0,25 V, potencidlovy krok: 5 mV, rychlost
skenu: 1 VI/s.
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Graf €. 2: CPS analyza NO,-OA na Visici rtutové kapkové elektrodé (HMDE) v 0,1 M
fosfatovém pufru (pH 7,4), CPSA podminky: lg = —35 uA, koncentrace NO,-OA jsou

uvedeny v legendeé grafu.
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Graf ¢. 3: Zavislost vysky piku NO a adsorpcniho piku na koncentraci NO,-OA.
Pro dalsi detaily viz graf ¢. 2.
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Graf ¢ 4: CPS analyza NO,-OA v pritomnosti HSA. HSA byl inkubovin s NO,-OA
V prostredi fosfatového pufru o pH 7,4 po dobu 30 min pri teploté 37 °C. Koncentrace
HSA v inkubacni smési byla 6,25 umol/l. Po ukonceni inkubace byly prislusné smési
naredeny fosfatovym pufrem o pH 6,5 do konecné koncentrace HSA, ktera cinila
500 nmol/l. V legendé grafu jsou uvedeny pomery HSA:NO,-OA. CPSA podminky: I =
—95 uA.
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Graf ¢. 5: Zavislost vysky piku H a NO na koncentraci NO,-OA (OA) po inkubaci
s HSA. V grafu jsou vyneseny pomeéry moldarnich koncentraci 1:0, 1:1, 1:2, 1:4, 1:8,
1:16, 1:32 a 1:64 (HSA:NO2-OA nebo HSA:OA). CPSA podminky jsou stejné jako
U grafu ¢. 4. Pro dalsi detaily viz graf ¢. 4.
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Obr. & 6: Denaturacni SDS-PAGE elektroforeogram HSA a HSA v pritomnosti
mastnych kyselin po 24 hodinové inkubaci. Vzorky jsou v nasledujicim poradi, zleva:
marker, nativni HSA, NO,-OA:HSA v moldrnich pomérech 4:1, 16:1 a 64:1, nativni
HSA, OA:HSA v moldrnich pomérech 4:1, 16:1 a 64:1.
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Obr. &. 7: Nativni PAGE elektroforeogram HSA a HSA v pritomnosti mastnych kyselin
po 30 minutové inkubaci, vzorky jsou v nasledujicim poradi, zleva: nativni HSA,
OA:HSA Vv molarnich pomerech 4:1, 16:1 a 64:1, nativni HSA, NO,-OA:HSA
vV molarnich pomerech 4:1,16:1 a 64:1.
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Obr. ¢&. 8: Nativni elektroforéza HSA po 24 hodinové inkubaci s NO,-OA, vzorky jsou
V poradi zleva: nativni HSA, NO2-OA:HSA v molarnich pomerech 4:1, 8:1, 16:1, 32:1,
64:1 a nativni HSA.
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6. Diskuse a zavér

Lidsky sérovy albumin je vyznamny transportni protein obsazeny v krevni plazmé.
Provadi transport mnoha riznorodych latek exo- a endogenniho ptivodu, ovlivituje tak
jejich biodostupnost a efektivni dopravu na uréené misto. ! Dilezitou skupinou latek,
ktera je timto proteinem pienasena, jsou mastné kyseliny. Ty maji v organismu ulohu
stavebni (slozky biomembran, tukovych bunék) a jsou zasobnim zdrojem energie
ve form¢ lipidii. * Vybrané derivaty mastnych kyselin, konkrétng nitrované mastné
kyseliny (kyselina nitroolejova, kyselina nitrolinolova), hraji dualezitou roli
pfi nekterych signélnich drahach a mohou tak pozitivné ¢i negativné ovlivnit zanétlivé
procesy. Diky tomu jsou tyto derivaty v poslednich letech pfedmétem vyzkumu, ktery
cili pfedevSim na jejich genezi, biotransformaci a transport. Tato bakalaiskéa prace je
zaméfena na kyselinu nitroolejovou, kterd je z poslednich publikovanych studii
povazovana za potencidlni lé¢ivo, zejména pro svoji Ulohu v protizanétlivych

procesech. *°

Cilem prace bylo popsat oxidacné-redukéni premény kyseliny nitroolejové a jeji
interakce s lidskym sérovym albuminem. Experimentalné byla stanovena vazebna
kapacita lidského sérového albuminu pro kyselinu nitroolejovou a elektroforeticky byla
studovana interakce téchto dvou biomolekul za Gcelem odhaleni tvorby agregatii nebo
fragmentl. Z jiz diive publikovanych studii je ndm zndmy charakter interakce sérového
albuminu s kyselinou olejovou. " Kyselina nitroolejova je jeji substituéni derivat, mohli
jsme tedy ptedpokladat podobnost vysledkil. Kyselina olejovd nam proto poslouZzila

jako negativni kontrola pfi méteni.

