Patobiochemie 2016

1. Biologicke oxidace.
UcCinky volnych radikalu na organismy.
Lipoperoxidace,antioxidanty.

2. Xenobiotika a jejich ucCinky na
organismus. Detoxikace,
mechanismus.



Oxidacni stres

Oxidacni stres vznika prfi velkém nahromadeni
vznikajicich reaktivnich forem kysliku/dusiku, kdy
organizmus neni schopen je likvidovat.

Oxidacni stres poskozuje bunky (zejména bunécné
membrany, proteiny), enzymy, geneticky material a
prispiva ke vzniku infek€énich 1| degenerativnich
onemocnheéni.

Prisuzuje se mu role pri vzniku napr. aterosklerozy,
cukrovky, nadorovych onemocnéni, degenerativnich
nervovych onemocneni, starnuti aj.

Nemaji_|jen nepriznivy uc€inek - pod dozorem bilych
krvinek slouzi k zabijeni bakterii, parazita, virg,
nadorovych buneék...
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Volné radikaly

Jakakoliv molekula/atom schopna samostatné
existence, ktery obsahuje 1/vice nesparovanych
elektronu

Atom: proton, neutron, elektronovy obal (orbital)

Radikal: obsahuje volny neparovy elektron v zevnim
orbitalu (muze to byt atom i molekula, neutral Ci ion)

-homolytické stépeni kovalentni vazby ( energeticky
narocne, neni caste v biolog. systemech)

- redukci, oxidace
 vetsina biomolekul nejsou radikaly



Radikalova reakce

Radikal: snaha o sparovani elektronu,
vetsinou znacna reaktivita

Obecné tri stadia

e Iniclace
* propagace
e terminace



Reaktivni formy kysliku a dusiku

Souhrnné oznaceni pro volné radikaly a nekterée
neradikalové slouCeniny (RONS)

vyznamne fyziologicke funkce v organismu
Za urcitych podminek toxicke

Premény katalyzovany ionty pfechodnych kovu
Fentonova reakce: H2002 + Fe2+ .... HO. + HO- + Fe3+

Regenerace Fe2+: O2-. ...

Haber-weissova reakce

Pfechodné kovy: prvni fada d-prvkl ma neparové elektrony a lze je tedy
povazovat za volné radikaly, krome Zn

Nejvyznamnéjsi Fe, Cu, Mn a Zn

v organizmu vazany v depontnich formach, inaktivni,
Fransferin, feritin, ceruloplasmin



ROS (reactive oxygen

species)
volne radikaly nejsou volnymi radikaly
superoxid, O, - peroxid vodiku, H,O,
hydroxylovy radikal, (Fentonova reakce)
OH - kyselina chlorna, HCIO
peroxyl, ROO - ozon, O,
alkoxyl, RO - singletovy kyslik, 1O,

hydroperoxyl, HO, -



RNS (reactive nitrogen species)

volne radikaly
oxid dusnaty, NO -
oxid dusicity, NO, -

nejsou volnymi radikaly
nitrosyl, NO*
kyselina dusita, HONO
oxid dusity, N,O,
oxid dusicity, N,O,
peroxynitrit, ONOO -
alkylperoxinitrit, ROONO

kyselina chlorna, HOC]
Chloran CIO-



Vznik volnych radikala
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antioxidacni procesy nestaci eliminovat nadbytek volnych radikalu

Oxidativni stres
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Odkud se volné radikaly berou?

hlavni producenti ROS : membranove vazaneé
enzymy popr. koenzymy flavinove struktury,
hemove koenzymy, enzymy s Cu v aktivhim centru

1. respiracni retezec mitochondrii . predevsim
superoxid a nasledne H,O,

» cca 1- 4% O, vstupujiciho do resp. retezce (hlavne
komplexy | a lll)
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Odkud se volne radikaly berou?

2. endoplazmatické retikulum

vznik superoxidu (cytochrom P- 450)

3. specializované burky (leukocyty, makrofagy)
produkce superoxidu NADP-oxidasou

4. oxidace hemoglobinu na methemoglobin
(erytrocyt je ,nabit” antioxidanty)
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Dychaci retezec

_——

Reaktivni formy kysliku
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Ziviny jsou redukované formy uhliku

protoze v nich prevazuji nizka oxidacni Cisla uhliku

CH,OH
g 0 an oo
<<OH )‘ HsC—CH—COOH

OH ™ (|) OH NH;

OH alanin: 7,9 % H

Pridmérné ox. 6. C=0,0
glukosa: 6,7 % H
Pridmérné ox.¢. C=0,0

-1l COOH
H3C N

stearova kyselina: 12,8 % H

Pramérné ox. €. C= -1,8 = uhlik je nejvice redukovany 14



Dva zpiuisoby vzniku ATP v bunce

95 % ATP vznika aerobni fosforylaci (za pritomnosti O,):

