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Anotace

Oxidacni stres vznikd v disledku nerovnovahy mezi vznikem a odstraiiovanim reaktivnich
forem kysliku a dusiku. Pusobenim volnych radikald na lipidy dochazi k procesu
lipoperoxidace. Jako nejvyznamnéjsi sekundarni produkt vznika 4-hydroxynonenal, ktery se
podili na rozvoji fady onemocnéni a je povazovan za marker oxidac¢niho stresu. Symetricky a
asymetricky dimethylarginin vznikaji methylaci argininu ptsobenim enzymui ze skupiny
protein-arginin-methyltransferaz a jsou degradovany pomoci enzymu
dimethylarginindimethylaminohydrolazy. Oxida¢ni stres zplisobuje zvySeni exprese protein-
arginin-methyltransferaz a naopak snizeni aktivity dimethylarginindimethylaminohydrolazy,
coz vede ke zvySeni hladin asymetrického dimethylargininu. Asymetricky dimethylarginin
inhibuje aktivitu syntazy oxidu dusnatého, coz vede k endotelidlni dysfunkci a prohlubuje
oxidacni stres. K nadprodukci volnych radikalt dochdzi napt. vlivem vysoké hladiny glukozy.
Produkty oxida¢niho stresu nasledné piispivaji k rozvoji diabetu mellitu, 4-hydroxynonenal
vyvolavd apoptozu B-bunék Langerhansovych ostravkil pankreatu, asymetricky
dimethylarginin zptsobuje endotelidlni dysfunkci a s ni spojené kardiovaskularni ¢i cévni

onemocnéeni.

Klic¢ova slova:

oxidacni stres, volné radikaly, lipoperoxidace, 4-hydroxynonenal, symetricky dimethylarginin,
asymetricky dimethylarginin



Title

Hydroxynonenal, symmetrical dimethylarginin — their role in human organism, and for diagnostics

Annotation

Oxidative stress is formed from an imbalance between the formation and removal of reactive
forms of oxygen and nitrogen. The effect of free radicals on lipids causes the lipoperoxidation
process. The most important secondary product is 4-hydroxynonenal, which is involved in the
development of many diseases and is considered a marker of oxidative stress. Symmetric and
asymmetric dimethylarginine is formed by arginine methylation by enzymes from the protein-
arginine-methyltransferase family  and is degraded by  the enzyme
dimethylarginindimethylaminohydrolase. Oxidative stress causes an increase expresion of
protein-arginine-methyltransferase and then inhibits the activity of
dimethylarginindimethylaminohydrolase, resulting in increased levels of asymmetric
dimethylarginine. Asymmetric dimethylarginine inhibits the activity of nitric oxide synthase,
resulting in endothelial dysfunction and increased oxidative stress. Overproduction of free
radicals occurs, for example, due to high glucose levels. Oxidative stress products
subsequently contribute to the development of diabetes mellitus, 4-hydroxynonenal induces
apoptosis P-cells of Langerhans' pancreatic islets, asymmetric dimethylarginine causes

endothelial dysfunction and with it associated cardiovascular and vascular dinase.
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Uvod

Oxidac¢ni stres ptispiva ke vzniku fady onemocnéni, jako napft. aterosklerdzy ¢i diabetu
mellitu. K jeho vzniku dochazi pfi nerovnovaze mezi tvorbou kyslikovych a dusikovych
radikali (RONS) a antioxida¢ni ochranou organismu. Procesy souvisejici s oxidacnim stresem
- lipoperoxidace a methylace argininii vedou k tvorbé chemickych sloucenin, které jsou pro

télo Skodlivé.

Volné radikaly jsou velmi reaktivni, jejich pusobenim dochazi k napadani biomolekul,
jako nukleovych kyselin, proteint, ale pfedev§im lipidd a dochazi K jejich poskozeni.
Priméarnimi produkty lipoperoxidace jsou lipidové hydroperoxidy, z nichz vznikaji sekundarni
metabolity, kdy mezi nejvyznamnéjsi patii 4-hydroxynonenal (4-HNE). 4-HNE je dualezity
bioaktivni marker peroxidace lipidi, jeho koncentrace je vkrvi zvySena pii riznych

onemocnénich spojenych s oxidacnim stresem.

Nadmérné mnozstvi RONS dale zpisobuje zvysSeni tvorby symetrického (SDMA) a
asymetrického  dimethylargininu (ADMA)  ovlivhénim  enzymi  ze  skupiny
proteinargininmethyltransferaz (PRMTs) a enzymu dimethylarginindimethylaminohydrolazy
(DDAH). ADMA poté pusobi jako inhibitor syntdzy oxidu dusnatého (NOS), coz vede

k endotelialni dysfunkci a naslednym komplikacim.
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1 OXIDACNI STRES

Oxidaéni stres vznika v disledku nerovnovahy mezi vznikem a odstraiiovanim volnych
radikala (RONS), nebo-li dochazi-li k poruseni rovnovahy mezi tvorbou RONS a antioxida¢ni
obranou (Stipek et al., 2000). Vyssi mnozstvi RONS v téle vede k toxickému ptisobeni na
bunky, které zpusobuje poskozeni tkan¢ (Duan et al., 2016), a to na tGrovni lipidi membran,
proteinti a DNA (Kurutas, 2016)

Nadmeérna tvorba ROS byva vyvolana napt. nékterymi metabolickymi déji, uvolnénim
iontl Zeleza, médi, ¢i dalSich tranzitnich prvk do oxidoredukéné aktivnich forem. DalSim
zdrojem radikali je pti ur¢itych koncentracich NO- .Jeho hladina je diky jeho rychlé difuzi do
krve a reakci s oxyhemoglobinem udrzovana na velmi nizké hladiné (Stipek et al., 2000). Pti
zvySeni produkce této latky vSak dochazi k poSkozeni bunék a tkani a vlivem vazodilatace
dochazi ke zvySenému prokrveni zanétlivého loziska. Endotelialni dysfunkce pak naopak

vede k jeho zhorsené dostupnosti (Dimitroulas et al., 2012).

1.1 VOLNE RADIKALY

Jako volny radikal se oznaCuje jakakoliv chemicka entita, kterd obsahuje ve svém
elektronovém obalu jeden nebo vice neparovych elektronti. Obecné se jedna o velmi
nestabilni a velmi reaktivni latky, které maji snahu doplnit si parovy elektron (Asmat et al.,
2016). Volny radikal muze vzniknout tfemi dé&ji: pfidanim elektronu k jiné molekule -

redukci, ztratou elektronu - oxidaci, ¢i homolytickym $tépenim (Stipek et al., 2000).

RONS jsou volné radikaly, které wvznikaji jako wvedlejsi produkty bunécného
metabolismu a ionizujiciho zafeni (Kurutas, 2016) Samotny vznik radikalu muze byt iniciaci
pro vznik fetézce dalSich reakei, kdy radikél reaguje s molekulou, kterou pfeméni na radikal,
¢imz se radikalova reakce $ifi do okoli (propaguje). D¢j je ukoncen po setkani dvou radikald,

kdy se nepéarové elektrony spoji a vznika molekula - proces terminace (Stipek et al., 2000).

1.1.1 REAKTIVNI FORMY KYSLIKU
Jedna se o volné radikaly vytvotrené z molekuly kysliku (viz tabulka 1). Jejich nejvétsim
zdrojem je respiracni fetézec mitochondrii, nejprve dochazi k tvorbé superoxidu a nasledné

peroxidu vodiku.

1. Pfijetim jednoho elektronu dochazi k redukci molekuly kysliku na monoradikal
superoxid: 0,+e~ —» 0,~ . Po setkani s dal§im elektronem vznikne peroxid vodiku

(neni radikalem), a to diky redukci superoxidu: 05 + e+ 2 H*— H,0,
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2. V ptitomnosti dalSiho elektronu se molekula H,0, rozpadne na vodu a hydroxylovy
radikal: H,0, + e"— OH~ + HO' (nejreaktivnéjsi z ROS). Vlivem dalsiho elektronu
dochézi k redukci HO- na molekulu vody: HO- + e~— OH™

Tato ctyfelektronova redukce probiha pomoci enzymu cytochromoxidazy. Pokud
neprob&hne uplna redukce 0, na H,0, vznika ROS, k ¢emuz dojde u cca 1-4% vstupujiciho
kysliku do dychaciho fetézce (Stipek et al., 2000).

3. Fentonova reakce:

Peroxid vodiku reaguje s molekulou Fe?* nebo Cu?* za vzniku vysoce toxického
hydroxylového radikalu HO- : Fe?* + H,0,— Fe3* + OH- + OH~ (Kurutas, 2016)

Fentonovou reakci tedy vznika z peroxidu vodiku hydroxylovy radikal, ktery je vysoce
toxicky a v zivé hmoté reaguje s okolnimi biomolekulami. Oxiduje polynenasycené mastné

kyseliny (PUFA), hydroxyluje aminokyseliny a baze nukleovych kyselin.

Tranzitni kovy (Fe?*,Cu?*) se vyznamné podili na vzniku ROS pokud nejsou vazany

Vv bezpeénych depozitnich formach (Stipek et al., 2000).

Tabulka 1 Prehled volnych radikalii vytvorenych z molekuly kysliku (Stipek et al., 2000).

