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1. Uvod

Nitrované mastné kyseliny (nitro-MK) predstavuji
jednu z forem vz4jemného propojeni signalnich drah dvou
skupin vyznamnych regulatorti bunéénych funkci: eikosa-
noidd, vznikajicich oxida¢nimi pfeménami nenasycenych
mastnych kyselin, a reaktivnich forem dusiku (reactive
nitrogen species, RNS) odvozenych od oxidu dusnatého
(NO). Nitro-MK byly popsany v 90. letech v experimen-
tech in vitro jako vedlejSi produkty reakci RNS
s radikalovymi meziprodukty oxidace mastnych kyselin
v membranovych lipidech, vyvolanych pisobenim reaktiv-
nich forem kysliku (reactive oxygen species, ROS)'™.
Dalsi vyzkumy prokazaly, ze vzajemné interakce RNS a
oxidovanych mastnych kyselin mohou mit zasadni vyznam
pfi regulaci prooxidacnich i antioxida¢nich pochodli pfi
imunitni odpovédi a rozvoji zan&tlivych procest™°. Zasad-
ni pokrok znamenaly publikace prokazujici vlastni vy-
znamné biologické Gginky nitro-MK '™ a navazujici studie
potvrzujici vznik a vyskyt nitro-MK in vivo v biologicky
relevantnich koncentracich'®'?. Sougasné poznatky potvr-
zuji, Ze nitro-MK nejsou pouhymi biomarkery nitrosacniho
stresu, pro ktery je charakteristickd nadmérna produkce
reaktivnich forem dusiku a kysliku, ale ze patii mezi dule-
zité signalni molekuly tvofené v ramci bunécnych odpove-
di na oxidativni a zanétlivé procesy a zapojené do antioxi-
dacnich signalnich drah'?. Tyto latky byly prozatim inten-
zivné zkoumany u ¢loveka a zivocichd, u nichz byly naleze-
ny v télnich tekutinach a nékterych tkanich zejména nitrode-
rivaty kyseliny olejové, linolové a arachidonové'*".
O vzniku a funkei téchto latek v jinych typech organismil
vSak zatim zadné zpravy publikovany nebyly.
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Obr. 1. Pfehled nejvyznamnéjSich zastupci nitrovanych mastnych kyselin
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2. Struktura nitrovanych mastnych kyselin

Nitro-MK vznikaji vnesenim nitroskupiny do moleku-
ly mastné kyseliny substituci na jednom z uhliki nenasy-
cenych vazeb za vzniku typické nitroalkenové struktury
(obr. 1). Pocet nenasycenych vazeb v molekule mastné
kyseliny tak udava pocet moznych isomert pfislusnych
mononitroderivati. Zatimco v piipadé kyseliny olejové je
popsan vyskyt dvou isomerd, tj. 9- a 10-nitro-9-okta-
decenova kyselina, nitraci kys. linolové nebo arachidonové
m%hou vzniknout celkem 4, ptipadné€ 8 polohovych isome-
ra”.

Kromé nejhojnéji se vyskytujici kys. nitroolejové
a nitrolinolové byly popsany také nitroderivaty kys. linole-
nové a eikosapentanové. V lipoproteinech lidské plasmy
byly nalezeny a charakterizovany nitroderivaty choleste-
ryllinolatu''. Vedle mononitroderivati mastnych kyselin
byl popsan také vyskyt pfibuznych nitrohydroxy- a nitroal-
lylovych derivatt, jejichz biologické vlastnosti a ucinky
viak nejsou zatim prozkoumany'*%.

Mastné kyseliny se v biologickych systémech obecné
vyskytuji ve volné ¢i esterifikované formé. O vyskytu
a metabolismu nitro-MK v jejich esterifikované formé, tj.
vazanych v membranovych lipidech, neni také doposud
prakticky nic zndmo. Pfedpoklada se, ze esterifikace nitro-
MK do molekul lipidd mize byt formou jejich stabilizace
a tvorby rezervoaru nitro-MK v hydrofobnim prostredi
membran, odkud mohou byt opét uvolnény piisobeni enzy-
mu esteras a fosfolipas'”.

