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Vyzkumu volnych radikali a reaktivnich forem kysliku/dusiku, jejich vztahu
k patogenezi fady onemocnéni a zptiisobu ochrany proti jejich ptisobeni je vénovano znacné
Gsili a pozornost. Casto je zdiraziiovan pravé nepiiznivy Glinek volnych radikali. Tyto
slouceniny, které v organismu bézné vznikaji (napt. pii metabolickych reakcich), v§ak maji
nejen znaCny patogeneticky ale i fyziologicky vyznam. Jsou schopné pohotové reagovat
s riznymi biologickymi strukturami (napf. aminokyselinami, proteiny, mastnymi kyselinami,
lipidy, nukleotidy), nizkomolekularnimi metabolity, koenzymy a dal§imi soucastmi zivé hmoty.
Diky tomu se staly vyznamnymi prostiedniky pfenosu energie a faktory imunitni ochrany. Za
urcitych okolnosti vSak ptsobi jako toxické latky a jako dezinformacéni agenti, schopni
organismus poskodit a dokonce ho i usmrtit.

Volné radikaly, reaktivni formy kysliku a dusiku

Volné radikaly jsou latky (atomy, molekuly, ionty) schopné samostatné existence, které
maji ve svém elektronovém obalu neparovy elektron (ev. vice neparovych elektrontt). Vznikaji
z normalnich ¢astic ztratou elektronu (oxidaci), pfijetim elektronu (redukci) ¢i homolytickym
St€épenim kovalentni vazby, pifi kterém kazdy fragment ziskd jeden neparovy elektron.
K homolytickému §té€peni je tfeba znacné mnozstvi energie (napt. ultrafialové nebo ionizacni
zéteni, teplota ~ 450-600 °C), proto vznikaji volné radikély v biologickych systémech vétSinou
energeticky snadnéjSim zptusobem (ztratou ¢i piijetim elektronu). Volné radikdly mohou byt
neutrdlni Castice, kladn¢ nebo zaporn¢ nabité ionty v zavislosti na tom, zda pocet protonil
v atomovém jadie odpovida poctu elektronti v orbitalech (neutralni ¢astice) nebo neodpovida
(ionty). Vzorce radikalii se oznacuji teCkou, ktera indikuje nepéarovy elektron, a vzorec je
doplnén podle poctu a typu nadboje znaménkem + ¢i -, pokud je popisovana Céstice zaroven

iontem.
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Homolytické stépeni kovalentni vazby A-B — A+ + Be
Redukce (molekula ptijima elektron) A+e — A
Oxidace (molekula ztraci elektron) B—B'e+e”

Volné radikaly jsou obvykle malo stabilni a vysoce reaktivni, protoze se snazi doplnit
si chybéjici elektron a dosdahnout tak stabilni elektronové konfigurace. Vznik radikélu mize byt
iniciaci celého fetézce dalSich reakci. Chybéjici elektron ziskava volny radikal vytrzenim z
,hormalni‘“ molekuly, ze které se tak stava radikal a radikdlova reakce se tim propaguje do
okoli. Radikélova reakce je ukoncena (terminace) bud’ reakci dvou radikalii, nebo reakci
s latkou, jejiz radikal je stabilni a muze existovat delsi dobu (napf. a-tokoferol ¢i jiné
nizkomolekulérni antioxidanty).

Pojem reaktivni formy kysliku (ROS) ¢i reaktivni formy dusiku (RNS) je souhrnnym
oznacenim pro volné radikaly a slouceniny spojené s metabolismem kysliku nebo dusiku, které
nemaji neparovy elektron (napt. peroxid vodiku ¢i peroxynitrit). V Tab. 1 jsou uvedeny

ptiklady nejvyznamnéjSich RONS spolu s jejich fadovym biologickym polocasem.

Tab. 1. Reaktivni formy kysliku a dusiku s fddovym polocasem nékterych z nich (upraveno ze
Stipek 2000)

Reaktivni formy kysliku (ROS)

Volné radikaly Neradikalové slouceniny
Hydroxylovy radikal HO- ns* | Peroxid vodiku H>O» min
Superoxid anion radikal Oy us Chlornan ClOo™ min
Peroxylovy radikal ROO* s Kyselina chlorna HOCI min
Alkoxylovy radikal RO- us Ozén O3
Hydroperoxylovy radikal ~ HO* s Singletovy kyslik '0, us

Reaktivni formy dusiku (RNS)

Volné radikaly Neradikalové slouceniny
Oxid dusnaty NO- S Peroxynitrit OONO™ ms
Oxid dusicity NOze Alkylperoxynitrit ROONO™

Nitrosyl NO*
Kyselina dusita HNO:>

*tadovy biologicky poloc¢as dané RONS v Zivém organismu
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Reaktivni formy kysliku

V organismu se nejCastéji setkdvame s volnymi radikaly odvozenymi od kysliku.
Béznou dvouatomovou molekulu kysliku (téz tripletovy dioxygen) miizeme rovnéz zaradit
mezi radikaly, protoze ve dvou molekulovych orbitalech obsahuje po jednom neparovém
elektronu (je to biradikal), které maji stejné spinové kvantové Cislo. Ve srovnani s jinymi
radikaly vSak reaguje s biomolekulami pomémé pomalu, protoze piijem elektronu vyzaduje,
aby jeden ze stavajicich neparovych elektronli zménil sviij spin (rotaci), coz je relativné pomaly
proces, a piekonal tak tzv. spinovou restrikci. Tato ,,drobnost™ umoznila zivym organismim
prezit v kyslikové atmosféfe planety Zemé, jinak by doslova shoteli. Molekularni kyslik se vSak
muze snadno zménit v reaktivnéjsi formu tim, Ze mu dodame energii nebo jinak poruSime
spinovou restrikci (zménou poctu elektront).

