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Tab. 1. Charakterizace nekrotické a apoptotické smrti 7% 19

—o—

Nekréza

apoptdza

mechanismus
morfologické zmény — cytoplazma
morfologické zmény — jadro
zanétliva odpoveéd

ovlivnéné burnky

pasivni
zvétseni buiiky a uvolnéni latek

rozpad jadra

skupiny

osud bunky apoptoticka téliska
genova aktivita nevyzadovand vyzadovand
stépeni DNA nahodné specifické

aktivni
zachovani integrity bunéné membrany
fragmentace DNA, kondenzace chromatinu
neni

jedna

a navazujici zanétlivou reakci. V Casné fazi nekrozy
jsou naruSeny bunééné membriany a buiiky zacnou
,bobtnat®. Pozdé€ji dochazi k rozpadu plazmatické
a jaderné membrany a nastane Unik vnitfniho obsahu do
okoli; tim se navodi zanétliva reakce a nakonec rozpad
postizené buiiky . Apoptoza probiha za fyziologic-
kych podminek jako programovany zanik bunék béhem
embryogeneze, hormon dependentni involuce u dospé-
Iych ¥. Sehrava centrélni roli ve vyvoji a v homeostaze
zivocichi a rostlin a je podkladem fady fyziologickych
i patologickych mechanismi. Slovo apoptéza pochazi
z feCtiny: apo = od, ptein = padat. Je geneticky fizenym
procesem, ktery je regulovan vnéj$imi a vnitfnimi fak-
tory. Pro buniku podléhajici apoptdze jsou charakteris-
tické morfologické a biochemické rysy, napriklad ztra-
ta asymetrie bunécné membridny, kondenzace
chromatinu, zmenS$eni jadra, St€épeni DNA, svraStovani
buiiky a nakonec jeji rozpad na apoptoticka téliska, kte-
rd jsou pohlcena pfislusnymi bunikami bez vzniku
zanétlivé reakce > (tab. 1).

Mechanismus apoptozy

Proces apoptdzy nastava proteolyzou pro buiiku Zivot-
né dulezitych intracelularnich bilkovin. Enzymy, které
tuto proteolyzu katalyzuji (nebo aktivuji jiné efektorové
molekuly), se nazyvaji kaspasy. K aktivaci kaspas vedou
dvé cesty. Prvni, vné€jsi, nastdva po navazani ligandu na
membranovy ,receptor smrti“ s naslednou indukci
,bunénou smrt navozujiciho signalizacniho komplexu*.
Ten dava vzniknout aktivnim kaspasam 8 a 10, které pak
aktivuji efektorové prokaspasy 3, 6, 7. Druhd, vnitfni
cesta apoptozy, je zpusobena poSkozenim vné&j$i mito-
chondridlni membrany, s naslednym uvolnénim mito-
chondridlnich proteinii. Jednim z nich je cytochrom c,
ktery v cytosolu spousti tvorbu apoptosomu — moleku-
larni zékladny sloZené z Apaf-1 (Apoptosis proteases-
-activating factor-1), dATP, cytochromu c. Uvedené déje
usti v aktivaci kaspasy 9, ktera $tépi a aktivuje efektoro-
vé prokaspasy ''"'4., Vnitini cesta apoptdzy je regulovana
pro- a protiapoptotickymi geny z rodiny Bcl-2, a tudiZ

kandlovymi proteiny Bcly a Bcl), které udrZuji normalni
funkci mitochondridlni membrany. Regulace jejich akti-
vity hraje centralni dlohu pii apopt6ze. Inhibici této akti-
vity se zméni permeabilita mitochondridlni membrany,
coz vede k uvolnéni cytochromu c¢ z mitochondrii do
cytosolu 131517,

Kaspasy

Termin KASPASA (caspasa) patii mezi tzv. zkratkova
slova (Cysteinyl Aspartate Specific ProteinaseS) '¥. Jed-
na se o rodinu proteolytickych enzymui — cysteinovych
proteas Stépicich proteinovou molekulu s cysteinem
v katalytickém misté na fragmenty se zbytky kyseliny
asparagové. Kaspasy hraji ustfedni roli v procesu apo-
pt(’)zy 19, 20).