Reaktivni formy kysliku

Volné radikaly

Latky,které nejsou

volnymi radikéaly

Superoxid, 0,

Peroxid vodiku, H,0,

Hydroxylovy radikal, HO-

Kyselina chlorna, HCLO

Peroxyl, ROO-

Ozon, 0,

Alkoxyl, RO

Singletovy kyslik, 0,

Hydroperoxyl, HO;

1.1.2 REAKTIVNI FORMY DUSIKU

NO: je molekula, kterd obsahuje jeden neparovy elektron — ma proto povahu radikalu.
Vznika v bunkach riiznych tkani (Stipek et al., 2000) vlivem syntazy oxidu dusnatého (NOS),
kterd metabolizuje arginin na citrulin a NO-. NO- reaguje s vodou a kyslikem za vzniku

dusi¢nani a dusitanu :
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NO+ 02_’ N02
2NO,+ H,0— HNO5; + HNO,
Reakci NO- se superoxidem vznika peroxydusitan: NO- + 0;— ONOO~ .

Rozdéleni reaktivnich forem dusiku na volné radikély a latky, které nejsou volnymi radikaly
je zobrazeno v tabulce 2 (Kurutas, 2016)

Tabulka 2 Prehled volnych radikalii vytvorenych z molekuly dusiku (Kurutas, 2016)

Reaktivni formy dusiku

Volné radikaly Latky, které nejsou volnymi
radikaly

Oxid dusnaty, NO- Peroxydusitan, ONOO~

Oxid dusicity, NO;, Dusitany, NO;
Dusi¢nany, NO3

Hlavni cilové struktury v burnikach pro volné radikaly jsou pfedevsim nenasycené mastné

kyseliny v lipidech, proteiny ¢i DNA (viz tabulka 3) (Stipek et al., 2000).
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Tabulka 3 Bunécné cilové struktury pro volné radikaly(pievzato ze Stipek et al., 2000).

Ccil

Poskozeni

Nisledky

nenasycené mastné
kyseliny v lipidech

ztrata dvojnych vazeb,

tvorba reaktivnich metaboliti
(peroxidy, aldehydy)

zménénd fluidita lipidd,
zmeény v propustnosti membrin,

vliv na membrdnové vizané en-
Zymy,

tvorba chemoatraktivnich ldtek
pro makrofagy

agregace a sitovani,
fragmentace a Sté€peni,

modifikace thiolovych skupin

zmény v transportu iontd,
vstup Ca*" do cytosolu,
zmény v aktivité enzyma

zlomy fetézce,

kiiZové vazby fetézcii

proteiny Ly X
a benzenovych jader amino-
kyselin,
reakce s hemovym Zelezem
Stépeni kruhu deoxyribozy, mutace,
DNA modifikace a poSkozeni bdzi, |translaéni chyby,

inhibice proteosyntézy

1.2 ANTIOXIDACNI OCHRANNY SYSTEM

Antioxidacni systém chrani organismus proti nadmérnému mnozstvi RONS, a to napf.

regulaci aktivity enzymii vedoucich k tvorbé reaktivnich forem ¢i dale vychytavanim

tranzitnich prvkl z reaktivnich pozic. Dals§i moZnosti je zachyceni a odstranéni radikalt jiz

vytvofenych. Antioxidanty lze rozli§it na enzymy, na latky tvofici s RONS méné toxickeé

produkty nebo reparaéni mechanismy poskozenych biomolekul (fosfolipazy odstraiiuji

poskozené mastné kyseliny z fosfolipidd, oxida¢né pozménéné proteiny jsou proteolyticky

rozkladané a poskozenia DNA je opravovana zvlastnimi reparaénimi enzymy) (Stipek et al.,

2000).

Mezi nejucinngj§i enzymatické antioxidanty patii glutathionperoxidaza, katalaza a

superoxiddismutdza. Neenzymatické antioxidanty zahrnuji napf. vitamin E a C, thiolové

antioxidanty, karotenoidy.
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1.3 PEROXIDACE LIPIDU

Peroxidace lipidi je proces, kdy volné radikaly napadaji lipidy obsahujici dvojnou
vazbu mezi uhliky, ¢imZ dochazi k poskozeni bun¢k (Ayala et al., 2014). Nejcast&ji tomuto
procesu podléhaji PUFA, protoze obsahuji vétsi pocet dvojnych vazeb, mezi nimiz se
nachéazeji methylenové skupiny -CH,- se zvlasté reaktivnimi vodiky, a proto podléhaji
peroxidaci snadnéji nez jiné biomolekuly (Stipek et al., 2000). PUFA mohou byt rozdéleny
na omega-3 a omega-6 (v zavislosti na poloze dvojné vazby), mezi nejvice zastoupené patii
kyselina arachidonova, ktera se fadi mezi omega-6 mastné kyseliny (Csala et al., 2015).

K dal$im cilim peroxida¢ni modifikace patti glykolipidy, fosfolipidy nebo cholesterol.

Za fyziologické peroxidace bunky piezivaji plsobenim antioxidaéniho obranného
systému. Vysoka peroxidace vSak vede k apoptdze nebo nekroze, oba déje vedou k posSkozeni
bunky a usnadnéni vzniku patologickych stavii a urychleného starnuti (Ayala et al., 2014).
Lipoperoxidace mtize probéhnout neenzymovym nebo enzymovym procesem (Csala et al.,

2015).

1.3.1 NEENZYMATICKA PEROXIDACE

Neenzymaticky mechanismus peroxidace lipida je vyvolan vétSinou patologickym faktorem a
piinasi fadu produktl, nebot’ se fetézec mastnych kyselin $té€pi na kratsi produkty - etan,
pentan, ¢i toxické aldehydy - malondialdehyd (MDA) a 4-hydroxynonenal (4-HNE), které
navazanim na proteiny pozménuji jejich zivotnost a funkci. Neenzymaticky proces peroxidace

zahrnuje nasledujici faze (obrazek 1) (Stipek et al., 2000).

1.3.1.1 INICIACE

Hydroxylovy radikal HO-, alkoxylovy radikal LO- ¢i peroxylovy radikal LOO- patii mezi
latky, které jsou schopny vytrhnout atom vodiku z PUFA a zahdjit peroxidaci (Stipek et al.,
2000). Molekula mastné kyseliny je napadana volnymi radikdly bez ohledu na to, zda se
nachazi ve volné nebo esterifikované formé (Schwarzer et al., 2015, Schaur et al., 2015 )a
stava se radikalem (rovnice 1). Vysledkem je, Ze po vytrzeni vodiku dochazi k uspotradani
elektront v uhlikovém fetézci tak, ze vazba jednoducha se nachazi mezi dvéma dvojnymi
vazbami. Vznika zbytek PUFA, ktery se snadno spojuje s molekularnim kyslikem (rovnice
2) (Stipek et al., 2000).

1. LH+ HO ->L + H,0

2. L +0,->LO0" (Stipek et al., 2000)
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Plisobenim radikalu se odtrhne vodikovy atom z methylenové skupiny a z mastné skupiny
se diky tomu stane radikal L (Schwarzer et al., 2015, Schaur et al., 2015).

1.3.1.2 PROPAGACE

Nové vytvoreny radikal polynenasycené mastné kyseliny L muize stejné jako
peroxylovy radikal LOO- reagovat s jinou molekulou PUFA, a pokracovat tak v peroxidaci
fetézovou reakci (radikal opét reaguje s Kyslikem a dochazi k fetézovému spotiebovani
kysliku a mastnych kyselin, ale také k hromadéni smési hydroxyperoxidt) (Schwarzer et al.,
2015, Schaur et al., 2015). Peroxylovy radikal se vSak muze i pfeménit na lipidovy
hydroperoxid (rovnice 3) (Stipek et al., 2000).

3 LOO*+LH—LOOH+L®

1.3.1.3 TERMINACE
Tato faze nastava ve chvili, kdy se volny radikal setkd s jinym radikalem nebo

molekulou antioxidantu. Dojde k vytvofeni stabilniho produktu a propagace se ukonci
(rovnice 4) (Stipek et al., 2000).

4. L+L=L-L
L' + LOO- = LOOL

LOO +LO0O =LOOL+ 0,
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Obrazek 1 Peroxidace lipidii: PFi iniciaci vznikd konjugovany dien (krok 1). Ve fizi propagace lipidovy
radikal rychle reaguje s kyslikem za vzniku lipidového peroxylového radikalu (krok 2), ktery odtrhava vodik z
jiné lipidové molekuly (krok 3). Pri ukonceni reakce dochdzi k setkani s antioxidanty a vzniku stabilniho
produktu. (Ayala et al., 2014).

Ukoncenim procesu terminace vSak zmény v lipidech nekon¢i. Vysledkem sledu
reakci jsou hydroperoxidy a cyklické peroxidy mastnych kyselin, které jsou stalé jen do té
doby, nez se setkaji s tranzitnimi prvky katalyzujicimi Fentonovu reakci a diky tomu dochazi

k pteméné¢ lipidovych peroxidi na alkoxylové radikaly LO- a hydroxylovy anion OH~:
LOOH + Fe?* [Cut— LO- + Fe3* [Cu?t + OH™

Trojmocné zelezo dale reaguje za vzniku peroxylového radikalu LOO:

LOOH +Fe3* [Cu?t— LOO- + Fe?* [Cut + HY

Coz je duvod, pro¢ redukéni latky (napf.superoxid) stimuluji v pfitomnosti Fe3* peroxidaci

(Stipek et al., 2000).
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1.3.2 ENZYMATICKA PEROXIDACE

Peroxidace lipidi v membranich mtize probihat také enzymovymi reakcemi.
Enzymovy proces probiha na aktivnich centrech hydroperoxidaz a endoperoxidéaz a produkuji
se pfi ném biologicky aktivni latky - prostaglandiny a leukotrieny. Volné radikély vznikaji
jako meziprodukty syntaz, které jelikoZ jsou uvoliiovany z enzymil, $kodlivé nejsou (Stipek et
al., 2000).