3. Mechanismy vzniku nitrovanych mastnych
Kyselin

Zatimco v experimentalnich podminkach in vitro byla
popsana cela fada postupti piipravy nitro-MK?, nejsou
drahy biosyntézy nitro-MK zatim zcela objasnény'>'**2%,
Na zéklad¢ znalosti reakénich mechanismil nitracnich re-
akci lze predpokladat existenci zejména dvou cest vzniku
nitro-MK (cit.*?): (1) reakei radikalu NO s peroxylovym
radikdlem vznikajicim pfi oxidaci nenasycenych mastnych
kyselin a (2) reakci reaktivnich forem dusiku s nenasyce-
nymi mastnymi kyselinami.

3.1. Reakce NO s produkty oxidace mastnych
kyselin

Nitrace lipidi radikdlem NO probiha v zavislosti na
koncentraci NO, koncentraci ROS, pfitomnosti antioxidan-
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Obr. 2. Schematické znazornéni vzniku nitrovanych mastnych
kyselin. A. Mastna kyselina se ptisobenim NO, pfeménuje na
radikal B. Reakce radikalu B s O, poskytuje peroxyradikél a na-
sledné hydroperoxidy (C), nebo radikal B reaguje s dalsim NO, za
vzn]ilku konjugovanych nitroslouc¢eniny (D) (upraveno podle
cit.')

th a lapaci radikald, tj. latek se schopnosti reagovat s NO
a ROS v konkuren¢nich reakcich. Pfi nitracnich reakcich
jsou spotiebovany 2 molekuly NO na jeden lipidovy radi-
kal (ROO®). V prtipadé¢ nitrace kyseliny linolové reaguje
peroxylovy radikal LOO® s jednou molekulou NO za
vzniku peroxynitritového meziproduktu LOONO, ktery
se dale pfeméiuje na tzv. ,klickovy* radikdlovy mezi-
produkt LO**NO, (obr. 2). Druha molekula NO poté rea-
guje s alkoxylovym radikdlem LO’za vzniku kyseliny nit-
rolinolové nebo riiznych epoxyderivati®.

3.2. Nitrace mastnych kyselin reaktivnimi formami
dusiku

Nitrace mastnych kyselin se potencidlné miZze tcast-
nit fada reaktivnich forem dusiku, jako jsou oxid dusicity
(NO,), peroxydusitan (ONOO7), kys. dusita (HNO,)
a nitrosylovy kation (NO,") (cit.”®). NO, reaguje piimo
s mastnymi kyselinami v lipidech membran a lipoprotei-
nech. Nitra¢ni mechanismus je zahajen dehydrogenaci na
allylovém uhliku za vzniku kyseliny dusité a rezonancné
stabilizovaného allylového radikalu lipidu. Tento radikal
poté reaguje s molekularnim kyslikem za vzniku peroxylo-
vého radikalu, nebo s dalsi molekulou NO, za vzniku Siro-
kého spektra nitrovanych produkti.
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Obr. 3. Nitrace mastnych kyselin mechanismem elektrofilni adice (upraveno podle cit.'")
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Obdobné nitrované slouc¢eniny mohou vzniknout nit-
raci nenasycenych mastnych kyselin za pfitomnosti dusita-
nu v kyselém prostiedi (obr. 3). Tato kysele katalyzovana
nitrace adici nitrosylového kationtu NO," probiha u Zivodi-
chii v prostiedi s nizkou hodnotou pH, napf. v Zaludku
(cit.'"'?). Specifické enzymy Zivogisnych bunék jako napf.
myeloperoxidasa, mohou také katalyzovat pfeménu dusita-
nu na silné nitra¢ni ¢inidlo NO,.

4. Vlastnosti nitrovanych mastnych Kkyselin
in vivo

4.1. Vyskyt nitrovanych mastnych kyselin

Volna kyselina nitrolinolova (LNO,) se vyskytuje
v krvi, ve formé esterd ji 1ze nalézt v lipoproteinech krevni
plasmy a membrané ¢ervenych krvinek. Pfitomnost kyseli-
ny nitroolejové (OA-NO,) byla obdobné zjisténa v krevni
plasmé, Cervenych krvinkach a v moéi (tab. 1, cit.').
V krvi je koncentrace OA-NO, asi 0 50 % vy$si nez kon-
centrace LNO,.

