10 Respiracni retézec, reaktivni form_

Respiraéni retézec je vice méné sled oxidacné-redukcénich déja lokalizovanych na vnitini
mitochondrialni membrané, ktery v burice probiha za ucelem zisku energie. V jeho pribéhu jsou
odebirany rGznym latkdm vodiky, které jsou v pribéhu respiracniho fetézce rozStépeny na
protony a elektrony. Elektrony jsou nakonec vyuZity kredukci dikysliku na vodu, protony
vytvareji mezi mitochondridlni matrix a mezimembranovym prostorem chemicky a elektricky
gradient, jehoz energie je vyuZita (predevsim) k syntéze ATP.

NeZ se zacneme zabyvat tim, jak vibec respiracni fetézec funguje, zaméfime se na to, jak
probiha transformace energie v nasem organismu, jakymi zpUsoby vibec mizZe vznikat ATP, kde
se v burice berou redukované kofaktory, podivame se, které enzymové komplexy se respiracniho
retézce Ucastni a pak snad i zvlddneme pochopit, jak to vSechno spolu souvisi.

Zatneme-li hodné zeSiroka, dostaneme se k prvni vété termodynamické, kterd je vyjadfenim

10.1 Transformace energie v burnce

zakona zachovani energie.
AU = AW + AQ

1. véta termodynamicka nam fika, ze pri jakékoliv zméné energie (AU) mlizZeme tuto energii
rozdélit na dvé slozky:

» energii uziteénou/netepelnou (AW; prace)

> energii neuziteénou/tepelnou (AQ; teplo)
Vztahneme-li vySe popsané na lidsky organismus, mizZeme fict, Ze energii pfijimame ve formé
chemické energie Zivin (AU). Takto ziskanou energii nasledné vydavame ve formé prace (AW) a
tepla (AQ).
Prace v nasem téle zahrnuje:

» udrZovani bazalniho metabolismu

> fyzickou aktivitu (svalovou praci apod.)

> tvorbu rezerv (tukl a glykogenu)
Teplo v nasem téle vznikd pfi jednotlivych krocich transformace energie (tj. pfi predavani
energie z jednoho vysokoenergetického systému na jiny). Vyjdéme ze schématu:

METABOLICKE DYCHACI AEROBNI

DEHYDROGENACE RETEZEC Y, FOSFORYLACE
chemicka NADH+H" p;'(r)atgir::]\;y ATP
rgie zivi FADH
energie Zivin DH, pfes VMM

. TEPLO & - TEPLO &

Nejvice energie maji Ziviny. Pfi jejim prenosu mezi jednotlivymi systémy (redukované kofaktory,
protonovy gradient, ATP) se ji vZidy podafi ¢ast zachytit, ale nikdy ne vSechnu — ta ¢ast, kterou se
zachytit nepodafi, se uvolni ve formé tepla.

Uvolnéné teplo ale neni aZ tak neuZite¢né — podili se na udrZovani stalé télesné teploty.
O vzniku nékterych vysokoenergetickych systému jiZ bylo pojedndno v predchozich kapitoldch.

Pro prehlednost a uplnost se se vznikem vsech z nich setkame v dalSich cdstech této kapitoly.
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10. 2 Vznik ATP v burce
ATP je univerzalnim zdrojem energie (v nékterych starSich textech se setkame sterminem
,univerzalni energetické platidlo”, ktery jeho funkci plné vystihuje — burika jim ,,plati” za kazdou
reakci, ktera by samovolné neprobéhla). V burice mize vznikat dvéma hlavnimi zplsoby vzniku:
a) substratovou fosforylaci (jen minimalni mnozstvi ATP)
b) oxidativni fosforylaci® (asi 95% vieho ATP v burice)
Substratova fosforylace

MuZeme se s ni setkat v glykolyze (2 reakce) a citratovém cyklu (1 reakce). ATP vznika tzv. na
Urovni substratu, coZ znamena, Ze se U¢astni téchto reakci jako jeden ze substratd.

V glykolyze se jednd o:

a) preménu 1,3-bisfosfoglycerdtu (smiSeny anhydrid = makroergni sloucenina) na

3-fosfoglycerat

clzoo‘ ADP * cl:o o

CHOH /4 CHOH

CH,0 ® FOSFOGLYCERATKINASA CH,O0 B
1,3-bisfosfoglycerat 3-fosfoglycerat

b) preménu fosfoenolpyruvatu (enolester = makroergni sloucenina) na pyruvat

cl:oo' ADP * cl:oo_
c-o® cC=0
I / |

CH, PYRUVATKINASA CH,
fosfoenolpyruvat pyruvat
V citratovém cyklu se jedna o preménu sukcinyl-CoA na sukcinat (vznikd GTP, které rychle

konvertuje na ATP; viz Citratovy cyklus).

H,C—COOH GDP +P, H,C—COOH
NN |
4 4
H20—C\ H20—C\
S—CoA HS-CoA OH
sukcinyl-CoA sukcinat
Povsimnéme si, Ze v reakcich glykolyzy poskytuje potfebny fosfat a energii pro vznik ATP pfimo
reagujici makroergni latka (1,3-BPG a PEP), zatimco v reakci citratového cyklu vznika ATP z ADP a

anorganického fosfdtu, preména sukcinyl-CoA na sukcinat poskytuje ,, pouze” potfebnou energii.

Oxidativni fosforylace
Probiha na komplexu ATP-synthasy, o kterém bude pojedndno dale v této kapitole.

Mitochondrie jsou pro respiracni fetézec zasadnimi organelami — respiracni fetézec se odehrava
na jejich vnitfni membrané? — a proto je vhodné o nich néco védét. Jeliko? je tento text uréen ke
studiu biochemie a ne histologie, zamétime se na fakty, které jsou dlleZité pro biochemii.

1 Kromé substratové a oxidativni fosforylace existuje je$té samostatné stojici pojem fosforylace, ktery
znamena prenos fosforylové skupiny; obecné: substrat-OH + ATP - produkt-O-P + ADP

© N 2009 Kapitola 10 — Respiracni fetézec, reaktivni formy kysliku, antioxidanty 2



Mitochondrie jsou organely obalené dvéma membranami — vnéjsi a vnitini.
» vnéjsi membrana je hladka a je velmi propustna
» vnitfni membrana:
o je zbrazdéna (vybiha v tubuly nebo kristy)
o osahuje az 80% proteint
o fosfolipidy obsahuje v mensi mire nez vétsina ostatnich membran (nejbéznéjsim
fosfolipidem je, pro mitochondrie typicky, kardiolipin)
o pro vétsinu latek je nepropustna (tato nepropustnost je dileZitd predevsim
v pfipadé protonu!)
Mezi obéma membranami se nachazi mezimembranovy prostor.
Vyznamné je i to, Ze mitochondrie maji svou vlastni cirkuldarni DNA (fikame, Ze se jednd o
semiautonomni organely), ktera kdduje ¢ast mitochondriadlnich protein(, tedy i ¢ast proteinu
dychaciho fetézce. Zbyvajici ¢ast mitochondridlnich proteini je zakddovana v DNA bunky,
pri¢emz ,souziti” mitochondrii a bunék je jiz tak rozsahlé, Ze u nékterych protein(, které maji
vice podjednotek, jsou nékteré podjednotky kddovany mitochondridlni DNA, jiné podjednotky
jadernou DNA a az po svém spojeni mohou vykondvat danou funkci.

10.4 Vznik redukovanych kofaktord _

Redukované kofaktory vznikaji pti oxidaci Zivin (presnéji pfi jejich dehydrogenaci). V nékterych
pfipadech vznikaji vcytosolu, v jinych v mitochondridlni matrix... ty, které vznikaji
v mitochondrialni matrix, jsou ihned dostupné pro dychaci retézec, zatimco ty, které vznikaji
v cytosolu je potreba ,k dychacimu retézci” (tedy do mitochondrie) dopravit.

A) Vznik NADH+H* v matrix mitochondrie

V matrix mitochondrie probihda citratovy cyklus, B-oxidace mastnych kyselin, oxidacni
dekarboxylace 2-oxokyselin, dehydrogenace B-hydroxybutyratu (ketolatka) a dehydrogenacni
deaminace glutamatu. Vsechny tyto déje poskytuji NADH+H"*, pro vétsi prehlednost vyuZijeme
tabulku.

Tabulka 1 - Vznik NADH+H* v matric mitochondrie

Proces Reakce Enzymy (dehydrogenasy)
isocitrat - 2-oxoglutarat isocitratdehydrogenasa
CITRATOVY CYKLUS 2-oxoglutarat - sukcinyl-CoA 2-oxoglutaratdehydrogenasa
malat - oxalacetdt malatdehydrogenasa
OXIDACNI pyruvat - acetyl-CoA pyruvatdehydrogenasa
DEKARBOXYLACE 2-oxoglutarat - sukcinyl-CoA 2-oxoglutaratdehydrogenasa
2-OXOKYSELIN 2-oxokyseliny vzniklé z Val, Leu, lle specifické dehydrogenasy
KETOLATKY B-hydroxybutyrat - acetoacetat hydroxybutyratdehydrogenasa
DYHJEI:;T\SI)"G\EA%:CNI glutamat - 2-oxoglutarat glutamatdehydrogenasa

B) Vznik NADH+H* v cytosolu

V cytosolu probiha glykolyza, glukoneogeneze, pripadné dehydrogenace exogenniho alkoholu
(etanolu), pti které vznikd acetaldehyd (ktery miZe byt nasledné opét dehydrogenovan
enzymem acetaldehyddehydrogenasou za vzniku kyseliny octové).