Struktura a klasifikace kaspas

Vztah kaspas k apoptéze byl objeven v souvislosti
s vyzkumem Cerva Caenorhabditis elegans, pricemz
bylo prokazano, Ze produkt genu ced-3 je homologni se
savéim interleukin-1 B-konvertujicim enzymem (ICE,
kaspasa 1). Pozdéji byla objevena celd fada pfibuznych
enzymu nazyvanych kaspasy 2—14 2122,

Kaspasy maji podobnou sekvenci aminokyselin,
strukturu a substratovou specifitu. V§echny jsou expri-
movany jako proenzymy a obsahuji tfi hlavni domény:
NH, termindlni doménu, velkou podjednotku (20 kD)
a malou podjednotku (10 kD). NH, termindlni domé-
na je vysoce variabilni a hraje roli v regulaci aktivace;
velkd a mald podjednotka tvoii po roz§tépeni hetero-
dimery. Kaspasy maji spole¢ny koncovy pentapeptid
QACXG, ve kterém X muze byt: R — arginin, Q — glu-
tamin, D — kyselina asparagova (A — alanin, C — cys-
tein, G — glycin). K proteolyze substratu je v misté
Stépeni nezbytné nutna pritomnost kyseliny asparago-
Vé 22, 23).

Déleni kaspas dle funkce se prolina s jejich délenim
dle substratové specifity:

.....

apoptozy (kaspasa 2, 8, 9 a 10).
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» Kaspasy efektorové (exekuc¢ni) — jsou to vykonné
kaspasy, které jsou aktivovany v efektorové fazi
(kaspasy 3, 6, 7).

» Kaspasy zanétu (inflamatorni) — jsou povazovany za
medidtory, ucastnici se zdnétu a nekrézy (kaspasa 1,
4,5, 11, 12, 13, 14)2+29,

Kaspasy duleZité pro apoptézu zahrnuji kaspasy 2, 3,
6, 7, 8 a 10. Hlavnimi regulatory aktivity kaspas je akti-
vace kaspasy 8 pii indukci apoptdzy receptorovou ces-
tou, a aktivace kaspasy 9 pii indukci apoptdzy nerecep-
torovou cestou. Obé tyto kaspasy pak indukuji aktivaci
ostatnich prokaspas 2%,

Kaspasy jsou syntetizovany v inaktivni formé jako
proenzymy. Aktivovany jsou bud autokatalytickym §té-
penim, nebo jinymi proteasami. Prokaspasa je ve speci-
fickych mistech Asp-X S§tépena, dochazi k odStépeni
CARD, DED domén, rozstépeni malé a velké podjedno-
tky. Malé a velka podjednotka se pak spolecné vazi za
vzniku aktivniho tetrameru 229,

Patologické projevy apoptozy

Studium programované bunécné smrti se stalo
v poslednich letech objektem vyzkumného zajmu, piede-
v§im z dvodi rozpoznani zékladni role, kterou apoptod-
za hraje v normalnim vyvoji organismu a stejné tak
v jeho patofyziologii vedouci k vyvoji mnoha chorob.
Tato onemocnéni je mozné rozdélit do dvou skupin —
onemocnéni s patologickou inhibici apoptézy a onemoc-
néni s patologickou indukei apoptozy '©.