Nejprve dochézi ke konverzi omega-6 polynenasycenych mastnych kyselin na jejich
hydroperoxidy, a to vlivem izoenzymu lipoxygenaz (12-lipoxygendza a 15-lipoxygenaza). 4-

HNE je poté konec¢nym produktem peroxidace piedevsim kyseliny arachidonové a linolové.

K probéhnuti enzymatické reakce za ptfitomnosti lipoxygenaz je vSak potieba urcité
koncentrace hydroperoxidi vzniklé pii neenzymatické lipoperoxidaci. Findlnim produktem

lipoxygenaz je hydroperoxid, ze kterého vznika 4-HNE (Riahi et al., 2010).

1.4 4-HYDROXYNONENAL

141 STRUKTURA 4-HYDROXYNONENALU

4-HNE je povazovan za hlavni ukazatel oxida¢niho stresu a nejvyznamnéjsi kone¢ny
produkt peroxidace lipidi, a proto je v soucasné¢ dobé povazovan za velmi diilezity bioaktivni
marker peroxidace lipidi a molekulu se signaliza¢nimi a cytotoxickymi uc¢inky (Ayala et al.,

2014). Podili se na rozvoji fady onemocnéni (Csala et al., 2015).

Jedné se o aldehyd s 9-ti uhliky (Schwarzer et al., 2015) obsahujici dvojnou vazbu
mezi uhliky C2 a C3, s aldehydovou skupinou na C1 a hydroxylovou skupinou na C4 (Shoeb
et al., 2014). Skupiny nachazejici se na molekule 4-HNE se li§i pfedev$im svymi vztahy
k vodé: zatimco aldehydova skupina je hydrofilni, nepolarni uhlikovy fetézec od uhliku C5 do
uhliku C9 je hydrofobni. Aldehydova skupina diky své hydrofilit¢ umoziuje difuzi pies
membranu, vazbu na proteiny a nukleové kyseliny. Hydrofobni ¢ast molekuly 4-HNE

ovlivituje d€je v membranach (Schwarzer et al., 2015).
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1.4.2 VZNIK 4-HYDROXYNONENALU

Pti peroxidaci lipidit dochézi k produkei velké Skély oxidacnich produktd, mezi hlavni
primarni produkty patti lipidové hydroperoxidy (LOOH) (rovnice 3) vznikajici v prab&hu
propagacni faze, které podl€éhaji dal§im pfeménam a z nich nasledné vznikaji sekundarni
metabolity. Nejvice toxické jsou malondialdehyd, propanal, hexanal, 4-HNE, ktery
predstavuje 95% vzniklych aldehydt (Csala et al., 2015).

4-HNE je odvozen od oxidace omega-6 polynenasycenych mastnych kyselin, a to
predevsim linolové, y-linolenové nebo arachidonové kyseliny (obrdzek 2) (Dalleau et al.,
2013).

4 HNMNE formujici cast
0 ¢ ’
| I"'.:I 6 | i)
|
kyselina arachidonova Hc:)J\/\/F e B
I 5 8 1 1: 14
O |
)I\/\/\/\/ii\/'—l:-iv\/\]“‘l
koyselina linolova HO . 9 : 12

Obrazek 2 Vznik 4-HNE z omega-6 mastnych kyselin (Ayala et al., 2014).

143 REAKCE MOLEKULY 4-HYDROXYNONENALU
Molekula 4-HNE je vysoce reaktivni diky dvéma reaktivnim mistim, atomu uhliku
C3 a aldehydoveé skupiné. 4-HNE je povazovan za nejtoxic¢téjsi aldehyd diky piitomnosti

dvojné vazby mezi prvnim a drunym uhlikem (Schwarzer et al., 2015).

Systém dvojné vazby mezi uhliky, dvojné vazby karbonylové skupiny a pfitomnost
hydroxylové skupiny zptsobuje, ze je atom C3 vice elektropozitivni a tedy nachylné;si
k nukleofilnim utokiim vedoucim k tvorb&é Michaelovych adduktt pfidanim thiolovych nebo
aminovych slouéenin - jedna se o primarni reakce na dvojné vazbé mezi uhliky s nukleofily,
jako je napf. cystein ¢i glutation (obrézek 3) (Schwarzer et al., 2015, Shoeb et al., 2014).
Dvojna vazba mezi uhliky mize byt také redukovana za vzniku 4-hydroxynonanalu (Schaur
et al., 2015). U aldehydové skupiny je moznost reakce s primarnimi aminy, kdy dochazi ke
vzniku tzv. Schiffovy bdze (Shoeb et al., 2014). Na této skupiné¢ muize probéhnout take

oxidace za vzniku kyseliny 4-hydroxynonenové za Kkatalyzy aldehyddehydrogenazou
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(ALDH) (Schaur et al., 2015). Dvojita reaktivita molekuly 4-HNE (tvorba Michaelovych
addukt a Schiffovy baze) ma vSak nevyhodu vtom, ze mize zpusobit vyvolani
karbonylového stresu (Csala et al., 2015). Jelikoz je kinetika tvorby Schiffovy baze

pomalejsi, tak Michaelovy addukty jsou v ptevaze (Schwarzer et al., 2015).

Obrazek 3 Struktura 4-HNE. Pozn. Kruhy zndzoriuji reaktivni skupiny na molekule, Sipka ukazuje misto
nukleofilniho ataku (Csala et al., 2015).

4-HNE muze dale reagovat s velkym mnozstvim makromolekul, nejvice zastoupené v
reakcich jsou aminokyseliny jako histidin a lysin (Dalleau et al., 2013), kdy pfidanim
karbonylové skupiny dochazi k jejich modifikaci a naslednému pozménéni pro télo vlastnich
antigentl, coz vede k vyvolani imunitnich reakci (Stipek et al., 2000). Reakce probihaji také
s nukleovymi kyselinami za vzniku molekularnich sloucenin s purinovymi bazemi v DNA
(Dalleau et al., 2013), kdy nasledné poskozeni DNA mize vést k apoptOze, karcinogenezi a
starnuti (obrazek 4) (Stipek et al., 2000).
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Obrazek 4 Reakce 4-HNE (Schaur et al., 2015).

1.4.4 FUNKCE 4-HYDROXYNONENALU
4-HNE maé v organismu fadu funkci. Psobi jako signaliza¢ni molekula podilejici se
na regulaci n¢kolika transkripcnich faktort nebo jako cytotoxicky produkt peroxidace lipida

(Chapple et al., 2013). Ovliviiuje autofagii, starnuti bunék nebo bunéény cyklus (Csala et al.,
2015).

Nachazi-li se 4-HNE v nizkych koncentracich (do 2 puM) ma pro organismus
fyziologicky pfinosné G¢inky, vys$si koncentrace 4-HNE (10-60 puM) pak maji genotoxicky
ucinek. V koncentracich >100 pM muze dojit k toxickému poskozeni bunéénych slozek,
DNA a proteind. Prili§ nizké koncentrace jsou zase naopak spojovany s naruSenim bunécéné
homeostazy vapniku. Velké mnozstvi 4-HNE se hromadi za riznych patologickych stavi
(Shoeb et al., 2014).
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1.4.41 HYDROXYNONENAL JAKO SIGNALNI MOLEKULA

4-HNE zptsobuje stres endoplazmatického retikula, aktivaci antioxidantl a podili se
na mechanizmech tepelného Soku. 4-HNE ovlivituje veskeré signalni drahy v bunkach.
Doch&zi k tomu v dasledku kovalentniho spojeni 4-HNE s hlavnimi proteiny signélnich drah.
4-HNE ovlivituje pfedev§im KEAP1-Nrf2 drdhu. Tato cesta snimé pro-oxida¢ni ucinky a
ovlivituje bunécnou odpoveéd proti oxida¢nimu a elektrofilnimu stresu. Na cystein bohaty
protein KEAP1 (Kelch like ECH-Associated Protein 1), protein, ktery je u lidi kodovany
genem Keapl, za fyziologickych podminek vaze Nrf2, coz je transkripcni faktor antioxidacni
odpovédi nachazejici se izolovany v cytoplazmé, a sméfuje ho k proteosomalni degradaci
(Csala et al., 2015, Dalleau et al., 2013). Signal proteosomu k degradaci dava konjugace
cullin 3 ubiquitin ligzy s Nrf2, ktera je pfipojena ke KEAPI, a ktera je za spojeni s Nrf2
zodpovédna. Tvorba addukti nebo oxidace cysteinovych zbytki KEAP1 v pfitomnosti 4-
HNE snizuje jeho potencial k tvorbé komplexu ubiquitin ligazy, ¢imz dochazi k akumulovani
Nrf2. Jeho aktivace a nasledné translokace do jadra, kde se vaze na prvek antioxida¢ni odezvy

a reguluje cilové geny, vznika jako odezva na oxida¢ni stimuly (obrazek 5).
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Obrazek 5 KEAP1-Nrf2-ARE draha: Za fyziologickych podminek se Nrf2 vaze na KEAP1 pomoci Cul3
ubiquitin ligazy. Po elektrofilni expozici reaguji elektrofily (napi. 4-HNE) s KEAPI, coz vede k disociaci Cul3.
Nrf2 se akumuluje, translokuje do jadra, vaze se na antioxidacni odpovéd’ (ARE) a zvySuje expresi Nrf2

cilovych gent.
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Mezi geny, které jsou regulovany Nrf2 patii geny kodujici: glutaméat / cystinovy
transportér (xCT), aldehyd dehydrogenazu (ALDH), thioredoxin reduktazu.

