UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Klinick4 a toxikologicka analyza

Bc. Adam Cepa

STANOVENI OXIDACNICH PRODUKTU BILIRUBINU

Determination of bilirubin oxidation products

Diplomova prace
Vedouci diplomové prace: Doc. Ing. Stanislav Smrcéek, CSc.

Supervizor: Prof. MUDr. Libor Vitek, Ph.D., MBA

Konzultant: Mgr. Jana Vanikova

Praha 2013



Tato diplomova prace vznikla v souvislosti steSenim vyzkumného zaméru
MSMO0021620857 a za podpory grantového projektu udéleného Grantovou agenturou
Univerzity Karlovy ¢. 556912.

Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem tuto zavéreCnou praci zpracoval samostatn¢ a ze jsem uvedl vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatnd Cast nebyla
predloZena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

Jsem si védom toho, ze piipadné vyuziti vysledki, ziskanych v této praci, mimo

Univerzitu Karlovu v Praze je mozné pouze po pisemném souhlasu této univerzity.

V Praze dne



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Seznam zkratek:

ACN acetonitril

Ag agonista

AhR receptory  aryl-hydrokarbonové  drahy  (aryl-hydrocarbon
receptors)

AM aktomyozin

Bf bilirubin free (volny bilirubin)

BOM oxidaéni metabolity bilirubinu (bilirubin oxidation metabolites)

BOX oxidaéni produkty bilirubinu (bilirubin oxidation products)

BLVRA biliverdinreduktaza

CaCaMK kalcium/kalmodulin-kinaza

CAD kalmodesmon

CaM kalmodulin

cGMP cyklicky guanylat monofosfat (cyclic guanylate monophosphate)

CNS centralni nervovy systém

CPI-17 MLCP inhibi¢ni protein

CSFv mozkomisni mok

DAD detektor diodového pole

DAG diacylglycerol

DM diabetes mellitus

DMSO dimethylsulfoxid

ELISA enzyme linked immunosorbent assay

FABP protein vazajici mastné kyseliny

FBS hovézi sérum (foetal bovine serum)

Fo flavoprotein

GR glutationreduktaza

GSH glutation

HMOX hemoxygenaza

HPLC vysokotlaka kapalinova chromatografie (high pressure liquid
chromatography)

IP3 inositol-3-fosfat



LDL lipoprotein o0 nizké denzité (low density lipoprotein)

M myosin

MAPK mitogenem aktivovana protein-kinaza

MET mikrosomalni elektronovy transportni systém

MF mobilni faze

MLCK lehky fetézec myozinu

MLCP lehky fetézec myozin fosfatazy

MS hmotnostni spektrometrie (mass spectometry)
MTT thiazolyl blue tetrazolium bromide

MVM 4-methyl-3-vinyl-maleimid

NMR nuklearni magnetickd rezonance

NOS syntetaza oXidu dusnatého

PA kyselina fosfatidova

PC fosfatidylcholin

PCR polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
PDGF destickovy rustovy faktor B

PIP 2 fosfatidylinositol-2-fosfat

PKC proteinkinaza C

PLC fosfolipaza C

PLD fosfolipaza D

R receptor

Rho A faktor Rho A

ROK Rho kinaza

ROS reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
RNS reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species)
SAH subarachnoidalni krvaceni (subarachnoid hemorrhage)
SF stacionarni faze

SR sarkoplazmatické retikulum

uCB nekonjugovany bilirubin (unconjugate bilirubin)
UGT1Al bilirubin UDP-glukoronosyltransferaza 1Al

XOD xantinoxidaza



Seznam symboli:

Fm pritok mobilni faze

A vinova délka

A absorbance

T teplota

t cas

\Y napéti fizenych kalciovych kanala



ABSTRAKT (CESKA VERZE)

Predkladana diplomova prace se tyka protektivnich a antioxidacnich vlastnosti
zlu€ového pigmentu bilirubinu. Bilirubin je potentnim scavengerem volnych radikalt a
reaktivnich forem kysliku, vznikajicich v disledku oxida¢niho stresu. Mirn¢ zvysené
hladiny bilirubinu v cirkulaci jsou skute¢né asociovany s niz§im vyskytem nemoci
zptisobenych oxidacnim stresem, jako jsou kardiovaskuldrni choroby, ateroskleréza,
diabetes, ¢i néktera nadorova onemocnéni. Cilem diplomové prace bylo zavedeni metod
ptipravy a stanoveni oxidac¢nich produktd bilirubinu vznikajicich za podminek
zvySeného oxidaéniho stresu, a dale studium jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti a

biologickych ucink.

KLiCOVA SLOVA (CESKA VERZE)
Oxidacni produkty bilirubinu

Bilirubin

Oxidacni stres
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ABSTRACT (ENGLISH VERSION)

This thesis is focused on protective and antioxidant properties of bile pigment bilirubin.
Bilirubin is a potent scavenger of free radicals and reactive oxygen species generated by
increased oxidative stress. Mildly elevated systemic levels of bilirubin are actually
associated with lower incidence of oxidative stress-mediated diseases, such as
cardiovascular disease, atherosclerosis, diabetes and certain types of cancer. The main
aim of this thesis was to prepare bilirubin oxidation products in vitro, characterize their

physical-chemical properties and thein determine biological impact.

KEYWORDS (ENGLISH VERSION)

Bilirubin oxidation products
Bilirubin

Oxidative stress

Liquid chromatography

Mass spectrometry
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UvVoD

Tato diplomové prace navazuje na dlouholety vyzkum Hepatologické laboratofe Ustavu
lékatské biochemie a laboratorni diagnostiky 1.1ékaiské fakulty Univerzity Karlovy
v oblasti protektivnich aspekti katabolické drahy hemu. Prace se zaméfuje na studium
ne dosud pfili§ popsanych oxidaénich produktd bilirubinu [1].

Bylo zjisténo, Ze zluCovy pigment bilirubin, ptivodné povazovany pouze za
odpadni produkt katabolické drdhy hemu, patii mezi nejucinngjsi endogenni
antioxidanty v lidském téle. PIni vyznamnou roli vV obrané pied zvySenym oxida¢nim
stresem zpisobenym nadmérnou tvorbou volnych radikala. V pfitomnosti reaktivnich
forem kysliku (ROS) tvofi bilirubin oxida¢ni produkty (tzv. BOXYy), které 1ze detekovat
Vv biologickém materialu a které slouZzi jako marker oxida¢niho stresu [2].

Mimo jiné se bilirubin uplatiiuje i v ochrané proti oxidaci lipoproteint o nizké
hustoté (LDL), zabranuje oxidaci proteint, snizuje karbonylaci bilkovin [3] a je také
silnym inhibitorem enzymu NADPH-oxidazy [4].

Studie provedené v poslednim desetileti dokazuji, Ze oxida¢ni produkty
bilirubinu maji vazoaktivni vlastnosti. Vznikaji napiiklad pii subarachnoidalnim
krvaceni (SAH) a spolupodileji se na patogenezi komplikaci tohoto onemocnéni,
zejména na vzniku vazospazmu [4, 5, 6, 7]. BOXYy jsou povazovany za alkyla¢ni ¢inidla
S pfimym tc¢inkem na hladké svalstvo [1, 8].

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo zavedeni analytickych metod pro
stanoveni a charakteristiku oxidac¢nich produkta bilirubinu, pfedev§im metod
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC), izolace téchto produkti a nasledné
jejich pouziti pro studium jejich biologickych ucinkd invitro na bunikach lidského
neuroblastomu SH-SYS5Y.
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1 LITERARNI UVOD

1.1 Oxidacni stres

Pojem oxidacni stres vyjadiuje dysbalanci mezi oxidacni a antioxidacni aktivitou, tedy
stav oxidac¢né-antioxidacéni nerovnovahy. K jeho vzniku dochazi v disledku zvysené
produkce volnych radikala [9], mezi které fadime oxida¢ni produkty kysliku (ROS)
a dusiku (RNS) [10, 11]. ROS i RNS ve fyziologickych koncentracich jsou velmi
podstatnou soucasti zdraveé fungujiciho metabolického aparatu organismi [12], uplatiiuji
se zejména jako signalni molekuly v fadé metabolickych drah a také pfi tvorbé energie
zprostiedkovanim radikalovych reakei [1].

Oxidacni stres je spojen s patogenezi riznych onemocnéni, jako jsou nadorové
choroby, diabetes mellitus, kardiovaskularni onemocnéni, rzna autoimunitni

onemocnéni, neurodegenerativni poruchy a ma za nasledek starnuti [13].

1.2 Reaktivni formy Kkysliku

Reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species) vznikaji jako vedlejsi produkty
metabolismu v burikach vSech aerobnich organismu (Tab. 1). Vznikaji pfedev§im jako
produkty reakci unikajicich elektron z dychaciho fetézce S primarnimi zdroji, jako
napt. cytochromem P450 ¢i cytochromem b [14, 15, 16, 17, 18]. Dale mohou byt
generovany v fadé nonrespiracnich redoxnich reakci, jako napt. v reakcich flavinovych
oxidaz, thiolu ¢i tézkych kovi [19, 20, 21].

Za fyziologickych podminek plsobi reaktivni formy kysliku jako obrana proti
xenobiotikiim a cizorodym mikroorganismim. Zaroven je jejich mnozstvi regulovano
a kontrolovano prostiednictvim antioxida¢nich mechanismi, které jsou zajistovany
endogennimi ¢i exogennimi antioxidanty. V ptipadé, Ze dojde k oslabeni jednoho nebo
vice antioxidac¢nich systémi, nebo trovent ROSi presahne fyziologickou kapacitu (napf.
v disledku vystaveni organismu velkému mnozstvi oxidantll), hovofime o zvySeném
oxida¢nim stresu. Mimo toxické ucCinky, které mohou byt zplsobeny zvySenymi
koncentracemi ROS, jsou studovany znamé signalni funkce. Produkce ROS je mistné
specifickd a kontrolovana v celé fadé vyvojovych procest i pii odpoveédi na piisobeni
stresovych faktort [22]. Signaly pienasené prostiednictvim ROS maji dalezité funkéni

faktory, jako jsou intenzita, misto a doba trvani zvysené produkce jednotlivych forem
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ROS [23]. Jednim ze signalnich mechanismi vyuzivajicich ROS je tzv. redoxni
signalizace, ktera reguluje normalni fyziologické stavy, naruseni této signalizace
zpusobuje mnoho patologickych stavi a starnuti [24].

Mezi velmi silné oxidanty patfi H,0,a O, které zpusobuji poskozeni buiiky
bud’ piimo nebo prosttednictvim redukce na OH" [14].

Kompletni prehled reaktivnich kyslikovych forem je uveden v tabulce 1.
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Tabulka 1 Reaktivni formy kysliku a mechanismy jejich vzniku [18]

ROS Nazev Vznik
0,” Superoxid aniont O,+e —
radikal
H,0, Peroxid vodiku O, +e +2H" —
superoxidismutaza
HO’ Hydroxylovy H,0,+e —
radikal
ROO’ Peroxylovy radikal  O,> + nasyc. MK —
HO, Hydrogen 0, +H" —
peroxidovy aniont
HO, Hydroperoxylovy 0, +H —
radikal
0, Singletovy kyslik 0, —
excitace
HO Hydroxidovy [02]+H"—
aniont
0% Oxidovy aniont O"+e—
o} Oxen [0,°]—
0> Peroxidovy aniont O, +e—
%0, Tripletovy kyslik Pfitomny ve
vzduchu
O3 Ozonid Os;+e —

13



1.3 Reaktivni formy dusiku

Intenzivni vyzkum v oblasti oxidu dusnatého a jeho metaboliti dal vznik novému
terminu - reaktivni formy dusiku (RNS) [25]. Podle chemickych kritérii RNS zahrnuji
pestrou Skalu sloucenin s odliSnymi vlastnostmi, které maji spole¢né odvozeni od NO.
Nedavné studie potvrzuji vyrazny vliv RNS na normalni fyziologické funkce a také
uréity vyznam pii patogenezi nemoci [26].

V biologickych  systémech  je  primarnim  zdrojem  RNS  oxid
dusnaty, viz obrazek 1 [27].

NOS

NADPH (ox.) <
NO — NO,

O /MPO
2T ONOOH HOCI

/\\

OX|dace Nitrozace Nitrace

Obr. 1 Vznik reaktivnich forem dusiku [27]

Rychlé reakce NO s volnymi radikaly davaji vznik RNS. Tvorbu RNS lze nejlépe
popsat reakci NO s O, za vzniku peroxonitritu (ONOOQO), obrazek 1. Peroxonitrit je za
fyziologickych podminek nestabilni a izomeruje se na dusi¢nany [28]. Bylo prokazano,
ze ONOO™ se muze vazat na thiolové skupiny v proteinech a vytvaret thiyl-radikaly, coz
vede k thiolové oxidaci [29, 30].

14 Antioxidaéni systém

S objevenim se kysliku v biosféfe si vSechny aerobni organismy vyvinuly fadu
ochrannych mechanismil, diky nimz jsou schopné celit
metabolickym a environmentalnim formam toxicity kysliku. Tuto ochranu zajist'uji
latky zvané antioxidanty, mezi které¢ fadime jak enzymy, které pusobi jako lapace
volnych radikald, tak i malé neenzymatické molekuly, které pomahaji zachovat snizeny

oxidacni stav bunky. Antioxidanty jsou ve své podstaté redukcnimi slou¢eninami, které

14



snadno reaguji s oxida¢nimi substancemi a tim chrani pied oxidaci dilezitych molekul.

Mezi biologické antioxidanty fadime vitaminy CaE, ubichinol, né&které
karotenoidy, bilirubin, kyselinu moc¢ovou a glutathion (GSH).

GSH (tripeptid-y-glutamylcysteinylglycin) svoji sulfhydrylovou ¢ast pouziva
jako donor elektronu pro oxidované molekuly [15, 17].

Piehled antioxidantt je uveden v tabulce 2 [1].