Do prvni skupiny zafazujeme onemocnéni, ve kterych
je apoptéza potlacena (tab. 2). Dochazi tak k nekontrolo-
vanému bujeni bun¢k a nedostatecnému odstraiiovani
starych, nepotiebnych nebo poskozenych bunék. Mezi
onemocnéni s patologickou inhibici apoptdzy patii nddo-
rova onemocnéni (folikuldrni lymfomy, karcinomy
s mutaci genu p53, hormon dependentni nidory, jako
jsou karcinomy mlécné zlazy, prostaty a vajecniku),
autoimunitni choroby (systémovy lupus erythematodes,
nékteré typy glomerulonefritid) a virové infekce (zptso-
bené herpesviry a poxviry) 230,

Tab. 2. Onemocnéni souvisejici s inhibici apoptézy %%

1. nddorova onemocnéni
e folikularni lymfomy
« karcinomy s mutaci genu p53
* hormondlné dependentni nadory (karcinom mlécné Zlazy,
prostaty, vaje¢niku)
* benigni hyperplazie prostaty

2. autoimunitni choroby
* systémovy lupus erythematodes
e autoimunitni glomerulonefritidy

3. virové infekce
* herpesviry
* poxviry

Do druhé skupiny jsou obvykle zarfazovdny nemoci,
u nichZ je apoptéza nadmérnd a vede k poskozeni nor-
malnich orgént a tkéni (tab. 3). S patologickou indukci

—o—

apoptozy souvisi AIDS, neurodegenerativni onemocnéni
(Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, amyo-
troficka lateralni skler6za), myelodysplastické syndromy
(aplastickd anémie) a ischemickd poSkozeni (infarkt
myokardu, mozkova apoplexie) %39,

Tab. 3. Onemocnéni souvisejici s nadmérnou apoptézou 2% 3%

1. AIDS
2. neurodegenerativni onemocnéni
* Alzheimerova choroba
* Parkinsonova choroba
» amyotroficka lateralni skleréza

3. myelodysplasticky syndrom
* aplastickd anémie

4. ischemické poskozeni
« infarkt myokardu
* mozkova apoplexie

Induktory apoptozy

U latek, které pusobi jako aktivatory apoptdzy, se
predpoklada vyuziti k 1é¢bé onemocnéni, v jejichZ pato-
genezi se uplatiiuje nedostatecné apoptoza.

Do skupiny léCiv schopnych indukovat apoptozu je
mozné zatradit gamcitabin **3%, thalidomid *>, doxorubi-
cin % 377 erektikum sildenafil *. U nékterych latek
schopnych indukovat apopt6zu neni dosud zndmo, jakym
mechanismem tento proces probihd. Jedna se pravdépo-
dobné o aktivaci receptorti nesoucich smrtici domény
(rodina receptord TNF), omezeni tc¢inku bel-2 proteinu
anebo aktivaci kaspas 3. P¥i pouZiti t&chto latek je vak
dalezité a zadouci, aby jejich pusobeni bylo zamétené
cilené na patologické builky a nedochézelo k farmakolo-
gickému vyvolani chorob s neZadouci indukci apoptdzy.

U nékterych jiz bézné uzivanych 1é¢iv byl podrobnéji
zkouman mechanismus d¢inku na molekularni drovni
a bylo zjisténo, Ze na jejich pisobeni se podili indukce
apoptozy, jak je tomu napiiklad u protinddorového pak-
litaxelu a antagonistii o, receptorli, uZivanych v 1é¢bé
benigni hyperplazie prostaty. Tato 1é¢iva indukuji apo-
ptézu ptimo v nddorovych burikach, resp. u hyperplastic-
kych bunék prostaty.

Inhibitory apoptozy

Do této skupiny jsou zafazovany latky schopné inhi-
bovat apoptdzu. Prozatim nejsou zavedena do praxe, ale
pfedstavuji potencidlni farmaka 1é¢by nemoci, u kterych
je apoptdza neregulovatelnd nebo nadmérna (napt. AIDS,
neurodegenerativni choroby, ischemické poSkozeni
bunék).

Mezi malé molekuly, které nemaji peptidovou strukturu
a vykazuji inhibi¢ni G¢inek na apoptézu, patii napt. oxid
dusnaty, zine¢naté ionty, chinony a dithiokarbamaty 7.