Tvorba NADPH je fizena Nrf2 pomoci gluk6za-6-fosfatdehydrogenazy a
fosfoglukonatdehydrogenazy. NADPH je vyuzivan systémy glutationu a thioredoxinu jako
elektronovy déarce. Exprese enzymil syntézy, regenerace a vyuziti glutathionu (napt. glutamat-
cysteinova ligazy, glutathion-reduktay, glutathion-S-transferazy a glutathion peroxidazy) je
regulovana také Nrf2. Kone¢nym vysledkem signalni drahy je zesilena antioxida¢ni ochrana a

redoxni posun smérem k vice redukénim podminkam.

Nrf2 je protein regulujici produkci antioxida¢nich a protizanétlivych proteini a jeho
naruseni ru$i antioxidacni signalizaci, coz vede k hromadéni 4-HNE. Jeho aktivace slouZzi
jako ochrana pied oxidaénim stresem a starnutim bunék. Tato signalni draha ma velky
vyznam pii patologickych stavech jako je rakovina, diabetes mellitus, infek¢ni choroby

(Ayala et al., 2014, Dalleau et al., 2013, Csala et al., 2015).

4-HNE muze také ovliviiovat aktivujici protein-1 (AP-1), transkripcni faktor
ovliviiujici biologické procesy vcetné imunity, zanétu ¢i apoptozy (NF-xB) a receptory

aktivovane proliferatory peroxizoma (PPAR).

Aktivace AP-1 pusobenim 4-HNE vede ke zvySeni obsahu glutathionu. NF-kB muize
byt vlivem 4-HNE aktivovan nebo inhibovan, a to v zavislosti na typu bunék ucastnicich se
reakce. 4-HNE naptiklad inhibuje NF-xB v hepatocytech, pigmentovych burkach,
Kupfferovych buiikach apod. a naopak ho aktivuje v makrofazich, bunikach hladké svaloviny
cév, fibroblastech, apod.. PPAR patii mezi transkripcni reguladtory metabolismu lipida c¢i
antioxidacni ochrany a 4-HNE zptlsobuje zvyseni genové exprese PPAR, ¢i u podtypu PPAR-
B/ & slouzi k jeho aktivaci a zesileni sekrece inzulinu v B-buiikach Langerhansovych ostruvki
pankreatu (Ayala et al., 2014).

1.4.4.2 STRES ENDOPLAZMATICKEHO RETIKULA

Stres endoplazmatického retikula (ER) je aktivovan v piipadé, Ze dojde k naruSeni
jeho homeostdzy, coz se projevi akumulaci proteinti, které neprosly procesem svinovani. Jako
odezva se aktivuji signalni drahy UPR (unfolded protein response). 4-HNE byl popsan jako
aktivator stresu ER a UPR v lidskych endotelialnich burkach, které obsahovaly 4-HNE
addukty s proteiny kolokalizujicimi stres ER. Tyto addukované proteiny piimo ovliviuji
funkci ER. Akumulace nespravné pielozenych proteinti s addukty4d-HNE v ER ohrozuje

preziti bunck.
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Uginek 4-HNE na stres ER byl popsan v jatrech potkantl. Pasobenim 4-HNE dochéazi
k aktivaci senzoru stresu ER — endoplazmatické retikularni kinasy. 4-HNE vyvolava stres ER
vycerpanim glutathionu v buiikdch. Dllezitym poznatkem je, Ze faktor Nrf2 je substratem pro
endoplazmatickou retikularni kinasu aktivovanou pfi stresu ER (Csala et al., 2015, Dalleau
etal., 2013).

1443 VLIV4-HYDROXYNONENALU NA AUTOFAGII

Autofagie je jeden z nejdulezitéjSich procestt pro udrZzeni homeostazy pomoci
lysozomalniho rozkladu proteini a organel v eukaryotickych bunkach. Tento proces je
stimulovan pfi nedostatku zivin - dochazi k degradaci proteint, nukleovych kyselin a organel,

a naopak inhibovan pfi dostatecném mnozstvi Zivin.

4-HNE vytvaii proteinové addukty, coz vede k poSkozeni proteini a nasledné
k vyvolani autofagie (Ayala et al., 2014). Aktivace autofagie pfi oxida¢nim stresu ma tilohu
antioxidacniho obranné¢ho systému - odstrani poskozené a nefunkéni organely, které byly
poskozeny vlivem hromadéni ROS (Csala et al., 2015). 4-HNE muze autofagii i snizovat, a to
snizenim aktivity lysosomalni proteazy, coz vede k lysosomalni dysfunkci a snizeni autofagie

(Csala et al., 2015).

1.4.4.4 VLIV 4-HYDROXYNONENALU NA STARNUTI BUNEK

Starnuti bun¢k je ovlivnéno mnoha faktory - oxida¢nim stresem, poskozenim DNA,
zéanétem Ci zkracenim telomery, ke kterému dochézi pii kazdém bunééném déleni, dokud
nedojde k jeji dysfunkei (pfi kritické délce). DalSimi faktory zpusobujicimi zkraceni telomery

jsou zanét ¢i oxidacni stres a poskozeni DNA.

4-HNE muze vyvolat predCasné starnuti bunky potlaCenim aktivity telomerdzy nebo
naopak indukovat bunééné starnuti aktivaci tumor supresorovych proteini p53, které chrani
buiiky pfed oxida¢nim stresem a podili se na opravé DNA. Kdyz vSak rozsah poskozeni

bungk pfesahne moznost bunéénych oprav, p53 indukuje bunéénou smrt (Ayala et al., 2014).

1.4.45 VLIV 4-HYDROXYNONENALU NA BUNECNY CYKLUS

Produkty peroxidace lipidi mohou mit funkci ,,druhych posli‘‘ volnych radikald,
protoZe jsou stabilni a snadno difunduji, tudiZ maji moZnost ovlivnit vzdalené cile a ucastnit
se fady bunéénych udalosti. Pti vysokych koncentracich 4-HNE dochazi k inhibici bunéénych
procest, coz vede k rozsahlému poskozeni bunék a nasledné apoptoze (obrazek 6) (Chapple
et al., 2013).
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Obrazek 6 4-HNE a jeho vliv na bunécény cyklus. 4-HNE podporuje prezivani bunék nebo vyvolava
bunécnou smrt. 4-HNE na fyziologické hladiné je enzymaticky metabolizovan. Na nizké hladiné
spliuje duleZitou roli signalni molekuly ovliviujici expresi genu a zvySuje bunécnou antioxidacni
kapacitu a rozvoj adaptivni reakce. Stiredni hladina 4-HNE vede k vyvolani autofagie, starnuti, nebo
zastaveni bunécného cyklu a nakonec 4-HNE pri svych vysokych nebo velmi vysokych koncentracich
podporuje tvorbu adduktii a apoptozu nebo nekrozu (Ayala et al., 2014).
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1.45 METABOLISMUS 4-HYDROXYNONENALU

Pii metabolismu 4-HNE se uplatfiuji enzymy jako glutathion-S-transferaza (GST),
alkohol dehydrogenaza (ADH) ¢i aldehyd dehydrogenaza (ALDH) a dochazi ke vzniku
glutathion-HNE (GS-HNE), 1,4-dihydroxynonenu (DHN) a 4-hydroxy-2-nonenové kyseliny
(HNA). Pomér téchto primarnich meziproduktt 4-HNE v hepatocytech je takovy, Ze
polovina 4-HNE je metabolizovana na GSH-HNE, tictina na HNA a desetina na DHN
(Castro et al., 2016). Tyto produkty metabolismu 4-HNE vznikaji v zavislosti na stupni
namahy. Pfi velmi nizkém namahani dochazi ke konjugaci 4-HNE s glutathionem za vzniku
GS-HNE, kdy nasledn¢ probihda pomoci enzymu alkoholdehydrogenazy katalyzovana redukce
na GS-DHN nebo pomoci enzymu aldehyddehydrogenazy katalyzovana oxidace na GS-HNA.
Pii mirném stupni namahy je 4-HNE vlivem enzymu aldehyddehydrogenadzy katalyzovan na
HNA, ktery muze byt dale metabolizovan na 9-hydroxy-HNA a pii vysoké namaze je 4-HNE
metabolizovan enzymem alkoholdehydrogenazou na DHN (obrazek 7) (Ayala et al., 2014).

Rychlost metabolismu HNE je ovlivnéna mnozstvim glutathionu v buiice a

enzymovou aktivitou (Chapple et al., 2013).