ADP + P, + energie H* gradientu — ATP

5 % vznika substratovou fosforylaci:

ADP + makroergni fosfat 2 ATP + druhy produkt

vys$i / srovnatelny energeticky obsah jako ATP

ADP + 1,3-bisPglycerat 2 ATP + 3-P-glycerat (glykolyza)
ADP + fosfoenolpyruvat — ATP + pyruvat (glykolyza)
GDP + [sukcinyl-CoA + P; 2 sukcinylfosfat] & GTP + sukcinat + CoA (citrat. cyklus)

ADP + kreatin-P 2 ATP + kreatin (sval, smér reakce je ovlivnén aktualni koncentraci)
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DR je soustava redoxnich d&jii ve vnitini mitochondrialni membrang,
ktera zaCina oxidaci NADH a konc¢i redukci O, na vodu.

ADP + P,

—_——
wepweld

Matrix (negativni)

L 4
= *

| H Y
H+
protonovy gradient

QOO
+ + + MMP (pozitivni)

Transfer elektronu ve vnitfni mitochondrialni membrané je spojen s
transferem protonu pies membranu do mezimembranoveho prostoru.

Protonovy gradient je vyuzit na syntézu ATP. 16



Komponenty dychaciho retézce

 substraty (NADH+H*, FADH,)
« enzymové komplexy (I —1V)
 kofaktory vazané na enzymy komplext (FMN, FAD, Fe-S, hem)

 samostatné slozky mezi komplexy (ubichinon, cytochrom )

RozliSujte:

hem (cyklicky tetrapyrrol chelatujici iont Fe) % cytochrom (hemovy protein)
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Sbérna mista pro redukcni ekvivalenty

pyruvat, CC, ketolatky

NADH + H @ acyl-CoA
. sukcinat
NAD _
‘ umarat idace
enoyl-CoA
matrix I
FAD - - FAD -
: —————————-----_____::::___:"_"_‘_~ ~~~~~ ;;
cytoplazma
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Enzymové komplexy v DR

Nazev Kofaktory Oxidace Redukce
l. | NADH-Q oxidoreduktasa* | FMN, Fe-S NADH — NAD* | Q — QH,
1. | sukcinat-Q reduktasa FAD, Fe-S, cytb | FADH, - FAD Q — QH,
l1l. | Q-cytochrom-c-reduktasa | Fe-S, cytb, ¢, QH, - Q CYt Cox = CYU Cpeq
IV. | cytochrom-c-oxidasa cyt a, a,, Cu CYt Creg —> CYL Coy O, - 2H,0

* také zvany NADH dehydrogenasa
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Mitochondrie a oxidacni stres

« cca 98 % O, je spotfebovano v DR (cytochrom-c-oxidasa)

« kromé vody vznikaji také reaktivni formy kysliku (ROS, reactive oxygen species)

* hlavnim zdrojem ROS jsou komplexy | a lll (vznika superoxid)

- produkce superoxidu se zvysi pokud se tok elektront v DR zpomali n.
otoCi

« mitochondrie obsahuji fadu antioxidantu (GSH, QH,, superoxiddismutasa)

dychaci retézec

T lipoperoxidace VMM

defektni /
uvolnéni cytochromu ¢ ‘

proteiny ROS

mutace / l
apoptoza

MIDNA mitochondridlni
dysfunkce

nekrodza

20
TEST nemoci, starnuti



Mitochondrie a apoptosa

apoptoza je kontrolovany proces zaniku bunky s minimalni odezvou na
okolni tkan,

apoptodza je vyznamna pro prirozenou obnovu tkani

regulacni proteiny apoptozy tvori rodinu Bcl-2 (B-cell lymphoma 2),
nékteré jsou anti-apoptotické (Bcl-xl), jiné pro-apoptotické (Bax, Bak)
Bax a Bak proteiny oligomeruji a vytvori por v zevni mitochondrialni
membrane,

cytochrom c se uvolni do cytosolu, navaze se na neaktivni kaspasy a
dalSi proapoptotické faktory — vytvori se apoptosom — a tim se spusti
exekucni faze apoptosy (kaspasova kaskada)
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Reaktivni formy kysliku v organismu

Radikaly

Neutralni, anionty, kationty

Superoxid -O,
Hydroxylovy radikal -OH
Peroxylovy radikal* ROO-

Alkoxylovy radikal RO-

Hydroperoxylovy radikal HOO-

Oxi1d dusnaty NO-

Peroxid vodiku HOOH
Hydroperoxidy* ROOH
Kyselina chlorna HCIO
Singletovy kyslik 1O,
Peroxynitrit ONOO-

Nitronium NO,*

* Derivaty fosfolipidit béhem lipoperoxidace: PUFA-OO-, PUFA-OOH
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Hydroxylovy radikal HO-