Vazebna kapacita sérového albuminu pro kyselinu olejovou je 7:1 (molarni pomér
OA:HSA). Kyselina olejova se vaze na molekulu albuminu v sedmi specifickych
mistech. > % Z elektrochemickych méfeni, kde jsem sledovala zmenSovani piku H
srostouci koncentraci kyseliny nitroolejové v roztoku, a tvorbu piku NO
diky pfitomnosti volné kyseliny nitroolejové v roztoku, jsem vypozorovala, Ze vazebny

pomér NO,-OA:HSA je téméf stejny, tedy 7:1.
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Gelova elektroforéza separuje latky na zakladé jejich molekulové hmotnosti a velikosti
naboje v pfitomnosti elektrického pole. Pouzivala jsem dva druhy experimentd,
elektroforézu na polyakrylamidovém gelu za nativnich podminek a elektroforézu
na tomtéz gelu v pritomnosti detergentu dodecylsiranu sodného. Tento detergent dava
vzorku celkovy zaporny naboj, separace je tak vice zaméfena na rozdily v molekulové
hmotnosti. "® Potvrdila jsem tak integritu lidského sérového albuminu, ktery jsme
pouzivali pro ostatni méfeni. Dale jsem analyzovala albumin po inkubaci s kyselinou
olejovou nebo nitroolejovou v ruznych koncentra¢nich pomérech. V zadném vzorku
nedoslo v tvorbé fragmentl a agregatli, které by se projevily rozdilnou mobilitou
proteinu a vytvofenim novych pasi pii elektroforetickém méfeni. Zména
Vv elektroforetické mobilité nastala pouze piinativni elektroforéze uvzorki HSA
s vysokou koncentraci kyseliny nitroolejové (viz obr. ¢. 7 a 8). Pfi neutralnim pH ma
albumin zdporny naboj (-15) **, ktery mu ud&luji ionizované AK zbytky v jeho
struktufe. Isoelektricky bod HSA je pfiblizng 5,1. ° Tyto dva faktory vysvétluji jeho
pohyb k anodé v prostiedi o neutralnim a zasaditém pH (hodnoty pH pouzitych gela
jsou 6,8 a 8,8). Kyselina nitroolejova mohla pohyb k anod¢ podpofit zejména vlivem
jejiho naboje, jelikoz karboxylova skupina kyseliny je pfi zasaditém pH disociovana
(R-COQO’). Druhym divodem pro zménu mobility by mohla byt zména molekulové
hmotnosti nebo struktury HSA po inkubaci s NO,-OA.

Celkové miZeme konstatovat, Ze lidsky sérovy albumin transportuje kyselinu
nitroolejovou. Vysledky této bakalatské prace mohou byt zékladem pro dalsi vyzkum
V oblasti nitrovanych derivati mastnych kyselin a v oblasti transportnich vlastnosti

lidského sérového albuminu.
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Budouci prace by mohly cilit na dalsi studium komplexu albuminu s kyselinou
nitroolejovou, napf. stanoveni iSoelektrického bodu komplexu BSA-NO,-OA metodou
2D elektroforézy. Na zéklad¢ vSech téchto vysledkti budeme moci charakterizovat
mechanismy kovalentnich 1 nekovalentnich interakci NO,-OA s proteiny. Kovalentni
interakce s proteiny a nizkomolekularnimi thioly jsou zakladem pro signalizaci NO,-
OA. ® Nitroalkeny totiz usnadiiuji posttranslaéni modifikaci kliGovych proteind, jako je
alkylace Cys zbytku transkripénich faktord nebo regula¢nich proteint (Keapl regulator
Nrf2 signalizace nebo PPARy) in vivo. * 8 Vysledky této prace predeviim fesi
problematiku transportu NO,-OA proteiny plazmy prostfednictvim nekovalentnich
interakci, jelikoz velka zasoba sérového albuminu dokéze véazat a stabilizovat znacna
mnozstvi téchto a dalSich elektrofilnich mastnych kyselin. 3 Je tedy potfeba pokraCovat
V praci pro plné porozuméni transportu nitrovanych mastnych kyselin, které jsou bud’
oralné pfijimany, nebo tvoreny béhem traveni. Vyzkum bude pokracovat za Gcelem
kompletniho popisu reaktivity nitroalkend, ktery bude zahrnovat interakce s dalSimi

proteiny a biopolymery a interakce s biomembranami.
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