2 Buriky, které nemaji mitochondrie neprovozuji dychaci Fetézec (napft. erytrocyty ziskavaji energie pouze
anaerobni glykolyzou)

© N 2009 Kapitola 10 — Respiracni fetézec, reaktivni formy kysliku, antioxidanty 3



Tabulka 2 - Vznik NADH+H" v cytosolu

Proces Reakce Enzymy
. . , glyceraldehyd-3-P-
GLYKOLYZA glyceraldehyd-3-P - 1,3-bisP-glycerat o
GLUKONEOGENEZE laktat - pyruvat laktatdehydrogenasa
ethanol - acetaldehyd alkoholdehydrogenasa

DEHYDROGENACE EtOH ,
06 CE EtO acetaldehyd - kyselina octova acetaldehyddehydrogenasa

NADH+H* vzniklé v cytoplazmé je potieba dopravit do mitochondrie. O to se staraji transportni
systémy znamé jako €lunky. Existuji dva hlavni ¢lunkové systémy — élunek aspartat/malatovy a
glycerolfosfatovy.

Aspartat/malatovy ¢lunek — srdce, jatra, ledviny (univerzalni)

MALAT > MALAT
NAD* ) NAD*
MD MD
OXALACETAT OXALACETAT
GLU ~ , 7 GLU
AL b4 o AST
¥ |
2-06 5\ s 2-0G 1
ASPARTAT < e ASPARTAT

V cytoplasmé® mame jeden pool NADH+H*/NAD*, v mitochondridlni matrix mame zcela jiny
pool NADH+H*/NAD* (mezi témito pooly nedochazi k vyméné NAD*, pouze k vyméné vodika!)
Aspartat/malatovy ¢lunek zajistuje prenos dvou vodiki tim, Ze je ,,sebere” NADH+H* v cytosolu a
ve formé malatu je pfenese do matrix. V matrix nastoupi zcela jinda molekula NAD", ktera si
vodiky ,,sebere” z maldtu a vytvofi z néj oxalacetat a ze sebe NADH+H*. Tim byl zajistén pfenos
NADH+H"* (horni polovina schématu zndzornénd cernymi Sipkami).

Nyni je potfeba dostat oxalacetat zpét do cytoplazmy. Proto dochdzi ktransaminaci a
z oxalacetdtu vznika aspartat, ktery prejde pres membrdnu a v cytosolu je opét transaminovan
na oxalacetat. Tim byl zajiStén prfenos oxalacetatu (doini polovina schématu zndzornénd cernymi Sipkami).
Cinnost celého ¢lunku doplfiuje transport 2-oxoglutaratu a glutamatu (barevné sipky). Malat je
z cytoplazmy transportovan antiportem s 2-oxoglutaratem a aspartat je zpét do cytoplazmy
transportovan antiportem s glutamatem. Tento systém antiporti zajistuje kontinudlnost funkce
aspartat/malatového ¢lunku.

3 Poznamka: Ve schématu vynechavame vnéjsi mitochondridlni membranu, kterd je pro dané latky velmi
dobre propustna
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Glycerolfosfatovy clunek — mozek, sval

GLYCEROL-3-P \ @
NAD* < T 7

GPD GPD

NADY) (FAD)

DHAP (a]

Glycerolfosfatovy Clunek je stavény jednoduseji. Vychazi z toho, Ze existuji dvé formy enzymu
GPD (glycerolfosfatdehydrogenasy) — jedna z nich je spojena s NAD*, druha s FAD, pricemz ta
spojend s FAD se nachdazi na vnitini mitochondridlni membrané.

DHAP (dihydroxyacetonfosfat) si ,,utrhne” dva vodiky a z NADH+H* a pfeméni se na glycerol-3-P.
Ten se dostane k mitochondridlni membrdané, potka se s druhou formou enzymu GPD a ta z néj
ziskané dva vodiky odtrhne a preda je pfimo ubichinonu (Q), ktery se tak pfeméni na ubichinol
(QH.). Ubichinol je soucasti elektron-transportniho fetézce, vodiky do néj tedy primo zapoji.

C) Vznik FADH; na vnitini mitochondrialni membrané

Vznik flavinovych redukovanych kofaktor( je sice méné vyznamny nez vznik NADH+H?, ale presto
jej nesmime opomijet. Vznik FADH,, které je mozné vyuzZit v dychacim fetézci, je spojen s vnitini
mitochondridlni membranou.

Flavinové kofaktory jsou na své enzymy napojeny pevné (tvofi prostetickou skupinu), coZ
znamena, Ze je mozné vyuzit v dychacim fetézci jen ty FADH,, které vznikly pfimo na vnitini
mitochondridlni membrané (enzymy, na které jsou napojeny, jsou pfimo soucasti dychaciho
fetézce). Priklady jsou uvedeny v tabulce:

Tabulka 3 - Vznik FADH; na vnitini mitochondrialni membrané

Proces Reakce Enzym

nasyceny acyl-CoA -
a,B-nenasyceny acyl-CoA
CITRATOVY CYKLUS sukcinat - fumarat sukcindtdehydrogenasa

B-OXIDACE MK acyl-CoA-dehydrogenasa

Rekapitulace kapitol 10.1 —10.4

Doposud jsme Zzjistili, jakym zplsobem probihd transformace energie v burice. Zopakovali jsme, kde a jak vznikd ATP na drovni
substrdtu (méné vyznamny zpusob vzniku ATP!) a kde se berou redukované kofaktory (pfipadné, jakym zplisobem je dostdvdme
z cytosolu do mitochondridlni matrix). Tedy jsme doposud probrali, co se déje pfed vlastnim dychacim retézcem.

Nyni je ¢as podivat se na to, které komponenty se ucastni dychaciho fetézce a na nékteré jejich vlastnosti.
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10.5 Kofaktory dychaciho retézce (struktura a funkce) _

Jak bylo feceno na zadatku, je dychaci fetézec soustava redoxnich déjli odehravajicich se na
vnitfni mitochondridlni membrané. Zac¢ind oxidaci NADH+H* (resp. FADH;) a kond¢i redukci
kysliku na vodu.
V prlibéhu respiracniho tetézce dochazi ktransportu elektroni ve vniténi mitochondrialni
membrané, ktery je 3x spojen s pfenosem protonli pfes membranu do mezimembranového
prostoru (¢imzZ se vytvari protonovy gradient).
Pfenosu elektronl i protonl se Ucastni 4 enzymové komplexy (bude probréno ddle), presnéji jejich
kofaktory. Nez se presné podivame, jak respiracni fetézec probiha, zaméfime se na jednotlivé
kofaktory a pak i enzymové komplexy, naéez znalosti o nich spojime a vytvofime z nich funkéni
fetézec.
Kofaktory jsou étyr typa:

a) flavinové kofaktory (FMN, FAD)

b) nehemové Zelezo a sira (Fe-S)

c) ubichinon (koenzym Q)

d) hem*

Flavinové kofaktory

(0]
H,C —=N
HaC N \N/KO
| AN

i
H(IZ—OH NH,
HC—OH
| N XN
HC—OH g 0 </ |
A G
CHZ—O—T—O-—T—O—CHZO N
OH | OH
FMN

OH OH
Flavinové kofaktory Ucastnici se dychaciho fetézce jsou dvou typl — FAD a FMN. Jejich Ukolem
v dychacim retézci je pfenos vodikii (vézi se na mista oznacend modrymi sipkami).

Nehemové zelezo a sira
Nehemové Zelezo a siru najdeme v proteinech v podobé klastrti Fe,S, nebo FesSa.

Cys Cys Cys Cys J—
é < é ly ly /S Cys
\ / ) S S S Cvs—s S Fe
+ —
o e \ 4 3% N / /
e — Fe Fe—|—sS

VAN e AN | L1
. Yy s
Cys Cys Cys Cys S Fe

oxidovany stav redukovany stav N S—Cys

Struktura klastra Fe-S:
Zelezo se v klastrech vyskytuje bud' ve stavu Fe** (oxidovany stav) nebo Fe?* (redukovany stav).

4 Pozn. Je nutné rozlisovat hem (cyklicky tetrapyrrol; nizkomolekuldrni ldtka) a cytochromy (hemové
proteiny; vysokomolekuldrni latky)
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Siru rozliSujeme dvou typUQ: tzv. anorganickou siru (téZ sulfidovou siru) a organickou siru (tedy
siry —SH skupin cysteint).

Funkce Fe-S proteinu:

Proteiny se Zelezem a sirou najdeme v dychacim fetézci v téch mistech, kde se vodiky (H) stépi
na protony (H*) a elektrony (e7), pficemZ Zelezo z téchto proteinli na sebe vaZe vidy jen jeden
elektron (méni se oxidacni Cislo vidy jen jednoho atomu Zeleza!) a prenadsi jej v elektron-
transportnim retézci dale.