Nejreaktivnegjsi volny radikal, reaguje okamzite s
molekulami v miste vzniku

Reaguje se vsemi molekulami pritomnymi v
Zivych organizmech

Extrémné silne oxidacni Cinidlo

Vznik: Fentonova reakce, homolyticke stepeni
vazby O-O v H202, ionizaCnim zarenim, reakci

HOCI s O2-., ultrazvukem, pri lithotripsii a
lyofilizaci
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Vysoce reaktivni hydroxylovy radikal
*OH vznika Fentonovou reakci

H,O, + Fe?* — «OH + OH" + Fe3*

nebo z peroxidu vodiku a superoxidu, za katalyzy Fe?* ionty:

H,0, + «O, — *OH + 0, + OH-
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Superoxidovy anion-radikal -O.,

vznika Jednoelektronovou redukci dikysliku

* relativné malo reaktivni

« pusobi jako oxidaéni a redukéni Cinidlo (redukce cytoch. C
X oxidace askorbatu)

* Primeé poskozeni biomolekul vysoce selektivni
* Neprimeé usnadnuje vznik HO.
« Tvorba peroxynitrili po reakci s NO.

[toto neni reakce, pouze jeden redoxni par] %



Vznik superoxidu v organismu

* tzv. respiracni vzplanuti (NADPH oxidasa,
fagocytujici leukocyty)
20,+ NADPH —» 2 -0, + NADP* + H*

» spontanni oxidace hemoproteinu

hem-Fe?* + O, — hem-Fe3* + O,

[toto jsou reakce, tedy kombinace dvou redoxnich parti] 26



Singletovy kyslik 1O,

excitovany stav tripletového dikysliku, molekulovy O2 s sparovanymi
spiny, reaktivnéjSi nez bézny O2,

vznika pfi fotochemickych rekcich, mj. po absorpci svétla nékterymi
pigmenty (porfyriny)

Zpusobuje biologické poSkozeni (poskozeni sitnice, porfyrie)

LécCba novorozenecké zloutenky, psoriazy
3 1
O, — -0,

Chemické reakce (vznik hydroperoxidl, endoperoxidu z latek s jednou Ci

Interakce s jinymi molekulami

vice dvojnych vazeb/konjugovanych systému

Vznik karbonylovych sloucCeniz z tryptofanu

[l v Vd = - ry v V4 27
Prenos exitaCni energie (quenching, zhaseni)



Peroxid vodiku H,O,

In vitro pomerne nestala sloucenina, snadno se
rozklada se na vodu a kyslik

v organismu vznika pfi deaminaci AK/aminu
take pri xathinoxidasoveé reakci
dvouelektronova redukce O,

muze oxidovat -SH skupiny enzymu, produkovat
hydroxylovy radikal aj.
Malo reaktivni, ve vysokych koncentracich toxicky
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Oxidacni deaminace aminokyselin poskytne
amoniak, oxokyselinu a peroxid vodiku

H,O

R—ﬁ—COOH
; O

NH3

R—CllH—COOH > R—|C|3—COOH
NH> ‘ NH

FAD FADH, iminokyselina

katalasa

H,O + 72 0,
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Xanthinoxidasa produkuje peroxid vodiku

hypoxanthin + O, + H,O — xanthin + H,O,

xanthin + O, + H,O — mocova kyselina + H,0O,

vetSina tkani, hlavné jatra

30



Srovnejte: redukce dikysliku

Typ redukce Dil¢i reakce (redoxni par)

Ctyfelektronovd |O, + 4e +4H* — 2 H,0

Jednoelektronova |O, + e — -0,

Dvouelektronova |O,+2e +2H" — H,0,




Kyselina chlorna HCIO

vznika v neutrofilnich granulocytech z
peroxidu vodiku a chloridovéeho aniontu

reakci katalyzuje myeloperoxidasa

HCIO ma silné oxidacni a baktericidni ucinky
H,0, + CI- + H* — HCIO + H,0
Poskozeni biomolekul:

Poskozeni proteinu (prevadi Met na Met sulfoxid,
Chlorace Tyr za vzniku 3-chlortyrosinu, poSkozeni -
SH skupin membran. Proteinu

Chlorace bazi DNA (hlavné pyrimidinu)
Oxidace thiolu, askorbatu a NADPH 3



Oxid dusnaty NO- vznika z argininu

ma 1volny elektron, volny radikal

Volna difuze mezi bunkami 1-10s, v krvy vychytan erytrocyty, produkovan NO
syntasy: nNOS, eNOS, INOS

exogenni zdroje: IéCiva, vazodilatancia
Fyz. funkce (vasodilatace, neurotransmiter, makrofagy-baktericidni u€inek