ALDH
é’/\é

ADH
GH-DHN ¢—— GS-HNE HNA DHN
. | "
AQ -
]
< j .
& i v

GH-HNA 9-OH-HNA

Obrazek 7 Metabolismus 4-HNE (Ayala et al., 2014).
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1.4.6 UCAST 4-HYDROXYNONENALU V PATOGENEZI RUZNYCH
ONEMOCNEN{
1.4.6.1 4-HYDROXYNONENAL, OBEZITA A METABOLICKY SYNDROM
Hladiny 4-HNE se zvySuji v krvi, svalové a tukové tkani u obéznich jedinct. Jsou
zvySené v adipocytech, kde mohou narusit funkci proteind hrajicich dulezitou roli pii
lipidovém anabolismu a pfi potladeni zanétu. Snizena hladina 4-HNE a dal$ich produktu
lipoperoxidace je poté spojena se zvySenou citlivosti k inzulinu ve svalovych burikach

pti vykonu nebo pti omezeni ptijmu energie.

4-HNE hraje dulezitou roli i v patogennich bunéénych zménach, které vedou napi. Kk
inzulinové rezistenci nebo ptispiva k dysfunkci a smrti B-bunék pankreatu, které jsou citlive

k poskozeni oxida¢nim stresem a lipoperoxidaci pfi diabetu mellitu.

Obezita a metabolicky syndrom jsou podle fady autorti spojeny s oxida¢nim stresem a
nadmérnou produkci 4-HNEa vyznamné zvysuji riziko vzniku cévni mozkové ptihody. 4-
HNE hraje roli pii aterosklerotickych procesech, a to i v mozkovych cévach, které jsou
uzavieny srazeninou béhem cévni mozkové ptihody. Pti studiu posmrtné mozkové tkané byly
zjistény zvysené hladiny 4-HNE. Studie na zvifecich modelech pak podporuji skutecnost, ze

4-HNE piispiva k dysfunkci a smrti neuront pti mozkové piihodé (Mattson, 2009).

1.4.6.2 4-HYDROXYNONENAL, ATEROSKLEROZA A KARDIOVASKULARNI
ONEMOCNENI

Srdce je organ snejvétsi spotiebou kysliku. Vysoka oxida¢ni kapacita myokardu
umoziuje staly zdroj ROS, a tim i sekundarni produkci 4-HNE. Za norméalnich podminek je
srde¢ni 4-HNE neutralizovan aldehyd dehydrogenazou, glutathion S-transferazou a aldoso-
reduktdzou. Za patologickych stavii vSak dochdzi k ptresdhnuti antioxidacni ochrany
organismu, coz vede k nadmérné produkci 4-HNE, ktera je nasledovana dysfunkci myokardu
— jedna se napf. o stavy jako ischemie myokardu, srdeéni selhani, diabetes mellitus, napf.

u dilataéni kardiomyopatie bylo popsano pétinasobné zvyseni 4-HNE (Csala et al., 2015).

Oxidacni stres a 4-HNE ptispiva ke vzniku kardiovaskularnich onemocnéni — jeho
akumulace byla popsana u ateroskler6zy. 4-HNE modifikuje LDL, coZz vede k aktivaci
makrofagi, které mohou pfispivat k cévnimu zanétu, ktery se vyskytuje u aterosklerotickych
lézi (Mattson, 2009). 4-HNE také podporuje chronicky zanét stimulaci exprese a syntézy
monocytarnich chemotaktickych proteintt (MCP-1) a transformujiciho riistového faktoru beta
(TGF-B) v makrofazich a bunkach hladkého svalstva (Dalleau et al., 2013). Dale muze
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podporovat adhezi pro-zanétlivych imunitnich bunék (makrofagh a lymfocyti) na cévni
endotel a proliferaci intimy v ¢asnych stadiich ateroskler6zy, ale také mize ovlivnit ucelenost

bunék cévni stény a zpisobit apoptozu (Mattson, 2009).

Po ischemii, ktera je predstupném infarktu, dochazi k hromadéni ROS, které vedou k
tvorbé4-HNE (Dalleau et al., 2013). Krom¢ vlivu 4-HNE v procesu aterosklerozy, muze 4-
HNE pfispivat i k poskozeni kardiomyocyti hromadénim V buitkdch myokardu behem

reperfuzniho poskozeni.

4-HNE miize také podporovat vznik srde¢ni arytmie, a to inhibici draslikovych kanald,

coz vede k depolarizaci membrany a k prodlouZeni akéniho potencialu.

Snizeni ptijmu energie vede ke snizeni peroxidace lipidt a produkce 4-HNE (Mattson,

2009).

1.4.6.3 4-HYDROXYNONENAL A NEURODEGENERATIVNI ONEMOCNENI

Citlivost tkané vii¢i oxidacnimu stresu je pticitana nachylnosti lipidi k peroxidaci, coz
je ovlivnéno hladinou PUFA, kdy nizké hladiny PUFA mohou poskytnout zvySenou odolnost
vuci oxida¢nimu stresu. Mozkova tkan obsahuje velké mnozstvi omega-6 mastnych kyselin,
které jsou prekurzory 4-HNE. V kombinaci s vysokym mnozstvim kovovych ionti
ucastnicich se oxida¢né redukénich procesi a intenzivni spotiebou kysliku se mozkova tkan
stava hlavnim cilem volnych radikalt a 4-HNE, coz pfispiva rozvoji neurodegenerativnich
poruch (Csala et al., 2015). Ptikladem je roztrousena skler6za, zanétlivé demyeliniza¢ni
autoimunitni onemocnéni postihujici CNS. Pii roztrousené skleroze imunitni systém napada
myelinové pochvy nervovych bunék v mozku a mise. Dochazi ke zvysSené peroxidaci lipidl a
tim i ke zvySeni hladin 4-HNE, které jsou spojeny s vyskytem 1ézi roztrousené sklerozy. Mezi

dalsi onemocnéni, u kterych byla nalezena zvysena peroxidace lipidi patii Parkinsonova,

Huntingtonova ¢i Alzheimerova choroba (Adibhatla a Hatcher, 2008).

1.4.6.4 4-HYDROXYNONENAL A NADOROVA ONEMOCNENI

Jak jiz bylo zminéno, proteiny, DNA ¢i membranoveé lipidy jsou primarnimi cili pro
atak4-HNE. Piiblizné 1-8% z 4-HNE vytvofeného v bunkach modifikuje proteiny (Shoeb et
al., 2014), kdy vétsi reaktivita 4-HNE s proteiny nez se samotnym DNA vede k nazoru, ze
modifikace proteinti, podilejicich se na opravé DNA, mize piispét k cytotoxickym a
karcinogennim G¢inktim 4-HNE. 4-HNE tak poskozuje nejen DNA jako molekulu, ale také
ovlivituje mechanismy jejich oprav a prispiva tak ke karcinogenezi (Csala et al., 2015). 4-

HNE nebo jeho biologicky aktivni metabolity mohou poskodit DNA, coz mtize vést k tvorbé
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pro-mutagennich 1ézi (Shoeb et al., 2014). Vétsina typu nadorového bujeni je spojovana
s oxida¢nim stresem a 4-HNE je tak povazovan za hlavni faktor piispivajici k mutagennim a

karcinogennim t¢inktiim vyvolanymi nadmérnou peroxidaci lipidu.

Vznik 4-HNE-proteinovych adukti v ledvinach a tlustém stievé je spojovan s ristem a

progresi karcinomu v téchto organech (Zhong a Yin, 2014).

1.4.6.5 4-HYDROXYNONENAL A ZANETLIVA ONEMOCNENI
Se zvySenou tvorbou 4-HNE se setkdvame také u mnoha zanétlivych onemocnéni.

Ptikladem je ateroskler6za ¢i artritida.

V nedavnych studiich bylo prokazano, ze konjugat glutation-HNE indukuje proliferaci
bunék hladkého svalstva cév, jakoZto i jejich smrt, a to v zavislosti na jeho intracelularni
koncentraci. Nedavné studie uvadi, Zze glutathion-HNE je siln€¢j$im indik&torem zanétu nez
nekonjugovany 4-HNE. Provedené studie naznacuji, ze by 4-HNE a HNE-proteinové addukty
mohly byt povazovany za biomarkery pro fadu lidskych onemocnéni, a to praveé diky tomu, ze
dochézi k vyznamnému zvyseni jejich tvorby pii vétsin¢ patologickych procesu (Shoeb et al.,
2014).

1.4.7 STANOVENI 4-HYDROXYNONENALU

UCelem stanoveni 4-HNE je posouzeni intenzity peroxidace lipid na zakladé
pritomnosti sekundarniho produktu. Spektrofotometrické stanoveni je zalozeno na reakci
aldehydu s 2,4-dinitrofenylhydrazinem za vzniku 2,4-dinitrofenylhydrazont, jenZz absorbuji
UV svétlo o vinové délce 350 nm. Jelikoz pii této reakci reaguji vSechny aldehydy, musi se 4-
HNE nejprve oddélit pomoci vysoce u¢inné kapalinové chromatografie. 4-HNE je moZno také
stanovit plynovou chromatografii s vyuzitim hmotnostniho detektoru, coz umoziuje stanovit
4-HNE v rozmezi 1-5 pmol v kulturach bunék, ve tkanich &i krvi (Stipek et al., 2000).
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1.5 VZNIK SYMETRICKEHO A ASYMETRICKEHO
DIMETHYLARGININU

Oxidac¢ni stres zpusobuje také zvySeni exprese enzymu ze skupiny protein-arginin-
methyltransferdz (PRMTs) (Chen et al., 2012) zodpovédnych za syntézu asymetrického
(ADMA) a symetrického dimethylargininu (SDMA) (Aldamiz-Echevarria a Andrade, 2012,
Tain a Huang, 2014), a snizeni aktivity enzymu dimethylarginindimethylaminohydrolazy
(DDAH) (Chen et al., 2012) zodpovédného naopak za degradaci ADMA. To vede ke zvySeni
koncentrace ADMA, ktery inhibuje syntézu NO-, a diky tomu dale podporuje pisobeni
oxida¢niho stresu (Aldamiz-Echevarria a Andrade, 2012, Tain a Huang, 2014).