Dale sem miZeme zafadit antioxida¢ni molekuly, jako je napfiklad thioredoxin,
obsahujici redox-aktivni thiolové skupiny [19, 21], a hlavni buné¢ny reduktant NADPH.
Tento dipyridinovy nukleotid, ackoli neni povazovan za typicky antioxidant, ma zasadni
vliv na rezistenci vii€i oxidacnimu stresu, nebot’ poskytuje redukéni ekvivalenty
potiebné k regeneraci GSH a redukci thioredoxinu. Enzymy, které detoxifikuji
meziprodukty reaktivnich forem kysliku pomoci redukcnich a oxida¢nich pfemén na
méné¢ reaktivni formy, jsou superoxiddismutaza, kataldza a hemoxygenaza.
Superoxiddismutaza, kterd je dilezitd pfi ochrané¢ bunécénych slozek pred oxidacnim
stresem, je schopna rozlozit dva superoxidové radikaly na molekulu O, a méné skodlivy
H,0., ktery je pak zachycen katalazou a rozdélen na O, a H,0 [31].

Déle budou popsany uz jen enzymy a antioxidacni latky, které jsou pro ucel této
diplomové¢ prace nejdilezitéjsi, t€émi jsou enzym hemoxygendza a ZluCovy pigment

bilirubin v katabolické draze hemu.
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Tabulka 2 Antioxida¢ni substraty [1, 32, 33, 34, 35]

Bilirubin

Kyselina askorbova (vitamin C)
Glutation

Kyselina lipoové
Kyselina mocova
Karotenoidy (vitamin A)
a — tokoferol (vitamin E)
Ubichinol (koenzym Q)
Albumin

Transferin

Laktoferin

Feritin

Haptoglobin

Hemopexin

Ceruloplazmin

1.5 Katabolicka draha hemu

Hem je cyklicky porfyrin tetrapyrrolového charakteru s typickym cervenohnédym
zbarvenim, ktery ma centralné navazany atom Zeleza. Pomoci mikrosomalniho enzymu
hemoxygenazy (HMOX) dochazi k degradaci hemu na zeleny pigment biliverdin 1Xa..
Enzym HMOX katalyzuje oxidativni Stépeni a-methinového mustku, pfi¢emz vznika
jako produkt oxid uhelnaty, ktery difunduje z bun¢k a je prenasen krvi do plic, ze
kterych je vyloucen. Nasledné dochazi u¢inkem enzymu biliverdin-reduktazy k redukci

centralni methinové skupiny biliverdinu [Xa a tvorby bilirubinu IXa (Obr. 2) [36].
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NADPH

NADP

0, .
hemoxygenaza

HOOC COOH

hem

NADPH

biliverdinreduktaza

NADP

HOOC biliverdin IX-alfa

HOOC bilirubin IX-alfa

Obr. 2 Katabolicka draha pfemény hemu na bilirubin [Xa; MET = mikrosomalni
elektronovy transportni systém, R? = -CHs, R? = -CH=CH,,
R® = -CH,-CH,-COOH, F, = flavoprotein [37]
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151 Hemoxygenaza

Dulezitym enzymem katabolické drahy hemu je hemoxygenaza (HMOX) [38],
katalyzujici pfeménu toxického hemu, ktery vznikl degradaci Cervenych krvinek ve
tkanich (zejména ve slezing). V této reakci je HMOX enzymem urcujicim rychlost.
Skodlivy hem je u¢inkem enzymu HMOX pieménén na volné dvojmocné Zelezo, oxid
uhelnaty a zeleny biliverdin, ktery je nasledné¢ enzymem biliverdinreduktdzou velmi
rychle pfeménén na Zluty pigment bilirubin (Obr. 2) [39]. Tyto metabolity mohou
spoustét signalni drahy, které slouzi jako antioxida¢ni obrana, a chranit tak organismus
pfed patologicky zvySenym oxidacnim stresem a souvisejicimi onemocnénimi.
Hemoxygendza (HMOX) ma dvé izoformy — HMOX 1 (inducibilni) a HMOX 2
(konstitutivni) - pfitomné prakticky ve vSech tkanich. Za normalnich podminek je
aktivni HMOX-2, ktera je exprimovana zejména v centralnim nervovém systému
(CNS) [35, 40]. HMOX-1 se aktivuje jako odpoveéd na celou fadu podnétu, které by
mohly byt pro buiiku Skodlivé, naptf. oxida¢ni stres, akumulace hemu, tepelny Sok,
prispiva tak k celkové ochrané organismu [41, 42].

V poslednich nékolika letech se ukdzalo, ze forma HMOX-1 je obzvlasté
atraktivni nastroj pro prevenci a 1é¢bu Siroké Skaly lidskych i zvifecich onemocnéni,
charakterizovanych zvySenymi hladinami ROS [43]. HMOX-1 snizuje cytotoxické
vlastnosti ROSt neptimo, a to interakci s produkty vznikajicimi v pribéhu katabolismu

hemu, bilirubinem a NADPH-oxidazou (Obr. 3) [39].
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NADPH
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konjugace

Obr. 3 Schéma katabolické drahy hemu, antioxida¢ni vlastnosti bilirubinu [1]

15.2 Oxid uhelnaty

Pivodné se predpokladalo, ze oxid uhelnaty (CO), ktery vznika jako vedlejsi produkt
katabolismu hemu je pouze toxicky odpadni produkt a nema zaddné dalsi ucinky ci
vyuziti. AvSak v soucasné dobé se objevuje stale vice ditkazi o tom, ze CO, podobné
jako oxid dusnaty, ma fadu u¢inkd pusobicich jako ochrana pro buriky a tkané.

Bylo prokazano, ze CO aktivuje rozpustnou guanylatcykldzu a zvysuje
nitrobuné¢nou koncentraci cyklického guanylat monofosfatu (cGMP) [44].

Zvysené hladiny cGMP piimo-imérné inhibuji agregaci destic¢ek [45], coz
zpusobuje relaxaci hladké svaloviny [46] a naslednou zménu krevniho tlaku [47, 48].
CO ma také nepfimy vliv na cévni tonus prostiednictvim inhibice vazokonstriktorniho
proteinu endothelinu typu 1 a desti¢kového rustového faktoru B (PDGF) [46].

Byl také zjistén vliv CO na inhibici T-lymfocyti [49] a endotelialnich
bunék [50], epitelu dychacich cest[51] ahladké svalové buiky. Kromé& znamé
modulace guanylatcyklazy - cGMP, CO ovliviiuje mnoho intracelularnich signalnich
drah, véetné p38 mitogen aktivované proteinové kinazy, expresi cyklinu D1 [51, 52, 53,
54] a cyklin A[53], aktivitu p21 (Cip) dependentni kaspazy a zejména kaspazy 8 [51],
NF-kxB hypoxii vyvolavajici faktor 1, cévni endothelidlni rdstovy faktor [55],
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JNK-signalni drahu a transkripéni faktor AP-1[56]. CO hraje také vyznamnou roli

Vv potladeni rejek¢nich reakci transplantatd [57].
1.5.3 Biliverdinreduktaza

Enzym biliverdinreduktaza (BLVRA) se uplatiiuje pii pieméné otevieného tetrapyrrolu
biliverdinu na bilirubin (Obr. 3) vtakzvaném bilirubin/biliverdin redoxnim cyklu
katalyzovaném BLVRA (Obr. 4) [58].

Membranovy
protein

ROS —7~

COOH  COOH

H,C H,C
e \ e CHyH,C \
A AN LN P
BILIRUBIN IX-a COOH  coom
HC H,C
e \ e CHH,C \
7\ NS [ /7\0
Biliverdinreduktaza BILIVERDIN IX-a Endoplazmatické
retikulum
NADP* Hemoxygenaza
NADPH

ROS

GSH \ HEM

Cytoplazmaticke
“._proteiny

GSSG

Glutathionreduktaza

NADP*
NADPH

Obr. 4 Model cytoprotektivnich uc¢inkd biliverdin reduktazy, BLVRA udrzuje linearni
tetrapyrrol v redukované formé, kde se sdruzuje s membranou a snizuje Siteni ROS.
Tento efekt poskytuje antioxida¢ni ochranu membranovych slozek buiky v podstaté
stejnym zpusobem jako rozpustny glutation a glutationreduktaza (GR), ktera také chrani

bunééné komponenty [58]
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Podle recentnich praci je ziejmé, Zze BLVRA (Obr. 5) ma mnohem vice bioaktivnich
funkci nez se doposud predpokladalo [59]. Ackoliv je primarné lokalizovana
V cytoplasmé, byla popsana jadernd translokace BLVRA, kterou spousti oxida¢nim
stresem indukovany transkripéni faktor pro aktivacni protein [60]. Experimentalné bylo
zjiSténo, Zze subkutanni podani BLVRA zmirfiuje experimentdlné autoimunitni
encefalomyelitidu na krysim modelu, dokonce efektivnéji nez po podani tradi¢nich
antioxidacnich enzymu, vcetné superoxiddismutazy, kataldzy, glutationreduktdzy
a HMOX-1. V této studii bylo také dokazano, ze pii deficienci BLVRA v buiitkdch
dochazi k vyraznému nardstu ROS asnizeni BLVRA také vede k poklesu
zivotaschopnosti bunék vice nez 0 60 % [61].

V dalsich studiich je popisovana protektivni tloha BLVRA Vv mnohych
biologickych systémech, véetné sliznice gastrointestinalniho traktu [62], ledvin [63],

centralniho a periferniho nervového systému [64].

Obr. 5 Struktura biliverdinreduktazy [65]
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154 Bilirubin

Bilirubin je zluCovy pigment Zluté barvy, jeho molekula je linearni tetrapyrrol
nepolarniho charakteru. Pfirozenym izomerem bilirubinu vyskytujicim se v organismu
vodikovych vazeb mezi postrannim fetézcem tvofenym kyselinou propionovou na
kruhu B a polarnimi skupinami na kruhu D a mezi postrannim fetézcem tvorenym
kyselinou propionovou na kruhu C a polarnimi skupinami na kruhu A (Obr. 6b). Diky
témto intramolekularnim vodikovym vazbam dochazi ke konforma¢nim zménam, které
zpusobuji uzavirani polarnich skupin do stiedu molekuly, z ¢ehoz vyplyva hydrofobnost
a rigidita molekuly [66].

a

Obr. 6 Struktura a konformace bilirubinu a) linearni tetrapyrrolova struktura pfirozené
se vyskytujiciho izomeru bilirubinu IXa, b) planarni trojrozmérna konformace molekuly

bilirubinu IXa se zobrazenymi vodikovymi mustky [37]
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V téle lze bilirubin najit také v nékolika podobach a to jako nekonjugovany bilirubin
(UCB) navazany na albumin, bilirubin konjugovany s Kyselinou glukuronovou (Obr. 7)

a toxicky volny bilirubin (Bf) nevazany na albumin

HooC COOH

Obr. 7 Konjugovany bilirubin s kyselinou glukuronovou (bisglukuronozyl-bilirubin) [1]

Ptiblizn¢ 80 % celkového bilirubinu je produkovano odbourdvanim hemu
z hemoglobinu pfestarlych Cervenych krvinek [1] a dalSich 20 % pochéazi z premény
proteini obsahujicich hem (napft. cytochromy, myoglobin, katalaza) [67].

Pro degradaci hemu jsou nejlépe ptizpuisobeny butiky retikuloendotelového
systému kostni dfené, jater a sleziny. Bilirubin je konecnym produktem katabolické
drahy hemu (Obr. 2), jeho denni produkce u dospélého ¢loveéka se pohybuje v rozmezi
450 - 600 pmol (250 - 350 mg) [1]. Jakozto silny antioxidant je schopny chranit bunky
pred oxidativnim poskozenim volnymi radikaly [68]. Bilirubin je ztéla vylu¢ovan
vjeho polarngsi formée, kterou jsou konjugaty skyselinou glukuronovou
(monokonjugaty a biskonjugaty (Obr. 6)), které vznikaji v jatrech uc¢inkem enzymu
bilirubin UDP-glukuronosyltransferazy (UGT1A1). Konjugovany bilirubin je pak
vyloucen do Zluci, odkud odchéazi do gastrointestinalniho traktu a je vylu¢ovan po své
dekonjugaci ve stfevnim lumen bud’ jako UCB nebo ve form¢ dalSich reduké¢nich
derivati souborné nazyvanych urobilinoidy [1, 37].

Jeho tvorba, vylucovani a metabolismus jsou udrzovany v rovnovaze [40].
Pokud dojde k poruseni této rovnovahy, za¢ne dochazet ke kumulaci bilirubinu

v systémové cirkulaci atkanich, adochazi k tzv. hyperbilirubinémii [69]. Vyzkum
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n¢kolika poslednich desetileti dokazuje, ze mirn¢ zvysené hladiny bilirubinu v séru maji
diky jeho silnym antioxida¢nim vlastnostem protektivni u¢inek pro organismus [70].
Napiiklad u jedinct s Gilbertovym syndromem (geneticka porucha, diky niz maji tito
jedinci niz$i aktivitu enzymu UGT1A1), ktefi maji ptirozené zvySené hladiny bilirubinu
vtéle (az do 70 uM), je nizsi vyskyt béznych civilizacnich onemocnéni, jako jsou
naptiklad kardiovaskularni nebo nadorova onemocnéni [70, 71].

U obojzivelnikl, plazii a ptakid je koneénym produktem katabolismu hemu
biliverdin, ktery je ve vodé rozpustnym prekurzorem bilirubinu [72]. Pravdépodobnym
divodem tvorby biliverdinu misto bilirubinu u téchto Zzivocichi je vyvoj placenty,
nebot’ polarni biliverdin nemd schopnost prochazet placentarni bariérou, ale
nekonjugovany bilirubin tuto schopnost ma, v disledku toho nedochazi ke hromadéni
degradacnich produktt hemu v téle plodu [73].