NO- se vaze na guanylatcyklasu = cGMP = relaxace hladké svaloviny
(hlavné cév) a dalsi ucinky ...
NO- je radikal a poskytuje dalsi reaktivni metabolity: tvorba peroxynitritu a
dalSich RNS a nitrosothioll
H+
NO- + 'Oz' — O=N-0-O" —» O=N-0-0-H (kys. peroxodusita)

l peroxonitrit / \

nitrosylace NO,* + OH- ‘NO, + -OH

" |

nitrace tyrosinu NO; (plazma, mo€) .,



Slouceniny uvolnujici NO

CH,—O—NO;
CH—O—NO;
CH,—O—NO,

glycerol trinitrat (glyceroli trinitras)
naZzloutla olejovita kapalina
klasickée lecivo, pusobi rychle
sublingualni tablety, sprej, naplast

Na,[Fe(CN):NO]
nitroprusid sodny (natrii nitroprussias)
pentakyanonitrosylZelezitan disodny

rubinové Cervene krystaly

extrémné ucinny, i.v. infuze

O O—NO,

O,N—O O
isosorbid dinitrat (isosorbidi dinitras)
vyhodnéjsi farmakokinetické vlastnosti

H3C\
/C H—CH,—CH,—0O—N=0
HsC

amyl-nitrit (amylis nitris)
tékava kapalina, inhalac¢ni aplikace

H3C\
CH—CH,—0—N=0

HsC

isobutyl-nitrit

tékava kapalina, nova droga
poppers, rush, liquid aroma ...



Peroxynitrit ONOO-

Silné cytotoxické oxidacni Cinidlo

Toxicke ucinky:

Deplexe —SH skupin a dalSich antioxidantu
Oxidace lipidu

Zlomy DNA , nitrace a deaminace DNA bazi (G)

Nitrace aromatickych AK (Tyr, Phe, Trp) 3-nitrotyrosin (inaktivace
enzymu, interference se signalni transdukci)

Oxidace Met na sulfoxid

NO- + -0, — O=N-0-Or

l peroxonitrit

nitrosylace

35



Sirné radikaly

* In vivo —SH —antioxidanty, ale thioly mohou byt
zdrojem volnyc radikalu

« Tvorba thiolovych radikalu GS.
* Vznik potencialnich cytotoxickych radikalu

36



Exogenni pri€iny vzniku volnych radikalu

 Ultrafialove nebo ionizacni zareni (UV svetlo,
y zareni, X- zareni)

« Koureni

» Znecisteni ovzdusi

* Intoxikace (PCB, CL4, chloroform, alkohol

* Potrava (tepelna uprava, drceni, vliv svetla)

37
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Endogenni priciny vzniku volnych
radikalu

Reakce katalyzovane XOD (urazy,

nekrozy)

Rozpad fagocytu a makrofagu (zanéty,
sepse, popaleniny)

Syntéza prostaglandinu
Hyperglykmie

Reperfuze po predchozi ischemii
(kyslikovy druh)

38



Funkce volnych radikalu ve zdravém organismu

| Nastroj oxidas a oxygenas

» cytochromoxidasa (toxické meziprodukty, H,O, a
superoxid, vazany na enzymu)

(mitochondrialni dychaci reteze)

* monoxygenasy (oxygenasy se smisenou funkci) -
aktivuji O, v ER jater nebo v mitochondriich nadlevin;
hydroxylace

(cytochrom P450, oxidace Sirokého spektra substrati
zaspotreby 02, jaterni P450- metabolismus xenobiotik)

39



| Nastroj oxidas a oxygenas

« Xanthinoxidaza (XOD) —oxidace xanthinu na
KYS. mocovou

* Prolin alysinhydroxylasy (hydroxyluji Pro a

_yS pri syntéze kolagenu)

* Tyrosinhydroxylasa (hydroxyluje Tyr,
zahajeni syntezy dopaminu, adrenalinu,
noradrenalinu)

Syntéza hormonu stitné zlazy
-Thyreoperoxidasa

Oxidace I- na |2 peroxidem vodiku---mono a
dijodotyrosin, thyroxin T4, trijodthyronin T3

40



Oplodnéni vajicka

Spermie

naruseni membrany vajiCka pfi pruniku —
produkce O2-.

Vajicko

Zabranéni pruniku dalSich spermii —

produkce H202 ..tvorba pricnych vazeb v
membrane

41



Funkce volnych radikalu ve zdravem
organismu Il

ROS a RNS proti bakteriim, fagocytoza
Forma obrany proti cizorodym ¢asticim a mikroorganizmum
Makrofagy, neutrofily, NK bunky

Enzymy podilejici se na zneSkodnéni pohlcenych
mikroorganizmu ve fagocytu

« enzymovy komplex NADPH-oxidasa leukocytu
a makrofagu (respiracni vzplanuti)

* myeloperoxidasa - katalyza reakce

H,O, + CI-+ H* = HCIO + H,O

* INOS: zavisla na NADPH (Arg-Citrulin..NQ)