ADMA a SDMA vznikaji béhem methylace, kdy dochazi k modifikaci intracelularnich
proteinti pfidanim methylové skupiny (Lluch et al., 2015), coz ma vliv na transkripci,
metabolismus RNA ¢i vazbu protein-protein, diky ADMA ¢emuz ovliviiuje bunécné déleni,

proliferaci nebo apoptozu (Zakrzewicz a Eickelberg, 2009).

Pii methylaci argininu dochédzi ke zméné jeho tvaru. Pravé arginin méa ze vSech 20
znamych aminokyselin nejdelSi postranni fetézec, na jehoz konci je kladny ndboj, ktery
umoziuje vznik interakce protein-protein. Jeho guanidova skupina nabizi pét donort
vodikové vazby, jenz byvaji vyuzity k ustaleni vzajemného ptisobeni s DNA, RNA a proteiny
(Gayatri a Bedford, 2014).

Proteiny bohaté na L-arginin jsou methylovany enzymy ze skupiny PRMTs, které
v sav¢ich butikach rozliSujeme do dvou typu - typ | (PRMT 1, 3, 4,6 a8) atyp Il (PRMT 5a
7), za vzniku tii rozdilnych zbytkii methylovanych arginini. PRMTs pienasi methylovou
skupinu z S-adenosylmethioninu na arginin, diky ¢emuz dochazi ke vzniku methylovaného
argininu a S-adenosylhomocysteinu, ktery je hydrolyzovan a vznikd homocystein.
Nejrozsiten¢jSim derivatem je ADMA, ktery ma dvé methylové skupiny situovany na jednom
koncovém dusikovém atomu v guanidové skupiné (obrézek 8), a na jehoz vzniku se podili
PRMT typu I.
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Obrazek 8 Vzorec asymetrického dimethylargininu (PubChemCompound Database)

Mezi dalsi derivat patii SDMA, ktery ma na kazdém z koncovych guanidovych atomt

dusiku umisténu jednu methylovou skupinu (obrazek 9) a vznika vlivem PRMT typu II.

0
E J[ ; -N(omega),N‘(omega)-dimethyl-L-arginin
H™ .~ ™ -
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/[,/” -CgH1sN40O2
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H. e

Obrazek 9 Vzorec symetrického dimethylargininu (PubChemCompound Database)

Tteti, monomethylargininovy (MMA) derivat, na jehoz koncovém atomu dusiku se
nachazi jedna methylova skupina (obrazek 10), poté vznika za katalyzy PRMTs obou typu
(Zakrzewicz a Eickelberg, 2009, Gayatri a Bedford, 2014).
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Obréazek 10 Vzorec monomethylargininu (PubChemCompound Database)

Vlivem vysoké koncentrace lipoproteinli o nizké hustoté dochazi k vzrstu genové
exprese PRMTSs v endotelovych buiikach, coz vede ke zvySené aktivit¢ PRMTs, a diky tomu 1
ke zvySeni koncentrace ADMA (Lluch et al., 2015).

1.5.1 ODBOURAVANI ASYMETRICKEHO A SYMETRICKEHO
DIMETHYLARGININU
Po ukonceni proteolytické degradace methylovanych intracelularnich proteintt dochazi
pii hydrolyze proteini k uvolnéni MMA, ADMA a SDMA zbun¢k do krvea jejich
naslednému odstranéni z organismu ledvinami a jaternim metabolismem, kam jsou
dopravovany pomoci transportéri kationtovych kyselin (CATs). MMA a ADMA mohou byt
degradovany také vlivem enzymu DDAH (Zakrzewicz a Eickelberg, 2009).

Tento enzym je produkovan ve tkanich - DDAH | v epitelovych butikach nervovych
tkanich, ¢i v endotelu cév organti jako je mozek, ledviny, plice a jatra, DDAH II v krevnich
cévach riznych organu, napf. srdce, plice, placenta. Vysoka aktivita enzymu DDAH se
projevuje piedevsim v ledvinach a jatrech, je snizovana pii oxida¢nim stresu (Chen et al.,
2012)a naopak se zvysuje S rostouci hladinou ADMA, ¢imz se zabranuje hromadéni této latky
v organismu (Badran et al., 2015). Vlivem tohoto enzymu muze byt tedy MMA a ADMA
degradovan na citrulin a mono- nebo dimethylamin, ktery je nasledné vyluGovan moci
(Zakrzewicz a Eickelberg, 2009).
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ADMA je castecné odvadén z téla ledvinami, dominujici eliminacni cesta je ale pies
enzym DDAH | a Il v jatrech (Chen et al., 2012). SDMA pomoci DDAH degradovan byt

nemuze, dochazi proto k jeho odvadéni z téla pomoci ledvin (obrazek 11) (Lluch et al., 2015).
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Obrazek 11 Metabolismus methylargininu - Nejprve dochazi k methylaci argininu pomoci enzymii PRMTS.
Po probéhnuti proteolytického Stépeni dochdzi ke vzniku ADMA, SDMA a MMA. Volny L-arginin je
metabolizovan pomoci argindzy na L-ornithin a mocovinu, nebo viivem syntdzy oxidu dusnatého (NOS) na
NO-a L-citrulin. Volné methylargininy jsou vylucovany ledvinami nebo jatry. MMA a ADMA lze pomoci enzymu

DDAH prevést na L-citrulin a mono- nebo dimethylamin (Zakrzewicz a Eickelberg, 2009).
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1.5.2 VYZNAM ASYMETRICKEHO A SYMETRICKEHO
DIMETHYLARGININU PRO ORGANISMUS

ADMA je povazovan za marker oxidac¢niho stresu a rizikovy faktor raznych
onemocnéni (Pope et al., 2009). Hromadi se v plazmé pti oxida¢nim stresu a inhibuje aktivitu
NOS a CATSs, podili se tak na endotelidlni dysfunkci a dalsSim generovani oxidac¢niho stresu,

které jsou na pocatku cévnich a organovych onemocnénich (Teerlink et al., 2009).

SDMA se na rozdil od ADMA netéastni inhibice NOS, piesto jeho zvySena hladina
byva spojovana s poskozenim ledvin a kardiovaskularnimi komplikacemi (Rodionov et al.,
2015). Dvojnasobné zvySeni plazmatické koncentrace ADMA bylo pozorovano u plicni

hypertenze, ischemické choroby srde¢ni, diabetu mellitu, hypertenzi (Pope et al., 2009).

1.5.3 VLIV ASYMETRICKEHO A SYMETRICKEHO
DIMETHYLARGININU NA SYNTAZU OXIDU DUSNATEHO
ADMA, jakozto endogenni inhibitor NOS, muze snizit dostupnost NO- (Chen et al.,
2012), ktery je produkovan pii oxidaci argininu v reakci katalyzované NOS (Sitar, 2016).
ADMA blokuje aktivni centra NOS, ve kterém soutézi 0 vazebné misto s L-argininem
(substratem NOS). ADMA blokuje jeho vSechny tfi izoformy — neuronalni NOS ,,nNOS,,
vyskytujici se v neuronech, indukovatelnou NOS ,,iNOS,, v astrocytech a endotelialni NOS

,,eNOS,, pfitomnou v endotelialnich bunkach (Badran et al., 2015).

Intracelularni ADMA, ktery nebyl metabolizovan DDAH, muze inhibovat NOS i
nepfimo, a to zasahovanim do intracelularniho vychytavani L-argininu pomoci CATS, které
miize blokovat a zhorsit tak dostupnost L-argininu substratu NOS (obrazek 12) (Engin A.B. a
Engin A., 2013). V duasledku toho dochazi k blokaci aktivity NOS, ale také omezenému
buné¢nému vychytavani L-argininu, coZ vede k oxida¢nimu stresu a dal$i inhibici NO-

biogeneze, coz ma Skodlivé ucinky piedevsim v krevnich cévach, myocytech a ledvinach.

Vysoké intracelularni hladina ADMA vyplyva z toho, ze aktivita CATs nedostacuje
k vyvazeni rovnovahy ADMA mezi cytosolem buiiky a plazmou. Aktivita CATs muze slouzit
k odhadu bunééné hladiny ADMA,i ke zjisténi aktivace nebo inhibice NOS ve tkanich
(Teerlink et al., 2009).

37



Protein
|

PRMTs
e~ T3p1 Tip2 |
Protein - ADMA Protein - SDMA
l Profeases l
Cirlulujic + Cirlulujiel
| ntraceluirni ADMA Intracsioini SDMA ADMA
SDMA | I
— V= CATs == AN———
CATs
fﬂﬂ;;gi ;I:ﬂ ]:lt.raf:alﬂ;imi L- /\ Cirkulujici L-arzinin
ERgitithil
Y
Intracelularni
— AN NOS | NOS s= AN ATIMA
Y F

Citrullin  + Dimethylamin

NO + citrullin

Renalni exkrece SDMA=-ADMA

Obrazek 12 Prehled vzniku, metabolismu, transportu a vylucovani ADMA a SDMA (Teerlink et al., 2009).