Pti postupné redukei molekuly kysliku ¢tyimi elektrony vznikaji postupné dalsi ROS a
nakonec dvé molekuly vody (Obr. 1). Pfijetim prvniho elektronu vznikd superoxid anion
radikal (O27), coZ je vibec nejhojnéjsi volny radikal v Zivych organismech. Superoxid se
prijetim dalsiho elektronu redukuje na peroxid vodiku (H20»), ktery se v pfitomnosti dal$iho
elektronu rozpada na vodu (disociovana forma hydroxidovy ion HO™) a hydroxylovy radikal
(HO»), coz je vlibec nejreaktivnéjsi volny radikal v zivych organismech s extrémné kratkym
biologickym polocasem. Posledni elektron redukuje hydroxylovy radikal na molekulu vody
(opét ve form¢ HO™). Popsana reakce probiha napt. v aktivnim centru cytochrom-c-oxidasy
(enzym dychaciho fetézce mitochondrii) a umoziuje finalni transformaci energie chemickych

vazeb zivin do ATP.

e- e, 2H* e- e-
02&4 02‘-¥-4> H20>-§> HOM H,0

HO

Obr. 1. Postupna ctyfelektronova redukce molekuly kysliku

Superoxid ma oxidac¢ni i redukéni vlastnosti a podléha dismutaci, pii které jedna jeho
molekula poskytuje elektron druhé, takze O>"* se vlastné zaroven oxiduje 1 redukuje. Produkty
reakce jsou kyslik a peroxid vodiku. Ptestoze reakce probihd ve vodném prostfedi velkou

rychlosti, v organismu je jesté o Ctyfi fady urychlena enzymem superoxiddismutasou.

EVROPSKA UNIE
Evropské strukturalni a investini fondy

Opera¢ni program Vyzkum, vyvoj a vzdélavani MINISTERSTVO 8KOLSTVI

MLADEZE A TELOVYCHOVY




Projekt
»Zvyseni kvality vzdélavani na UK a jeho relevance pro potreby trhu prace-ESF
Reg. ¢. CZ.02.2.69/0.0/0.0/16_015/0002362", je financovan z programu OP VVV

Z patobiochemického hlediska stoji za pozornost téZ singletovy Kyslik (!02), ktery
vznika excitaci jednoho elektronu tripletového kysliku do stavu s vyssi energetickou hladinou,
kterd je provazena zménou spinu tohoto elektronu. Tato zména usporadani elektronti, diky které
je odstran&na spinova restrikce, zplisobi zna¢ny nariist reaktivity. V organismu vznika 'O, pii
spontanni dismutaci superoxidu (jedna molekula superoxidu se oxiduje na kyslik a druha se
zéaroven redukuje na peroxid vodiku) a po absorpci svétla nékterymi pigmenty (tzv. nepiimé
fotosenzitiza¢ni reakce). Takovymi pigmenty (fotosenzitizéry) jsou napf. retinal, bilirubin ¢i
porfyriny, které jsou po absorpci svétla o vhodné vinové délce excitovany a mohou pienést
excitacni energii na sousedni molekulu kysliku, ze které se stava '0,, a fotosenzitizér se vraci
do zakladniho energetického stavu. Singletovy kyslik pak napadé bud’ molekulu fotosenzitizéru
a/nebo jinou piitomnou molekulu, ¢imz se zméni jeji struktura a vlastnosti (fotodynamicky
G¢inek). Né&ktera onemocnéni (napf. porfyrie) jsou provazend excesivnim vznikem 'O.
Fotodynamické reakce se vSak pouzivaji i k terapii, napf. novorozenecké Zloutenky, psoriazy
¢i k fotodynamické terapii solidnich tumord.

Vznik kyseliny chlorné (HOCI) je katalyzovan enzymem myeloperoxidasou, ktera je
pritomna v azurofilnich granulech neutrofilnich granulocyti (PMN). Jedna se o silny oxidant,
ktery PMN pouZzivaji jako mikrobicidni prostiedek. Pii reakci HOCI s aminoskupinami
proteint vznikaji chloraminy, které jsou stabiln¢jsi, ale maji slabsi mikrobicidni u¢inky nez
HOCIL.

Peroxylové (ROO-) a alkoxylové radikaly (ROe), které vznikaji napt. b&hem
peroxidace lipidii, jsou dobrymi oxida¢nimi €inidly. Alkoxylové radikaly se vSak v organismu
rychle pfeménuji na jiné typy radikali.

Vzajemné piremény ROS jsou katalyzovany ionty piechodnych kovi, zejména ionty
zeleza a médi. Jedna se o prvky z prvni fady d-prvki (Zzelezo, méd’, mangan), které¢ maji neuplné
obsazenou piedposledni valen¢ni slupku elektronového obalu, proto velmi ochotné reaguji s
ROS. Vétsina jejich biologickych t€¢inki (beneficnich i Skodlivych) souvisi praveé se schopnosti
piijimat a darovat elektrony. V organismu jsou vazany v depotnich formach (napt. transportni
a skladovaci proteiny transferin, feritin, ceruloplasmin), kde jsou udrZovany v redoxné
inaktivnim stavu. Pfikladem vzajemné premény ROS jsou Haberova-Weissova reakce a
Fentonova reakce. Haberova-Weissova reakce spontanné bez katalyzy neprobihd, protoze
07"+ ve vodném prostiedi spontanné nereaguje ani s H>O», ani s organickymi hydroperoxidy.
V ptfitomnosti Zeleza vSak reakce H>Oz a Oz ¢ probiha velmi snadno, a to ve dvou krocich.