Funkce volnych radikalu ve zdravem
organismu |l

* signalni molekuly
primarni posel = sekundarni posel = info sit

» redoxni stav bunky ovliviuje funkci teto site

* redoxni stav: kapacita antioxidacniho systemu,
dostupnost redukénich ekvivalentu, intenzita
oxidacni zatéze (RONS)

—>ROS: sekundarni poslove

—=NO (neurotransmiter, cévni endotel-relaxace cévni
steny, NO u fagocytujici bunky)
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Imunitni ochrana vs.regulace

masivni produkce ROS jako nastroj
Imunitni ochrany

X

indukce zmeén nizkych koncentraci ROS,
jez Jjsou pravdepodobne regulacnim
mechanismem

44



Pozitivni u€inky kyslikovych radikalu

 meziprodukty oxidasovych a oxygenasovych
reakci (cyt P-450), béhem reakci jsou radikaly
vazane na enzym, takze neposkozuji okolni
struktury

» baktericidni ucinek fagocytu, respiracni vzplanuti
(NADPH-oxidasa)

* signalni molekuly (prvni poslové), zatim jasne

prokazano u NO-, u nékterych dalSich radikalu se
predpoklada podobné pusobeni
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Oxidacni stres

Pri poruseni rovnovahy mezi vznikem a
odstrannovanim RONS nastava tzv.

oxidacni stres

Rovnovaha muze byt poruSena na obou
stranach!!

Priciny vzniku oxidacniho stresu:

nadmeérna tvorba RONS,

nedostatecnha ¢innost antioxidacniho
obraného systemu,

kombinace

46



Poskozeni lipidu - atak na nenasycene MK

peroxidace lipidu

retezova reakce

enzymové peroxidace lipidu (syntéza prostanoidu,
leukotrienu, aktivni centra hydro- a endoperoxidas (COX a
lipoxygenasy)

neenzymova peroxidace lipidi — patologicky proces,
meziprodukty lipoperoxidace, vazba na proteiny, ovlivnéni
fluidity

Poskozeni Dusledek
ztrata nasobnych « zména fluidity
vazeb propustnosti
vznik reaktivnich membran
metabolitu * vliv na membranové

(aldehydy) vazané enzymy



NI NI NN Peroxidace kyseliny

MK fozlolipiia R . /4
linolenové
*gH 12 a
Moy B s, S
altykovy radkl
i . Degradation -
irmuge dugigich vamb
R - Rz FProducts .
AL Ve W W .
’ T,
mﬁ\l ale
T N il

‘ / (')H \. hydroperoxid

maloadmitoinyd S 6 e S . —
B e
malondialdehyd | o | Peroxidovy radikél— alkanaly,
" AN mewme=v alkeny....modifikace, plice

| -/

alicay aliaay . pice
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Poskozeni proteinu

Primé poskozeni bilkovin pusobenim RONS

-oxidace, hydroxylace, nitrace, chlorace AK, neprobiha
retezova reakce

Neprimé poskozeni bilkovin produkty peroxidace lipidu
-alkoxylové a peroxylove radikaly

Malondialdehyd a 4-hydroxynonenal, vznik prficnych vazeb
mezi sousednimi retézci, vznik karmobynovych sloucenin

} , Dusledek
Poskozenl « zmény transportu iontu
agregace a sitovani, « zmény aktivity enzyma
fragmentace a Stépeni * Proteolyza, aktivace proteaz a

fosfolipas dusledkem hromadéni
Ca21l v cytosolu

Vznik novych antigennich determinant
s naslednymiautoimunitnimi redkcemi

reakce s hemovym zelezem
modifikace funkCnich skupin



Poskozeni DNA

* Hydroxylace purinovych bazi

- 8-hydroxyadenin, 8-hydroxyG, 8-o0xoG, FapyG, FapyA
 Hydroxylace pyrimidinovych bazi

-thyminglykol, uracilglykol,...

« Hydroxylace cukernych zbytkli

-oxidace a fragmentace — uvolneni bazi, preruseni retezce
DNA a tvorba malondialdehydu

Poskozeni Dusledek
stepeni cukerneho * mutace
kruhu + translaéni chyby
modifikace bazi e inhibice
zlomy retezce proteosyntézy

50
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Poskozeni biomolekul

Sloucenina | PoSkozeni Nasledky
- oxidace PUFA (ztrata dvojnych y : ,
vazeb) - zména propustnosti membran
. . ., L. - poSkozeni membr. enzymu,
lipidy -tvorba reaktivnich slou¢enin pro teirzlﬁ 2ymt
(aldehydii a ROO-) protemu - ,
-oxidace cholesterolu - Zména fluidity membran
- modifikace -SH a fenylu zmény v transportu iontu
(arom.) AK vstup Ca?* do cytosolu
Proteiny - vznik pti¢nych vazeb mezi zmény v aktivité enzymi
retézci-sitovani a agregace vznik novych antigenich determinant
- fragmentace + St€peni aktivace protedz a fosfolipaz
Modifikace a §t€peni deoxyribos : ,
difikace bizi P y y Vznik mutaci
MOdITIKace bazi , r oy /
DNA | s Chyby v parovani bazi
‘ Omy fetezee . translacni chyby
Vznik pti¢nych vazeb mezi ‘hibice broteosvntéz
fetézct DNA a proteinl P ymezy

TEST
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Jak umime oxidacni stres kvantifikovat ?