1.5.3.1 PUSOBENI OXIDU DUSNATEHO V ORGANISMU

NO: je produkovan endotelovymi buinkami. Jedna se o vazodilata¢ni latku (Sitar,

2016), ktera difunduje pies endotelidlni buiiky a plsobi relaxacné na bunky hladkého

svalstva. Jeji produkce je dulezita pro regulaci prutoku krve, udrzovani vazorelaxace a

pusobeni proti proliferaci hladkych svalovych bunék. NO- také inhibuje agregaci krevnich

desticek a adhezi leukocytii na cévni stény — chréni tak cévni endotel pfed oxidaénim

poskozenim.

Snizeni syntézy NO- mohou zpiisobit kromé ADMA i pro-zanétlivé medidtory a

cytokiny, které Skodlivé pasobi na endotelidlni buiiky, coz nasledné¢ vede k endotelialni

dysfunkci. To mé za nasledek poruchu regulace cévniho tonu, zvySenou expresi adhezivnich

molekul, nebo-li funkéni a strukturalni zmény (Stipek et al., 2000, Dimitroulas et al., 2012).
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1.5.4 ASYMETRICKY DIMETHYLARGININ JAKO MEDIATOR
ENDOTELIALNI DYSFUNKCE A ATEROSKLEROZY
Cévni endotel ma mnoho funkci, a proto je jeho dysfunkce zodpovédna za tadu
zdravotnich problému, jako je aterosklerdza, vysoky krevni tlak, tromb6za (Aldamiz-
Echevarria a Andrade, 2012). Endotelialni dysfunkce se projevi zménou funkénich a
morfologickych rysii cévni stény a za jeji mediator Ize povazovat ADMA (Stipek et al.,
2000).

NO- produkovany cévnim  endotelem  souvisi  sregulatnim  mechanismem
kardiovaskularniho systému, proto snizeni jeho dostupnosti lze povaZovat za zasadni
rizikovy faktor pro aterotrombozu nebo pro akutni kardiovaskuléarni ptihody (Konya et al.,
2015).

1.5.5 ASYMETRICKY DIMETHYLARGININ A KARDIOVASKULARNI

ONEMOCNENI

U zdravych jedincti s nizkym rizikem kardiovaskularnich chorob méli ti, jejichz
hladina ADMA v plazm¢ byla >0,71 umol/l, vyssi riziko vzniku kardiovaskularnich
chorob. ZvysSené plazmatick¢ hladiny ADMA a SDMA jsou nezavislymi ukazateli
budoucich kardiovaskularnich ptihod. Ve studii u pacientd se stabilni ischemickou
chorobou srde¢ni byly zvySené plazmatické hladiny SDMA piedpovidajici pro budouci
sekundarni kardiovaskuldrni ptihody, zatimco zvySené hladiny obou, ADMA i SDMA,
byly prediktivni pro dmrtnost (Leong et al., 2008, Chen et al., 2012).

Zvyseni hladiny ADMA v disledku oxidacniho stresu je tedy marker pro
arteriosklerotické zmény typické u kardiovaskularnich onemocnéni - ADMA je
absorbovan piedev§im endotelidlnimi buiikami - jeho extracelularni mnozstvi je 5-10x
niz8i, coz znamen4, Ze 1 malé zmény plazmatickych hladin ADMA jsou dostatecné na to,
aby vyrazn€ ovlivnily intracelularni hladiny ADMA, a diky tomu i produkci NO , a
ptispély tak k rozvoji kardiovaskuldrnich chorob. Za patologickych podminek mtze dojit
az k 3-9 nadsobnému zvyseni plazmatickych hladin ADMA, coz by inhibovalo produkci
NO- 0 30-90% (Aldamiz-Echevarria a Andrade, 2012).

Zvysena hladina ADMA nejspiSe vede ke zvySeni arteridlniho tlaku ¢i snizeni
srdeéniho vydeje (Aldamiz-Echevarria a Andrade, 2012) a inhibuje vazodilataci, coZ vede

k vazokonstrikci. Zvysené hladiny ADMA se nachazeji u pacientti po akutnim infarktu
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myokardu a jsou spojovany s vyvojem mnohacetného selhdni organi u kriticky

nemocnych pacientti (Dimitroulas et al., 2012).

1551 ASYMETRICKY DIMETHYLARGININ A CEVNI MOZKOVA PRIHODA
Zvysené hladiny ADMA i endotelialni dysfunkce a ateroskleréza, byly popsany i u
pacientd s cévnimi rizikovymi faktory, jako je hypercholesterolémie, arteridlni
hypertenze, diabetes mellitus, hyperhomocysteinémie a koufeni. Plazmatické hladiny
ADMA se zvysuji v zavislosti na zavaznosti cévni mozkové piihody a maji vliv na
poskozeni mozku vlivem redukce pritoku krve mozkem, podporou oxidaéniho stresu ¢i

zanétlivé reakce.

V ptipadé¢ cévni mozkové piihody dochdzi k vyvolani oxidaéniho stresu v misté
poruchy struktury tkané vlivem bunééného poskozeni a proteolyzy. Ke zvysené
intracelularni hladiné ADMA u cévni mozkové piihody dochédzi vlivem oxida¢niho stresu.
Plazmaticka koncentrace ADMA vzrista v zavislosti na ¢ase; jeho hladina je zavisla na
okamziku odebrani krve, a na mife zavaznosti piihody. U pacientl s pfiznivym vysledkem
se plazmatickd hladina ADMA v prubé¢hu prvniho az tfettho dne po cévni mozkové
piihodé€ opét snizi, zatimco u pacientli s nepfiznivymi vysledky se zvySuje az do 3.dne a
zustava stabilni az do 7. dne, nez se zacne opét snizovat. Hladina ADMA >0.566 umol/l
3.den a >0.530 umol/l 7. den po prvnich ptiznacich cévni mozkové piihody je ukazatelem
neptiznivych vysledki. ADMA proto muze byt ukazatelem zavaznosti cévni mozkové
piihody. Po cévni mozkové piihodé byla prokazana zvySena plazmaticka hladina i SDMA.
U pacientll s neptiznivymi vysledky byla hladina SDMA zvySena 24-72 hodin po
probéhnuti cévni mozkové piihody (Chen et al., 2012).

1.5.6 ASYMETRICKY DIMETHYALRGININ A ONEMOCNENI LEDVIN

U pacientl 1é¢icich se s pokro€ilym zanétlivym onemocnénim ledvin dochazi ke
snizeni produkce NO- Vv endotelu diky omezené syntéze argininu a zvySené hladiné
ADMA, coz vede k Sifeni poskozeni ledvin. ADMA se hromadi u pacientti s chronickym
selhanim ledvin diky zvySené methylaci, snizené aktivitt DDAH ¢&i zhorSenému
rendlnimu vylucovani. Hladina ADMA u pacientd v rané fazi onemocnéni ledvin je
zvySena jeSté pred tim, neZ se snizi glomerularni filtrace, z ¢ehoZ vyplyva, ze jen velmi
malé mnozstvi cirkulujiciho ADMA je vylu¢ovano moci (Aldamiz-Echevarria a Andrade,
2012).
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1.5.7 ASYMETRICKY DIMETHYLARGININ A ONEMOCNENI{ JATER
U pacientd s jaterni dysfunkci jsou hladiny ADMA zvyseny také, a to diky procesim
jako tézky zanét, oxidacni stres ¢i piimé poskozeni enzymu DDAH, coZ vede ke zhorSeni
jeho aktivity. Vzajemny vztah mezi plazmatickou hladinou ADMA a stupném jaterni
dysfunkce byl prokazan u pacientd, kteti trpi onemocnénim jater rtzného ptivodu
onemocnéni. Plazmatické hladiny ADMA jsou zvySeny piedev§im u pacientt s jaterni

cirhozou, alkoholickou hepatitidou ¢i akutnim selhanim jater (Ferrigno et al., 2015).

U cirhézy jater dochézi k vyvolani oxida¢niho stresu vlivem nadprodukce ROS, je
patrna snizena dostupnost NO-, ktera vznikla v disledku endotelidlni dysfunkce. Tvorba
ROS a superoxidu jsou hlavni mediatory poSkozeni endotelidlnich bun¢k u onemocnéni

cirhozou (Vairappan, 2015).

1.5.8 ASYMETRICKY DIMETHYLARGININ A PLICNI HYPERTENZE

Endotelialni dysfunkce spojena se zvysenymi hladinami ADMA hraje dtleZitou roli i
v rozvoji plicni hypertenze. Vzhledem Kk tomu, Zze mnozstvi vydechovaného NO- u
pacientl se systémovou aterosklerézou a plicni hypertenzi je snizeno, 1ze se domnivat, ze
inhibice endotelialni NOS v plicich vlivem ADMA muze vést k plicni vazokonstrikci a
proliferaci. Bylo zjisténo, Zze dlouhodoba inhibice NO- stimuluje syntézu transformujiciho
rustového faktoru beta u krys, coz vede k srde¢ni fibroze. Tento faktor je povazovan za
jeden z nejdulezitéjsich cytokini podilejicich se na patogenezi aterosklerdzy, mize
ukazovat silnou etiopatogenetickou roli ADMA v systémové skler6ze a infarktu

myokardu (Dimitroulas et al., 2012).