Odhaduje se, ze pfiblizné 80 % LNO; se v organismu
zivoCichl vyskytuje v esterifikované formé¢. Hlavni roli
v regulaci uvolnovani volné LNO, z lipid hraji enzymy
lipasa a fosfolipasa'”. Pii zprostiedkovani bunéénych sig-
nalnich dé€ji mtze byt LNO, uvolnéna z membrany fosfo-
lipasou A,.

4.2. Stabilita a reaktivita

Je znamo, Ze syntetické nitro MK jsou vyrazné stabi-
membranu. Dikazem toho je inhibice rozkladu LNO,
v prostiedi n-oktanolu v lipidové dvojvrstvé liposomtl.
Z toho lze usoudit, ze hydrofobni prostfedi bunécnych
membran a lipoproteinti mtize slouZit jako rezerva nitro-
MK a znich piipadné uvolnéného NO (cit.®). Stabilita
nitro-MK v lipofilnim prostfedi oproti vodnému reprezen-

tuje hydrofobni ,,prepinac, ktery vyznamnym zplsobem

Tabulka I
Koncentrace kyselin nitrolejové a nitrolinolové v télnich
tekutinach &lovéka (upraveno podle cit.'®).

Zdroj Forma Nitroolejova  Nitrolinolova
[nM] [nM]
Plasma volna 619 + 52 79+ 35
esterifikovana 302 + 369 550 £ 275
celkem 921 +£421 630 £ 240
Cervené volna 59+11 50+ 17
krvinky
esterifikovana 155 £ 65 199 + 121
celkem 214+ 76 249 £ 104
Mo¢ 5,40 £52 2,28 £0,84
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Obr. 4. Reakéni mechanismy rozkladu nitrovanych mastnych
kyselin ve vodném prostiedi. Nitroderivaty mastnych kyselin
(A) mohou isomerovat na nitritoderivaty (B), které jsou dale
redll.llkovény (C) nebo homolyticky §tépeny (D) (upraveno podle
cit.)

kontroluje biologickou aktivitu nitro-MK. Rozdéleni
LNO; mezi rizné bunééné ¢asti je tizeno rozdélovaci kon-
stantou K ~ 1500 pro hydrofobni prostiedi*®.

Vodné prostfedi naopak rozklad nitrovanych lipidi
urychluje, kyselina nitrolinolova se rozkladd ve vodném
prostfedi za sou¢asného uvolnéni NO (cit.*”). Mechanis-
mus uvolnéni NO ze sloucenin jako jsou organické nitraty
a nitrity in vivo neni stale pfesn¢ objasnén a pravdépodob-
né¢ probihd v riznych podminkach riznymi zptsoby.
V souvislosti s chemickou reaktivitou nitroalkanli bylo
objasnéno, jak mohou nitrované mastné kyseliny slouzit
k prenosu signalu NO (cit.”). Rozklad nitro-MK je spojen
s isomerizaci nitroalkenu na odpovidajici nitritoderivaty
(obr. 4). Nasledné homolytické Stépeni nebo redukce vede
k uvolnéni molekuly radikalu NO. Za podminek homoly-
tického Stépeni budou soucasné€ vznikat také lipidové radi-
kaly. Bylo pozorovéano, ze 9-nitrolinolova kyselina podlé-
ha ve vodném prostfedi rozkladu daleko vyssi rychlosti
nez jeji isomer kys. 10-nitrolinolova, pravdépodobné
v souvislosti s vyss$i kapacitou 9-isomeru odstépovat vodik
jako nasledek vyssi stability pentadienylového radikalu pii
poloze nitroskupiny na terminélnim uhliku®®