Detekce volnych radikalu

 pomerne narocné vzhledem vzhledem k
fyz. chem. vlastnostem

Mereni produktiu oxidacniho stresu

A an 4 L

oxidacniho stresu
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Markery oxidacniho stresu

Posouzeni lipoperoxidace:

malondialdehyd (MDA), konjugované dieny,
Izoprostany

Posouzeni poskozeni proteinu :
proteinové hydroperoxidy
Posouzeni poskozeni DNA :
stanoveni modifikovanych nukleosidu (8-0xoG)
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Stanoveni antioxidantu

askorbat
tokoferol

SOD
GSHPX

glutathion
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Onemocnéni spojena s oxidachim stresem

Neurologicka

Alzheimerova choroba
Parkinsonova choroba

Endokrinni
Diabetes

Gastrointestinalni

Akutni pankreatitida

Vaskularni
Ateroskleroza

Ostatni
Obezita
Transplantace organu, Rakovina 55



Antioxidacni ochranny systém

Tri typy ochrany
zabrana tvorby nadméerneho mnozstvi RONS

» zachyt a odstranéni radikalu (lapace,
vychytavace, zhasece)

* reparacni mechanismy poskozenych
biomolekul
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Prehled antioxidantu a vychytavacu VR

1. Endogenni antioxidanty
* enzymova (cytochrom c, SOD, GSHPX, katalasa)

* neenzymova
- membranova (a -tokoferol, -karoten,
koenzym Q ;)
- nemembranova (askorbat, uraty, transferin,
bilirubin)
2. Exogenni antioxidanty
* inhibitory vzniku VR (regulace aktivit enzymu)
* scavengery vzniklych VR (enzymy, neenzymy)

« stopove prvky (Se, Zn)

S7



Antioxidacni systemy organismu

1. Enzymy (endogenni)

superoxiddismutasa, katalasa, glutathionperoxidasa

2. Vysokomolekularni antioxidanty (endogenni)

transferrin, ferritin, ceruloplazmin aj., vazou volné ionty kovu

3. Nizkomolekularni antioxidanty (exogenni,
endogenni)

redukujici latky s fenolovym -OH (tokoferol, flavonoidy, urat)
redukujici latky s enolovym -OH (askorbat)

redukujici latky s -SH skupinou (glutathion, dihydrolipoat)

latky s rozsahlym systémem konjugovanych dvojnych
vazeb (karotenoidy) 58



H,0 + 1/2 0,

catalase

sop - + B’ o |
02 « 1 - > H202 | : 2 OOH ¢ .Feﬂ+ i OH.-
o Fenton's reaction = o
 NADPH + H’ 5 GCEL
NADP"

~ GSSG <
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Superoxiddismutasa

« obsazena v kazdé bunce, fylogeneticky velmi stary enzym

« katalyzuje dismutaci superoxidu

-2) — (0) + (-
« oxidaéni &isla kysliku v reakci: o7z = ) & )

dvé isoformy: SOD1 (Cu, Zn, cytosol), dimer, Cu = redoxni
centrum cytosol, intermitochondrialni prostor, hepatocyt,
mozek, erytrocyt, vysoka stabilita, katalyza pri pH 4,5-9,5

« SOD2 (Mn, mitochondrie), tetramer, matrix mitochondrie, mensi

stabilita nez Cu, Zn — SOD, fylogeneticky mladsi,
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Eliminace H,O, v organismu

- katalasa obsazena v erytrocytech

disproporcionace H,O,, H,O, —» 20, + H,0O, pfiwsokyen

koncentracich H202
Detoxikace alkylperoxidu : H,O, +ROOH —» O, + H,O+
ROH

° g lutathion peroxid AdSa (odstranovani interacelularnich hydroperoxidd)

« obsahuje selenocystein, druhy substrat - glutathion (G-SH) redukuje H,O, a
hydroperoxidy fosfolipidd (ROOH)

detoxikace peroxidu vodiku, GSSG se redukuje na GSH pomoci glutathionreduktasy

2 G-SH + H-O-O-H —» G-S-S-G + 2H,0

neskodny derivat

2 G-SH + R-0-O-H —» G-S-S-G + R-OH+ H,0 «©



Glutathionperoxidasy

odstranuji intracelularni hydroperoxidy a H,O,
2 GSH + ROOH — GSSH + H,O0 + ROH

« cytosolova GSH - glutathionperoxidasa (EC
1.11.1.9, cGPXx)

« extracelularni GSH - glutathionperoxidasa
(eGSHPX)

« fosfolipidhydroperoxid GSH - peroxidasa (EC
1.11.1.12, PHGPX)
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Nizkomolekularni antioxidanty

Lipofilni Hydrofilni
Tokoferol |_-askorbat
Karoteny Flavonoidy

- Lykopen Dihydrolipoat?