Bilirubin spole¢né s biliverdinem aktivuji aryl-hydrokarbonovy jaderny receptor
(AhR) zapojeny do biologickych ucinku riznych xenobiotik, véetné kontroly bunééné
proliferace, G1 faze bunééného cyklu, fosforylace protein kinazou a transkripéni

aktivace regulatord bunééného cyklu naznacujici dusledky pro BVR aktivitu [74].
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1.6 Biomarkery oxidacniho stresu

Volné radikaly diky charakteru svych molekul mohou naruSovat strukturu vsech typa
biomolekul - lipidd, proteint, nukleovy Kyselin i sacharidi. Tato strukturalni zména
muze byt velmi skodliva pro spravnou funkci organismu a takto pozménéné molekuly
mohou byt zna¢né toxické a spoustét celou kaskadu dalsich poskozeni [75, 76].
Charakter odpovédi organismu proti oxida¢nimu stresu se lisi podle typu
napadenych buné¢k, povaze a mistu tvorby reaktivnich kyslikovych radikala. Polocasy
zivota ROS byvaji vétsinou kratké (n€kolik sekund), proto je nezbytné najit latky,
pomoci nichz by bylo mozné stanovovat ROS invivo. Tyto latky se nazyvaji
,biomarkery oxida¢niho stresu“, diky nim mulze byt stanoven rozsah oxidac¢niho
poskozeni a také pivodce oxidantu [77, 78, 79, 80]. Biomarkery oxida¢niho stresu jsou
dilezit¢ pro predikci nasledkli oxidace ana jejich zadklad¢ lze vypracovat vhodné

postupy vedouci k zabranéni nebo zmirnéni poskozeni. D¢li se do dvou kategorii:

1) molekuly modifikované reaktivnimi formami kysliku

2) zvySena indukce enzymu nebo antioxidantt (Tab. 3) [76].

M¢eteni téchto biomarkert v télnich tekutindch (napf. krev, mo¢, mozkomisni
mok) nebo v dechu [77] umoznuje opakované sledovani oxidativniho stresu in vivo, coz
neni mozné u invazivnich vySetfeni, proto se zdaji vhodnym zdrojem pro hodnoceni
rozsahu oxida¢niho stresu. Velmi efektivnim zptisobem detekce ROS v zivych lidskych
bunkach by bylo pouziti fluorescen¢nich sond [76, 81], avSak tato metoda neni

Vv soucasné dob¢ v klinické praxi mozna [80].
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Tabulka 3 Dv¢ kategorie biomarkerti oxida¢niho stresu [9]

Modifikované molekuly reaktivnimi formami kysliku

Peroxidace lipida Malonodialdehyd, 4-hydroxy-2-nonenal,
akrolein-lysin, F2-isoprostan

Oxidativni poskozeni DNA  8-hydroxy-2 -deoxyguanosin

Glyko-oxidace Karboxymethyllysin, pentosidin, argpyrimidin,
methylglyoxal

Nitro-oxidace Nitrotyrosin, nitrit/nitrat

Ostatni 0,0 -dityrosin, ortho-tyrosin, oxidativni metabolity

bilirubinu, dehydroaskorbat, oxidovany glutation,

reaktivni sloucenina kyseliny thiobarbiturové

Antioxida¢ni enzymy a molekuly

Enzymy Superoxiddismutaza, katalaza,
glutationperoxidaza, glutationreduktaza,
glutation-S-transferaza, thioredoxinreduktaza,
HMOX, BLVRA

Proteiny Albumin, ferritin, transferin, lactoferrin,
ceruloplasmin, thioredoxin, protein vazajici
mastné kyseliny (FABP)

Nizkomolekularni molekuly Bilirubin, tokoferoly, karotenoidy,
ubichinol/ubichinon, askorbat, glutation, cystein,
kyselina mocova, dusitany/dusi¢nany, selen

Ostatni markery stanoveni celkové antioxidacni aktivity

Jednim ze slibnych nastroji detekce oxida¢niho poskozeni by mohly byt
molekuly, které vznikaji reakci bilirubinu s ROSy tzv. oxida¢ni produkty bilirubinu,

zdaji se byt dokonce lepSim nastrojem pro detekci oxida¢niho stresu nez samotny
bilirubin [82, 83, 84].

1.6.1 Oxidacni produkty bilirubinu

Oxida¢ni produkty bilirubinu byly identifikovany na konci 20. stoleti, jako piimé

metabolity bilirubinu [5]. V literatufe se mizeme setkat i S dal$im nazvem, oxidacni
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metabolity bilirubinu (BOM) [83]. Tyto molekuly vznikaji reakci bilirubinu
s ROSy a muzeme se setkat s monopyrrolovymi, dipyrrolovymi a tripyrrolovymi
molekulami.

Nejvice publikovanych praci se zabyva latkami zvanymi biopyrriny, které je
mozné snadno detekovat v moci jedincli vystavenych oxida¢nimu stresu. Pro zjisténi
koncentrace biopyrrinti jsou komerc¢né dostupné kity zalozené na imunologickych
metodach (Biopyrrin ELISA kit) [82, 83, 84]. Metoda stanoveni je zaloZena na reakci
biopyrrind s anti-bilirubin monoklonalnimi protilatkami, SM2 a 24G7. Z mo¢i zdravych

dobrovolniku byly izolovany dva typy biopyrrint (a, b) (Obr. 8) [84, 85].

COOH  COOH COOH  CcOOH

Biopyrrin-a Biopyrrin-b

Obr. 8 Strukturni vzorce biopyrrint (a, b) [71]
Predmétem této diplomové prace jsou monopyrrolové zbytky bilirubinu, které se
lisi polohou methylesteru avinylu, které byly pojmenovany BOX A a BOXB

(Obr. 9) [5]. Jejich zvysena hladina by mohla byt markerem zvySeného oxidac¢niho

stresu.
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Obr. 9 Strukturni vzorce BOXu:
BOX-A (4-methyl-5-0x0-3-vinyl-(1,5-dihydropyrrol-2-ylidin)acetamid,
BOX-B (3-methyl-5-oxo0-4-vinyl-(1,5-dihydropyrrol-2-ylidin)acetamid [7]

BOX A aBOXB jsou nepfili§ prozkoumané a popsané latky, které byly nalezeny
v mozkomi$nim moku pacientd po SAH. Spole¢né s nimi byla nalezena i slouc¢enina
4-methyl-3-vinylmaleimide (MVM) (Obr. 10), ktera je zfejm¢é metabolitem jak
bilirubinu, tak biliverdinu. Otazkou stale ztistava jejich role v organismu. Podle souhrnu
publikovanych dat se vSak 1ze domnivat, ze jsou latky spiSe pro organismus skodlivé

[5, 8].

MVM

Obr. 10 Strukturni vzorec 4-methyl-3-vinylmaleimidu [5]
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Vroce 2000 byla popsana mozna cesta biosyntetického vzniku BOXu
a MVM (Obr. 11) [5].

COOH  CcOOH COOH  COOH

H,C
o N
C —\ R
8 07\~ 0—OH
H
CH, OH -ROH
o
CH3 CH, H,C

= S
Z N N o O¢ §O
H OH H N
BOX-B H
oH MVM

Hydrolyza

BOX-A

Obr. 11 Nékres mozné biosyntetické cesty vzniku BOXa a MVM z bilirubinu

a biliverdinu iniciované peroxidem vodiku, R - ¢ast bilirubinové molekuly [5]
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1.7 Onemocnéni spojena S oxidaénim stresem

S oxida¢nim stresem je spojena fada onemocnéni, k jejichz vzniku dochazi v okamziku,
kdy se organismus neni schopen bréanit vznikajicim volnym radikdlim. Mezi tato
onemocnéni patii kardiovaskuldrni onemocnéni, nadorové choroby, onemocnéni

metabolicka, fada alergickych ¢i imunologickych onemocnéni.
1.7.1 Kardiovaskularni onemocnéni

1.7.1.1 Hypertenze

Jednim zvelmi rozsifenych onemocnéni dnesni doby se stala hypertenze, tedy
chronicky zvySeny krevni tlak. Patii mezi nejvice rozSitené kardiovaskularni
onemocnéni vibec [86]. Vznik hypertenze mize byt spojen také s oxida¢nim stresem,
napi. zvysenou produkci ROS, v¢etné superoxidového aniontu v cévnich buiikach

[87, 88, 89]. O, muze ovlivnit relaxacni faktor endotelu, oxid dusnaty, coz ma za
nasledek ztratu biologické dostupnosti NO, ktery ztézuje endotelidlni funkci, z ¢ehoz

vyplyva sniZzena vazodilatace, ktera mtze zpusobit hypertenzi [90, 91].
1.7.1.2 Subarachnoidalni krvaceni

Subarachnoidalni krvaceni je cévni mozkovou piihodou s vysokou mortalitou
vznikajiciho ¢asto u nemocnych s arterialni hypertenzi. Jedna se o krvaceni do prostoru
mezi pavoucnici a mekkou plenou mozkovou. Existuje hypotéza, ktera popisuje
komplikace u SAH zpisobujici vazospasmus. Vazospasmus se vyskytuje u 60 % vsech
ptipadi SAH, coz vede k ischemii, ktera zptisobuje neurologicky deficit nebo smrt [92].
Souvislost mezi vazospasmem a SAH je popisovana jiz od 60. let minulého stoleti,
avsak etiologie vazospasmu neni dosud znama. Latky zpiisobujici vazospasmus by
mohly byt detekovany prostfednictvim analyzy mozkomisniho moku [93]. Je

pravdépodobné, ze na vzniku vazospasmu se uplatiiuji také oxidacni produkty bilirubinu

(Obr. 12) [7].
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Obr. 12 Fyziologické mechanismy kontrakce hladké svaloviny. Tento obrazek popisuje
patologické drahy zapojené do fyziologické kontrakce a relaxace hladké svaloviny cév,
jako jsou mozkové tepny. Poruchy mnoha z téchto cest jsou posuzovany, jako domnélé
etiologie riznych cévnich patologii, v¢etné vysokého krevniho tlaku a mozkovych
vazospazmii  po  subarachnoidalnim  krvaceni (A =aktin, Ag=agonista,
AM = aktomyozin, ATP/ADP = adenosin-tri/di-fosfat, BOXes = oxida¢ni produkty
bilirubinu, Ca** = vapnik, V = napéti fizenych kalciovych kanalu,
CaCaMK = vapnik-kalmodulin-kinasa, CAD = kaldesmon, CaM = kalmodulin,
CPI-17 (a/i) = MLCP inhibi¢ni protein (aktivni/neaktivni), CSFv = mozkomisni mok
zSAH pacientli s mozkovym vazospazmem, DAG = diacylglycerol, K*= draslik,
IP3 = inositol-3-fosfat, M = myosin, MAPK = mitogenem aktivovana protein kinaza,
MLCK (a/i) = lehky fetézec myosinu (aktivni/neaktivni), MLCP = lehky fetézec
myosinu fosfatazy, P = fosfat, PA =kyselina fosfatidova, PC = fosfatidyl cholin,
PIP2 = fosfatidylinositol-2-fosfat, PKC = proteinkinaza C, PLC = fosfolipaza C,
PLD = fosfolipaza D, R =receptor, Rho A (a/i) = Rho A faktor (aktivni/neaktivni),
ROK = Rho kinaza, SR = sarkoplazmatické retikulum [7]
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1.7.1.3 Ateroskleroza

Ateroskler6za je onemocnéni postihujici vystelku krevnich cév. Endotelové bunky
poskozené riiznymi noxami (napf. zvySenym mnozstvim ROS, zvySenou koncentraci
glukoézy a lipoproteinti, ptipadné koufenim) nebo zvySenym krevnim tlakem mohou
nabalovat makrofagy nebo T-lymfocyty, které pfijimaji lipoproteiny o nizké denzité.
Prostfednictvim lipoperoxidace, kterd je iniciovana reaktivnimi formami kysliku
a dusiku se depozity lipidi preménuji v tukové prouzky a nasledné tvoii fibrozni platy
s cholesterolovymi krystaly, do kterych se uklada vapnik a dochazi tak k zvapenaténi
(zkornaténi) cév [94]. Zklinického pohledu maji nejvétsi vyznam léze srdecnich
veéncitych tepen, dale tepen zdsobujicich krvi mozek a také tepen zdsobujicich ostatni

organy [95].

1.7.2 Nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni patii mezi multifaktorialni nemoci, v jejichz patogenezi se
uplatiiuje fada faktort.

Jednou zpfi¢in  nadorovych onemocnéni je chemicky indukovana
karcinogeneze, coZz je vicestupfiovy proces zahrnujici poskozeni DNA a bunééné
proliferace. Dopad chemickych karcinogent v rtiznych stupnich regulaénich procest
byva induktorem rakovinného bujeni[96]. Genotoxické agens, Casto tvorené
chemickymi latkami, ptimo poskozuji genomickou DNA, coz mlize mit za nasledek jeji
mutace. Chemikalie této kategorie jsou Casto aktivovany v cilové buiice a jejich vliv na
rust novotvaru je zavisly na jejich koncentraci.

Druhou kategorii prokancerogennich latek jsou negenotoxické chemikalie, které
plsobi nepfimo na poskozeni DNA. Proces nepifimo pisobicich karcinogenii neni
presné€ znam, piesto zptsobuji modulaci ristu bunék a bunéénou smrt. Zmény genové
exprese a bunécné rustové parametry jsou prvoradé v zasahu negenotoxickych latek.
Tyto latky ¢asto ptuisobi ve fazi propagace rakovinného procesu [97, 98].

Pomoci experimentil provedenych na hlodavcich bylo mozno definovat tii faze
nadorovych procesii, a to iniciaci, propagaci a progresi. Iniciace neboli zahajeni
zahrnuje vytvofeni mutované, preneoplastické buiiky genotoxickou udalosti. Tento jev
je v bunce nevratny a je zavisly na davce genotoxikantu. Propagace zahrnuje klonalni

expanzi zahajenou v bunce, kterd vznikd v disledku zvySeni bunécné proliferace nebo
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snizenou funkci apoptdzy v cilové bunééné populaci [99]. Déje probihajici béhem této
faze jsou zavislé na davce Skodliviny areverzibilni po odstranéni nadoru
a propagac¢niho stimulu. Tteti etapa, progrese, zahrnuje bunééné a molekularni zmény,
které nastanou od preneoplastickych po neoplastické stavy. Tato faze je
nevratnd a zahrnuje genetické nestability, zmény v oblasti jaderné ploidie a naruSeni
chromozomové integrity.

Zvysend replikace DNA a ndsledné bunécné déleni je dulezité v kazdé fazi
rakovinného bujeni [100]. Byl navrZzen mozny mechanismus indukce rakoviny. Tento
mechanismus je zalozen na zvySeni syntézy DNA a mitézy prostiednictvim
negenotoxickych karcinogent, a tim dochdzi k vyvolani mutaci v dé€licich se bunikach
a chybné reparaci. Vzhledem k neustalému déleni bun¢k bude mit mutace vliv na
zahajeni vzniku preneoplastickych bunék, které se mohou proliferativné rozsitit
a vytvorit nador. Kromé& toho mohou negenotoxické agens slouzit ke stimulaci
selektivniho klonalniho ristu jiz spontanné iniciované bunky [101].