Koenzym Q (ubichinon)

HaCO Lo HaCO e HaCO
HaCO HzCO HzCO

ubichion semiubichion ubichinol

Q QH QH,

Koenzym Q je pohybliva slozka DR ve vnitini mitochondridlni membrané — R ve vzore¢ku znadi
50 uhlikt dlouhy isoprenoidni fetézec, ktery zbytku slouc¢eniny udéluje lipofilni charakter a
umoznuje mu volné se pohybovat v membrané (tedy mezi jednotlivymi komplexy i od jedné
strany membrany ke druhé). Diky své volné pohyblivosti slouZi jako pFfenasec elektronl (je
schopny prijmout dva e’) mezi komplexy | a Ill nebo Il a lll, a zéroven slouZi jako pfenasec
protonli mezi mitochondridlni matrix a mezimembranovym prostorem (podili se na vzniku
protonového gradientu).

Jak presné probihd redukce ubichinonu na ubichinol?

Pfed tim, neZ pfijme jakékoliv protony a elektrony, jedna se o cyklicky diketon (ktery neni
aromaticky) oznacovany zkratkou Q (ubichinon). Nasledné je mu predan jeden elektron
z nékterého z enzymovych komplexti (I nebo Il). V okamziku, kdy pfijme elektron, chce ale
pFijmout i proton, pro ktery si ,,odpluje od enzymového komplexu k matrix“>. Z matrix pfevezme
proton a stane se z néj semiubichinon (QH), coZ je derivat benzochinonu (ma jiz vytvoreny
aromaticky kruh), ktery ma charakter radikalu.

Nasledné se opét vrati k nékterému z enzymovych komplex( a prevezme od néj druhy elektron,
nadeZ z matrix si sebere dal3i proton®. Tim se pIné redukuje na uchichinol QH, (m3a charakter
difenolu) a ,,odplouva“ od enzymového komplexu | nebo Il, ktery mu predal elektrony k dalsimu
komplexu (Ill), kterému je ma za ukol predat.

Jeho ukolem je ale predat dalsimu komplexu pouze elektrony. Po té, co preda elektron, se oviem
uvolni i proton — ale ne do matrix, ze kterého si ho koenzym Q vzal, ale do mezimembranového
prostoru| Tl’m se koenzym Q podili na vytvareni protonového gradientu

retézce.

5 K ,odpluti k membrané&“ dochazi pouze v pfipadé Ze koenzym Q (QH) ,spolupracuje” s komplexem I,
v pfipadé Ze ,spolupracuje” s komplexem Il, pfejima protony pfimo z néj.
6 Viz pfedchozi poznamka.
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Hemy
Hemy jsou soucasti cytochromt, vzajemné se od sebe odlisuji svymi postrannimi substituenty
(jak v poctu substituentd, tak v jejich typu).

» Hem b (methyl, vinyl, propionat) — jako v hemoglobinu

» Hem c (methyl, ethyl, propionat)

» Hem a (methyl, vinyl, formyl, propionat, polyisopren)
Kromé odlisnych substituent( se lisi i bilkovinami, ve kterych jsou zakotveny. Vliv téchto bilkovin
nesmime opomijet, protoZe pravé ten ovliviiuje redoxni potencial E°, ktery je vice nez dUlezZity
pro zajisténi kontinuity prenosu redukénich ekvivalentt (tzn. vodiki, tzn. elektronti a proton).
Jako pftiklad si uvedeme uchyceni hemu c a hemu a:

Cys

Hem c
V bilkoviné je uchycen pomoci dvou
vazeb na cystein.
Zelezo je napojeno na histidin (jako
u Hb), ale poté i na siru methioninu
(zvlastnost).

Hem a
V bilkoviné je uchycen pomoci
isoprenoidniho fetézce a dvou
atom kysliku.
Zelezo je napojeno dvakrat na
histidin (jako u Hb).

10.6 Redoxni pary dychaciho retézce _

V dychacim fetézci dochazi k postupnému prenosu redukcnich ekvivalentl (protont a elektrona)
z NADH+H" aZ na kyslik. Cestou mezi témito dvéma strukturami projdou redukéni ekvivalenty
pfes celou fadu jinych struktur, protoZze kdyby presly pfimo, uvolnilo by se tak velké mnoZstvi
energie, Ze by bunka zahynula.

To, Ze je pfenos postupny, je zajisténo diky rozdilnym hodnotam redoxniho potencialu E*’. A
proc¢ tomu tak je? Je tim umoZnéno vyuZit vétsinu energie elektrond k vytvoreni protonového
gradientu (pfi prenosu elektron(i dychacim retézcem dochazi na nékterych mistech i k prenosu
protonl — k tomuto pfenosu dodava energii pravé prenos elektron)

© N 2009 Kapitola 10 — Respiracni fetézec, reaktivni formy kysliku, antioxidanty 8



Jednotlivé soucasti dychaciho tetézce se lisSi svou ochotou pfijimat elektrony (a tak se
redukovat), jinymi slovy — jednotlivé ¢asti dychaciho fetézce jsou rizné silna oxidaéni/redukéni
¢inidla.

Nejsilnéjsim redukénim cCinidlem je NADH+H", nejsilnéjsim oxidacnim ¢inidlem je kyslik. NADH+H*
tedy nejsnaze odevzdd elektrony, kyslik je nejsndze pfijme, ,ochota” pfijmout elektrony
ostatnich c¢asti dychaciho fetézce se nachazi mezi témito dvéma komponentami.

Nasledujici tabulka uvadi jednotlivé soucdsti dychaciho retézce, serfazené podle hodnoty
standardnich redoxnich potencidlli od nejzapornéjsi hodnoty k hodnoté nejkladnéjsi (tedy ve
sméru, ve kterém jsou postupné predavany elektrony).

Tabulka 4 - Redoxni pary dychaciho fetézce

Oxidovana/redukovana forma E° [V]
NAD*/ NADH+H* -0,32
FAD/ FADH; 0,00

Ubichinon (Q)/ Ubichinol (QH>) +0,10
Cytochrom c; (Fe**/ Fe?) +0,22
Cytochrom c (Fe3*/ Fe?) +0,24
Cytochrom as (Fe3**/ Fe?) +0,39
02/ H.0 + 0, 82

10.7 Sbérna mista pro redukéni ekvivalenty _

Jako redukéni ekvivalenty oznacujeme vodiky, které se pfi prichodl dychacim fetézcem
rozpadaji na elektrony (e’) a protony (H*).

Redukéni ekvivalenty jsou do dychaciho tfetézce dodavany pres NADH+H*, pripadné FADH,,
nékteré protony pfevezme z cytoplazmy pfimo koenzym Q.

Mista, kde redukéni ekvivalenty vstupuji do DR jsou zndzornéna na nasledujicim schématu:

CcC

] ACYL-CoA
NADH+H* SUKCINAT cyt-co
UD* \ FUMARAT & EN/OYL'CM
MATRIX
FAD 7 FAD
RO __(p-OXIDACE) __
I
] FAD
CYTOPLAZMA | “'""’k)
/ DHAP
GLYCEROL-P

Ke schématu:
> Hlavnim vstupem redukéni ekvivalenti do DR je komplex I, na kterém dochdzi k rozkladu NADH+H* dle
rovnice: NADH+H* - NAD* + 2H* + 2e
»  Vedlejsimi vstupy jsou flavinové kofaktory, tedy komplex I, FAD ucastnici se citratového cyklu a FAD
ucastnici se 8-oxidace. Po vzniku FADH,, dochadzi k jeho rozkladu dle rovnice: FADH, = FAD + 2H* + 2e"
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Jiz parkrat v tomto textu padla slova typu komplex |, komplex Il apod. Nyni si pfesnéji vysvétlime,
co znamenala.
V dychacim retézci se nachdazeji 4 enzymové komplexy (komplex | — IV). Mezi témito komplexy
dochazi k postupnému predavani elektront (pfipadné proton):

» z komplexu | na komplex Il a odtud na komplex IV

» z komplexu Il na komplex lll a odtud na komplex IV
Jak vyplyvd z vyse uvedeného, komplex | a Il na sebe nenavazuji — jednd se o nezavislé vstupy
redukénich ekvivalentl do dychaciho retézce.
Nasledujici tabulka uvadi jména jednotlivych komplexi, kofaktory, které se v nich nachazeji a
predevsim uvadi i oxidacné-redukcni déje, ke kterym na nich dochazi!

Tabulka 5 - Komplexy DR

Cislo Jméno Kofaktory Oxidace Redukce
NADH-Q-oxidoreduktasa . .
- +
A TR FMN, Fe-S NADH+H* - NAD Q- QH:
Il sukcinat-Q-reduktasa FAD, Fe-S, cyt b FADH, - FAD Q - QH;
1l Q-cytochrom-c-reduktasa Fe-S, cyt b,c; QH, > Q cyt Cox > Cyt Cred
v cytochrom-c-oxidasa cyt a, as Cu Cyt Cred = Cyt Cox 0, - H,0

V pfedchozich kapitoldch jsme si popisovali jednotlivé souéasti DR, u nékterych jsme se zminilii o
jejich funkci. Nyni si vSechny komponenty spojime dohromady a podivdme se na to, jak dychaci
fetézce probiha od zacatku do konce.