- Luteln Glutathion?
Ubichinol? Mocova kyselina®

4 Endogenni slouceniny.
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Tokoferol

Lipofilni antioxidant bunéénych membran a lipoproteinu

Redukuje peroxylové radikaly fosfolipidd na hydroperoxidy, které jsou
dale redukovany GSH, tokoferol se oxiduje na stabilni radikal
PUFA-O-O- + Toc-OH — PUFA-O-O-H + Toc-O-

Toc-O- se Castecne redukuje na Toc-OH askorbatem n. GSH (fazové

rozhrani)

Toc-O- + askorbat — Toc-OH + semidehydroaskorbat

CHs; CHj
HO O

CHs

CH
CHsj 3 64



Karotenoidy

Karotenoidy jsou polyisoprenoidni uhlovodiky (tetraterpeny)
Odstranuji peroxyloveé radikaly, samy se pfi tom méni na
stabilni karotenovy radikal

Maji schopnost zhaset (deexcitovat) singletovy kyslik
Zdroje v potrave: listova zelenina, zluté, oranzove a
cervene zbarvena zelenina a ovoce

Nejucinngjsi antioxidant je lykopen, vyskytuje se pouze

v nekterych potravinach, hlavne rajcata a vyrobky z nich

(keCupy, protlaky) — je termicky stabilni

Vysoky pfijem lykopenu ve stredomori
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Obsah lykopenu v potravinach (mg/100 g)

CHs

Rajsky protlak 10-150

KeCup 10-14

Rajska stdva/omacka 5-12

Meloun 2-1 Pro efektivni uvolnéni a vstiebani

Papaja Serstva 2.5 lykopenu je vhodné rajcata rozvarit
a konzumovat s tukem

RajcCata Cerstva 1-4

Merunky kompot ~ 0,06

Merunky Cerstve ~ 0,01 -




Zeaxanthin a lutein

« patfi mezi xanthofyly, kyslikaté derivaty karotenoidu

* [iSi se polohou dvojné vazby a poCtem chiralnich center

* vyskytuji se zejména v zelené listové zeleniné

* obsazené ve Zluté skvrné (macula lutea) a chrani ji pfed degeneraci

lutein (tfi chiralni centra)
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Ubichinol (QH,)

Vyskytuje se ve vSech membranach

Endogenni syntéza strevni mikroflorou z tyrosinu a
farnesyldifosfatu (odbocCka pri biosyntéze
cholesterolu)

Exogenni zdroje: klickovy olej, jatra, maso

Redukovana forma QH, pomaha pri regeneraci
tokoferolu

Toc-O- + QH, — Toc-OH + -QH
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L-Askorbat (vitamin

C
. K)ofaktor hydroxylace prolinu (syntéza kolagenu)
« Kofaktor (reduktant) hydroxylace dopaminu na noradrenalin
« Silné redukéni inidlo (Fe3*— Fe?*, Cu?t — Cu?)
« Umoznuje vstrebavani zeleza z potravy
* Redukuje radikaly -OH, -O,", HO,-, ROO- aj.
* Regeneruje radikal tokoferolu
« Odbourava se na oxalat !!
« Nadbytek askorbatu ma prooxidacni ucinky:

Fe’* a Cu*katalyzuji vznik hydroxylového radikalu

askorbat+ O, —» O, + -monodehydroaskorbat
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L-Askorbova je dvojsytna kyselina

PKy = 4,2 PK,, = 11,6
(|3H20H (|3H20H (|3H20H
H—C—OH H—C—OH H—C—OH
O ‘ @) ‘ @)
%O = — ¢O = — &O
HO OH HO 0° ©0 0°

dva enolové hydroxyly Dva Ko ugovans pary:

askorbova kys. / hydrogenaskorbat
hydrogenaskorbat / askorbat 70



L-Askorbova kyselina ma redukcni ucinky

CIZHZOH (IZHZOH
H—C—OH H—C—OH
O O
O O
— 4 N
HO OH O 4 A O
askorbova kys. dehydroaskorbova kys.