1.5.9 STANOVENI ASYMETRICKEHO A SYMETRICKEHO

DIMETHYLARGININU

Jako metoda pro méfeni koncentrace ADMA mulze byt vyuzita enzymaticka
imunoanalyza (ELISA). Jako vzorek miZze byt pouzita plazma nebo sérum. Do jamek
mikrotitra¢ni desticky, které jsou potazené ADMA, se napipetuji ptipravené vzorky a poté
antisérum. Jako antisérum se vyuzivaji anti-ADMA protilaitky. ADMA ze vzorku je
acylovan a soutézi s ADMA piitomnym na pevné fazi o vazebnd mista omezeného
mnozstvi ptidané anti-ADMA protilatky. Po ukonéeni inkubace jsou volny antigen a
volné komplexy antigen-protilatka odstranény - dochadzi k promyti a nasledné detekci
protilatky navazané na pevnou fazi vlivem fixovaného ADMA. Detekce probihd pomoci

¢inidla obsahujiciho protilatku proti krali¢imu imunoglobulinu zna¢enému peroxidazou. V
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poslednim kroku se piida roztok tetramethylbenzidinu (3,3°5,5 -tetramethylbenzidin)
(substrat peroxidazy). Barevny produkt reakce se vyhodnocuje pti vinové délce 450 nm.

Intenzita zbarveni je nepfimo imérna koncentraci ADMA ve vzorku (Sirokd et al., 2005).

Stanoveni ADMA ¢i SDMA lIze provést napf. i pomoci HPLC hmotnostni
spektrometrie. Zde lze jako vzorek pouzit plazmu nebo moé¢. Vzorky jsou analyzovany
pouzitim silikagelové kolony. Vyhodou této metody je rychld piiprava vzorku, ci

chromatografické separace SDMA a ADMA (obréazek 13) (Servillo et al., 2013).
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Obrazek 13 cChromatograficka separace: L-arginin (Arg), L-homoarginin (HArg), N-methyl-L-arginin
(NMMA) ,SDMA A ADMA (Servillo et al., 2013).

Koncentrace ADMA se u zdravych jedinci pohybuji vrozmezi 0,3-0,5 pmol/l.
V patologickych stavech dochazi k jejich zvyseni, coz ptispiva k inhibici aktivity NOS. Ke
zvySeni hodnoty ADMA miiZze dojit napf. zvySenou methylaci proteinii vlivem enzymi
PRMTs, zvysenou proteolyzou — zvySenym uvolfiovanim methylovaného argininu, porusenou

renalni exkreci nebo poruchou metabolismu enzymu DDAH (Lluch et al., 2015).
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Plazmatické hladiny ADMA jsou také ovlivnény vékem, krevnim tlakem ¢i inzulinovou
rezistenci. S rostoucim vékem koncentrace ADMA v krvi stoupé (Alddmiz-Echevarria a
Andrade, 2012).

1.6 DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus se fadi do skupiny chronickych metabolickych poruch. Vznika
v disledku nedostateéné syntézy nebo pisobeni hormonu inzulinu produkovaného slinivkou
btisni v B-bunkach Langerhansovych ostruvki, kdy vysledkem je naruseni transportu glukozy
z krve do bunky, coz vede k hyperglykémii a zaroven k nedostatku intracelularni glukézy.
Dlouhodoba zvysena hladina glukézy v krvi vede K riznym cévnim komplikacim (Asmat et
al., 2016) a naslednému selhani organovych systémi — predev§im oc¢i, nervu, ledvin ¢i srdce

(Chawla A. et al., 2016).
Lécba diabetu mellitu zahrnuje zdravy zivotni styl a nasazeni inzulinu (He et al., 2016).

1.6.1 OXIDACNI STRES A DIABETES MELLITUS

Oxidaéni stres zpusobeny vlivem nadprodukce ROS, hraje vyznamnou roli v aktivaci
patogennich drah, které vedou k diabetickym komplikacim. Vlivem vysoké hladiny glukdzy
v krvi presahuje produkce ROS obrannou schopnost organismu a dochéazi tak k naruseni
rovnovahy (Oliveira et al., 2016). Hyperglykémie tak sama o sobé stimuluje oxidacni stres,
ktery nasledné puisobi zrychleni procesu aterosklerézy (Miranda-Diaz et al., 2016, Stipek et
al., 2000).

Piedpoklada se, Ze oxida¢ni stres hraje vyznamnou roli v rozvoji cévnich komplikaci
zejména u diabetu typu 2. Hlavnim zdrojem ROS u diabetu mellitu jsou mitochondrie —
béhem oxida¢niho procesu v mitochondriich se ¢ast kysliku redukuje na vodu a zbyvajici
kyslik se pifevede na volny radikal kysliku (O.), ktery je dale preveden na jiné reaktivni
slouéeniny, jako ONOO-, OH a H,0, (Asmat et al., 2016).

Superoxiddismutdza (SOD) a katalaza (CAT) jsou hlavni enzymy plsobici proti

toxicité ROS, jejich aktivita je u pacientd s diabetem snizena (Oliveira et al., 2016).

Pro diabetiky je typicka endotelialni dysfunkce, ktera je hlavnim faktorem vyvoje
komplikaci spojenych s diabetem a k jejimuz vzniku pfispiva hyperglykémie — viz vyse

(Prattichizzo et al., 2016). Endotelialni dysfunkce hraje roli v aterosklerotickych Iézich, které
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podporuji zvyseni sekrece chemokint, adherenci leukocytti a oxidaci LDL (Derosa et al.,
2016).

1.6.2 ZANET A DIABETES MELLITUS

U diabetu typu 2 je zanét povazovan za vyznamny rizikovy faktor. Cévni buiky
reaguji na hyperglykémii patologickymi zménami, napf. zvySenim exprese adhezivnich
molekul pro monocyty, coz vede k aterogenezi. Bylo prokazano, ze hladiny markert, jako je
C-reaktivni protein, fibrinogen, inhibitor aktivatoru plazminogenu I a interleukin-6 se zvysuji
pravé s nastupem diabetu. Aktivace monocytt byla zdokumentovana v ptitomnosti vysokého
obsahu glukoézy s indukci zanétlivych mediatort, jako proteinkindzy C a nuklearniho faktoru-
kB podporujicich oxida¢ni stres (Chawla A. et al., 2016).

1.6.3 ASYMETRICKY DIMETHYLARGININ V DIAGNOSTICE DIABETU
MELLITU

Jak jiz bylo feeno vySe, ADMA je povazovan za endogenni inhibitor NOS, ¢imz
zpusobuje endotelidlni dysfunkci, podili se na generovani oxidacniho stresu a zanétlivych
reakci a diky tomu je povazovan za rizikovy faktor riznych onemocnéni. S rostoucim vékem
ADMA v krvi stoupé — zvySené hladiny se spojuji s endotelialni dysfunkci, aterosklerézou a
daji se povazovat za marker arteriosklerotickych zmén. ZvySené hladiny ADMA byly
popsany i u diabetu mellitu a jsou spojeny s inzulinovou rezistenci. Pti zvySeni plazmatické
hladiny ADMA dojde k ovlivnéni produkce NO- ¢i vzniku kardiovaskularnich chorob, které
patii mezi komplikace u diabetu mellitu (Chen et al., 2012, Sitar, 2016, Teerlink et al., 2009,
Pope et al., 2009, Aldamiz-Echevarria a Andrade, 2012).
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Zavér

Oxidac¢ni stres vznikly v disledku nerovnovahy mezi tvorbou a odstranovanim
reaktivnich forem kysliku a dusiku se podili na vzniku fady onemocnéni. Volné radikaly
poskozuji predevsim lipidy pfi procesu lipoperoxidace a dale piisobi na proteiny pii procesu
methylace. Dochazi ke zvySené tvorbé pro télo Skodlivych latek a naslednému rozvoji
riznych onemocnéni. Sekundarni produkt lipoperoxidace, 4-hydroxynonenal, slouzi jako
marker oxida¢niho stresu, protélo ma do urCité koncentrace i fyziologicky vyznam, a to
pfedev§im jako signalizacni molekula. Za patologickych stavii dochazi k nadmérnému
hromadéni radikali v téle a nedostate¢né antioxidacni ochrané organismu, naslednému vzniku
oxidaéniho stresu a zvySené koncentraci 4-hydroxynonenalu. Jedna se o kardiovaskularni,
neurodegenerativni onemocnéni ¢i rakovinotvorné procesy. Jako prevence muze slouzit
snizeny prijem polynenasycenych mastnych kyselin, které jsou hlavnim substratem pro

zvySenou peroxidaci lipidil a nasledny vznik volnych radikald.

Zvysena koncentrace asymetrického dimethylargininu je v disledku pusobeni
oxida¢niho stresu, ktery zptsobuje zvySeni exprese protein-arginin-methyltransferaz, enzymi
podilejicich  se  na  procesu  methylace  argininu, a  snizeni  aktivity
dimethylarginindimethylaminohydrolazy, enzymu podilejiciho se na jeho degradaci.
Asymetricky dimethylarginin inhibuje aktivitu syntdzy oxidu dusnatého, podili se na
endotelialni dysfunkci piedstavujici prvni krok v procesu aterosklerozy a kardiovaskularnich

onemocnéeni.
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