Problémem vyuziti latek inhibujicich apoptozu je
jejich nejen terapeutické, ale i patologické pusobeni
v procesech navozeni prekancerogennich stavil. Proto
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role antiapoptickych 1é¢iv u neurodegenerativnich cho- byl studovén vliv slou¢enin ze skupiny stobadinovych 4
rob musi byt nejprve detailnéji prozkoumana *V. Mezi  a purinovych derivati na aktivitu kaspasy 1 dcastnici se
potencialni 1é¢iva tohoto druhu s piedpokladanou inhibi-  celé fady patologickych stavi 2429,

ci apoptézy, a to nejcastéji mechanismem inhibice
kaspas, mohou byt zafazeny naptiklad pralnakasan 4> 4%
a pralnaskan *Y, ale ne u vSech je mechanismus inhibice
apoptézy znam. V patogenezi neurodegenerativnich cho-

RIS POKUSNA CAST
rob hraje tstfedni roli kaspasa 3.
. D/osud popsanevlatky 'ovhv'nu_]101 apoptgzu, zvlaste ni- o ikdlie
ciaci kaspas (napf. thalidomid, leflunomid, bortezomib)
nebo inhibici kaspas (minocyklin, memantin i adeninové Ethylendiaminotetraoctové kyselina 99,5 % (EDTA), 4-(2-
nebo jiné purinové derivéty), jsou strukturalné odliSné.  -hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina 99,5 %

Ovlivnéni aktivity kaspas je atraktivnim polem pro tera-  (HEPES), dithiothreitol 99 % (DTT) (Aldrich), ethanol pro UV,
peutické ovlivnéni mnoha onemocnéni, souvisejicich ~ glycerol p. a. (Lachema), HEPES sodna siil 99 % (Fluka), chlo-
s apoptézou a nékterymi zan&tlivymi nemocemi. V praci rid sodny p. a., kyselina chlorovodikova 35 % p. a. (ML che-
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Obr. 1. Chemické struktury testovanych latek
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mica), polyethylen glykol p-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)fenylet-
her pro molekularni biologii (TRITON® X-100), rekombinant-
ni lidskd kaspasa 1 z E. coli, specificky substrat pro kaspasu
1 Ac-YVAD-pNA (Calbiochem).

Pristroje

Spektofotometr HELIOS { (ThermoSpectronic), Vortex
Nabhita (Auxilab).

Metodika

Metodika prace se sklddala z pfiprav tlumivého roztoku
HEPES, roztoku substratu, enzymového preparatu kaspasy 1
a roztoku efektorti vzdy vcas spotieby a z vlastni metodiky sta-
noveni biologické aktivity.

Tlumivy roztok HEPES — 0,01 mol.l', pH 7,4

Slozeni: 0,01 mol.I'" HEPES kyselina; 0,01 mol.I"" HEPES
sodna sul; 50 mmol.I'' NaCl; 10 mmol.I'" DTT; 1 mmol.l"!
EDTA; 5 % glycerol; 0,1 % TRITON® X-100.

Priprava

V destilované vodé bylo rozpusténo pfislusné mnozstvi
HEPES kyseliny, HEPES sodné soli, NaCl, glycerolu
a TRITONu® X-100, aby bylo dosaZzeno pozadované koncen-
trace kazdé slozky a byla upravena hodnota pH pufru na 7.4.
DTT a EDTA byly pfidany do roztoku aZ pfed pouZitim, aby se
zamezilo Zloutnuti roztoku *°,

Priprava roztoku substrdtu

5 mg specifického substratu pro kaspasu 1 (Mr 628,6) bylo
rozpusténo ve 100 ul DMSO a bylo pridano 0,7 ml pufru
HEPES. Vzniklych 800 ul roztoku bylo rozdéleno po 100 ul na
8 dilt (koncentrace 10 mmol.I"") a kazdy z dila byl déle nafe-
dén pfidanim 400 ul pufru HEPES. Vznikly roztoky substratu
0 objemu 500 ul a koncentraci 2 mmol.1"!49.