Ke karcinogenezi prispiva endogenni a exogenni faktory, které ovliviuji
poskozeni DNA, riist bun¢k a smrt bunky. Experimentalni data podporuji hypotézu, ze
kyslikové radikaly hraji dileZitou roli v rakovinném procesu. ZvySeni ROS v buiice
pomoci fyziologickych pochodl nebo prostfednictvim expozice karcinogenlim pfispiva
ke tvorbé procest karcinogeneze. Existuje velké mnozstvi experimentalnich dikazi
0 tom, ze vznikajici ROS a nasledny oxida¢ni stres maji vyrazny vliv na velkou fadu

civilizaénich chorob [102].

1.7.3 Metabolicka onemocnéni

1.7.31 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) zahrnuje heterogenni skupinu chronickych metabolickych
chorob, jejichz zakladnim projevem je hyperglykemie. Vznika v dasledku nedostatku
inzulinu, jeho nedostatecného ucinku (n€kdy se mluvi o relativnim nedostatku) nebo
kombinaci obojiho [103]. Diabetes se vyznacuje vysokou koncentraci glukozy v Krvi,
ktera vede prostiednictvim né&kolika mechanismi ke zvySené tvorbé volnych
radikalovych intermediatd [104, 105, 106]. Vysledna glykace, glykooxidace,
karbonylace a oxidaéni stres vedou k patogenezi diabetu [107].

V soucasnosti nardsta zejména inzulin non-dependentnich diabetd (typ 11). Tento
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jev lze pozorovat na populacni studii, ze které vyplyva, ze jesté v roce 1997 mélo na
celém svété diabetus pouze 124 miliona lidi, (97 % z nich diabetes typu II), zatimco pro
rok 2010 byl odhad lidi s diabetem vys$si nez 221 miliont [108].

Vyvoj diabetickych onemocnéni je vyznamnou pfi¢inou morbidity a mortality
aje stale vetsi zatézi zdravotnickych zatizeni v rozvinutych irozvojovych zemich.
Velké prospektivni studie prokazaly vztah mezi glykémii a diabetickou mikrovaskularni
komplikaci u diabetu typu I i II. Hyperglykémie a inzulinova rezistence maji dilezitou

roli v patogenezi makrovaskularnich onemocnéni [109].
1.7.4 Alergické/imunologické onemocnéni

1.74.1 Atopicka dermatitida

Atopicka dermatitida je chronické zanétlivé kozni onemocnéni neznamé etiologie. Ve
studii zaméfené¢ na vyzkum poruch homeostazy kyslikovych a dusikovych radikalt
u détské atopické dermatitidy byly jako markery pouzity 8-hydroxy-2-deoxyguanosin
(marker oxida¢niho stresu), pomér mezi dusitany/dusi¢nany (marker syntézy NO)
aselen (marker seleniové mozkové mrtvice). Bylo zjisténo, ze porucha homeostazy
radikalt kysliku/dusiku ma vyrazny vliv na patofyziologii atopické dermatitidy u déti

a potlaceni oxida¢niho stresu by mohlo vést k 1é¢b¢ atopické dermatitidy [110].
1.7.4.2 Bronchialni astma

Bronchidlni astma je chronické zanétlivé onemocnéni dychacich cest doprovazené
zachvatovitou dusnosti. Postihuje témét vSechny veékové kategorie. Je to klinicky
syndrom charakterizovany zvySenou reaktivitou tracheobronchialniho stromu na rtzné
podnéty, ktery se projevuje obstrukci dychacich cest [111]. Oxidaéni stres se podili na
patogenezi astmatu a klinické studie ukazuji nerovnovahu mezi mnozstvim oxidanti
a antioxidanti u pacientl trpicich bronchialnim astmatem. Jako biomarkery oxida¢niho
stresu slouzi glutation aaldehydy, které se stanovuji Vv kondenzatu vydechovaného
vzduchu, vyuziva se k tomu analytickych technik zalozenych na metodé plynové

chromatografie [112].
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1.8 Metody stanoveni BOXi

1.8.1 Vysokoucéinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Jednou z metod, kterou lze pouzit pro stanoveni oxida¢nich produktt bilirubinu je
metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie, kterd je zalozena na distribuci
studovanych analytti mezi stacionarni (SF) a mobilni fazi (MF). Podle povahy téchto
fazi mizeme HPLC metody délit na HPLC metody na normalni fazi, kdy je MF
nepolarni a SF polarni (napf. silikagel), a HPLC metody na reverzni (obracené) fazi,
polarita MF a SF je opa¢na vzhledem k HPLC na normalni fazi. Nejcastéjsimi
nepolarnimi SF jsou silikagely modifikované zbytky nékterych uhlovodikl, nejcastéji
Jsou oktadecylové zbytky.

Prvni metody stanoveni BOXu pomoci HPLC byly
popsany V 90. letech 20. stoleti. Jako SF byly pouzity kolony
Hypersil C18 (250 x 7 mm) a Spherisorb ODS [113] (250 x 4,6 mm), jako MF byl
pouZit 30 % (v/v) vodny roztok acetonitrilu, pritok mobilni faze 2 ml'min”. Metoda
byla modifikovana v roce 2000 skupinou profesora Krance. Byl upraven pritok mobilni
faze (1 ml'min™) a k separaci latek byl pouzit linearni gradient (zména z 30 % (v/v) na
36 % (v/v) vodného roztoku acetonitrilu béhem 8 minut), ¢imz doslo k urychleni
separace a zaroven doSlo k presnéjSimu separovani analytd. Jednotlivé analyty byly
detekovany pii 320 nm (Obr. 13) [5]. Metoda byla dale upravena kolektivem profesora
Pyne-Geithmana  vroce 2008. Byla zménéna  stacionarni  faze  (kolona
Symmetry C18 (150 x 4,6 mm, 5 um)). Analyty  byly  zkolony  eluovany
prostfednictvim vodného roztoku acetonitrilu v gradientovém uspofadani (zména
gradientu z 5 % na 50 %). Zkoumané latky byly detekovany pti 310 nm, teplota kolony
byla nastavena na 35 °C [114].
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Obr. 13 HPLC chromatogram analyzy BOXu skupiny Kranc et al., kolona Sperisorb
ODS (250 x 4,6 mm) [5]

1.8.2 Spektroskopické analyzy

1.8.2.1 UV/VIS spektroskopie

Dalsi metodou vhodnou k detekci BOXu je spektroskopie v UV a VIS oblasti, kde
podle specifickych absorpénich maxim lze ur€it ptitomnost hledanych latek ve vodném
roztoku.

Ve studované literatufe byla UV/VIS spektroskopie provedena v ddH,O na
spektrofotometru Ultrospec 4000. BOX A vykazoval nejvyssi absorbanci pti vinovych
délkach 215 a 300 nm, BOX B pii 215 a 310 nm [5].

1.8.2.2 Infracervena spektroskopie

Pro urceni struktury BOXt je mozno také vyuzit metodu infracervené spektroskopie.
Prvni IR spektra byla méfena na piistroji Perkin Elmer FT-IR srozliSenim 4 cm™.
BOX A  wvykazoval spektra 3434,0 (N-H); 1698,2 (C=0, laktam);
1666,4 (C = O, amid); 1430,5 a 1292,7 cm™. BOX B vykazoval spektra 3435,7 (N-H);
1654,1 (C=0, laktam); 1647,9 cm™ (C=0,amid). MVM vykazoval spektra
3436,2 (N-H); 2103,9; 1773,7; 1713,0; 1639,6 cm™ [5].
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1.8.2.3 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

NMR spektroskopie je metoda slouzici k uréeni struktury latek. NMR spektra BOXu
byla poprvé stanovena pomoci ptistroje Bruker AMX500 (500MHz) pti 300 K. Byla
provedena heteronuklearni korelace, spektra byla zaznamenana s pifechodem vybéru
abez low-pass filtru. Pomoci NMR byly identifikovany charakteristické dubletové
struktury *Jcp, jako Sirokopasmovy uhlikovy dekapling. Viechny **C chemické posuny
byly ziskdny nepifimo zkorela¢nich piktt 2D spekter. Vodikové spektrum (métené
v CD3CN) demonstrovalo pfitomnost vinylové -CH=CH, skupiny s ostrym singletem,
coz koreluje se vzdalenou alkenovou skupinou. Pfitomnost této skupiny také zptisobuje
dvé rezonance ve vodikovém spektru, které nebyly pfitomny pifi méfeni
v DyO/acetonitril. Tyto rezonance piipominaji pfitomnost primarni amidové skupiny
NH>, ve které byly dva vodiky diferenciované v disledku omezeného otaceni amidové
vazby. Dalsi rezonance byla pozorovdna pii posunu 9,69 p.p.m., coz odpovida
pritomnosti pyrrolového jadra. Tyto tdaje spolu s pfitomnosti tii singletovych vodiku
s posunem 1,98 p.p.m. potvrzuji vznik pyrrolu s navazanou methylovou a vinylovou

skupinou fragmentaci z bilirubinu. Piehled v$ech posunt (Tab. 4) [5].
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Tabulka 4 *H a **C NMR (500 MHz) [5]

"H NMR (100 % CDsCN)
p.p.m

*C NMR (CD3;CN/D,0)
p.p.m

BOX-A

1 9,69 -

2 - 147,0
3 - 140,7
4 - 1315
5 - 173,8
I 5,62 99,1
2’ - 169,7
3-vinyl-CH 6,57 125,3
3-vinyl-CH, 5,68; 5,71 124,6
4-CH, 1,98 91
NH, 6,37/5,86 -
BOX B

1 9,49 -

2 - 1479
3 - 1427
4 - 129,2
5 - 173,0
1 5,55 99,0
2’ - 170,2
3-vinyl-CH 6,62 125,7
3-vinyl-CH, 5,52; 6,32 122,4
4-CH; 2,07 9,1
NH; 6,37/5,86 -
MVM

1 7,19 -

2 - 170,2
3 - 1343
4 - 136,7
5 - 1714
3-vinyl-CH 6,55 124,2
3-vinyl-CH, 6,40; 5,73 1259
4-Me 2,07 8,3
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1.8.24 Hmotnostni spektroskopie (MS)

Jednou z poslednich metod, ktera nam mutze poslouzit k pfesnému zjisténi struktur
studovanych analytli, je hmotnostni spektroskopie. 10 pl pfipravenych BOXi bylo
analyzovano  pomoci  elektrospejové  ionizace na  pfistroji =~ Micromass
BioQ 11-ZS s tripl-kvadrupdlovym analyzatorem. Pozitivni ionty spektra byly ziskany
z nastiiku roztoku voda/acetonitril (1/1, v/v) s pfidavkem 0,2 % kyseliny mravenci
snapétim +30V. Negativni ionty spektra byly ziskdny z nastfiku roztoku
voda/acetonitril  (1/1, v/v) snapétim -10a -15V, pii nastiikové teploté
40 °C (Tab. 5) [5].

Tabulka 5 Hmotnostni spektra s elektrospejovou ionizaci [5]

m/z (MH") m/z (M) Kalkulovana Sumarni
hmota vzorec
BOX A 179,20 - 179,08 CoH1:N20;
BOX B 179,08 179,08 CoH1:N20;
MVM - 135,9 - C7H/NO;
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie

Acetonitril p.a.
Bilirubin IX-a -
Butyl-acetat 95,5%
Dimethylsulphoxide Hybri-Max p.a.
Glutaraldehyd (25 %) p.a.

Hank’s BSS (1x)
(Bez Ca a Mg, s Phenol Red) -
Hemin -

Hemoglobin lidsky (lyofilizovany) -

Hydroxid sodny Cisty
Chloroform 99,5 %
Kyselina fosfore¢na (85 %) p.a.
Kyselina octova (90 %) p.a.
Kyselina mravenci 96,0 %
MEM Non Essential Amino

Acids (100x) -

Minimum Essential Medium Eagle -
Nutrient Mixture F-12 Ham -

Peroxid vodiku (30 %) p.a.
Siran hofecnaty Cisty
Siran Zeleznaty, heptahydrat Cisty
Trypan Blue stain 0,4 % p.a.
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Lach:Ner (CR)

Frontier Scientific (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (Némecko)
Penta (CR)

PAA (Némecko)

Frontier Scientific (USA)
UKBLD

Penta (CR)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Lach:Ner (CR)
Sigma-Aldrich (USA)

PAA (Némecko)
Sigma-Aldrich (Némecko)
Sigma-Aldrich (Némecko)
Lach:Ner (CR)

Lach:Ner (CR)

Lach:Ner (CR)

Invitrogen (USA)



2.2 Pouzité pristroje

Vzorky byly vazeny pomoci analytickych vah  ABT 220-4M  (Kern,
Némecko). K piipravé vzorki byla pouzita vakuova odparka Laborota 4000 WB
(Heidolph, Némecko), vodni lazen U4 (Mlw, Rusko), michacka Color Squid (lka,
Némecko), vortex ZX3 (Velp Scientifica, Rakousko) a vakuova susarna SPT 200
(Protech, Rusko). Kradioaktivni pfipravé volnych radikald byl pouzit pfistroj
GammacCell 220 (AECL, Kanada).

K prométeni UV/VIS spekter studovanych latek byl pouzit UV/VIS spektrometr
Lambda 20 (Perkin Elmer, USA), fluorescencni spektra byla meéfena pomoci
spektrofluorimetru LS 55 (Perkin EImer, USA).

K podrobnym studiim fyzikalné-chemickych vlastnosti studovanych analyti byl
pouzit  kapalinovy  chromatograf  sklad4jici se  zvysokotlaké  pumpy
Chrom sds 150 (Agilent, USA) sUV detektorem UV Smartline 2500 (Knauer,
Némecko), davkovaci ventil Rheodyne Dual Mode Injector 7725i, Grace Discovery
Sciences, USA) se smyckou 20 ul a mikrostiikacka 1702 RN SYR (Hamilton, USA).
Bylo pracovano pii teploté 22 +2 °C. Ke sbéru a vyhodnoceni dat byly pouzity
programy Clarity (DataApex, CR) a Origin-8 (OriginLab Corporation, USA).

Separace  byly provedeny na koloné¢ Gemini 3 pum  C6-Phenyl
110 A, 150 x 4,6 mm s piedkolonou 0,5 pm, 4 x 3 mm z téhoz materialu (Phenomenex,
USA).