Nitroskupina je v disledku vysoké elektronegativity
jednim z nejsilngjsich elektronovych akceptorti. Reakcei
nitroskupiny s alkenem ziskava vysledny nitroalken elek-
trofilni vlastnosti, které vyznamné podporuji jeho potenci-
4lni reakci s nukleofily v Michaelové adi¢ni reakci®?.
Nitrované mastné kyseliny mohou reagovat s bunecnyml
nukleofily, jako jsou thiolové skupiny proteinti a peptidu
glutathionu. Nukleofil, napt. thiolat, atakuje B-uhlik dvoj-
né vazby nitroalkenu za vzniku nitroalkylderivatu proteinu
(obr. 5).
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Obr. 5. Schéma reakce nitrovanych mastnych kyselin s nukleofily

Tato reakce predstavuje reverzibilni kovalentni modi-
fikaci proteinll a enzymi s vyraznym vlivem na jejich
strukturu a funkci. Produkty reakci nitrovanych mastnych
kyselin s proteiny nebo s glutathionem byly detegovany
v lidském organismu®. ProtoZe intracelularni koncentrace
redukovaného glutationu je vysokd, faddové milimolérni,
bude se na n¢j vazat vétsina pritomnych nitroalkend. Kon-
jugat LNO,-GSH je transportovan ven z bunky prenaseco-
vym proteinem spojenym s mnohocetnou lékovou re-
zistenci. Konjugace s GSH hraje tedy klicovou roli pfi
zprostiedkovani biologické aktivity kys. nitrolinolové™.
Neddvnad metabolomickd studie ukézala, Ze vyznamny
podil kys. nitrolejové podané nitrozilné mysim byl reverzi-
biln¢ konjugovan s glutathionem a Ze nitrované mastné
kyseliny jsou metabolizované prevazné cestou hydratace
dvojné vazby a B-oxidaci probihajici az po uhlik s navaza-
nou nitroskupinou®'.

Modifikace proteinli nitroalkenaci vede obecné
k vyznamnému zvySeni hydrofobicity proteinu. Napf.
u enzymu glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy bylo zjis-
téno, Ze nitroalkenace vede k jeho inhibici a soucasné
k relokalizaci z cytoplasmy do bunééné membrany™>.

4.3. Biologické ucinky

Nitroderivaty mastnych kyselin tvofi skupinu endo-
gennich signalnich mediatort, jejichz biologické ucinky
jsou zalozeny zejména na tfech hlavnich mechanismech:
uvolnéni molekuly NO, adi¢ni reakce s nukleofilnimi sku-
pinami peptidi a proteinti a schopnost puisobit jako ligandy
receptort proliferace peroxisomda.

V lidském cévnim systému predstavuji nitro-MK
jednu ze skupin latek, které jsou povazovény za tzv. biolo-
gicky aktivnimi formy NO schopné za urcitych podminek
NO zpét uvoliiovat. Nitro-MK v lipidech membrén a lipo-
proteinii mohou, podobné¢ jako latky ze skupiny nitrosothi-
old, prendset signalni 0cinek NO na vétsi vzdalenosti
a podilet se tak napf. na regulaci signalnich cest pfi vzniku
a rozvoji zanétt?'. Z dosavadnich studii in vivo vyplyva, ze
ucinky nitro-MK souvisejici s uvolnénim NO jsou obecné
ve srovnani s ostatnimi mechanismy Ucinkd spiSe méné
vyznamné'!. Bylo popsano, Ze G&inky kys. nitrolinolové,
vyznamného zéstupce nitro-MK, mohou souviset se sig-
nalnimi drahami zavislymi i nezavislymi na cyklickém
guanosinmonofosfatu (¢cGMP). Nitrolinolat indukuje rela-
xaci hladkych svalovych bunék ¢cGMP-zavislym mecha-
nismem'?. NO uvolnény z molekuly LNO, se vaze do ak-
tivniho mista enzymu guanylatcyklasy, jehoz zvySena
aktivita vede ke zvyseni vnitrobunééné koncentrace cGMP
a nasledné k relaxaci hladkého svalstva cév.
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4.3.1. Nitrované mastné kyseliny jsou ligandy receptorii
aktivovanych proliferatory peroxisomii