Nejprve Oz zredukuje Zelezité ionty na Zeleznaté a ty pak pohotové redukuji H2O2 na HOe,
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ktery je vysoce toxicky. Posledni reakce je znamé jako Fentonova reakce a jedna se o dlouho

znamy d¢j a také nejcastéjsi zptisob vzniku toxického HO-.

Haberova-Weissova reakce (1934) H>O0, + Oy" s — O + HO* + HO™
Redukce Fe** 027 + Fe* — Oy + Fe?*
Fentonova reakce (1894) H,0, + Fe?" — HO+ + HO™ + Fe**

Reaktivni formy dusiku
Molekulu oxidu dusnatého (NO) muizeme zatadit mezi volné radikdly, protoze

obsahuje jeden neparovy elektron. Biologicky vyznam NO je obrovsky — je soucasti procesi
nespecifické imunity, plisobi jako neurotransmiter v CNS a VNS a ovliviiuje cévni tonus a tim
reguluje krevni tlak (1écebné vyuZiti pti Angin€ pectoris — NO se uvoliiuje z nitroglycerinu ¢i
amylnitritu). Pfestoze se jedna o jednoduchou molekulu, syntetizuje se slozitym mechanismem
z aminokyseliny L-argininu za katalyzy enzymu NO-synthasy (NOS). Existuji ¢tyii typy NOS,
které se lisi regulaci exprese (konstitutivni x indukovatelna), zavislosti na Ca** a primarnim
mistem izolace (endotelidlni x neuronalni x makrofagovd x mitochondrialni). NO reaguje
s vétSinou biomolekul velmi pomalu, protoze jeho difuze do krve a inaktivace hemoglobinem
probihd mnohem rychleji, dostate¢né rychle reaguje jen s jinymi radikély a pfechodnymi kovy.
Metabolity NO (napf. peroxynitrit) jsou vSak velmi reaktivni. Pti reakci s thiolovymi skupinami
cysteinu, glutathionu ¢i albuminu vznikaji stalejSi nitrosothioly, které jsou ziejmé transportni
formou NO.

Reakci NO se superoxidem vznika toxicky peroxynitrit (ONOQOY), ktery je silnym
cytotoxickym oxida¢nim agens. /n vivo vyvolava hydroxylaci a nitraci tyrosinovych zbytki a
oxidaci methioninovych zbytkdi v proteinech, coz vede k inaktivaci enzymi (napf.
ar-antiproteinasy, trombomodulinu, glutathion-S-transferas, cytochromt P450) a interferenci

se signalni transdukci (zablokovani fosforylace tyrosinovych zbytkli pomoci tyrosinkinas).

Sirné radikaly

V in vivo podminkach vystupuji thiolové slouceniny (zejm. redukovany glutathion)
vétSinou jako antioxidanty, protoze chrani thiolové skupiny proteinti pfed oxidaci a vychytavaji
kyslikové radikaly a dalsi reaktivni formy (napt. HOCl a ONOOH). Thioly (v¢etné glutathionu)
vSak mohou byt rovnéz zdrojem radikala (thiylové radikaly, RSe). Thiylové radikaly vznikaji
po reakci thiold s radikdlem lokalizovanym na uhliku nebo kysliku (HOe, ROOe, RO¢), po

reakci thiold s ionty pfechodnych kovli nebo homolytickym $tépenim disulfidovych vazeb (i
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v proteinech). Thiylové radikaly maji zna¢nou reaktivitu, mohou oxidovat dalsi latky za vzniku

jinych radikalt (napt. askorbylovy radikal z askorbatu, O>7).

Vznik volnych radikala

Volné radikély se dostavaji do organismu z vnéjSiho prostiedi, velké mnozstvi vSak
vznikd 1 v pribéhu metabolismu. Podle toho rozdélujeme pfic¢iny vzniku volnych radikalt na

exogenni a endogenni (Tab. 2).

Tab. 2. Exogenni a endogenni pfi¢iny vzniku RONS

Exogenni Endogenni

Ultrafialové nebo ioniza¢ni zareni (UV | Rozpad fagocyti a makrofagi (zandty,
svétlo, y-paprsky, X-paprsky) sepse, popaleniny)

Intoxikace (PCB, CCI " chloroform, | Vznik Kkyseliny mocové v reakcich
parakvat, alkohol — na metabolismu se katalyzovanych xanthinoxidasou
podili cytochrom P450) (Grazy, nekrdzy, pooperacni stavy...)

Znecisténi ovzdusi Syntéza prostaglandini

Koureni Hyperglykémie

Potrava (tepelnd uprava, drceni, vliv | Reperfuze po predchozi ischemii (také
svétla,...) »Kyslikovy dluh*)
Autooxidace thioli

Fyziologické funkce RONS

Ve vétsiné publikaci je zdirazilovan nepfiznivy ucinek RONS. Nesmime vSak
zapomenout, ze RONS se tcastni celé fady pochodu, které jsou pro pteziti buiiky/organismu
nezbytné. Skodi pouze tehdy, vymknou-li se pisné kontrole, kterou kazdy aerobni organismus

ziskal v pritbéhu vyvoje biologického systému.

Metabolismus zivin a zisk energie

Posledni ¢asti dychaciho fetézce mitochondrii je cytochrom-c-oxidasa (komplex IV),
ktera pfijima elektrony pochéazejici z Zivin a redukuje jimi molekularni kyslik. Molekula
kysliku je postupné ¢tyfmi elektrony redukovana na dvé molekuly vody a pfi tomto procesu se
uvolni energie pro syntézu ATP. Béhem redukce vznikaji v aktivnim centru reaktivni

metabolity (viz. Obr. 1), které zlstavaji navazdny na enzym. Vzhledem k nepfedvidatelnym
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vlastnostem ROS je v8ak zhruba 3-5 % denni spotieby kysliku pfeménéno na Oz ¢, H2O2, HO-
a !0, misto kompletni redukce na vodu.