Hmotnostni spektra vzorku z jednotlivych frakci z HPLC byla analyzovana
pomoci hmotnostniho spektrometru TSQ 7000 s trojitym kvadrupolem (Thermo
Scientific, Némecko). Hmotnostni spektra vzorki byla méfena na LC-MS pfistroji,
ktery se sklada z HPLC Agilent 1200 Series s detektorem diodového pole (DAD)
(Agilent Technologies, USA), které bylo zapojeno v tandemu shmotnostnim
spektrometrem Triple quad 6460 (Agilent Technologies, USA).

In vitro experimenty byly provadény v laboratofi tkanovych kultur za piisné
sterilnich podminek. Pii rozpéstovavani bunék z konzerv byla pouzita centrifuga TJ-6
(Beckman, USA). Bunky byly péstovany v CO, boxu Diurect Heat CO, incubator
(Thermo Scientific, Francie). Média byla inkubovdna ve vodni lazni ST 402 (Niive,

Némecko). Buiiky byly pocitany pomoci automatického pocitadla bunék Cellometer
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Auto T4 (Nexcelom Bioscience, USA), veSkeré experimenty na bunkach byly
provadény v laminarnim boxu Flow box EN-12469 (Merci, CR).

Vsechny in vitro experimenty byly provadény v 96ti wellech (Orange Scientific,
Belgie) a vyhodnocovany pomoci ELISA Readru Sunrise (Tecan, Rakousko) za pomoci
programu Magelan-6 (Tecan, Rakousko).

Statistika byla provedena pomoci programu Sigma Stat (Systat Software, USA).

2.3 Postupy

Z duvodi nestability nekonjugovaného bilirubinu a vsech jeho derivati a izomert bylo
nutno pracovat pod tlumenym svétlem a vSechny nadoby pouzivané ke vSem postupiim
a pripravam byly obalovany alobalem. Kvuli utajenému bodu varu smési béhem

zahfivani roztoki je nutné pouZivat sklenénou ty¢inku nebo varné kaminky.

2.3.1 Piiprava purifikovaného bilirubinu IX-a

Komer¢né dostupny bilirubin se vyrabi z hovézich Zlucovych kamenii a je znecistény
fadou latek (napt. fosfolipidy, proteiny), které ve vzorku ziistavaji béhem vyrobniho
procesu. K jejich odstranéni se pouziva purifikatni metoda navrzena McDonaghem
a Assissim (1972) [115].

Sto miligramtit UCB bylo rozpusténo ve 180 ml chloroformu v Erlenmayerové
banice (250 ml) a smés byla zahfivana na vodni lazni az do bodu varu chloroformu
(cca6l °C) aroztok byl vafen 5 min. Roztok bilirubinu se nechal ochladit na
laboratorni teplotu a byl zfiltrovan ptes navlhéeny filtraéni papir. Ziskany filtrat byl
rovnomérn¢ rozdélen do 6-ti suchych sklenénych falkon a opakované promyt asi jednim
objemem destilované vody (1 x), roztoku 0,1 M NaHCO;3; (2 x), 10 % roztoku
NaCl (1 x) a na zavér destilovanou vodou (4 x).

Pti kazdém promyti byly sklenéné falkony dikladné (cca 50 x) protiepany a po
ustidleni roztoku arozdéleni na dvé€ faze se vzdy vrchni faze obsahujici
fosfolipidy a proteiny odsala. UCB zistaval po celou dobu promyvani ve spodni,
chloroformové fazi (zluté zbarveni).

Promyta chloroformova faze s UCB byla na zavér sklenénou pipetou pienesena

do cistych, suchych falkon (vzdy obsah dvou falkon slouc¢en do jedné nové). Celkem
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byly pripraveny 3 falkony obsahujici pie¢istény chloroformovy extrakt. Do kazdé
falkony bylo pfidano malé mnozstvi siranu sodného na odstranéni zbytka vody. Falkony
byly protiepany a nasledné centrifugovany 5 minut pti 1800 rpm.

Zluty chloroformovy supernatant obsahujici UCB byl piefiltrovan pies
navlhéeny filtra¢ni papir do Cisté Erlenmayerovy banky (250 ml). Ziskany filtrat byl
zahi'ivan na vodni 1dzni do bodu varu chloroformu a poté na této teploté udrzovan az do
okamziku, kdy se na sténach barnky zacal srazet UCB, poté byl do roztoku za stalého
michani pfidan asi 1 ml methanolu, tim vznikl vyrazné¢ oranzovy zakal. Do smési bylo
napipetovano dalsich 15 ml methanolu a smés se nechala ochladit na laboratorni teplotu.

Po vychladnuti byl roztok centrifugovan5 min pti 1800 rpm, byl odstranén
supernatant a vznikld oranzova srazenina UCB byla 2 x promyta 15 ml methanolu.
Ziskany oranzovy UCB byl piepipetovan do Cisté predem zvazené zkumavky s vickem.
Kvili plnému dosuseni byl UCB lyofilizovan ptes noc. Druhy den byl vzorek zvaZen

a uskladnén v exikatoru v lednici. Vytéznost této purifikacni metody je asi 80 % [115].
2.4 Postupy pripravy oxidac¢nich produkti bilirubinu

24.1 Metoda piipravy BOXi a MVM podle Kranc et al. [5]

Piiprava BOXa vychazela z metody Krance a spolupracovniki [5]. Sto miligramti smési
izomertt bilirubinu bylo rozpusténo ve 25 ml 5 M NaOH v Erlenmayerové barice
zabalené¢ v alobalu a michano za laboratorni teploty 4 hodiny. Béhem 4 hodin zménila
smés zbarveni z oranzové na temné zelenou. Roztok byl neutralizovan 11,3 ml 11 M
HCI na pH=7,4 aochlazen na ledové lazni. Kreakéni smési bylo poté ptidano
20 ml 30% peroxidu vodiku a reakéni smés byla ponechana ve tmé 48 hodin za
laboratorni teploty.

Po uplynuti reakéni doby doSlo ke zméné zbarveni z temné zelené na svétle
zlutou barvu. Surova smés byla podtlakové filtrovana ptes teflonovy filtr (0,2 um).
Filtrat byl poté extrahovan 10 x chloroformem, extrakéni pomér 5:1 (V/V)
filtrat:chloroform.

Extrakt byl dosusen siranem sodnym a ptefiltrovan pies filtra¢ni papir. Vznikly
filtrat byl odpafen po Castech na vakuové odparce. Vznikly zluté krystalky, které byly
ulozeny v argonové atmosféte do mrazaku (-32 °C). Vytézek takto piipravenych BOXu

byl shodny s dostupnou literaturou, tedy okolo 4 % [5].
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2.4.2 Modifikovana metoda pripravy BOXi

Na zaklad¢ dostupné literatury jsme vyzkousSeli s pomoci Ing. Jaroslava Zelenky, PhD.
(Fyziologicky tistav AV CR) vlastni modifikaci metody piipravy BOX.

Metodu dle Kranc et al. jsme modifikovali nasledujicim zpisobem. Jeden
miligram purifikovaného UCB byl zcela rozpustén v 10 ml 0,2 M NaOH. K této smési
byl ptidan 1 ml 30% roztoku peroxidu vodiku a 0,5 mg siranu zeleznatého a smés se
nechala zreagovat vtemnu po dobu 30 minut pii laboratorni teploté. Reakce byla
ukonc¢ena piidavkem 10 ml 0,1 M kyseliny fosfore¢né.

Samotné BOXy z reak¢éni smési byly ziskany dvéma rliznymi zplsoby extrakce:
A) Do butylacetatu

Pfipraveny roztok byl extrahovan 3 X 8 ml butylacetatu. VSechny butylacetatové
faze byly spojeny a extrakt byl zakoncentrovan na vodni lazni pti 60 °C pod proudem

argonu na objem 1 ml.
B) Do chloroformu

Misto butylacetditu byl pouzit chloroform. Chloroformové frakce byly

zpipetovany a odpatfeny pomoci vakuové odparky na objem 1 ml.

2.4.3 Metoda pripravy BOXii radioaktivnim ozarovanim

Velmi zajimavym zpisobem piipravy BOXG se zdal byt postup pouzity v metodé
ozatfovani  melatoninu  dle [116].  Ptiprava  vzorki  byla provedena ve
spolupraci s Doc. Ing. Vaclavem Cubou, Ph.D (Katedra jaderné chemie CVUT, CR).
Deset miligramt purifikovaného UCB bylo rozpusténo ve 20 ml 0,2 M hydroxidu
sodného a vlozeno do ozafovaci cely GammacCell na 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Po
uplynuti doby ozafeni byla reak¢ni smés zneutralizovana pomoci 20 ml 0,1 M kyseliny
fosforecné.

Neutralizovany roztok byl extrahovan do butylacetatu (viz vyse).

44



2.4.4 Extrakce BOXu z heminu

Pro ovéfeni vzniku BOXa z heminu byl 1 mg této latky rozpustén pomoci vortexu
a ultrazvuku v 10 ml 0,2 M hydroxidu sodného. Pro spusténi reakce byl k roztoku
ptidan 1 ml 30% peroxidu vodiku. Diky ptfitomnym iontim Zeleza doslo k bouftlivé
reakci (Fentonova reakce). Smés reagovala 30 min za laboratorni teploty v temné
mistnosti,

pot¢ byla zneutralizovana 10ml0,1 M kyseliny fosforecné a extrahovana

do butylacetatu (viz vyse).

2.4.5 Extrakce BOX1 z hemoglobinu

Na zavér byl vyzkouSen i1 postup vzniku BOXid z hemoglobinu. Lidsky lyofilizovany
hemoglobin (109 mg) byl rozpustén v 10 ml 0,2 M hydroxidu sodného a k roztoku byl
ptidan 1 ml 30% peroxidu vodiku. Reakéni smés byla ponechana za laboratorni teploty
v temné mistnosti 30 minut. Po uplynuti inkubacni doby byla smés zneutralizovana
10 ml 0,1 M kyseliny fosfore¢né. U dna falkony vznikala tuha smés.

Smés se nechala zcentrifugovat (10 min, 3000 rpm). Supernatant se zfiltroval
pomoci injekéni stikacky pies vatu, nasledovala jesté vakuova filtrace pies teflonovy

filtracni papir (0,2 um). Vznikly filtrat byl extrahovan do butylacetatu (viz vyse).

2.5 Analyza BOXi

25.1 HPLC

Kanalyze vzniklych BOXU byla pouzita metoda HPLC. Byly testovany razné
podminky stanoveni v zdvislosti na typu ptipravy BOX, v nésledujicim oddile je
prehledny seznam jednotlivych postupt pfipravy. Byly analyzovany jednotlivé vzorky
BOXu ptipravenych metodou dle Kranc et al. [5], modifikovanou metodou,
radioaktivnim ozafovani v GammaCellu, extrakci z hemoglobinu a extrakci z heminu.

Vznikly roztok BOXa v 1 ml chloroformu ¢i butyl-acetatu byl nastfikovan
(20 pl) na kolonu Gemini C6-phenyl (Phenomenex, USA) s ptedkolonkou, jako MF byl
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pouzit 15a30% vodny roztok acetonitrilu. Pratok byl nastaven v rozmezi
0,5-0,8 ml/min dle typu analyzy a vinova délka byla nastavena na hodnotu 305 nm.

Pted analyzou byla kolona 30 minut promyvana 30 % vodnym roztokem acetonitrilu.

2.5.2 Analyza BOXi pomoci hmotnostni spektrometrie
25.2.1 Analyza BOXi pomoci MS z najimanych frakei z HPLC

K provedeni MS analyzy BOXu byly zvlast najimany vSechny frakce, které byly
detekovatelné HPLC (BOX-A a BOX-B), poté byla provedena MS analyza jednotlivych
slouCenin na tandemovém hmotnostnim spektrometru TSQ-7000 s trojitym

kvadrupolem (Thermo Scientific, Némecko) S pouzitim elektrosprejové ionizace.

2.5.2.2 Analyza BOXi pomoci HPLC/MS s trojitym kvadrupélem

Byla provedena separace a naslednid analyza BOXa pomoci pfistroje skladdajiciho se
zHPLC Agilent 1200 series (Agilent Technologies, USA), které bylo
zapojeno v tandemu s hmotnostnim  spektrometrem Triple quad 6460 (Agilent
Technologies, USA). Jako separacni kolona byla pouzita kolona Gemini C6-phenyl
(Phenomenex, USA) s ptredkolonkou. Jako MF byl pouzit 30% vodny roztok
acetonitrilu s ptidavkem 0,2 % (v/v) kyseliny mraven¢i kvuli lepsi ionizaci vzorku.
Analyza hmoty byla nastavena na rozmezi 100 — 500 m/z, fragmentac¢ni napéti bylo
nastaveno na hodnotu 85 V a susici teplota byla 350 °C. Tyto analyzy byly provedeny

ve spolupraci s Mgr. Petrem Kozlikem (Katedra analytické chemie, PfF UK v Praze)

2.5.3 Fluorescen¢ni emisni spektra BOXi

Smés BOXt a MVM byla rozpusténa v deionizované vodé na koncentraci 1 mg/ml a
byla stanovena excitac¢ni a emisni spektra na spektrofluorimetru LS 55 (Perkin Elmer,
USA). Nejprve bylo proméieno excita¢ni spektrum studovaného vzorku. Ze ziskanych
dat byla odvozena excita¢ni vinova délka A =300 nm a byla zméfena emisni spektra
smesi BOXt a MVM.,

46



2.6 Stabilitni studie BOXu

2.6.1 Stanoveni ¢asové stability BOX1 v butylacetatovém

roztoku

BOXy byly ptipraveny modifikovanou metodou. Butyl-acetatovy extrakt byl odpaienim
pod argonem zkoncentrovan na 1 ml. Ztohoto vzorku BOXu bylo v ¢asovych
intervalech (0; 18; 30 min; 19; 21; 29; 46; 58; 68 a 153 hod) analyzovano vzdy 20 ul

vzorku pomoci HPLC, aby byla zjisténa ¢asova stabilita vzorku.