Priprava enzymového prepardtu z kaspasy 1

Komer¢né dodané mnozstvi enzymu (300 ul ve formé roz-
toku s aktivitou 3000 U) bylo rozdéleno na 5 ¢asti po 60 ul,
kazda z casti byla zfedéna pufrem HEPES na objem 300 ul
(600 U) #0.

Priprava roztokii efektorii

Ptislusné mnoZstvi testovanych sloucenin bylo rozpusténo
v 500 wl DMSO tak, aby vznikly roztoky efektori o koncen-
traci 10 mmol.I"".

Stanovent biologické aktivity

Pro stanoveni biologické aktivity bylo pipetovano pfislusné
mnozstvi HEPES pufru, 30 ul pfipraveného roztoku enzymu
a 20 ul (pro koncentraci efektoru 500 umol.1") resp. 40 ul (pro
koncentraci efektoru 1000 umol.I'") roztoku testované slouce-
niny tak, aby celkovy objem ¢inil 360 ul. Smés byla promicha-
na za pouziti pfistroje Vortex, inkubovana 5 min pfi teploté
37 °C. Nasledné bylo pridano 40 ul substritu a smés byla opét
dikladné promichana. Méfeni absorbance probihalo pfi vlnové
délce 405 nm oproti slepému vzorku v ¢asovych intervalech
10 min po dobu 1 h. Vzorky byly inkubovany béhem méfteni pii
teploté 37 °C. Zpracované vysledky jsou primérem vzdy dvou
paralelnich méfeni. Naméfené hodnoty absorbance odectené
v desetiminutovych intervalech byly vyneseny do grafu vici

—o—

Casu a zpracovany linearni regresi. Zména aktivity enzymu byla
vypocitana jako podil absorbance systému s piislusnym efekto-
rem k absorbanci systému bez efektoru a vyjadfena v procen-
tech.

VYSLEDKY A DISKUZE

Piisobeni kaspasy 1 vede k uvoliiovani p-nitroanilinu
z enzymového substratu, uvolnény p-nitroanilin byl sta-

o /
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o
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4 bez inhibitoru
A 500 umol/l
@ 1000 umol/l

Graf 1. Stanoveni inhibi¢ni aktivity slouceniny I1I na
aktivitu kaspasy 1 — zdvislost namérenych hodnot absorbance
(405 nm) vuci ¢asu

90 %
80 %
70 %
60 %
50 %
40 %
30 %
20 %
10 %
0% -

.

1000 mol/I

bez inhibitoru 500 mol/I

[Jinhibice (%)
M aktivita (%)

Graf 2. Stanoveni inhibi¢niho piisobeni slouceniny 111
v koncentracich 500 umol.l'" a 1000 wmol.l' na aktivitu
kaspasy 1 po 60 min

noven spektrofotometricky. Nejvyssi hodnota absorban-
ce byla zjiSténa ve vzorcich bez pfitomnosti efektori.
Pfidani efektord vedlo k poklesu hodnot absorbance
svéd¢ici o inhibiénim ptisobeni testovanych sloucenin na
aktivitu kaspasy 1. Hodnoty absorbance byly béhem
méfeni odecitany v intervalu 10 min po celkovou dobu 1
h, kdy je enzymaticka reakce linearni.
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Graf 3. Srovnani inhibiéniho piisobeni sloucenin I-IX
v koncentraci 1000 umol.l"! na aktivitu kaspasy 1 po 60 min