Monooxygenasy, enzymy endoplasmatického retikula, redukuji kyslik tfemi elektrony
na HOe, ktery vyuzivaji k hydroxyla¢nim reakcim, napft. pfi syntéze cholesterolu a zluc¢ovych
kyselin, pfi detoxikaci né€kterych xenobiotik (cytochromy P450), pii degradaci tryptofanu
kynureninovou cestou (indolamin-2,3-dioxygenasa).

Dalsi enzymy, které vyuzivaji kyslik, jsou rizné oxidasy. Jednou znich je
xanthindehydrogenasa, ktera oxiduje hypoxanthin a xanthin na kyselinu mocovou. Prolyl- a
lysylhydroxylasy jsou enzymy syntézy kolagenu, které¢ vyuzivaji molekularni kyslik k
posttransla¢ni hydroxylaci prolinovych a lysinovych zbytkl za ucasti kofaktori askorbatu a
2-oxoglutaratu. Tyrosinhydroxylasa, ktera ma jako kofaktor tetrahydrobiopterin, zahajuje
syntézu katecholaminli zavedenim hydroxylové skupiny do pozice 3 na aromatickém jadie
tyrosinu.

Pii syntéze hormont §titné zlazy dochazi k oxidaci jodidu peroxidem vodiku na
elementarni jod, ktery je nasledné vyuzit kjodaci tyrosinovych zbytkd v proteinu
thyreoglobulinu. Tyto reakce katalyzuje specificka peroxidasa — thyreoperoxidasa, zdrojem
peroxidu vodiku jsou dudlni oxidasy DUOX1 a DUOX2, které patii mezi NADPH-oxidasy.

Deoxyribonukleotidy vznikaji in vivo redukci ribonukleosiddifosfatli v ptitomnosti
enzymu ribonukleotidreduktasy (téz ribonukleosiddifosfatreduktasa). Tento enzym ma
v aktivnim misté pfitomny RSe, ktery se ti€astni katalyzy reakce. Pro redukci 2-OH skupiny
ribosy se vyuziva par thiolovych skupin (cysteinovych zbytkll) v aktivnim misté enzymu, ktery
se bchem reakce oxiduje. Regenerace enzymu probihd pomoci thioredoxinového nebo
glutaredoxinového systému za t€asti NADPH jako donoru reduk¢nich ekvivalenti.

Fagocytdza

PMN a makrofagy pouzivaji RONS k odstrafiovani mrtvych bunék a k zabijeni bakterii.
Jejich membrana je vybavena enzymovym komplexem — NADPH-oxidasou, ktery po pohlceni
cizi Castice aktivuje a redukuje kyslik na Ox7e, ¢imZ se 10-20 nasobné zvysi spotieba O»
aktivovanou bunikou (,,respira¢ni vzplanuti). Superoxid je superoxiddismutasou redukovan
na peroxid vodiku. Kysel¢ prosttedi fagosomu podporuje uvolnéni iontl Zzeleza
z intracelularnich zasob, takze je k dispozici pro Fentonovu reakei a vznik HOe. U
aktivovanych PMN je pfitomn4d myeloperoxidasa, ktera katalyzuje vznik HOCI z peroxidu
vodiku a chloridovych iontl. V makrofazich 1 PMN je G¢inkem cytokinli, mikrobt a jejich

produktli stimulovéana exprese indukovatelné NO-syntasy, kterd (v zavislosti na dostupnosti
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kofaktori, substratu a NADPH) ve svém okoli zvySuje koncentraci NO o n¢kolik fada. Ten pak
nesta¢i byt odstranén difuzi do krve a reaguje ve fagosomu se superoxidem za vzniku
baktericidniho prosttedku ONOO™ (Obr. 2).

chloraminy
A
A

2/ H:0. H,0

NI
citrulin HCIO > 102 + CI”

/
1 N0 = @N06" <
NO synthasa Cl
! H'+0, O
- K \ <

L-Ag [0} - O;_. —=_ H;0,
NADPH superoxid

oxidasa dismutasa

Obr. 2. Tvorba RONS ve fagocytujicich bunikach (upraveno z Krejsek a kol. 2016)

Bunécna signalizace

Indukce tvorby RONS (pouze nizké koncentrace!) vyznamné ovliviiuje aktivitu drah
signalni transdukce. RONS mohou hrat do urc¢ité miry tlohu druhych posli v signalnich
drahach aktivovanych cytokiny a ristovymi faktory. Mezi nejvyznamnéjsi cile RONS patii
modulace aktivity riznych transkripcnich faktorti (napf. Nrf2, AP-1, NF-«xB, HIF-1),
proteinkinas (napt. MAPK, PI(3)K) a fosfatas. Vysledkem je napi. stimulace bunécné
proliferace, starnuti (senescence) bun¢k, modulace apoptéozy atd. Vyznamnou signdlni
molekulou je NO, ktery pasobi jako neurotransmiter a vazodilatacni faktor. Tento radikal

aktivuje guanylatcyklasu, ktera v bunce syntetizuje cGMP.

Antioxidacni systém organismu

Antioxidacni obrana organismu piedstavuje komplexni systém tvoreny nékolika
urovnémi. Podle vztahu k tvorbé ROS Ize tyto obranné mechanismy rozdé€lit do tfi skupin.
Primérni antioxidanty brani tvorbé volnych radikali (napf. cheldtory iontdl, inhibitory
xanthinoxidasy a NADPH-oxidasy, transportni bilkoviny), sekundarni vychytavaji jiz
vytvorené volné radikaly (napf. antioxida¢ni enzymy a redukujici latky) a tercidrni zajist'uji
opravu a  eliminaci  biomolekul  poSkozenych  volnymi  radikdly  (napf.

methioninsulfoxidreduktasa, DNA-fotolyasa, fosfolipasy, proteasy, endonukleasy). Ochrana
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organismu proti oxidacnimu poskozeni je systémem, v némz antioxidanty a celd jejich
seskupeni vzdjemné spolupracuji. Funkce jednoho antioxidantu velmi ¢asto podminuje

ucinek jiného ¢lanku tohoto systému.