2.6.2 Stanoveni teplotni stability BOXu v butylacetatovém

roztoku

BOXy byly pripraveny modifikovanou metodou. Butyl-acetatovy extrakt byl odpafenim
pod argonem zkoncentrovan na 1 ml. Byly pfipraveny alikvoty BOXi (100 pul) a ty byly
temperovany vzdy 1 hodinu pfi riznych teplotach (-32; 5; 25; 37; 50 a 100 °C). Poté
bylo analyzovano vzdy 20 ul vzorku pomoci HPLC, aby byl zjistén vliv teploty na
stabilitu BOXu.

2.7 In vitro experimenty

Dostupna literatura uvadi, ze BOXy vznikaji predevsim v mozku. Pro studium jejich

in vitro ucinkd byla proto zvolena buné¢na linie lidského neuroblastomu SH-SY5Y

pouzivana jako bunéény model pro studium metabolismu nervovych bun¢k [117].
Vsechny in vitro experimenty byly provadény za piisnych sterilnich podminek

Vv laboratotich tkanovych kultur.

2.7.1 Priprava kultiva¢niho média

Do 500 ml plastové sterilni lahve bylo sterilné napipetovano 212,5 ml média Nutrient
Mixture F-12 Ham; 212,5 ml média Minimum Essential Medium Eagle; 5 ml smési
antibiotik: Penicillin-Streptomycin; 5 ml koncentrovaného roztoku Glutamaxu; 5 ml
zasobniho roztoku Non Essential Amino Acids Solution a 75 ml hovéziho séra (FBS)

Foetal Bovine Serum.
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2.7.2 Priprava roztoku trypsinu

Kuvolnéni bun¢k prisedlych v kultivacni lahvi se pouziva roztok trypsinu, ktery se
ptipravi 10ti nasobnym zfedénim zasobniho roztoku trypsinu s promyvacim roztokem

Hanks.

2.7.3 Pasazovani bunék

Vsechny dostupné bunécné linie se uchovavaji v kryovialkdch pod tekutym dusikem.
Pred zacatkem experimentll je vzdy nutné rozpéstovat si novou konzervu bunék.
Kryovialka s buné¢nou suspenzi se necha rychle rozmrazit (37 °C), jeji obsah se sterilné
prepipetuje do 15 ml falkony, piida se 12 ml média a stoc¢i (5 min, 500 rpm).
Supernatant se steriln¢ odsaje a Kk peleté bunék se prida 5 ml média, smés se opatrné
propipetuje a prenese do ¢isté 25 cm? kultivaéni lahve. Druhy den po rozpéstovani nové
konzervy se doporucuje vyména média za cCerstvé kvuli odstranéni zbytku
dimethylsulfoxidu, ktery je v konzervach.

Pasazovani bunék bylo provadéno kvuli jejich mnozeni a uchovani v linii.
Spravny okamzik pasazovani byl ur¢en vizualizaci misek pod mikroskopem. Miska by
méla byt porostla z 70 — 80 %, neuroblastomové butiky dosahly této konfluence zhruba
1x za tyden. Z misky bylo sterilné odsato médium. Promyvacim roztokem byly
oplachnuty zbundk zbytky média  (na25cm® misku pouzijeme 3 ml Hanks).
Promyvaci roztok Hanks byl opatrné sterilné odsat a k bunkam byl piidan trypsin
(u 25 cm? misky 1 ml) k rozvolnéni bungk. Uginek trypsinu byl inaktivovan piidavkem
média (u 25 cm? misky 1,5 ml média), bun&tnou suspenzi bylo potfeba ndkolikrat
(cca 20 x) propipetovat, aby se rozvolnily vétsi shluky bunék a poté byla pienesena cast

bunééné suspenze do nové lahve s Cerstvym médiem.
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2.7.4 Priprava bunék na experimenty

Pro invitro experimenty byly pouzity buiky ve 4.a vyssi pasazi dosahujici alespoii
80 % konfluence.

Postup ptipravy bunék pro experiment je obdobny postupu pii pasdzovani. Po
promyti a trypsinizaci bun¢k opét nasleduje inaktivace médiem. Buné¢na suspenze byla
fadné propipetovana, kvili rozbiti shlukil (suspenze nesméla pénit) a prepipetovan cely
objem ze vSech misek do jedné falkony. Pocet bunék se stanovuje pomoci pocitadla
bunék. Deset mikrolitri bunécné suspenze se smicha s 10 ul Trypan Blue stain 0,4 %
(Invitrogen), zlehka zvortexuje a deset mikrolitri obarvené bunécné suspenze je
preneseno na sklicko spocitaci komurkou. Sklicko je vlozeno do pocitadla
bunék a pristroj spocita celkovy pocet bunék, pocet bunék Zivych a mrtvych a celkovou
viabilitu. Ze zadanych parametrQi pfistroj dopocitd, v jakém poméru je nutno naredit
bunéénou suspenzi médiem pro experiment.

Vsechny experimenty byly provadény v 96ti-wellech a vysledna koncentrace
viabilnich bunék byla vzdy 4 x 10° bungk/ml suspenze. Do kazdé jamky wellu bylo
vzdy napipetovano 100 ul suspenze. Buriky byly vzdy ponechany 24 hodin v CO;
inkubatoru, aby si ,,sedly” a poté byly buinky piipraveny k experimentim. Po této
inkubaci bylo médium nahrazeno roztokem studovanych latek v médiu (ptisobkem).
Pfedmétem pokusu bylo studium vlivu riznych koncentraci BOXU na neuroblastomové
buriky. Inkubaéni doba bunék s pusobky byla vzdy 24 hodin. Jako kontroly se pouZzivaly
pusobky o rizné koncentraci UCB, ptsobky obsahujici hemin a ¢ist¢ médium bez

ptidavku ptsobki.
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2.7.5 Studium viability bunék

Pro studium viability bunék byl pouzit MTT test jehoZ principem je obarveni viabilnich
bun¢k a néslednd spektrofotometricka detekce, ktera je pfimo-imérnd koncentraci
prezivsich bun¢k. Zakladem stanoveni bylo barveni bun¢k Triazolyl blue tetrazolium
bromidem. Po uplynuti doby inkubace bunék s pisobkem byl cely zbytek piisobku odsat
a kbunkam bylo ptidano 50 pl roztoku thiazolyl blue tetrazolium bromide,
rozpu$téného v médiu, ¢ =1 mg/ml, a inkubovano 2 hodiny v termostatu (37 °C), poté
byl roztok MTT opatrné odpipetovan ak bunkam bylo pfidano 100 ul DMSO
(dimethylsulfoxid). Desticka byla ponechana tfepat 10 min pti 100 rpm. Viabilita bun¢k
byla stanovovena pii 540 nm pomoci ELISA Readru Sunrise (Tecan, Rakousko)

s vyhodnocovacim softwarem Magelan-6 (Tecan, Rakousko).

2.7.6 Studium buné¢né proliferace

BéZn¢ pouzivanou metodou pro studium bunééné proliferace je test s krystalovou
violeti, jehoz principem je obarveni proliferujicich bunék a nasledna
spektrofotometricka detekce, kterd je pfimo-umérnd koncentraci proliferujicich se
buné¢k. Po uplynuti doby inkubace bylo do kazdé jamky
ptidano 5 pl 23% glutaraldehydu kvuli fixaci bunék, poté byla ponechana desticka
tiepat 15 minut pii 350 rpm. Veskera bunééna suspenze s glutaraldehydem byla poté
slita a desticka byla 3 x promyta destilovanou vodou a ususena.

K zafixovanym butikam bylo pfidano 100 pl 0,1% roztok krystalové violeti ve
vodé (kvuli odbarveni bun¢k) a desticka byla ponechdna trepat dalSich 20 minut pfi
350 rpm. Na zavér byl roztok krystalové violeti slit, desticka byla opét proplachnuta
3 x destilovanou vodou a ususena. K buiikdm bylo pfidano 100 pl 10% kyseliny octové
a byla meéfena absorbance pii 590 nm pomoci ELISA Readru Sunrise (Tecan,

Rakousko) s vyhodnocovacim softwarem Magelan-6 (Tecan, Rakousko).
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Purifikace bilirubinu IX-a

Kvuli eliminaci vlivii necistot pfitomnych v komerénim bilirubinu bylo nutné si jej
precistit. Cistota purifikovaného bilirubinu byla vzdy ovéfena pomoci hmotnostni
spektrometrie ve spolupraci s RNDr. Martinem Stichou, (Katedra organické
chemie PiF UK), byl pouzit MS analyzator iontova past, negativni mod a napéti na
vystupu bylo — 106,7 V.

Pro lepsi predstavu jsou na obr.14 wuvedeny MS zaznamy téchto
stanoveni, hmota 583,4 odpovidda molekulovému iontu bilirubinu. Po porovnani MS
spektra na obrazku 14 A sobrizkem 14 B je patrné, Ze purifikovany bilirubin

(obr.14B) je mnohem (Cistsi nez bilirubin  bez purifikace (obr. 14 A).
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Obr. 14 Hmotnostni spektra bilirubinu (negativni méd, napéti na vystupu:
-106,7 V) A) pied purifikaci, B) po purifikaci

Zavér:

Na zaklad¢ dat uvedenych v literatufe byla vyzkousena purifikace komerc¢né dostupného
bilirubinu a pomoci hmotnostni spektrometrie byl ovéfen rozdil mezi purifikovanym
a nepurifikovanym bilirubinem. Cistota purifikovaného bilirubinu byla v porovnani

s nepurifikovanym vys$s§i, proto byl pro vSechny dal§i experimenty pouzivan pouze

51



bilirubin purifikovany. Proces purifikace uspéSné¢ odstranuje vétSinu fosfolipidi,
proteinii a ostatnich nezadoucich biologickych latek, které se nachazeji v komercné

dodavaném bilirubinu a mohly by ovliviiovat vysledky provedenych experimenti.

3.2 Stanoveni BOXu
3.2.1 UV/VIS spektrometrie BOXi

Dle postupti uvedenych v oddile 2.4 byly ptipraveny oxida¢ni produkty bilirubinu. Pro
jejich podrobnéjsi studium bylo nutno ovéfit jejich absorpéni maximum, proto byla
stanovena UV/VIS spektra ptipravenych analyti dle metody Kranc et al. Smés BOXu
byla rozpusténa ve vodé a jejjich spektrum bylo méfeno pomoci spektrofotometru
Lambda 20 (Perkin Elmer, USA). Absorpéni maximum studované smési bylo dle

naméfenych dat stanoveno na 305nm, obr. 15, coz koresponduje s dostupnou
literaturou.
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Obr. 15 Absorp¢éni maximum smési BOXu (ve vod¢)
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Pomoci naslednych HPLC analyz ve spojeni s DAD detektorem bylly stanoveny
absorpéni maxima obou BOXi. BOX A mél absorpéni maximum 298 nm, BOX B
309 nm. Srovnani absorpcnich maxim obou studovanych analyti je uvedeno na

obrazku 16.
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Obr. 16 Absorp¢ni maxima jednotlivych BOXu

Plnou ¢arou je znazornéna kiivka pro BOX A s maximem v 298 nm a pferusovanou

¢arou je zndzornéna kiivka pro BOX B v 305 nm.

Zavér:

Porovnanim uvedenych UV/VIS spekter s daty uvedenymi v literatue jsme zjistili, Ze
absorpcni maxima pro jednotlivé analyty jsou 298 nm pro BOX-A a 309 nm pro
BOX B. Pro detekci v prubéhu HPLC analyz studované smeési analytl byla jako vhodna

délka navrZzena vlnova délka A = 305 nm.
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3.2.2 HPLC analyza pripravenych BOXu

Separaci smési analytii pripravenych oxidaci bilirubinu, heminu a hemoglobinu vyse
uvedenymi postupy byla provedena za pouziti SF C6-phenyl Gemini (Phenomenex,
USA) a reverzniho separa¢niho modu. Vsechny eluce byly izokratické. Pred zahajenim
kazdé analyzy byla kolona vzdy promyta po dobu 30 min 30% acetonitrilem.
Acetonitril, jako organicka slozka mobilni faze, byl vybran na zakladé¢ dat

dostupnych V literatuie [6].

3221 BOXYy pripravené podle metody Kranc et al. [5]

Podle vyse uvedeného postupu byly pfipraveny oxidacni produkty bilirubinu. Vznikaly
zluté krystalky, které se rozpoustély pro HPLC analyzy v butylacetaitu na vyslednou
koncentraci 1 mg/ml. Na obrazku 17 je chromatogram separace analyti pfipravenych
dle Kranc et al., 2000. Porovnanim retencnich ¢asti s literaturou byl pik s reten¢nim
¢asem 7,0 min identifikovan jako BOX A a pik eluujici v ¢ase 8,4 min jako BOX B.
V reten¢nim ¢ase 11,0 min pak eluoval MVM.