Peroxisomy jsou bunécné organely, produkujici
a uvoliujici reaktivni formy kysliku a oxid dusnaty, které
hraji vyznamnou roli pfi vnitrobun&éné signalizaci® . Tzv.
proliferace peroxisomi miize byt vyvolana mnoha struk-
turné odliSnymi slouc¢eninami a je obecné spojena s meta-
bolismem lipidd v peroxisomech®. Peroxisomalni prolife-
ratory aktivuji skupinu transkripénich faktori, spole¢né
znamych jako receptory aktivované proliferatory peroxiso-
mu (PPARs) a patticich do superrodiny jadernych recepto-
ri. Aktivované PPARs stimuluji expresi fady gent, napf.
genl enzymu metabolické drahy B-oxidace mastnych ky-
selin v peroxisomech®’. Skupina PPARs zahrnuje isoformy
PPAR a, B a7y. O receptoru PPARY je znamo, Ze se ucast-
ni regulace metabolismu lipidd, diferenciace adipocyt
a homeostazy glukosy”®*’. Nové poznatky ukazuji, Ze kro-
mé adipocytl je PPARY vysoce exprimovan v epitelidlnich
bunkach tlustého stfeva a ze hraje dilezitou roli v rozvoji
zénétlivych a rakovinotvornych procesi’®. Mezi syntetické
ligandy patii rosiglitazon a ciglitazon, latky ze skupiny
thiazolidindionovych 1¢kii pouzivané pii 1é¢b¢ diabetu™.
Jako endogenni ligandy receptoru PPARY in vivo byly jiz
diive popsany latky, jako jsou lysofosfatidové kyseliny
(16:0 a 18:1), 15-deoxy-A'>"*-prostaglandin J, a azelaoyl-
fosfocholin, ty se vSak v organismech Zivocichii nevysky-
tuji v biologicky relevantnich koncentracich. Kys. nitroli-
nolova byla popsana jako nejsiln€j$i znamy ligand PPARYy,
ucinny jiz v submikromolarnich koncentracich®, ligandem
receptoru je také kyselina nitroolejova, ktera je oproti
LNO, stabiln&jsi ve vodném prostiedi'®. Nedavno zveiejné-
na studie rentgenové analyzy krystalil proteinu s navazanym
ligandem LNO, umoznila lépe popsat mechanismus vazby
nitroalkenu do vazebné domény receptoru®’.

4.3.2. Protizanétlivé ucinky nitrovanych mastnych kyselin
Rozvoj zanétlivych procest je spojen s nadmérnou
produkci ROS nebo vycerpanim intracelularnich antioxi-
dantli, coz vede k nerovnovaze v redoxnim stavu bunky
a oxidativnim modifikacim bunéénych komponent. Pro-
dukty metabolismu hemu jsou soucasti ochrannych systé-
mu proti oxidativnimu stresu diky jejich schopnosti lapat
ROS. Degradaci hemu katalyzuje enzym hemooxygenasa
(HO, EC 1.14.99.3), ktery rozklada hem na biliverdin za
soucasného uvolnéni oxidu uhelnatého a zeleza. Biliverdin
je nasledné biliverdinreduktasou (EC 1.3.1.24) pfeménén
na bilirubin®®. Metabolismus hemu je také dilezity ve
vztahu k syntéze proteinti obsahujicich hem, katalasy (EC
1.11.1.6) a cytochromu P450 (cit.*). Bylo zjisténo, Ze kys.
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nitrolinolova indukuje expresi isoformy HO-1 a je tedy
soucasti signalnich drah potlacujici zanétlivé odpovédi.
Nasledna studie ukazala, Ze indukce exprese isoformy HO-1
je také ovliviiovana PPARY, coz ukazuje na dal$i vyznam-
né zapojeni nitrovanych mastnych kyselin v proti-
zanétlivych odpovédich prostfednictvim jejich schopnosti
pusobit jako ligandy PPAR receptora®®*°.