(redukovana forma) (oxidovana forma)
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Flavonoidy a ostatni polyfenoly

LI 4

Ubikvitarné rozsirené v rostlinach, nejhojnejsi redukcni
slouCeniny v nasi strave

Celkovy pfijem je cca 1 g (mnohem vySSi nez u vitaminu)
Derivaty chromanu (benzopyranu), obsahuji mnoho
fenolovych hydroxylu

Hlavni predstavitel kvercetin

Redukuji volné radikaly a samy jsou premeneny na malo
reaktivni fenoxylové radikaly

Chelatuji ionty kovu (Fe?*, Cu*) a zabraniuiji tak jejich uc¢asti ve
Fentonove reakci
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Hlavni zdroje flavonoidu a jinych
polyfenoll

zelenina (nejvic cibule) OH

ovoce (jablka, citrusy, OH
hrozny) O
. , HO O
zeleny ¢aj, erny &aj ‘
kakao, cokolada . OH
olivovy olej (Extra Virgin) o4 O

cerveneée vino kvercetin
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Glutathion (GSH)

tripeptid NH, H O
y-glutamylcysteinylglycin Hooc)a\/y\/'L' | > coon
tvoii se ve viech burikach pog o, b
redukéni &inidlo (-SH) >H

redukuje H,0O, a ROOH (glutathionperoxidasa)
redukuje ruzné kyslikové radikaly
regeneruje -SH skupiny proteint a koenzymu A

podili se na regeneraci tokoferolu a askorbatu
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Regenerace redukované formy GSH

musi byt zajistena plynula regenerace redukovane
formy glutathionu (GSH)

glutathionreduktasa, vyznamna v erytrocytech

GSSG + NADPH + HY —» 2 GSH + NADP*

pentosovy
cyklus

75



Dihydrolipoat

kofaktor oxidacni dekarboxylace pyruvatu a 2-oxoglutaratu
redukuje mnoho radikalu (mechanismus neni znam)

podili se na regeneraci tokoferolu

terapeutické pouziti (acidum thiocticum) — diabetické

neuropatie
/\/\/\/COOH (YWCOOH
SH SH S—S

dihydrolipoat lipoat

(redukovana forma) (oxidovana forma) .



Kyselina mocova

Konecny katabolit purinovych bazi, dvojsytna kyselina

V tubulech se z 90 % resorbuje

LI 4V 4

Nejhojnéjsi antioxidant krevni plazmy (150-400

pmol/l)
Ma vyrazné redukCni ucinky, redukuje radikaly RO-,

Vaze kationty zeleza a medi

I



Laktimova forma kys. mocoveé
je dvojsytna kyselina

PKA; = 5,4 PK,, = 10,3
OH OH OH
~ N N
N N~ - N
g g e
HO” N~ N HO” SN~ N o0 XN~ N
H H H
kys. moCova hydrogenurat urat

2,6,8-trihydroxypurin
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Redukcni ucinky kyseliny mocove

Srovnejte koncentrace v krevni plazmé:

Askorbat: 10 - 100 pmol/l
Urat: 200 - 420 pmoll/l
OH OH
N N N~ N
e | S>—0® + R+ H® g P8 | »—oe * RH
HO™ N N HO™ N N
H H
hydrogenurat radikal
(redukovana forma) (oxidovana forma)

|

hydrogenurat odstépi jeden elektron oy
Ruzné premény

R- je napt. -OH, superoxid aj.
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Vysokomolekularni antioxidanty

Vazba iontu prechodnych kovu, zména jejich
oxidacniho stavu a zabraneneé jejich ucasti v
radikalovych reakcich

Ferooxidasova aktivita- mobilizace intracelularnich
zasob Fe

Transportni proteiny (transferin, laktoferin,
ceruloplasmin)

Zasobni bilkoviny (feritin, hemosiderin,
neuromelanin), haptoglobin, hemopexin

Proteiny obsahujici velké mnozstvi thiolovych

skupin (metalothioneinu, albumin)
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Stopove prvky ovlivaujici VR

Selen
ovlivhuje resorpci vit. E, soucast
selenoproteinu
U Se = nedostat. imunitni odp.., hemolyza
erytrocytu, syntéza methemoglobinu

Zinek
stabilizace bunecnych membran
zvyseni imunitni odpovedi, antagonista Fe
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Radiace

ZANET
(neutrofily,
makrofagy)

Arginin
(NOS)

Autooxidace
Elektron
-transport

Polutanty

Oxidasy

Enzymy

Proteiny
SOD, CAT, GPy,

RSH-P,
a,GP, Trf,Alb
ferritin

(+)
ROS

—

LIPIDY = O XL P

GST, MSH, -

Metabolity

Vitaminy

A, E, C, KoQ
bilirubin, urat
Mg, Mn, Zn, Se
lipoat,karnosin
NAD(P)H

ik

Alterované ~

Chyby
Transkripce, __
Translace

i

Oxid. nukleové
kyseliny

PROTEINY (enzymy)
Oxid. modifik
PROTEINY \

Enzymy
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