Vytézek izolace smési analytd pomoci této metody byl okolo 4 %.
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Obr.17 HPLC chromatogram jednotlivych BOXua pripravenych metodou dle
Kranc et al. MF 30 % ACN, F,, = 0,8 ml/min, detekce A =305 nm, T =25 °C
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3.2.2.2 BOXYy pripravené modifikovanou metodou

Pro zjednoduseni postupu a zkraceni délky piipravy analytd byla navrzena
modifikovana metoda oxidace bilirubinu. Analyty byly v zavére¢né fazi pfipravy

extrahovany do dvou rozdilnych rozpoustédel a separovany pomoci HPLC.
A) Separace BOXu pfipravenych extrakci do butylacetatu

Nejprve byla zkousena extrakce BOXu do butylacetatu. Smés se nesméla nechat odpafit
uplné do sucha, aby bylo mozné studované analyty stanovit, uplnym odpatrenim totiz
doslo k tésnému pfilnuti analyti na dno pouzivané nddoby a nebylo mozno je znova
prevést do roztoku. Na obrazku 18 je zobrazen chromatogram separace BOXu
pripravenych touto modifikovanou metodou. Latky byly opét identifikovany
porovnanim jejich retenénich casi a S literaturou byly uréeny jako BOX A (analyt

v ¢ase 12,7 min) a BOX B (s reten¢nim ¢asem 16,0 min).
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Obr.18 HPLC chromatogram jednotlivych BOXua ptipravenych modifikovanou
metodou s extrakci do butyl-acetatu. MF 30 % ACN, Fn=0,5 ml/min, detekce
A=305nm, T =25°C
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B) Separace BOXu piipravenych extrakci do chloroformu

Jako dalsi postup byla vyzkouSena extrakce pfipravenych analyti do chloroformu, aby
byl eliminovan vliv butylacetatu a bylo mozno zkusit i Gplné odpateni rozpoustédla bez
rozkladu a ztrdty izolovanych analyti. Na chromatogramu zndzornéném na

obrazku 19 Ize najit opét oba studované analyty — BOX A (tg=13,5min), BOXB
(tr=17,8 min).
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Obr.19 HPLC chromatogram jednotlivych BOXua ptipravenych modifikovanou

metodou s extrakci do chloroformu. MF 30 % ACN, F,=0,5ml/min,
A=305nm, T=25°C

detekce
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3.3 Separace analyti pripravenych radioaktivnim ozarovanim

Radiolyzou vody, jako rozpoustédla, vznikd velké mnozstvi radiolytickych produkta.
Stabilnimi produkty radiolyzy vody jsou Hy, H2O; a v podstatné mensich mnozstvich se
tvoii téz O,. V prubéhu chemického stadia radiolyzy dochdzi ke tvorbé vysoce
reaktivnich radikalovych produkti, jako jsou solvatovany elektron, hydroxylovy
radikal, vodikovy radikal a dalSi. VSechny tyto reaktivni produkty a meziprodukty
radiolyzy vody vytvaii silné oxidacni prosttedi pro vznik oxidacnich produkth
bilirubinu. Timto postupem by bylo mozné vémé simulovat vznik BOXu
v experimentech invivo. Zaznam ziskany analyzou vzorku pfipraveného timto
postupem je na obrazku 20. Analyt s tg=10,0 min byl identifikovan jako BOX A

a retencni Cas tr=12,5 min v ¢ase 12,5 min byl pfifazen BOXu B.
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Obr. 20 HPLC chromatogram jednotlivych BOXu pfipravenych pomoci radioaktivniho
ozafovani S extrakci do butylacetaitu. MF 30 % ACN, Fn =0,5ml/min, detekce
A=305nm, T=25°C
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3.4 Separace analyti pripravenych oxidaci heminu

V nékterych publikacich se uvadi, ze BOXy vznikaji pouze z bilirubinu pfimou reakci
s oxida¢nimi agens. V nasledujicim experimentu jsme se pokusili zjistit, zda by
oxidaéni produkty bilirubinu mohly vzniknout pfimo oxidaci z hemu. Byl pouzit hemin,
coz je komer¢né dostupny derivat hemu. Pro separaci smési pfipravené timto postupem
bylo upraveno slozeni MF (bylo snizeno mnozstvi organické slozky faze), tim doslo
k Casovému posunu cluce vSech studovanych analyta ato tak, Ze v ¢ase 23,7 min
eluoval BOX A, v ¢ase 30,5 min BOX B av ¢ase 32,9 min MVM, jak je vidét na
obr. 21.
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Obr.21 HPLC chromatogram jednotlivych BOXu pfipravenych oxidaci z heminu

s extrakci do butylacetatu. MF 15 % ACN, Fp=0,5ml/min, detekce A =305nm,
T=25°C
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3.5 Separace analyti pripravenych z hemoglobinu

Protoze bylo zjisténo, ze oxidacni produkty lze pfipravit pfimo z heminu, stejné jako
bilirubinu, byl postup pfipravy BOXu vyzkous$en také z lidského hemoglobinu. Zaznam
separace BOXiu pfipravenych z tohoto substratu je uveden na obrazku 22. Opét byla
pouzita MF sniz§im objemem organické slozky faze a retenc¢ni cas 21,2 min byl
ptitazen BOXu A, reten¢ni c¢as 26,7 min BOXu B. MVM pii postupu ptipravy

oxidaénich produkti z hemoglobinu nevznikal.

. , . , ; , , , ,
= 1oL 1 BOXA |
N ' 1 2BOXB
:é _
= o5k
N
b
3 2 1
- /\_1-‘—_—
0,0 b— r E
_0,5 =
1,0
L 1 L 1 " | L 1 " 1 L 1
0 5 10 15 20 25 30
t, min

Obr. 22 HPLC chromatogram jednotlivych BOXu pfipravenych

z lidského hemoglobinu s extrakci do butylacetatu. MF 15 % ACN, Fpn= 0,5 ml/min,
detekce A =305 nm, T = 25 °C

Zavér:
Diky vysledktim ziskanych z HPLC analyz lze fici, Zze nejSetrnéjSim postupem piipravy
oxida¢nich produktl je ozafeni vzorki v GammacCellu, kde je eliminovan vliv vysoké
koncentrace peroxidu vodiku, av§ak vzhledem k mnozstvi vzorku potiebného pro dalsi
analyzy byla tato metoda vyloucena jako pfilis finan¢né€ a ¢asové naroc¢na.

Néami navrzend modifikovana metoda pripravy BOXu také nebyla piili§ vhodna

ato zejména kvilli nizké vytéznosti a pfitomnosti butylacetatu, ktery nebyl vhodny pro
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dalsi ucely studia oxidacnich produkta.

Na zaklad¢ provedenych experimentii se podafilo zjistit, Ze oxidacni produkty
bilirubinu vznikaji iz heminu a hemoglobinu, coz by mohlo byt dulezité pro dalsi
studium biologickych ucinki oxida¢nich produkti.

Jako optimalni a nejefektivnéjsi postup ptipravy oxidacnich produktt bilirubinu
byla vyhodnocena metoda dle Kranc et al., 2000 [5]. BOXy pfipravované touto
metodou byly pouzity pro vSechny dalsi analyzy a studie uvedené v této diplomové

praci.

3.6 Fluorescenc¢ni analyza BOXi

V dostupné literatufe neni zadnd zminka o fluorescencnich vlastnostech BOXu. Jelikoz
vychozi latka, bilirubin, vykazuje fluorescenci, byly studovany fluorescenéni vlastnosti
oxida¢nich produktd. Smés BOXu o koncentraci 0,5 mg/ml ve vod¢ byla proméfena na
fluorescen¢nim spektrometru LS 55.

Nejprve bylo proméfovano excitaéni spektrum, které mélo ve vysledném spektru
dvé hlavni maxima pii 246 nma 330 nm.

Dale bylo proméfovano emisni spektrum BOXi pro stejny vzorek pii excitaci
vzorku vinovou délkou 300 nm. Pro toto emisni spektrum byly zméfeny dvé izolovana

emisni maxima pii vinové délce 437 nm a 601 nm (Obr. 23).
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Obr. 23 Emisni spektrum BOXi (ve vodeé)

3.7 Stabilitni studie BOXi

Literatura tykajici se BOX( uvadi zna¢nou nestabilitu téchto analytd, proto jsme se
rozhodli tuto informaci ovéfit. Byly provedeny dvé stabilitni studie - studie stability

analyti na Case a na teplot¢.

3.7.1 Casova stabilita BOX

Casova stabilita BOXia byla stanovovana pomoci HPLC v riznych &asovych
intervalech: 0; 18; 30 min; 19; 21; 29; 46; 58; 68 a 151 hod). Mezi jednotlivymi
analyzami byl vzorek uchovavan v temnu pii laboratorni teploté.

Dostupné publikace uvadéji, Zze BOXy jsou stabilni pouze né&kolik minut
a polocas jejich rozkladu je kolem 10 hod. Podle nami namétenych dat (obr. 24) je
patrné, ze studované BOXy jsou mnohem stabiln¢jsi. Plochy pikti se v casovém
intervalu O - 4 hod prakticky neménily, tudiz v tomto intervalu jednoznaéné nedochazi

degradaci studovanych analyta.
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Obr. 24 Casové stabilita BOX
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Obr. 25 Zavislost pruméru plochy piku analyt na Case
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Na obrazku 25 je znazornéno celé studované Casové spektrum, diky kterému jsme
schopni fici, Ze BOXy jsou za podminek skladovani pfi laboratorni teploté¢ velmi
stabilni. K Gplnému rozpadu studovanych analyti v roztoku dochazi zhruba 153 hodin
od jejich ptipravy, Kk poklesu jejich mnozstvi na polovinu dochazi az nékdy
okolo 3000 min od piipravy. Tato informace je velmi dalezitd pro planovani dalSich

moznych experimentll s témito latkami.

3.7.2 Teplotni stabilita BOX1

Teplotni stabilita BOX byla stanovovana pomoci HPLC. Smés analytt byla rozpusténa
v butyl-acetatu  a inkubovana po dobu 1 hodiny =za riznych teplotnich
podminek -32;5; 25; 37;50a 100 °C. Thned po ukonceni inkubace byly vzorky
analyzovany. Bylo zjisténo, ze BOXy jsou stabilni v teplotni rozmezi od -32 °C
do 50 °C (Obr. 26), coz je stézejni pro piipadné experimenty invitro ainvivo. Pfi
teploté 100 °C dochdzi k teplotni degradaci BOX4.

11F m
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pramér plochy piku, mV s
| |

08 |-

0,7 |

n
06 |

L | i 1 L | 1 | L | L | L |
-40 -20 0 20 40 60 80 100

7.°C

Obr. 26 Zavislost praméru plochy piku analytli na teploté

Zavér:

Z uvedenych vysledka Ize soudit, Ze na rozdil od dfive publikovanych dat, jsou nami
pripravované oxida¢ni produkty bilirubinu vyrazné stabilnéjsi, ato jak v ¢asovém
horizontu, tak v horizontu teplotnim. Toto zjisténi je dulezitym faktorem pro planovani

in vitro experimentti a dal$i mozné pokusy s BOXYy.
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3.8 Analyza BOXi pomoci hmotnostni spektrometrie

3.8.1 Analyza BOXi pomoci MS z najimanych frakei z HPLC

Prvni  experiment s MSanalyzami BOXd byl proveden ve spolupréci
s Doc. RNDr. Janou Roithovou, Ph.D. (Katedra organické chemie PiF UK v Praze).
Analyza byla provedena na hmotnostnim spektrometru TSQ 7000 s trojitym
kvadrupolem (Thermo Scientific, Némecko). Diky tomuto experimentu byla potvrzena
predpokladand hmota (m/z) =179 v zaporném modu ionizace (obr.27). Hmoty
stanovené pomoci kladného modu byly pro BOX A 180,1 a BOX B 181,2.
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Obr. 27 Hmotnostni spektrum odpovidajici BOXu A, fragmenta¢ni napéti = 85 V, susici
teplota na kapilaie T = 350 °C

3.8.2 Analyza BOXi pomoci LC/MS

Pro finalni verifikaci jednotlivych analyt byla navrzena HPLC metoda spojenim s MS,
ktera byla modifikaci HPLC metody vySe pouZivané. Pro lepsi ionizaci studovanych
vzorkl byla MF obohacena o kyselinu mravenc¢i bézné pro tyto ucely pouzivanou. Ve
spolupraci s Mgr. Petrem Kozlikem (Katedra analytické chemie, PfF UK v Praze) byla
tato analyza provedena na hmotnostnim analyzatoru Triple quad 6460 (Agilent
Technologies, USA).

Vysledek seprace BOXaG pomoci LC/MS je zndzornén na obrazku 28. Na
obrazcich 29 a 30 jsou pak vysledné zdznamy pro BOX Aa BOX B.

Obrazek 29 zndzorfiuje hmotnostni spektrum nalezici piku sretencnim
Case 6,4 min. Hmota tohoto piku odpovida m/z =179, coz se shoduje s hmotnostnim

spektrem pro BOX A. Obrazek 30 predstavuje hmotnostni spektrum piku s retenénim
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¢asem 7,1 min, kde 1ze opét pozorovat vysoké zastoupeni hmoty m/z = 179. Tento pik
byl podle dostupnych dat identifikovan, jako BOX B. Ostatni hmotnostni piky
pravdépodobné pfislusi necistotam z pouzitého rozpoustédla, ptipadné¢ degradacnim
produktim vznikajicim pii oxidacni reakci bilirubinu, kterd se extrakénim postupem

nepodafilo odstranit.
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Obr. 28 Separace smési analytd pomoci LC/MS. MF 30 % ACN + 0,02 % kyselina
mravendi, F, = 0,5 ml/min, detekce A = 305 nm, T =25 °C
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Obr. 29 Hmotnostni spektrum BOXu A. tr=6,4 min, fragmenta¢ni napéti =85V,
susici teplota na kapilafe T = 350 °C
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Obr. 30 Hmotnostni spektrum BOXu B. tgr = 6,4 min, fragmenta¢ni napéti = 85 V, susici
teplota na kapilare T = 350 °C

Zavér:

Pro ujisténi, Ze vyizolované studované analyty jsou opravdu oxidacnimi produkty
bilirubinu, byla pouzita metoda hmotnostni spektrometrie. Nejprve byla pouzita MS
analyza v offline médu — byly najimany frakce BOXu A i BOXu B a nastiiknuty ptimo
na MS, ziskana spektra odpovidala publikovanym datim. Nasledné byla vyzkouSena
i online MS analyza ve spojeni s kapalinovou chromatografii. Hmotnostni spektra obou

pikd izolovanych analytd (m/z = 179) odpovidala hmotnostnim spektrim BOX4.
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3.9 In vitro experimenty

Po studiu fyzikalné-chemickych vlastnosti oxida¢nich produkti bilirubinu jsme se
zaméfili na jejich biologické ucinky. V dostupné literatufe se uvadi, ze BOXy (BOX A
a BOX B) se vyskytuji v mozkomisnim moku pacientti po subarachnoidalnim krvaceni,
proto byla jako model ke studiu jejich biologickych ucinkt invitro pouzita

neuroblastomova bunééna linie SH-SY5Y.

3.9.1 Spektrofotometricka analyza rozpustnosti BOXi ve

fosfatovém pufru

Aby bylo s bunkami pracovano za podminek fyziologického pH, bylo nutno vysledovat,
jak se BOXy rozpoustéji ve fosfatovém pufru o rtizné hodnoté pH. Dle dat uvedenych
vySe (obr. 15) byla nastavena hodnota absorp¢niho maxima na A = 305 nm. Poté byly
proméfovany  roztoky BOXa ve  fosfatovém  pufruo  rizném  pH
(pH 7,0;7,2;7,4;7,6;7,8a8,0). Jako blank byl pouzit vzdy samotny fosfatovy pufr
0 daném pH a byla odecitana hodnota absorbance v bod¢ absorpéniho maxima rovného
305 nm (Tab. 6).