Komplex |

Na komplexu | dochazi k oxidaci NADH+H+ a redukci ubichinonu za ucasti flavinového kofaktoru
(FMN) a Fe-S protein(i. Pfitom jsou translokovany 4 H+ z matrix do mezimembranového
prostoru (dale MMP).

NADH+H*
NAD*
2H

MATRIX L

FMN ‘

\

FMNH,
/ Fes 2e Q —_—> QHZ

MMP ‘

2H

2H 2H*

Ke schématu:

NADH+H* pteda své vodiky na FMN za vzniku FMNH.. V dalsim kroku dojde k rozpadu vodik( na
2H*, které jsou preneseny do MMP a na 2e", které jsou pres Fe-S protein postupné preneseny na
koenzym Q. Energie ziskana z prenosu téchto elektronl navic poslouzi k pfenosu dalSich 2H* do
MMP (celkem jsou na komplexu | pfeneseny 4H*).

Postupny prenos elektronli na koenzym Q vypada nasledovné: po prijeti prvniho elektronu
odpluje koenzym Q k matrix, sebere z ni jeden H* za vzniku QHe; QHe pfevezme druhy elektron,
opét odpluje k matrix, sebere z ni druhy H* a vznikne QH,.
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Komplex Il
Jak jiz bylo feceno, nenavazuje komplex Il na komplex |, dochazi na ném k oxidaci flavinového
kofaktoru (FAD) a redukci ubichinonu.

CC
SUKCINAT
FUMARAT
MATRIX I
7 fap FADH,
Fesl\,\ZH.‘
cyth. ]
O Y —(Q)— (OH,
MMP

Ke schématu:

V citratovém cyklu dojde k dehydrogenaci sukcinatu na fumarat, ¢imzZ se na FAD dostanou dva
vodiky za vzniku FADH.. V dalsim kroku se vodiky rozpadnou na 2H*, které jsou postupné
predany na koenzym Q, a na 2e", které jsou postupné pres Fe-S protein a cytochrom b, rovnéz
predany na koenzym Q.

K redukci koenzymu Q dochazi tedy odlisSné nez u komplexu | — vtomto pfipadé jsou na néj
predany jak elektrony, tak protony pochazejici z FADH,.

Z toho vyplyva, Ze na komplexu Il nedochazi k pfenosu protonti do MMP, coz se vy vysledku
projevi tim, Ze oxidaci FADH2, ziskavame méné energie (ATP).

Komplex IlI
Na komplexu Il dochdzi k oxidaci QH: (které jsme ziskali bud z komplexu | nebo komplexu 1) a
soucasné redukci cytochromu c. Dochazi k prenosu 4H* pres vnitfni mitochondriadlni membranu
do MMP.
2H
MATRIX 1.

cyth

2e” 2e
QHZ Q-cyklus

MMP

Ke schématu:

QH; dopluje od komplexu | nebo komplexu Il ke komplexu Ill. Zde preda své redukéni ekvivalenty
(zoxiduje se) k dalsim reakcim. 2H* se prenesou do MMP, 2e™ projdou pres komplex Ill az na
cytochrom c, ktery zredukuiji. Pfi pfenosu elektronll dojde jesté k pfenosu dalSich 2H* pres vnitini
mitochondridlni membranu do MMP, celkem se tedy na komplexu Il prenaseji 4H".

Cytochrom ¢ obsahuje ve své molekule hem v jeho? stfedu se nachézi ion Zeleza Fe3*. Po pfijeti
prvniho elektronu dojde kredukci na Fe*. Po té cytochrom c¢ odpluje ke komplexu IV
(cytochrom c je stejné jako ubichinon mobilni element, ktery neni umistény v membrané, ale na
ni), elektron pfeda (zoxiduje se zpét na Fe*) a vrati se pro druhy, ktery pfenese stejnym
zpUsobem.
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Komplex IV
Na komplexu IV dochazi k oxidaci cytochromu ¢ a soucasné redukci monokysliku pomoci dvou
elektroni (které jsme na néj doposud prenesli).

2H'
% 0,—> 0> —> H,0

2H"
MATRIX v e
Cu

TZ e

cyta;

TZe‘
cyta
MMP cyt ¢ —

2e”

2H
Ke schématu:
Cytochrom c postupné predal oba elektrony komplexu IV (¢imz se sdm zoxidoval). Elektrony jsou
pres dalsi cytochromy preneseny az na monokyslik (74 O,), ktery reaguje se dvéma protony
z matrix za vzniku vody.
Energie pfenasenych elektrond je vyuZita k transportu 2H* do MMP.

Ve skutecnosti na komplexu IV neprobihd dvouelektronovd redukce monokysliku, ale
ctyrelektronova redukce dikysliku O,. Cytochrom ¢ musi prenést na komplex IV celkem ctyfi
elektrony, které reaguiji s kyslikem dle rovnice:
O, +4e +4H* > 2 H,0
A jelikoz pfi dvouelektronové redukci monokysliku dochdazelo k prenosu 2H* do MMP, dochazi
logicky pti Ctyrelektronové redukci dikysliku k pfenosu 4H" do MMP. Kdybychom tento fakt chtéli
vyjadfit rovnici, zapsali bychom ji nasledovné:
0, + 4 cyt-Fe?* + 8H"matrix = 2 H20 + 4 cyt-Fe3* + 4 H'wwe

10.10 Protonovy gradient (protonmotivni sila) _

Ve vySe popsaném dychacim fetézci doslo tfikrat k pfenosu protont z matrix do MMP:

> nakomplexu |

> nakomplexu lll

> nakomplexu IV
Timto prenosem protonli se mezi matrix a MMP vytvaii protonovy gradient, téz zvany
protonmotivni sila, kterd ma dvé slozky:

> slozku chemickou (rozdil pH; téZ nazyvan slozka koncentracni)

> slozku elektrickou (rozdil membranovych potencial()
Postupné vybijeni protonového gradientu je v organismu spojeno s uvolnénim energie, ktera je
vyuzita na:

a) syntézu ATP

b) tvorbu tepla (zejména v hnédé tukové tkani)

c) aktivni transport metabolitl pfes VMM

Na jednotliva vyuZiti se nyni podivame podrobnéji.
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A) Syntéza ATP
Syntéza ATP probihd na enzymovém komplexu zvaném ATP-synthasa. Jednd se o integralni
membranovy protein slozeny z nékolika Casti (viz ddle), které svym usporddanim vytvéreji kanal,

kterym se mohou protony vracet z MMP do matrix mitochondrie. Pfi tomto navratu ,roztaceji“
nékteré z podjednotek tohoto proteinu, ¢imz dochazi ke vzniku ATP (podrobnéji ddle).

Struktura ATP-synthasy
ATP-synthasa ma tfi hlavni ¢asti, vSechny sloZzené z nékolika podjednotek:

~0
&
o (] Fl
5 B

MATRIX

MMP

Cast Fo je zanofena v membrané a skldda se z nékolika jednotek c, které vytvareji kanal, na ktery
je napojena jednotka y, tvofici ,stopku”. Tyto ¢asti jsou pfi prichodu protoni roztaéeny!
Komplex jednotek a, b, b a § tvofi jakési , kotvici zafizeni” které brani v rotaci ¢asti F.

Cast F, je tvofena podjednotkami a a B (celkem 3x o a 3x B; st¥idavé). Kvali , kotvicimu zafizeni”
nem(zZe rotovat, avsak uvnitf ni rotuje ,,stopka“ tvorena jednotkou y.

Rotacni energie je vyuzita k syntéze ATP.

Jak probiha syntéza ATP?

V soucasnosti je zastavan nazor, Ze pfi jedné otocce ATP-synthasy vznikaji 3 ATP.

Jedna se o postupny proces, ktery se odehravd na podjednotkach a casti Fi. V ¢asti F1 se tyto
podjednotky nachazeji celkem tfi — tvofi tedy tfi vazebna mista, ne kterych mizZe dochazet k
syntéze ATP (proto vznikaji 3 ATP na jednu otocku).

V pribéhu otaceni y-podjednotky, se méni konformace téchto vazebnych mist. Vazebna mista

mohou zaujmout tfi rizné konformace:
a) prvni konforamce ma vysokou afinitu k ADP a fosfatu (ADP a fosfat z matrix se do
vazebného mista navazou)
b) druhda konformace ma vysokou afinitu k ATP, ale tim, Ze je ve vazebném misté jiz
napojeno ADP a fosfat, dochazi k jejich spojeni dle rovnice: ADP + P; - ATP’
c) treti konformace nema afinitu ani k ATP ani k ADP a fosfatu — dochazi tedy k uvolnéni
vzniklého ATP
Tim, jak se y-podjednotka otaci, méni postupné konformaci jednotlivych vazebnych mist,
pricemz ddle plati, Ze v jednu chvili:
> se na jedné a-podjednotce vidy napojuje ADP a fosfat
> se nadruhé a-podjedtoce vidy tvori ATP
> se na tfeti a-podjednotce vidy uvolfiuje ATP
Takto je zajisténa kontinualnost tvorby ATP.