Antioxida¢ni enzymy

Mezi hlavni antioxida¢ni enzymy organismu patii superoxiddismutasa (SOD), katalasa
(CAT), glutathionperoxidasa (GPx) a dalsi peroxidasy (Obr. 3).

Superoxiddismutasa, kterd je pfitomna v kazdé aerobni burice, katalyzuje dismutaci
027+ na H>O2 a 0. U ¢loveéka se vyskytuji tfi formy enzymu — Cu,Zn-SOD, EC-SOD a Mn-
SOD, kter¢ se lisi kofaktorem (atom kovu) a lokalizaci. Cu,Zn-SOD je pfitomna v cytoplasmée
bunék. Jedna se o homodimer, jehoz kazda podjednotka obsahuje po jednom atomu Cu a Zn;
méd’ prendsi elektron z jedné molekuly superoxidu na druhou, zatimco zinek ma stabiliza¢ni
funkeci a katalyzy se neucastni. EC-SOD (extracelularni) je tetramer obsahujici v aktivnim misté
ionty Cu a Zn. Tento enzym se vaze prostfednictvim heparansulfatu na luminalni povrchu
endotelu, odkud miiZe byt uvolnén heparinem. Mn-SOD je lokalizovana v matrix mitochondrii
a ma Ctyfi podjednotky; spolu s Fe-SOD se vyskytuje 1 v prokaryontnich organismech a je tedy
fylogeneticky star$i nez Cu,Zn-SOD. U c¢lovéka vede deficit Cu,Zn-SOD k onemocnéni
zvanému amyotrofickd laterdlni sklerosa, které je provazeno tézkym postizenim motorickych
neuronll v mozkové kiife a miSe.

Peroxid vodiku, ktery vznikéd dismutaci O2"e, je toxicky, proto se ho organismus snazi
co nejrychleji odstranit. K tomuto ucelu se vyvinuly dva systémy — katalasa (Stépi H>O2 na H,O
a O2) a peroxidasy (redukce H>O2 je provazena oxidaci jiného substratu). U ¢loveka je
nejvyznamngj$i peroxidasou glutathionperoxidasa, ktera redukuje H>O; za soucasné oxidace
glutathionu (GSH). Regeneraci koenzymu GSH zajistuje glutathionreduktasa (GR), ktera
vyuziva k redukci oxidovaného glutathionu (GSSG) koenzym NADPH. Je tedy zavisla na
spravném fungovani pentosového cyklu. U ¢lovéka bylo popsano osm isoenzyml GPx, které
se liSi strukturou, lokalizaci, funkci a zavislosti na selenu. GPx1 se nachazi v cytoplasmé
prakticky vSech bunék (cGPx) a kromé antioxidacni Glohy slouzi ziejmé i1 jako zasobarna
selenu; GPx2 (GIT) a GPx3 (plasma) jsou lokalizovany extracelularné. VSechny tfi isoformy
maji podobnou tetramerni strukturu a obsahuji v aktivnim centru selenocystein, ktery slouzi
jako redoxni centrum enzymu. GPx4 (téZ fosfolipidova GPx, PHGPx), zfejmé nejvyznamng;jsi
antioxida¢né plisobici isoforma, je monomerni enzym vazany v bunéénych membranach vSech
bun¢k, kde redukuje kromé H2O: i lipidové hydroperoxidy. GPx5 je hlavnim enzymem

v nadvarleti, ktery mé tetramerni strukturu a v aktivnim centru mé cysteinovy zbytek misto
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slenocysteinu. GPx6 je strukturné blizka GPx3 (homotetramer se selenocysteinem), ale jeji
funkce a kinetické vlastnosti jsou pfedmétem dalSiho studia. GPx7 a GPx8 jsou monomerni
enzymy, v nichz je selenocystein nahrazen redoxné aktivnim cysteinovym zbytkem. Tyto
enzymy jsou lokalizovany v membranach endoplasmatického retikula a podileji se na skladani
nascentnich proteinti. Dédicny defekt GPx a defekt tvorby GR se projevi poskozenim
bunécnych membran s naslednou hemolytickou anemii.

Katalasa ptsobi na H>0O: az ve vysokych koncentracich, ¢imz se li$i od peroxidas, které
pusobi na nizké koncentrace H-O». CAT miize katalyzovat i peroxidasové reakce, ale vzhledem
k nizké aktivité vaci alkylperoxidim (ROOH) se tato reakce v antioxida¢ni obrané neuplatiuje.
Jedna se o hemoprotein se cCtyfmi podjednotkami, ktery vykazuje nejvyssi aktivitu
v mitochondriich a peroxisomech hepatocytl a v cytoplasmé erythrocytt. Dédi¢ny deficit CAT
je velmi vzacny a nema zavazné klinické projevy.

H,O0+'%: 0,
CAT

0, H,0, /"P"\ 2 H,0

2 GSH GSSG

X

NADP* NADPH

Obr. 3. Vztahy mezi jednotlivymi soucastmi antioxidacniho systému butiky (upraveno z
Racek 2003).