Z tabulky 6 je patrné, Ze nejvyssi absorbanci vykazovala smés BOX rozpousténych ve
fosfatovém pufru o pH 7,2, avsak také hodnota absorbance BOX1 rozpousténych

v roztoku o pH 7,4 byla velmi vysoka. Protoze pH 7,4 je povazovano za fyziologické
pH v lidském téle, byl fosfatovy pufr o tomto pH navrzen, jako nejvhodnéjsi roztok pro

rozpousténi BOXu pro bunééné experimenty a budouci in vivo aplikace.
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Tabulka 6 Absorbance smési BOXu ve fosfatovém pufru

o0 ruznych hodnotach pH pufru (roztok BOXu: ¢ =1 mg/ml)

pH Asos nm
(fosfatovy pufr)
7,0 0,737
7,2 0,907
7,4 0,876
7,6 0,590
7,8 0,984
8,0 0,688

Zavér:

Po proméfeni roztokii BOXu ve fosfatovych pufrech o riznych pH (7,0 - 8,0) byla
pozorovana nejvyssi absorbance a rozpustnost této smeési v roztocich opH 7,2 a7,4.
Protoze je fosfatovy pufr o pH 7,4 vSeobecné povazovan za vhodny pufr k zjisténi prace
za fyziologickych podminek, byly pro dalsi invitro experimenty BOXy vzdy
rozpus$tény v pufru o tomto pH. Tato metoda neni ovSem zcela relevantni, protoze by
mohlo dochéazet Kk neuplnému rozpusténi BOXU, coz by mélo vliv na vyslednou

absorbanci BOXu. Metoda byla pouzita jako orientacni.
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3.9.2 Studium vlivua smési BOX1, UCB a heminu na

viabilitu bunék

Jednim ze studovanych parametri v ramci in vitro testt, bylo studium bunééné viability.
Pro tyto pokusy byly buiiky pfeneseny do 96-ti welld, koncentrace byla vypocitana
pomoci poéitadla bundk na 4 x 10°bundk/Iml bun&éné suspenze. Pracovalo se
v pentapletech a to tak, Zze kazdy pentaplet byl ovlivnén jinou koncentraci smési BOXi
(rozpousténych ve fosfatovém pufru pH 7,4). Pouzité pusobky byly pfipraveny tak, aby
vysledna koncentrace BOXt v médiu byla 50; 100; 200; 300; 400 a 500 pmol/l). Jako
kontroly byly pouzity buiky ovlivnéné bilirubinem a heminem a bunky neovliviiované
pusobky. Roztok UCB byl piipraven v DMSO tak, aby celkova koncentrace UCB
v médiu byla 10 a 50 umol/l a koncentrace DMSO v médiu 0,6 %. Hemin jako kontrola
byl také rozpustén v DMSO tak, aby byla jeho celkova koncentrace 10 umol/l v médiu a
koncentrace DMSO byla stejné jako u bilirubinu 0,6 % v médiu. Pro studium vlivu
pusobkli na bunéCnou viabilitu byla navrZzena 24-hodinova inkubace, po které
nasledovalo barveni bun¢k pomoci MTT.

Celkovy profil ovlivnéni bunécné viability vSemi pisobky je uveden v obrazku
31 a dokazuje, ze koncentrace smési BOXa nizsi nez 200 umol/l snizila viabilitu bun¢k
ptiblizné o 30 %, koncentrace BOXa 200 umol/l jiz znateln€ viabilitu snizuje, a to vice
nez 050 %, a pii koncentracich 300 pumol/l a vysSich dochazi ke zietelné az totalni
inhibici viability bungk.

UCB okoncentraci 10 pmol/l viabilitu bunék nijak neinhibuje, zatimco
koncentrace UCB 50 pmol/l jejich Zivotaschopnost snizuje o vice nez polovinu.
Studovany roztok heminu (koncentrace 10 umol/l) na buiky nema vliv. Ziskana data
byla statisticky zpracovana (obr.32) adano do vztahu s bufikami kontrolnimi,

neovlivnénymi Zadnym plsobkem.
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Obr. 32 Statisticky graf viability bunék zpracovany testem ANOVA vztazené ke

kontrolnimu vzorku média s fosfatovym pufrem (Danniiv test), * P < 0,05
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3.9.3 Studium vlivu smési BOXi, UCB a heminu na bunéénou

proliferaci

Paralelné¢ se studiem viability bun¢k byly provedeny i experimenty zkoumajici
bunéénou proliferaci. Buiniky byly opét vysety do 96-ti welll, koncentrace
4 x 10° bunék/1 ml bund&né suspenze a ovliviiovany piisobky - riiznymi koncentracemi
smési BOXu (c= 50;100;200;300;400a500 umol/l) v médiu, roztok UCB
(vDMSO) o celkové koncentraci 10 a 50 umol/l, roztokem heminu (v DMSO)
o celkové koncentraci 10 umol/l. Buiky ovliviiované UCB, heminem a bunky
neovlivnéné pusobky byly pouzity jako kontroly testu.

Po 24 hodinové inkubaci bunék s pisobky byly provedeny testy barvenim
krystalovou violeti, souhrn téchto vysledkli je znazornén v obrazku 33 a koreluji
s vysledky studia bunécné viability, tudiz Ize fici, Ze koncentrace smési BOXu nizsi nez
200 pmol/l snizila proliferaci bunck piiblizné o 30 %. Koncentrace 200 umol/l vyrazné
snizuje bunécnou proliferaci, dokonce o vice nez 50 % ve Srovnani s buikami
kontrolnimi a koncentrace BOXid 300 umol/l a vy$§i bunécnou proliferaci inhibuji
velmi vyrazné€ nebo Uplné.

Stejné jako tomu bylo u studia viability, ani bunééna proliferace neni roztokem
UCB o koncentraci 10 pmol/l ovlivnéna. Pii pouziti UCB o koncentraci 50 pmol/l vSak
dochazi jeste¢ k vyraznéjSimu poklesu proliferace, nez tomu bylo v pfipadé snizeni
buné¢éné viability. Hemin o koncentraci 10 pmol/l nemél zadny efekt na proliferaci
bunék. Ziskana data byla statisticky zpracovana (obr. 34) a dano do vztahu s bunikami

kontrolnimi, neovlivnénymi Zadnym ptisobkem.
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Zavér:

Testy viability a bunééné proliferace jsou zakladni testy pouzivané ke studiu
biologickych ucinkti nezndmych nebo neocharakterizovanych latek. V piipadé této
diplomov¢ prace byly studovany biologické ucinky smési obsahujici BOX Aa BOX B
na bunééné linii SH-SY5Y a tato data byla srovnavana s uc¢inky bilirubinu aheminu na
tychz bunkach.

Buriky byly vZdy inkubovany po dobu 24 hodin s vybranymi puisobky o riznych
koncentracich a poté byly provedeny jiz zminéné testy sledujici vliv latek na bunéénou
viabilitu (MTT test) a proliferaci (test pomoci krystalové violeti). Dle ziskanych dat Ize
fici, Ze vSechny pouzité piisobky ovliviiovaly buné¢nou viabilitu 1 proliferaci vice méné
stejnou mérou, a to tak, ze koncentrace smési BOXu o koncentraci vys$si vSak méli jiz
cytotoxické ucinky. Kontrolni roztoky heminu a UCB 0 koncentraci 10 pmol/l nemé&ly
vliv na bunéénou proliferaci ¢i viabilitu, roztok UCB o koncentraci 50 pmol/l inhiboval
bunéénou proliferaci i viabilitu, a to o vice nez polovinu v porovnani s kontrolnimi
buiikami.

Vysledky testi vlivu BOXU na proliferaci a viabilitu bunék jsou velice
prekvapivé, hlavné pfi srovnani s koncentracnim ovlivnéni buné€k bilirubinem.

Z vysledkt vyplyva, ze BOXy jsou pro buiikky mén¢ Skodlivé nez samotny bilirubin.
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4 ZAVER

Prvni ¢ast diplomové prace se vénovala optimalizaci metody ptipravy BOXid a MVM
Z purifikovaného nekonjugovaného bilirubinu. Uréeni vhodného postupu této piipravy
bylo stézejnim predpokladem pro uspesné provedeni dalSich experimenti, které mély za
cil studium fyzikdlné-chemickych vlastnosti a biologickych tucinkd studovanych
analytli. Po vyzkousSeni fady postupti byla jako nejvhodnéjsi metoda pripravy BOXu
a MVM vybrana modifikovana metoda podle profesora Krance [5], kterou lze ziskat
nejvyssi mnozstvi studovanych analytii v porovnani s metodami ostatnimi.

V priibéhu hledani idedlni metody byly vyzkouSeny i postupy piipravy BOXa
aMVM za pomoci radioaktivniho ozafovani na pfistroji GammaCell, ¢i priprava
z lidského lyofilizovaného hemoglobinu a z heminu.

Stézejni analytickou technikou k vyzkumu fyzikdlné-chemickych vlastnosti
a separacim smesi BOXu aMVM byla vysokotlaka kapalinova
chromatografie. Optimalnich podminek separace smési analytll bylo dosazeno pouzitim
analytické kolony C-6 phenyl (Phenomenex) jako stacionarni faze a 15% vodného
roztoku acetonitrilu jako faze mobilni (pratok 0,7 ml/min), vinova délka byla nastavena
na 305 nm.

K zjisténi vinového absorpéniho maxima vhodného k detekci analytd byly
pouzity metody spektrofotometrické, diky nimz bylo zjiSténo, ze smés studovanych
analyti ma absorp¢ni maximum 305 nm. Pomoci DAD detektoru byly pak stanoveny
vlnova maxima pro BOX A (298 nm) a BOX B (309 nm). Absorp¢ni maximum pro
MVM nebylo stanoveno.

Pro blizsi charakterizaci BOXu AaB bylo téz pouzito hmotnostni
spektrometrie. Nejprve v offline provedeni za pouziti hmotnostniho spektrometru, ktery
disponoval ionizaci elektrosprejem a trojitym kvadrupdlovym analyzatorem. Pii praci
v zaporném moédu byly naméfeny hmoty m/z pro BOX A 179 a pro BOX B 179, hmoty
stanovené¢ pomoci kladného médu byly pro BOX A 180,1a BOX B 181,2. Vsechna
data se shodovala s hodnotami uvedenymi v dostupné literatuie. Pro uréeni hmot BOXu
bylo pouzito i metody LC/MS. HPLC podminky byly pievzaty z metody pouzivané
k separaci smési analyti, s drobnou upravou v mobilni fazi (obohaceni kyselinou

mravenci kvuli ionizaci), hmotnostni spektrometr se skladal z elektrospreje a trojitého
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kvadrupodlového analyzatoru. Itoto spojeni chromatografické a hmotnostni metody
potvrdilo hmoty uvadéné v literatuie a ziskané z offline analyzy.

Z hlediska planovani dalSich experimenti bylo nutno verifikovat i data tykajici
se stability studovanych analyti. Literatura uvadi vysokou nestabilitu BOXi, avsak
diky provedenym stabilitnim studiim v ramci této prace, bylo zjiSténo, ze pii
uchovavani BOXu v roztoku butylacetatu v temnu pii laboratorni teploté, jsou analyty
vysoce stabilni a jejich pozvolnd degradace byla pozorovana az po 46 hodinach od
rozpusténi, k jejich Gplnému rozpadu pak doslo az po 153 hodinach. Ditlezité bylo
i ovéfeni stability teplotni, byla studovana v rozsahu teplot -32 °C az po 100 °C,
pfipravené roztoky byly vzdy inkubovany po danou dobu jedné hodiny na danou
teplotu. Rozmezi teplot od -32 °C do 50 °C nijak béhem inkubacéni doby neovlivnilo
slozeni ani mnozstvi analyti ve zkoumané smési, pii teploté¢ 100 °C doslo k vyraznému
rozpadu BOX4.

Kvuli ptipravé BOXa pro in vitro experimenty bylo nutné urit vhodné pH
roztoku pro jejich rozpousténi. Pro studium jejich biologickych ucinki byl vybran
fosfatovy pufr a byl zkouman vliv jeho pH (v rozmezi 7,0 - 8,0) na rozpustnost smési
BOXu. Ze ziskanych dat byl vybran jako optimalni pufr o pH 7,4.

Soucasti této diplomové prace bylo inaplanovani a provedeni in vitro
experimentd, které by osvétlily biologické ucinky smési BOXi. Jako vhodny model pro
toto studium byly vybrané lidské neuroblastomové buiiky SH-SYS5Y a zjistoval se vliv
roztoku BOXu, UCB aheminu na jejich viabilitu a proliferaci, coz jsou zakladni
parametry testovani toxicity latek. Z vysledki provedenych experimenti bylo zjisténo,
ze smés BOXU v koncentracich nizS§ich nez 200 umol/l nema vyrazny vliv ani na
viabilitu ani na proliferaci neuroblastomovych bunék, naopak koncentrace nad tuto
hodnotu jiz zminéné parametry snizuji. Dochazi tedy k postupné inhibici proliferace
a zastaveni buné&¢ného rlstu. Pro srovnani byl zkouman vliv UCB a heminu. Ze
ziskanych dat vyplyva, ze UCB o koncentraci 10 pmol/l zkoumané bunééné parametry
i proliferaci. Hemin okoncentraci 10 umol/l nemél na studované parametry
vliv. Vysledky testti vlivu BOXU na proliferaci a viabilitu bun¢k jsou velice prekvapiveé,
hlavné pii srovnani s koncentracnim ovlivnéni bunék bilirubinem. Z vysledki vyplyva,

ze BOXYy jsou pro buitky mén¢ skodlivé nez samotny bilirubin.
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Predkladana diplomova prace prezentuje nékolik moznych postupti piipravy
oxida¢nich produktd bilirubinu, diky kterym bylo moZzno zkoumat jejich
fyzikalné-chemické vlastnosti a biologické ucinky, jejichz zavéry jsou také soucasti této
prace. Dil¢i vysledky ziskané béhem provadéni vSech experimentii budou napomocné
pfi dal$im zkoumdni této problematiky. Oxidac¢ni produkty bilirubinu by mohly byt
novymi markery oxidacniho stresu, a proto je velmi dilezité pokracovat ve studiu jejich
biologickych tucinku. Pocitd se s provedenim dalSich invitro experimenti a po

nashromazdéni vSech potiebnych dat in vivo.
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