Plati, Ze oxidaci 1 mol NADH+H" vznikaji 3 mol ATP, z oxidace 1 mol FADH, pak jen 2 mol ATP®.

7 Dalo by se fici, Ze ADP a fosfat jsou k sobé ,,nasilné” pfitlateny a donuceny se spojit
8 Nejnovéjsi odhady jsou ponékud skepti¢téjsi a predpokladaji, Ze z 1 mol NADH+H* vznikd pouze 2,5 mol
ATP a z 1 mol FADH2 pak pouze 1,5 mol ATP.

© N 2009 Kapitola 10 — Respiracni fetézec, reaktivni formy kysliku, antioxidanty 13



B) Tvorba tepla + rozpojovace

Kromé vySe popsaného zplsobu tvorby ATP, kdy protony prochazeji pres ATP-synthasu a
vytvareji tak energii, existuji ve vnitfni mitochondridlni membrané i dalsi bilkovinné (i
nebilkovinné) struktury, které umoZiuji pfechod protoni zpét do matrix a vybijeji tak
protonovy gradient, aniz by vznikala energie.

Obecné takovéto latky nazyvame rozpojovaée, nebot rozpojuji dva za normalnich podminek
Uzce souvisejici procesy — dychaci fetézec a aerobni fosforylaci.

TEPLO )(

DYCHACI RETEZEC

3

MATRIX Y ( P
>

o 5

§ v E

MMP & >

Za normadlnich podminek je vnitfni mitochondridlni membrana pro protony nepropustnd a
jedinou cestou, jak vrétit protony zpét do matrix je prichod pfes ATP-synthasu. Rozpojovace®
vytvareji ve vnitfni mitochondridlni membrané ,tunely”, kterymi mohou protony prochazet,
pficemz jejich energii se uvoliiuje ve formé tepla.

Timto rozpojenim je narusena aerobni fosforylace (probihd méné nebo vibec), avsak dychaci
fetézec (pfi kterém vznika protonovy gradient) neni nikterak narusen a probiha nadale.

Fyziologickym rozpojovacem je bilkovina thermogenin. Jedna se o bilkovinu, kterd obsahuje
kanal pro protony a vyskytuje se ve zvy3ené mife v hnédé tukové tkani'®, jejimz ukolem je
tvorba tepla. V mitochondriich této tkané probihd normalni DR, vytvafi se protonovy gradient a
pomoci thermogeninu je vybijen za tvorby tepla.

Vyznam hnédé tukové tkané je predevsim u novorozencl a u zimnich spact (tj. hibernujicich
zvirat).

Rozpojovace obecné mlizeme rozdélit na pravé a nepravé.

Pravé rozpojovace jsou takové, které zaroven vybijeji obé slozky protonmotivni sily — tedy
odcerpavaji H* (tim vybiji elektrickou i chemickou slozku).

Pfikladem pravého rozpojovace je 2,4-dinitrofenol. Jednd se o velice nebezpecnou latku
(smrtelnd davka se pohybuje okolo 1g), po jejimZz pozieni dochazi ke zvyseni télesné teploty,
horecce, poceni a zrychlenému dechu (télo potfebuje vice kysliku, aby ukojilo rychleji probihajici
DR, aviak nedostava se mu, i pres veskerou snahu energie, protoze protony jsou ,bez uZitku“
prenaseny pres VMM za vzniku dalsiho tepla).

V letech 1920-1930 se uzival v davce 2,5 mg/kg jako zazraény prostiedek na hubnuti — zazracny
opravdu byl, lidé po ném hubnuli, ale po té, co jista ¢ast pacientl zemfrela, se prestal uzivat.

9 Obecné Ize tedy Fici, Ze rozpojovace jsou latky, které maji schopnost vazat protony a pfechazet pres
VMM v protonizovaném i neprotonizovaném stavu

10 Hnéd4 tukova tkan je hnédd mj. proto, Ze buriky v ni obsahuji mnoho mitochondrii, které obsahuiji
hodné cytochromd, které obsahuji hodné hemu (ten je Cerveny, avsak z riznych fyzikdlnich dlvodl nam
pfipada vysledna barva bunék jako hnéda).
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Nepravé rozpojovace jsou takové, které vybijeji pouze jednu ze slozek protonmotivni sily
(pfenaseji napt. pouze kationty, ¢imz vybijeji elektrickou slozku).

C) Aktivni pfenos latek pres VMM
Zakladni vlastnosti VMM je, Ze je nepropustna pro celou Fadu substrat.
Jako pres vétsinu bunécénych membran pres ni projdou malé nenabité molekuly (jako kyslik, oxid

uhlicity...). Diky karnitinu je mozné pres ni transportovat mastné kyseliny s delSim fetézcem (MK
s kratSim Fetézcem prochazeji samostatné).

Pro prenos dalSich latek se vyuziva vzniklého vodikového gradientu — substraty jsou pfes VMM
transportovany systémem antiporti (tedy vidy ,jde néco dovnitf a néco ven”), pripadné
symportt (,,néco jde spolu s H* do matrix), ktery funguje pravé diky protonovému gradientu.

Pro vysvétleni: nékteré Idtky jsou transportovdny antiportem primo za H* (tedy H* se vrati do matrix a jind ldtka se
z matrix dostane ven). Tato Ildtka se tudiZ hromadi v cytosolu, ¢imZ vznikd jeji gradient. Tento nové vznikly gradient
mdaZe slouZit k pfenosu dalSich Idtek (které opét mohou vytvdret gradient, ktery mizZe byt opét pouZit k vytvoreni
nového gradientu a tak stdle dokola).

Nasledujici schéma uvadi nékolik priklad{ prenosu latek pres VMM:

POZITIVNI NABO) NEGATIVNI NABOJ
{MNOHO H') {MALO H')
H* -
ELEKTRICKA SLOZKA POHANI TRANSPORT IONTU
- VMATRIX JE ZAPORNY NABOJ, V CYTOSOLU KLADNY NABOJ;
+ + 2+ 2+ > .
K ’ Na ’ .CLJ Mg HROMADENEIONTU KLADNE NABITE IONTY SNIZUJI ROZDIL POTENCIALU A
MOHOU TAK BYT PRENASENY PRES VMM
TRANSPORT DIHYDROGENFOSFATU ZA OH™ (CHEMICKA SLOZKA)
+ 2- - - + 2=
H*+ HPO,* - H,PO, - H,PO,~ > H* + HPO, DIHYDROGENFOSFAT | OH- MAJI STEINY NABOJ (NEMENI SE TEDY
X ELEKTRICKA SLOZKA), ALE TiM, ZE SE HYDROGENFOSFAT V CYTOPLASME
OH"™ n - OH"™ SPOJI 'S PROTONEM A VYTVORI DIHYDROGENF OSFAT, DOCHAZI
g— PRENOSEM DIHYDROGENFOSFATU K VYBIJENI CHEMICKE SLOZKY
HPO.2- HPO, > TRANSLOKASA DIKARBOXYLOVVCH KYSELIN (CHEMICKA SLOZKA)
Sl OISR 4 DIHYOROGENFOSFAT Z PREOCHOZIHO PRENOSU SE ROZLOZI NA
ARSI SR ety PROTON A HYDROGENFOSFAT (2-). TEN MUZE BYT VYMENEN ZA
MALAT, SUKCINAT ~ JUECAL Lipf MALAT, SUKCINAT DIKARBOXYLOVE KYSELINY, KTERE MAJI STEINY NYBO) (2-), TUDIZ JE
Y — 2 PRO PRENOS VYUZITA CHEMICKA SLOZKA
___________________________ P e~ —————————————————————————
1 P TRANSLOKASA TRIKARBOXYLOVYCH KYSEUN (CHEMICKA SLOZKA]
I MALAT - TRANSLOKASA - MALAT PODIVAME-LI SE NA CELY DEJ KOMPLEXNE: PROTONY VYTVORI GRADIENT, :
Y OZNI PRENOS FOS O MATRIX. VZI o
1 i i TRIARBOXL OTCH KrsELI ) KTERY UMOZNI PRENOS FOSFATU DO MATRIX. VZNIKLY GRADIENT FOSFATU X
| CITRAT/'SOCITRAT ~ = > c"’RAT/lSoc"’RAT UMOZNI PRENOS MALATU DO MATRIX. A VZNIKLY GRADIENT MALATU UMOZNI
\ Y—— PRENOS CITRATU (CITRAT TEDY VYUZIVA AZ TRETI GRADIENT v PORADI KE |
L SVEMU PRENOSU; V3E ALE ZACINA U PROTONOVEHO GRADIENTU, TEOY U DR} |
TRANSLOKASA ATP/ADP (ELEKTRICKA SLOZKA)
ADP? - - ADP: - ATP, VZNIKAJICI V MATRIX, MA NABOJ 4-, ADP, KTERE VZNIKAJICI VYUZITIM ATP v
TRANSLOKASA ATP/ADP CYTOSOLU MANABO) JEN 3-
ATP4 - <= A ATP: - ZAPORNEII NABITE ATP SE DOSTANE PRES VMM DO CYTOSOLU, KTERY JE KLADNEJI

NABITY A KLADNEJI“ NABITE ADP SE DOSTANE DO NEGATIVNEJ MATRIX

Jako dalsi priklady bychom mohli uvést:
> symport H* a pyruvatu
> antiport OH™ a pyruvatu
> aspartat malatovy clunek (do néhoz patfi i vyména 2-oxoglutaratu za glutamat)
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10.11 Inhibitory dychaciho fetézce _

V pfedchozich deseti ¢astech této kapitoly jsme fesili, jak je mozné, Ze dychaci fetézec vibec
funguje a jak je vyuzivan. Je ziejmé, Ze je dychaci fetézec pro bunku (a cely organismus) velice
dileZity a jakékoliv naruseni jeho funkce, mGze mit fatalni nasledky.