Vysokomolekularni endogenni antioxidanty
Ptechodné kovy (zejm. Zelezo a méd’) se chovaji jako volné radikaly a jsou-li volné a

v redukované form¢ podileji se na vzniku ROS (Gcastni se Fentonovy reakce). Organismus
potiebuje Fe a Cu jako biogenni stopové prvky, musi v§ak zabranit jejich tcasti v radikalovych
reakcich. Ochranou pied ucasti téchto kovii ve Fentonové reakci je jejich vazba v pevném
chelatu (napf. transportni a skladovaci proteiny) nebo oxidace na vyssi valenci. Tak je Fe(III)
pfi transportu v plasmé pevné vazano na transferin. V buiikach stfevni sliznice a v kostni dfeni
je pevné vazano v molekule feritinu, v leukocytech se vaZe na protein laktoferin. Zelezo se
sice vstiebava jako dvoumocné, avSak feritin vykazuje ferooxidasovou aktivitu, ktera udrzuje

skladované Fe v oxidované formé. Stejné tak v krvi zajist'uje oxidaci zeleza ceruloplasmin,
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jehoz hlavnim funkci neni transport Cu, ale pravé oxidace Fe ptred jeho piredanim transferinu.
Za antioxidant mizeme povazovat i haptoglobin (vychytavéa extracelularni hemoglobin) a
hemopexin (vazZe uvolnény hem), protoze uvolnény hemoglobin a hem predstavuji prooxida¢né
nebezpecnou formu Fe. Reaktivitu volnych radikélti vyznamné ovliviiuji také thiolové skupiny

nekterych proteind (napt. albumin, metalothioneiny), které chelatuji ionty kovii.

Nizkomolekularni antioxidanty
Antioxidant mtzeme definovat jako slouCeninu, ktera — je-li pfitomna v nizkych

koncentracich v porovnani s mnozstvim oxidovatelného substratu — je schopna jeho oxidaci
znaén¢ zpomalit nebo ji zabranit. Podle upravené definice, kterd je vhodnd pouze pro
nizkomolekuldrni antioxidanty, by ,,ide4lni* antioxidant mél byt: netoxicky; vstiebavan z
potravy a dostupny po absorpci; pteménén v buiikdch a tkanich na redukovanou formu, aby
mohl vystupovat jako donor protont nebo elektronti; schopen znicit volné radikaly a vykazovat
fadu antioxidacnich vlastnosti véetné interakce s dal$imi antioxidanty pfitomnymi v membrané
nebo ve vodné fazi.

Nizkomolekuldrni antioxidanty mizeme délit podle jejich piivodu (endogenni x exogenni;
ptirozené x umélé), lokalizace (intracelularni x extracelularni) ¢i rozpustnosti (hydrofilni x

lipofilni x amfifilni). Pfehled nizkomolekularnich antioxidanti je uveden v Tab. 3.

Tab. 3. Pfehled nizkomolekularnich antioxidantu

Endogenni Exogenni
Glutathion Askorbat
Hydrofilni | Kyselina mocova Polyfenoly (trans-resveratrol)
Bilirubin Bioflavonoidy (kyanidin, kvercetin,
rutin aj.)
Lipofilni Koenzym Q1o a-Tokoferol
Estrogeny Karotenoidy
Amfifilni | Melatonin Lazaroidy (21-aminosteroidy)
Kyselina a-lipoova Bioflavonoidy (epikatechin,
prenylované flavonoidy)

Prolomeni antioxidacni ochrany organismu, oxidac¢ni stres

V Zivém organismu je vznik RONS a jejich odstraiovani antioxidacnim systémem

v pfiblizné rovnovaze. Pievaha jedné ¢i druhé slozky vede k porucham, které mohou
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v

organismus vazné ohrozit. Cast&jsi je piipad, kdy prevladaji RONS, at’ je to zptisobeno jejich
zvysenou tvorbou, snizenou ¢innosti AOX systému, nebo kombinaci obou pfi¢in. Pii poruSeni
této rovnovahy ve prospéch RONS vznika stav, ktery se oznacuje terminem oxidacni stres. |
vyrazna pfevaha AOX muiZze mit neptiznivé nasledky, protoze blokuje fyziologické a pro
organismus nezbytné ucinky RONS.

Prakticky kterdkoliv biomolekula mtze byt napadena a poSkozena RONS.
Nejzavaznéjsi je poskozeni fosfolipidi biomembran, vedouci k poruse esencidlnich
membranovych dé&ji ¢i dokonce k zdniku bunky, dédle poskozeni nukleovych kyselin
(mutageneze, karcinogeneze, zanik bunky) a proteinii (inaktivace enzymi a dalSich

vyznamnych proteint) (Tab. 4).

Tab. 4. Hlavni buné&éné cilové struktury pro RONS (upraveno ze Stipek 2000)

Cil PoSkozeni Nasledky
, * ztrata dvojnych vazeb, * zména fluidity lipidQ
Nenasycené . _— o . . .
D * vznik reaktivnich metabolitl * zmény v propustnosti membran
MK v lipidech . . T
PUFA (peroxidy, aldehydy) * vlivna membranové vazané enzymy
( ) * tvorba chemoatraktantli pro makrofagy
* agregace a sitovani * zmény v transportu iontd
* fragmentace a Stépeni * vstup Ca? do cytosolu
Proteiny * modifikace SH- skupin a * zmény v aktivité enzym
benzenovych jader AK
* reakce s hemovym Zelezem
» Stépeni kruhu deoxyribosy * mutace
DNA * modifikace a poSkozeni bazi * translacni chyby
* zlomy fetézce * inhibice proteosyntézy

* ktizové vazby retézcl

Peroxidace lipida (lipoperoxidace)