Ugast hlavnich zastupcd nitrovanych mastnych kyse-
lin, kys. nitroolejové a nitrolinolové, byla dale prokdzéna
na fad¢ experimentalnich modeld. Nitro-MK inhibuji se-
kreci cytokininii z makrofighi”® a shlukovéni krevnich
desticek’. Tyto latky maji také silné inhibi¢ni uginky na
produkci superoxidu, degranulaci a expresi integrinu
v lidskych neutrofilech® a na indukci NO syntasy
v makrofazich*'. Nitroolejova kyselina vykazuje protektiv-
ni vlastnosti pfi ischemickém a reperfuznim poskozeni
ledvin in vivo u krys*. Kys. nitroolejové je silnym inhibi-
torem xanthinoxidoreduktasy, coz mize vést k vyraznému
snizena produkce ROS xanthinoxidasou in vivo
v zanétlivych loziscich®. Byla pozorovana také inhibice
zanétu indukovaného faktorem nddorové nekrézy v kultute
endotelovych bungk vén lidského pupecniku® a represe
prozanétlivych odpovédi na bakteridlni lipopolysacharid
v makrofazich®.

5. Zavér

Nitrované mastné kyseliny pfedstavuji novou skupinu
signalnich molekul, ve které se prolinaji signalni drhy
oxidovanych lipiddi a oxidu dusnatého. Prestoze
v soucasnosti mame k dispozici fadu poznatkil o biosynté-
ze, metabolismu a signalnich drahach nitro-MK u zivoci-
chi, zlstava v fadé pfipadi pfesny mechanismus na mole-
kularni Grovni pouze omezen¢ objasnén. Aktualni vysled-
ky naznacuji, Ze pro spravné pochopeni fyziologické ulohy
nitrovanych mastnych kyselin bude také potieba vypraco-
vat a rutinné pouZzivat robustni a spolehlivé analytické
metody stanoveni jejich obsahu v biologickych vzorcich.
Prozatim nezodpovézenou otazkou zilstava, zda podobné
latky vznikaji a maji biologické funkce i v jinych typech
organismil kromé Zzivo€ichd.

Tato prace byla podporena prostiedky vyzkumnym
Zameru MSM 6198959215 a programem Kontakt
ME08048.

Seznam zkratek

cGMP cyklicky guanosin-3’,5’-monofosfat

GSH redukovany glutathion

LNO, kyselina nitrolinolova

nitro-MK nitrované mastné kyseliny

NO oxid dusnaty

NOS synthasa oxidu dusnatého

OA-NO, kyselina nitroolejova

PPAR receptor aktivovany proliferatory peroxisomu
ROS reaktivni formy kysliku; XOD, xanthinoxidasa
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Nitrated Fatty Acids — New Class of Signalling Mole-
cules

Nitrated lipids and fatty acids have recently emerged
as a new class of signalling molecules in homeostasis
regulation and in anti-inflammatory pathways in animals.
This review summarizes the current knowledge and under-
standing of molecular mechanisms of their biosynthesis
and signalling functions in animal cells. Nitrated fatty
acids (NFA) represent a convergence of signalling path-
ways of oxidized lipids and nitric oxide (NO). Nitration of
fatty acids in vivo occurs either by the reaction of NO with
lipid radicals or by the attack of reactive nitrogen species
on intermediates of lipid oxidation with reactive oxygen
species. NFA are highly stable in hydrophobic membrane
lipids, which can serve as their reservoir. Biological func-
tions of NFA could be derived from their decomposition
producing NO. Due to their high reactivity with cell nu-
cleophiles such as protein thiols, protein nitroalkenylation
occurs, which considerably affects protein structure and
activity. NFA are also endogenous ligands of peroxisome
proliferator-activated receptors. Thus they are involved in
the signalling pathways of this receptor in glucose homeo-
stasis and adipocyte proliferation. NFA were also identi-
fied as mediators of anti-inflammatory signalling through
their suppressive action on inflammatory stimuli. Despite
recent advances in research on NFA, our understanding of
signalling pathways and metabolism of NFA in vivo is still
limited. Current research is focused on NFA as endoge-
nous ligands and activators of peroxisome proliferator-
activated receptor.