Nasledujici tabulka uvadi pfehled vybranych inhibitor( jednotlivych komplexu:

Tabulka 6 - Inhibitory DR

Komplex dychaciho fetézce Inhibitor

KOMPLEX | BARBITURATY

KOMPLEX 11 MALONAT

KOMPLEX Il ANTIMYCIN A, DIMERKAPROL

KOMPLEX IV H,S, CO, CN~

TRANSPORT ATP/ADP ATRAKTYLOSID, KYSELINA BONGKREKOVA
ATP-SYNTHASA! OLIGOMYCIN

Uvédomme si, Ze existuje jisty rozdil mezi plisobenim inhibitord a rozpojovacu.

Rozpojovace od sebe oddéli dychaci retézec a syntézu ATP. Tedy plisobenim rozpojovace se snizi
tvorba ATP, ale intenzita dychaciho fetézce se neméni (nebo se zvysuje).

Inhibitory plsobi na jednotlivé komplexy dychaciho fetézce, respektive na komplexy slouZici pro
tvorbu ATP. Inhibujeme-li néktery z komplexd DR, sni%i se jeho intenzita a sniZi se tim i intenzita
tvorby ATP (déje jsou stale sprazeny!). Inhibujeme-li tvorbu ATP, sniZi se produkce ATP, coZ muzZe
zvysit intenzitu DR (,,bufika si mysli, Ze ma malo ATP, tak urychli DR).

Podrobnéji se miZeme zaméfit na pfipad otravy kyanidy

Kyanidové ionty (CN7) jsou malé molekuly, které inhibuji cytochrom-c-oxidasu (komplex Ill). Do téla se

mohou dostat v podobé kyanidu sodného (NaCN) nebo kyanidu draselného (KCN) oznacovaného tézZ jako

cyankali (velmi Ucinny jed). Tyto latky se vyskytuji v béZnych laboratornich cinidlech, uzivaji se pfi

galvanizaci, Ci tézbé zlata, pfirodnim zdrojem je latka amygdalin (vyskytujici se v hofkych mandlich a

peckach merunék). Letalni davka se pohybuje okolo 250 mg.

Pfi otravé zaCne postizeny pocitovat zavraté, kieCe, zacne rychleji dychat (télo se snaZi zintenzivnit

zpomaleny dychaci fetézec)... velmi rychle prichazi smrt.

Uginek kyanidl se odviji od mnoha faktord — od velikosti dévky, rychlosti podani protijedu, od pH

7aludeéni $tavy postizeného a téZ od stafi kyanidu®?.

Pti otravé je mozné postupovat nasledovné:

» podanim hydroxykobalaminu (navaZe na sebe CN~ ionty, ¢imZ vznikne kyanokobalamin — tedy
vitamin B12)

» podanim dusitanu sodného (natrii nitris, NaNOz) vyvoldme terapeutickou methemoglobinemii
(dusitan sodny zoxiduje Zelezo v hemoglobinu na Fe®*; hem, ktery ve svém stfedu obsahuje Fe3* pevné
navaze kyanid, ¢imz se zabrani inhibici cytochrom-c-oxidasy)

> podanim thiosiranu sodného (natrii thiosulfas; Na2S:03) vyvoldme konjugaci této latky s kyanidovymi
ionty za vzniku thiokyanatu: CN™ + S;032" - SCN™ + SO3%~

11 Bavili jsme se o tom, Zze ATP-synthasa md tfi hlavni ¢asti. Jedna z ¢asti se jmenovala Fo, pFiéemZ index u
pisemka f neznamena ,,nula”, nybrz , 0“, které znamena , oligomycinsenzitivni®.

12 Stoji-li KCN ,,na vzduchu” nebo dlouhou dobu na svétle, dochazi k rekci KCN + % 02 > KOCN, &imZ vznika
kyanat draselny. Ten je plsobenim vzdusné vlhkosti preménén na uhli¢itan amonno-draselny (dle rovnice
KOCN + 2 H20 - NH4KCO3), co? je latka s podobnymi ucinky jako ma prasek do peciva...
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Rychlost respirace je ovliviiovana predevsim:
» koncentraci ADP (tedy spotifebou ATP)
» koncentraci kysliku
» dostatkem Zivin (redukovanych kofaktor()
» pfitomnosti inhibitor

S koncentraci ADP a koncentraci kysliku souvisi tzv. P/O kvocient.

spotreba P, (neboADP)
P/O kvocient=

spotrebaO, (2 e )

10.13 Reaktivni formy kysliku v organismu _

Kyslik hraje v nasem organismu nezastupitelnou roli predevsim jako akceptor elektront
v dychacim fetézci. PIni ale i dalsi funkce — napf. se Ucastni hydroxylacnich reakci. V jinych
reakcich mohou vznikat tzv. reaktivni formy kysliku, které mohou byt v organismu vyuZity, nebo
mu mohou skodit.

Tabulka 7 - Reaktivni formy kysliku

Radikaly Neutralni molekuly, anionty, kationty
SUPEROXID 05" PEROXID VODIKU HOOH
HYDROXYLOVY RADIKAL -OH PEROXIDY LIPIDU ROOH

PEROXYLOVY RADIKAL ROO- KYSELINA CHLORNA HCIO
ALKOXYLOVY RADIKAL RO- SINGLETOVY KYSLIK 0,
HYDROXYPEROXYLOVY RADIKAL HOO- PEROXYNITRIT ONOO™

OXID DUSNATY NO- NITRONIUM NO,*

A) SUPEROXIDOVY ANION-RADIKAL -0,~

Vznika pfi jednoelektronové® redukci dikysliku: O, + e™ > -0~

Nazev by mohl klamat — jedna se o pomérné malo reaktivni formu kysliku.

V téle vznika:

> pfi respiracnim vzplanuti leukocytt
Respiracni vzplanuti je jedna ze strategii, kterymi se organismus brani pred bakteriemi.
Dochdzi pfi ném k reakci:

2 O, + NADPH - 2 -0, + NADP* + H*

Reakce se ucastni enzym NADPH-OXIDASA.

> pfi spontanni oxidaci hemoproteint
Pfi této spontdnni oxidaci se Zelezo v hemu oxiduje z Fe** na Fe3'. K této reakci dochazi
nejcastéji na Hb (vznikd tak metHb, jehoZ hladina v téle se pohybuje ve fyziologickém
rozmezi 0,5-1,5% Hb).

13 pfj Etyrelektronové redukci dikysliku v DR vznikd voda a pfi dvouelektronové redukei dikysliku vznikd
peroxid vodiku (02 + 2e™ + 2H* > H,0,)
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hem-Fe?* + O, > -0,~ + hem-Fe3*

B) HYDROXYLOVY RADIKAL -OH
Hydroxylovy radikdl wvznika ze superoxidového radikdlu a jednd se o nejreaktivnéjsi
z reaktivnich forem kysliku.

-07” + H0; > 0, + OH™ + -OH
Vy$e uvedenou reakci katalyzuji redukované ionty kovi (Fe*/Cu®*) — nazyvame ji reakci
Fentonovou.

C) SINGLETOVY KYSLIK 0,
Singletovy kyslik predstavuje excitovany stav tripletového kysliku (30;), ze kterého vznikd po
absorpci svétla nékterymi pigmenty, napf. porfyriny.
30, > '0;
Tripletovy a singletovy kyslik se od sebe lisi svou elektronovou konfiguraci:

e

TRIPLETOVY KYSLIK SINGLETOVY KYSLIK

D) PEROXID VODIKU

Peroxid vodiku je pomérné nestald sloucenina, ktera se velmi snadno rozklada na vodu a kyslik.
V organismu vznikd mj. pfi deaminaci aminokyselin, které se ji Ucastni FADH,, které se
regeneruje v primé reakci s kyslikem:

" s *HO I
R—CH-COOH ﬁ R—C—COOH =—/—mmm R—C—COOH
- NH,

D-aminokyselina EAD FADH, iminokyselina 2-oxokyselina

katalasa

0o, H,0 HO + ,0,

272

MUZe vstupovat do Fentonovy reakce, v niZ produkuje hydroxylovy radikal -OH, pfipadné muze
oxidovat —SH skupiny enzymt.