V biologickych systémech jsou nejcastéji napadeny polynenasycené mastné kyseliny
(PUFA). Peroxidace lipida (Obr. 4) je typickym piikladem fetézové reakce, kde lze rozlisit
iniciaci, propagaci a terminaci. Proces zacina (imiciace) vytrzenim vodikového atomu
z methylenové skupiny PUFA plsobenim HOe¢, RO* nebo ROOe« a mastna kyselina/lipid se
stava uhlikovym radikalem, v némz dvojna vazba pifesmykuje tak, Ze vytvari konjugovany dien.
Ten se snadno konjuguje s kyslikem za vzniku peroxylového radikdlu (ROQOe), ktery je
dostatecné reaktivni, aby byl schopen napadnout dal§i molekulu PUFA a vytvofit z ni radikal
(propagace). Z puvodnich ROO¢ vznikaji hydroperoxidy (ROOH), které¢ se cyklizuji. Mlze
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dojit k rozstépeni fetézce cyklického peroxidu a uvolnéni alkani (etan, pentan), které
vydechujeme, a reaktivnich aldehydt, zejm. malondialdehydu (MDA) a 4-hydroxynonenalu (4-
HNE). Retézova reakce konéi vznikem stabilni sloudeniny (terminace), napi. pii setkani
radikalu PUFA s jinym radikalem nebo s lipofilnim antioxidantem (zejm. a-tokoferol, koenzym
Qio).
R2
PUFA, lipid r=N\=" ="\~

<>H0-
H,0

NANNR
alkylovy radikal R1=— — — —
konjugovany dien MRZ
alkylového radikalu  R1 .

0,

— R2
Y kA R1=/Y¥/\:/
peroxylovy radikal RH
9 R
cyklizace (o} y
R2

R1 — — o hydroperoxid

o—oO |
OH l

l

e 0 alkanaly 5 modifikace
U alkenaly biomolekul
(4-HNE, MDA)
malondialdehyd alkeny > plice
alkany
Obr. 4. Schéma peroxidace polynenasycené mastné kyseliny (upraveno ze Stipek 2000 a

Racek 2003)

V organismu probihaji dva typy lipoperoxidace — enzymova a neenzymova. Enzymova
lipoperoxidace probihd v aktivnich centrech hydro- a endoperoxidas (cyklooxygenasa,
lipoxygenasa) a jejim vysledkem je vznik stereospecifickych a biologicky aktivnich latek —
eikosanoidi. Volné radikaly, které pfi jejich syntéze vznikaji, vSak nejsou zenzymu
uvoliiovany, takze neSkodi. Naproti tomu neenzymova lipoperoxidace je vyvolana

nespecifickym a mnohdy patologickym podnétem a probiha vySe zminénym mechanismem.
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Vznikajici reaktivni aldehydy MDA a 4-HNE se pevné vazou na proteiny a méni jejich funkci
a zivotnost. Vysledkem tohoto procesu jsou zmény ve fluidit¢ membran, vedouci ke zvyseni
jejich propustnosti pro ionty, coz vyvolava lyzu bunék a snizeni membranového potencialu.
Peroxidy vzniklé v membran¢ mohou byt redukovany na pfislusné alkoholy pisobenim GPx,

nebo mohou byt z membrany odstranény ptisobenim fosfolipas.

Poskozeni proteint (http://www.ias.ac.in/article/fulltext/jbsc/040/02/0419-0439)

Proteiny mohou byt pfi oxida¢nim stresu poskozeny bud’ ptimo — plisobenim RONS,
nebo nepiimo — vlivem produktl lipoperoxidace. Nekteré RONS jsou schopné bezprostiedné
oxidovat aminokyselinové zbytky, naptf. methionin je oxidovan na methioninsulfoxid a
nasledné methioninsulfon ptsobenim HOe, H,0,, '0,, ONOO™ a HOCI; tyrosinové,
fenylalaninové a tryptofanové zbytky jsou nitrovany peroxynitritem ¢i hydroxylovany pomoci
HOe+; oxidace prolinovych a argininovych zbytkdi je provézena vznikem glutamat-5-
semialdehydu atd. Oxidace jednotlivych aminokyselinovych zbytkl neni provédzena fetézovou
reakci, jako tomu bylo v ptipad¢ lipoperoxidace. V piipad¢ oxidace kostry polypeptidu vsak
fetézova reakce probiha a mize dojit i k rozstépeni polypeptidu. Nepiimé poskozeni proteinti
je zpusobeno produkty lipoperoxidace (napt. RO+ a ROO¢). Reaktivni aldehydy MDA a 4-HNE
se kovalentn€ vdZou na volné aminoskupiny lysinu za vzniku Schiffovy baze. Tato reakce vede
k tvorbé pticnych vazeb mezi sousednimi fetézci proteind, coz zpusobuje jejich agregaci a
sitovani. Pfi reakci 4-HNE s histidinovymi, lysinovymi ¢i cysteinovymi zbytky vznikaji
karbonylové slouceniny, které jsou ukazatelem miry oxidac¢niho poskozeni proteind.

Cilem oxidac¢niho poskozeni jsou nejen enzymy, ale 1 receptory a transportni proteiny.
Nasledky téchto reakci jsou zdvazné — enzymy méni svou aktivitu, iontové pumpy neudrzi
iontovou homeostazu buiiky (v cytoplasmé se hromadi ionty Ca®*, které aktivuji proteasy,
fosfolipasy a endonukleasy), modifikace aminokyselinovych zbytkl zptisobuji vznik novych
antigennich determinant. Vzniklé poSkozeni proteinii miiZe byt ¢aste¢né opraveno — disulfidové
mustky jsou redukovany pomoci glutathionu a thioredoxinu na thiolové skupiny;
methioninsulfoxid v proteinech je redukovan zpét na  methionin  enzymem
methioninsulfoxidreduktasou. Za in vivo podminek byvaji poSkozené proteiny rovnéz
odstranény proteolytickou degradaci, avsak siln¢ oxidované a agregované proteiny jsou viiéi ni