Naméfené hodnoty absorbance byly vyneseny na
Casové ose (graf 1) a byly vypocitany procenta inhibice
aktivity enzymatické reakce pro jednotlivé koncentrace
efektorti po case 60 min (graf 2). Z grafu 2 vyplyva, Ze
inhibi¢ni ucinek vzrlstd v koncentracni zdavislosti
s mnozstvim pouZzitych testovanych sloucenin. Nejvyssi
inhibi¢ni aktivitu (graf 3) ve skupiné studovanych efek-
torti vykazaly stobadinové derivaty (I-V) (obr. 1), pfi-
¢emz nejsilnéjsi inhibicni aktivita v koncentraci efektoru
1000 wmol.I'! byla nalezena u slouceniny III, u které
dosahla 82,6 %, slouceniny IV (75,6 %) a sloucCeniny II
(62,8 %). Uvedené stobadinové derivaty spojuje struktu-
ralni vztah, substituent stobadinového skeletu obsahuje
bezprostiedné za karbonylovou skupinou alespoil dvouu-
hlikaty necyklicky alkylovy, popt. alkenylovy fetézec.

Inhibi¢ni aktivita purinovych sloucenin (VI-IX) (obr.
1) je niz8i a v koncentraci 1000 wmol.l"! dosahuje maxi-
malné 35 % v pfipad¢ latky VI. Vzijemny vztah mezi
aktivitou a chemickou strukturou nelze pro nizky pocet
studovanych sloucenin prozatim navrhnout.
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SOUHRN

Antioxidac¢ni aktivita tinktur pripravenych z hlohovych ploda a nati srde¢niku

Cilem préace bylo stanovit a porovnat antioxida¢ni aktivitu dvou tinktur a vybranych flavonoid
ptitomnych v tinkturdch. Tinktury byly pfipraveny z hlohovych plodi a nati srde¢niku. Skupina
vybranych flavonoidi zahrnovala rutin, kvercetin, hyperozid, epikatechin a procyanidin B2.
Ke stanoveni antioxidacni aktivity slouzily dvé metody: Byla méfena inhibice peroxynitritem
indukované nitrace tyrosinu a schopnost zhaset radikaly byla sledovdana pomoci stabilniho radi-
kalu 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH). Obé zkoumané tinktury byly schopné zhaset radika-
ly a reaktivni formy kysliku a dusiku. U&inné&j3i byla tinktura z nati srde¢niku, aviak neprokazal
se pfimy vliv fenolickych slouc¢enin na rozsah antioxidacni aktivity. Celkovy obsah polyfenoll
byl v tinktufe z nati srdecniku o 163 % VvéEtsi, presto antiperoxynitritova aktivita byla vyssi jen
019 % (p < 0,05), a schopnost redukce DPPH se u obou tinktur liila minimédlné. Z jednotlivych
flavonoidu se nejvice na antioxidac¢ni aktivité podilely latky, pfitomné v tinkturdch ve vysSich
koncentracich. V tinktufe z hlohovych plodu to byly epikatechin a hyperozid, kdeZto v tinktuie
z nati srde¢niku rutin.

Klicova slova: Crataegi fructus — Leonuri herba — tinktury — flavonoidy — antioxidaéni aktivita

Ces. slov. Farm., 2008; 57, 35-38

SUMMARY

Antioxidant activity of tinctures prepared from hawthorn fruits and motherwort herb

The paper aimed to determine and compare the antioxidant activity of two tinctures and selected
flavonoids present in the tinctures. The tinctures were prepared from hawthorn fruits and
motherwort herb. The group of selected flavonoids included rutin, quercetin, hyperosid,
epicatechine, and procyanidin B2. Two methods were employed to determine antioxidant activities:
the inhibition of peroxynitrite-induced nitration of tyrosine was measured, and the ability to quench
radicals was examined by of the stable radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Both
tinctures under study were able to quench radicals and reactive forms of oxygen and nitrogen. The
motherwort herb tincture was more effective, but no direct effect of phenolic compounds on the
extent of antioxidant activity was demonstrated. The total content of polyphenols in the motherwort
herb tincture was higher by 163 %, nevertheless antiperoxynitrite activity was higher just by 19 %
(p < 0.05), and the ability to reduce DPPH differed in both tinctures in a minimal manner. Of the
individual flavonoids, the substances present in the tinctures in higher concentrations contributed
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