14 pozndmka ohledné &teni: anion OH™ = hydroxid; radikal -OH nebo skupina —OH = hydroxyl; v ndzvech
organickych sloucenin se pouziva predpona hydroxy (napf. 2-hydroxypropan); v nazvoslovi komplexnixh
sloucenin se pouziva predpona ligandu OH™ hydroxo.
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E) Kyselina chlorna HCIO
Kyelina chlorna vznika v neutrofilnich granulocytech reakci peroxidu vodiku a chloridovym
aniontem:

H,0, + CI + H* = HCIO + H,0
Reakci katalyzuje enzym myeloperoxidasa. Vznikajici kyselina chlorna ma silné oxidacni a
baktericidni ucinky.

F) Oxid dusnaty
Oxid dusnaty ma volny elektron a ma proto charakter radikalu. Do téla se mlze dostavat

zvnéjsich zdrojli, kterymi jsou pFedevsim lé¢iva (vazodilatancia'®), fyziologicky vznikd
z argininu:

H,N —C—HN—clez HyN —c—HN—c‘:H2
?H2 OXIDACE (‘:Hz
_—
(|3|'|2 NO-SYNTHASA (‘:Hz + @
H(|;—NH2 H(\;—NHZ
COOH COCH
arginin citrullin

V organismu poskytuje oxid dusnaty dalsi reaktivni metabolity:

H*
NOs + 0,7 ——— 0=N-0-00 ——— > 0=N-0-0-H

PEROXONITRIT K¥S. PEROXODUSITA
ﬂ -~ \\‘\
e N
-~ S
- “~
NITROSYLACE & ‘&
NO,” + OH- *NO, + *OH
NITRONIOVY
KATIONT ﬂ
ﬂ NOy
NITRACE TYROSINU (ENDOGENNI TVORBA
DUSIENAND)

Oxid dusnaty (NO) muZe byt dale uvolfiovan z nasledujicich slouéenin:

Vzorec Nazev Poznamky

H,C—0—NO, Nazloutla olejovita kapalina, ktera se
uziva jako vasodilatans (klasické
|é¢ivo, plsobi rychle, uziva se ve
formé sublingualnich tablet, spreje,
¢i naplasti)

nitroprusid sodny I?tj.bl'n?vé ée,rviené .krystaly, ,exttémné
Na;[Fe(CN)sNO] (natrii nitroprussias ucinny, podav se intravencsné

. & ; . i Mj. slouzi jako analytické ¢inidlo pro
pentakyanonitrosylZelezitandisodny)  ygkaz ketolstek

HC—0—NO, glycerol-trinitrat

(glycerali trinitras)
H,C—0—NO,

0—NO,
o) . S e . . , )
isosorbid dinitrat Piisobi jako obé predchozi, ale ma
. (isosorbidi dinitras) vyhodnéjsi farmaceutické vlastnosti.
O,N—O
HaC, amyl-nitrit
/CH—CHZ—CHZ—O—N:O (amylis nitris) Tékavé kapalina > inhalaéni aplikace
HsC

15 Oxid dusnaty se navaze na guanylatcyklasu, ktera iniciuje vznik cyklického camp, ktery zajisti relaxaci
hladké svaloviny predevsim cév, ale ma i dalsi ucinky.
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H,C
\
/CH—CHZ—O—N:O isobutyl-nitrit Tékava kapalina, nova droga
HsC

UCINKY KYSLIKOVYCH RADIKALU

Kyslikové radikaly maji fadu pozitivnich ucéinka:

» jedna se o meziprodukty oxidasovych a oxygenasovych reakci (cyt-P450), bez nich by tyto
reakce nemohly probihat (navic jsou béhem nich vazany na enzymy a tudiZz neposkozuji
ostatni struktury)

» maji baktericidni tcinek (respirac¢ni vzplanuti fagocytt)

Y

slouzi jako signalni molekuly (prvni poslové; jednoznacné je tento fakt prokazan pouze u
NO, ale predpoklada se podobné plsobeni ostatnich radikal()

Kazdé pozitivum ma i sva negativa, stejné tak i kyslikové radikaly maji své negativni ucinky:

» poskozuji PUFA (ni¢i dvojné vazby, vznikaji aldehydy a ROOe, coZ se projevi jako zména
propustnosti membran a mize dojit i k poskozeni membranovych enzymu)

> poskozuji proteiny (zpUsobuji agregaci, sitovani, fragmentaci, $tépeni; modifikuji —SH
skupiny a fenylové skupiny..to se projevi ve zméné aktivity enzym(, v pfipadé
membranovych protein(i dochazi ke vstupu Ca?* do bunék)

> poskozuji DNA (Stépi deoxyribosu, modifikuji baze a ldmou retézce...to se projevi jako
mutace, translacni chyby a inhibici proteosyntézy)

Jelikoz, jak bylo uvedeno, jsou kyslikové radikaly velice Skodlivé, je potfeba, aby se v organismu
vyskytovaly urcité obranné systémy, které se pokusi jejich vzniku predchazet, pfipadné
omezovat negativni nasledky jejich plsobeni. Takovéto systémy existuji a zajistuji je nékteré
enzymy a antioxidanty, o kterych pojednd posledni ¢ast této kapitoly.

10.14 Antioxidacni systémy organismu _

Obecné mlzeme antioxidacni systémy rozdélit:
A) Enzymy (endogenni plavod)
» superoxiddismutasa
> katalasa
> glutathionperoxidasa
B) Vysokomolekularni antioxidanty (endogenni ptivod)
> transferrin
> ferritin vazou volné ionty kovti
> ceruloplazmin
C) Nizkomolekularni antioxidanty (endogenni i exogenni pavod)
> redukujici latky s fenolovym hydroxylem (tokoferol, flavonoidy, urat)
> redukujici latky s enolovym hydroxylem (askorbat)
> redukujici latky s —SH skupinou (glutathion, dihydrolipoat)
> latky s rozsahlym systémem konjugovanych dvojnych vazeb (karotenoidy)
Na vybrané skupiny (a pfiklady) antioxidacnich systému se nyni podivdme podrobnéji.

SUPEROXIDDISMUTASA
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Enzym obsazeny v kazdé burice, je vyvojové (fylogeneticky) velice stary. Katalyzuje disputaci
superoxidu:
2-:0,7 +2H" = 0, + H,0,

Vidime, Ze v reakci dochazi k disputaci — superoxidovy anion s oxidacnim cislem - se oxiduje
na kyslik s oxidaénim ¢islem nula a zaroven se redukuje na peroxid s oxidacnim cislem minus
jedna.
Zname dvé izoformy enzymu superoxiddisutasy (SOD):

» SOD1 (obsahuje Cu a Zn; nachazi se v cytosolu)

» SOD2 (obsahuje Mn, nachazi se v mitochondriich)

KATALASA A GLUTATHIONPEROXIDASA
Oba uvedené enzymy maiji spolecné to, Ze rozkladaji peroxid vodiku, glutathionperoxidasa je ale
univerzalnéjsi a likviduje nejen peroxid vodiku (H-O-O-H), ale i hydroperoxidy lipidy (R-O-O-H),
coz katalasa neumi.
Katalasa se vyskytuje v erytrocytech a provadi disproporcionaci H.0; na vodu a kyslik:
H,0; - % 0, + H,0

Glutathionperoxidasa je enzym obsahujici ve své molekule selenocystein. Do reakce odstranéni
peroxidll zapojuje glutation (G-SH) nasledujicimi zpUsoby:

» redukce peroxidu vodiku: 2 G-SH + H-0-0-H - G-S-S-G + 2 H,0

» redukce hydroperoxid: 2 G-SH + R-0-0O-H - G-5-5-G + R-OH + H.0

VYSOKOMOLEKULARN{ ANTIOXIDANTY

V prehledu na zacatku kapitoly byly uvedeny enzymy jako transferrin, ferritin a ceruloplazmin.
Jejich hlavni tlohou je vazba a pfenos (pfipadné skladovani) volnych iontt kova.

Antioxidacni pUsobeni spociva v prevenci: vychytanim volnych iontd omezuji prdbéh napr.
Fentonovy reakce a tim brani vzniku radikald.

NiZKOMOLEKULARNI ANTIOIDANTY

Nizkomolekularni antioxidanty mdzZeme rozdélit podle rozpustnosti na lipofilni a hydrofilni.

Mezi lipofilni antioxidanty radime tokoferol, karoteny (lykopen, lutein...) a ubichinol*.

Mezi hydrofilni antioxidanty fadime L-askorbat, flavonoidy, dihydrolipoat*, glutation*, kyselinu
mocovou*?6,

Tokoferol
Diky své lipofilnosti je tokoferol dilezitym antioxidantem bunéénych membran a lipoproteint.
Redukuje peroxylové radikaly fosfolipidd na hydroperoxidy, které jsou dale redukovany pomoci
GSH.
Ve své molekule obsahuje fenolovy hydroxyl, jehoZ vodik je vyuzit ke stabilizaci (napt.)
peroxylového radikalu, pficemzZ tokoferol samotny se pfeménuje na radikdl, ktery je ale velmi
stabilni a tudiz neskodny:

PUFA-0O-0O- + Toc-OH - PUFA-O-O-H + Toc-O-

16 \8echny latky oznaéeni ,*“ vznikaji v téle a jsou tedy endogenniho pavodu.
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CH3

HO
reakce s radikalem
R
H,C (4]
3 cH,
CH;
tokoferol tokoferol-radikal
{Toc-OH) {Toc0.)

K regeneraci tokoferolu dochazi ¢astecné reakci s askorbatem (k reakci dochazi na fazovém
rozhrani, protoZe askorbat je hydrofilni a nemUze proto vstoupit do membrany za tokoferolem):
Toc-0O- + askorbat - Toc-OH + semihydroaskorbat

Karotenoidy

Karotenoidy jsou velkou skupinou rostlinnych latek, které chemicky fadime mezi
polyisoprenoidni uhlovodiky (tetraterpeny).

Odstranuji peroxylové radikdly, pricemZz sami se preménuji na stabilni karotenové radikaly,
jednou z jejich schopnosti je neexcitovat (zhaset) singletovy kyslik.

Nejucinnéjsim antioxidantem je lykopen?’, ktery se vyskytuje pfedevsim v rajéatech a vyrobcich
z nich vyrobenych (kedupy, protlaky...), vwhodou je, ze pfi zpracovani se neposkodi, nebot je
termicky stabilni.

lykopen

V ohledu pfrijimani karoten( plati, Ze vafena zelenina je zdravéjsi, neZ syrova. Karotenoidy jsou
v zeleniné vazany na vlakninu. Mechanickym zpracovanim a rozvarenim se vazba s vraninou
zrusi a pridanim oleje dojde k rozpusténi karotenoid(, coZ usnadni vstfebavani.

Pro zajimavost se podivame na vyskyt lykopenu ve vybranych potravinach:

Tabulka 8 - Obsah lykopenu v potravinach

Potravina Obsah lykopenu (mg/100g)
rajsky protlak 10-150

kecup 10-14

rajska stava/omacka 5-12

meloun 2-7

Cerstva papaja 2-5

Cerstva rajcata 1-4

merurikovy kompot = 0,06

Cerstvé merunky = 0,01

Zdroji dalSich karotenoidl jsou listovd zelenina a pak obecné cervené, Zluté a oraniové
zbarvena zelenina.

17 Lykopen nemize slouZit (oproti B-karotenu) jako prekurzor retinolu (vitaminu A), nebot neobsahuje ve
své molekule B-jonovy kruh:

X NN OH

AR PN — 2

b

p-karoten retinol
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Xanthofily
Xanthofily jsou kyslikaté derivaty karotenoid, které se vyskytuji predevsSim v zelené listové
zeleniné. Hlavnim zdstupcem je lutein, ktery se mj. nachazi ve Zluté skrvné (macula lutea),

kterou chrani pfed degeneraci.
OH

o

\\\\\\\\\

HO lutein

Ubichinol (QH.)
Ubichinol se vyskytuje ve vSech membrdnach (ve zvySené mife ve vnitfni mitochondrialni
membrané, kde pini funkci prenasece elektron).
Nase télo si jej umi samo syntetizovat s pomoci stfevni mikrofléry z tyrosinu a farnesyldifosfatu
(ten vznika pfti biosyntéze cholesterolu).
Zdroji v potravé jsou klickovy olej, jatra a maso.
QH; se podobné jako askorbat ucastni regenerace tokoferolu:
Toc-O-+ QH; - Toc-OH + -QH

L-askorbat (vitamin C)
Kyselina askorbovéd obsahuje ve své molekule enolové hydroxyly. Do reakci vtéle mize
vstupovat bud’ jako dvojsytna kyselina (mUzZe disociovat do dvou stuprill), nebo jako redukcni

Cinidlo.
i KONJUGOVANY PAR 2
KONJUGOVANY PAR 1
(‘ZH ,OH (‘DH 20OH
(‘:HZOH (‘ZHQOH (‘ZHZOH H-C-OH H-C-OH
H-C-OH H-C-OH H-C-OH o DEHYDROGENACE o
o pK,, = 4.2 o pPKy, = 11,6 o =0 _— _—0
=0 — = —0 — —0 o HYDROGENACE
_ _ _ 77N\
7 k i HO OH o o
HO OH HO o 0 o kyselina askorbova dehydroaskorbova kyselina
kyselina askorbova hydrogenaskorbat askorbat (oxidovana forma) (redukovana forma)
kyselina askorbova jako dvojsytna kyselina kyselina askorbova jako redukéni ¢inidlo

Kyselina askorbova se v téle ucastni nékolika dulezitych reakci:
> hydroxylace prolinu pti syntéze kolagenu (pUsobi jako kofaktor)
> hydroxylace dopaminu na noradrenalin (pUsobi jako kofaktor-reduktant)
> pUsobi jako silné redukéni €inidlo, redukuje napt. Zelezité (Fe3* - Fe?*) a médnaté ionty
(Cu®* = Cu’)
> redukuje radikaly -OH, -O,~, HO,-, ROO- a dalsi
» regeneruje radikal tokoferolu
Dalsi roli hraje pfi vstiebavani zZeleza z potravy.
Kromé vyse uvedenych vyhod ma askorbova kyselina i svou nevyhodu — odbourava se na oxalat,

s

coz muze vést ke vzniku kamenU a v nadbytku ma prooxidacni tcinky.

Flavonoidy a dalsi polyfenoly

Ubikvitarné rozsiteny vrostlinach, v nasi stravé se jedna o nejzastoupenéjSi redukcni
slouceniny. BEéhem dne pfijmeme cca 1g, predevsim ze zeleniny (cibule), ovoce (jablka, citrusy,
hrozny), ¢aje (zeleného a ¢erného), kakaa, cokolady, olivového oleje a cerveného vina.
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Jedna se o derivaty chromanu (benzopyranu), které obsahuji mnoho fenolovych hydroxyld.
Hlavni predstavitelem této skupiny je kvercetin.

OH

OH
HO o O
O kvercetin
OH

Jejich dkolem je redukovat volné radikaly, pficemzZ v reakcich se pfeménuji na malo skodlivé
fenoxylové radikaly. Kromé toho mohou nelatovat ionty kovl (Fe?* a Cu*), &imz zabrafiuji jejich
Ucasti ve Fentonové reakci.

Glutathion (GSH)
Glutathion je tripeptid, systematickym nazvem y-glutamylcysteinylglycin.

Tvori se ve vsech bunkach, kde pak plsobi jako redukéni Cinidlo (obsahuje —SH skupinu). Je
schopny redukovat H-O-O-H i R-O-0O-H (s pomoci glutathionperoxidasy). Kromé toho je schopen
redukovat rizné kyslikové radikaly a regeneruje —SH skupiny jinych latek (pfedevsim proteint a
koenzymu A), tokoferol a askorbat.

Sam je regenerovan reakci s glutathionreduktasou, které jako kofaktor slouzi NADPH+H*. Velky

vyznam ma tato reakce v erytrocytech:

G-S-S-G + NADPH+H" - 2 G-SH + NADP*
Zdrojem NADPH+H" pro regeneraci glutathionu je pentosovy cyklus (pfipadné reakce jable¢ného
enzymu).

Dihydrolipoat
Dihydrolipoat je malo prozkoumanou latkou. Vime, Ze pUsobi jako kofaktor v oxidacni
dekarboxylaci pyruvatu a 2-oxoglutaratu a vime, Ze redukuje mnoho radikal. U odbouravani
radikald vSsak nezndme presny mechanismus reakce. Podili se téZ na regeneraci tokoferolu.
Vyuziva se v mediciné jako acidum thiocticum (diabetické neropatie).
KW\/COOH DEHYDROGENACE (Y\A/COOH
SH  SH HYDROGENACE s—¢o

lipoat dihydrolipoat
(oxidovana forma) (redukovana forma)

Kyselina mocova
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Jedna se o dvojsytnou kyselinu, ktera ma vyrazné redukéni acinky (redukuje napf. radikaly RO-),
vaze na sebe kationty Zeleza a médi.

Stejné jako na askorbat musime i na mocovou kyselinu nahlizet jako na kyselinu a jako na
redukéni Cinidlo:

OH OH
NZ \ /5: Koz = N N\ .
S HH - K AT

kyselina mocova hydrogenurat urat
(2,6,8-trihydroxypurin)

kyselina mocova jako kyselina

OH OH
N7 N + NZ~ N
\ \>70' + R + H —= JI \%o' + RH
Ho)i\n N Ho)i\n N
H H
hydrogenurat malo reaktivni radikal

{redukovana forma; {oxidovana forma;
vyskyluje se v krevni plazmé) podicha dalSim pleménam)

redukéni ucinky kyseliny mocovéts

Kyselina mocova vznika jako konecny katabolit purinovych bazi (z 90% se v ledvinnych tubulech
resorbuje) a tvofi hlavni antioxidant krevni plazmy (150-400 umol/I).

18 Kyselina mo&ova odstépi jeden elektron, ktery reaguje s protonem (H*) a radikdlem (R-) a vzniku RH.
Jako radikal si mGzeme predstavit -OH, superoxid a jiné.
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