Casto rezistentni a v buinice se hromadi.
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Poskozeni DNA
DNA je sama o sobé velmi stala molekula, ale pfi jejim vystaveni HOe vznika celd fada

oxidac¢nich produktti, protoze HO* napadad purinové a pyrimidinové baze i cukerné zbytky.
Nejnachylngjsi k oxidaénimu poskozeni je guanin. Castymi produkty oxida¢niho poskozeni
purinovych bazi jsou 8-hydroxyguanin, 8-hydroxyadenin, 2,6-diamino-4-hydroxy-5-
formamidopyrimidin (FAPyG) a 4,6-diamino-5-formamidopyrimidin (FAPyA), zatimco
z pyrimidinovych bazi vznikaji cis- a trans-thyminglykoly, 5-hydroxy-5-methylhydantoin,
5-(hydroxymethyl)uracil, cytosinglykol a 5,6-dihydroxycytosin. Pfi absorpci UV zéteni (200-
300 nm) jsou pyrimidinové baze v DNA excitovany a pii reakci se sousedni pyrimidinovou
bazi vytvareji dimery (nejcastéji thyminoveé), které jsou chemicky stalé. RNS deaminuji adenin
na hypoxanthin, guanin na xanthin a cytosin na uracil, coz mtze byt pfi¢inou chybného
parovani bazi a vzniku tranzi¢ni mutace. Cukerné zbytky deoxyribosy jsou vlivem HO-
oxidovany a fragmentovany, pficemz vznikd celd fada produktl vcetné karbonylovych
sloucenin a MDA. Nésledkem téchto reakci mize dochézet k preruSeni fetézce DNA (jedno- a
dvouretézcové zlomy) nebo se mohou vytvaret pticné vazby mezi DNA a proteiny.
Nasledkem oxida¢niho poskozeni DNA dochézi k chybnému péarovani bazi pti replikaci
a zavedeni chyby do genetické informace (tranzice v ptipad€ deaminace bazi pomoci RNS nebo
v pfitomnosti thyminglykolu, transverze v pfitomnosti 8-hydroxyguaninu). Nékteré vznikajici
produkty blokuji replikaci DNA (napi. FAPyA ¢i thyminglykol). Poskozeni DNA se projevi
apoptdzou, mutagenezi, karcinogenezi a starnutim. Vzhledem k vyznamu DNA pro pieziti
organismu existuje n€kolik typli DNA reparacnich enzyml — pfimé odstranéni zmén (DNA-
fotolyasa) a systémy pro excizni Upravy (excinukleasovy systém, DNA-glykosylasa). Dimery
thyminu 1 dalSich bazi, které vznikaji po ozafeni DNA UV svétlem, jsou rozstépeny DNA-
fotolyasou, kterd je zéavisla na energii viditelného svétla. Chybné sparované, oxidované a
deaminované baze jsou z DNA odstranény bud’ pomoci excinukleasového komplexu, ktery
pii vétSich lézich vystépi poSkozenou bazi jako soucast oligonukleotidu, nebo je poskozena
baze odstranéna piimo pomoci DNA-glykosylasy. Prazdna mista v DNA jsou pak opravena a

doplnéna pomoci endonukleasy, DNA-polymerasy a DNA-ligasy.

RONS v patologickych procesech

RONS se podileji na vzniku a rozvoji ¢etnych onemocnéni a chorobnych stavii. Mezi
stavy s vyznamnou ucasti RONS patii nekroza, apoptoza, ischemicko-reperfuzni poskozeni,

starnuti a zanét. Onemocnéni, v jejichz patogenezi hraji RONS vyznamnou ulohu, jsou nékdy
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nazyvany nemocemi z volnych radikalt (,,free radical diseases*). Sem bychom mohli zafadit
aterosklerdzu, diabetes mellitus, neurodegenerativni onemocnéni (napf. Alzheimerova a
Parkinsonova nemoc), revmatoidni arthritis a nddorova onemocnéni. Dulezité je si uvédomit,

ze oxidacni stres neni pri¢inou t€chto onemocnéni, ale vyznamné se podili na jejich patogenezi.

Ischemicko-reperfuzni poskozeni
Delsi ischemie nebo hypoxie kteréhokoliv organu kon¢i zanikem bun€k a poskozenim

tkan€. Ptiischemii jsou velmi brzy vycerpany energetické zdroje bunky, klesa koncentrace ATP
a prevladd anaerobni metabolismus zivin (anaerobni glykolyza), coz zpiisobi pokles
intracelularniho pH. V bunice se hromadi AMP a jeho metabolit hypoxanthin. Diky nedostatku
ATP selhdva membranovy transport iontl (inaktivace Na/K-ATPasy a Ca/Mg-ATPasy), coz
zplsobi rychly narGst cytoplasmatického Ca®" tokem z mitochondrii, endoplasmatického
retikula a extracelularniho prostoru. V buiikach pietizenych Ca** (,,calcium overload*) dochézi
k nespecifickému zvySeni permeability membran a k aktivaci fady enzymi (fosfolipasy,
proteasy, ATPasy a endonukleasy), které poskozuji bunécné struktury. Béhem ischemie
dochazi také ke konverzi xanthindehydrogenasy (koenzym NAD™) na xanthinoxidasu
(koenzym O>), kterd jiz neni schopna véazat v aktivnim centru NAD". Po reperfazi je
nahromadény hypoxanthin oxidovdn xanthinoxidasou na xanthin a nasledné na kyselinu
mocovou a pifi této reakci jsou elektrony pfenaSeny na molekularni kyslik za vzniku Oz7. Z né;j
dismutaci vznika peroxid vodiku, ktery je ve Fentonové reakci stépen na HOe. Vznikajici ROS
poskozuji buiiky jednak ptimo, ale i nepfimo tim, Ze indukuji syntézu adheznich molekul
v endotelu (selektiny, ICAM-1), a tak se podileji na aktivaci PMN. Ty se hromadi v postiZzené
tkani a produkuji velké mnozstvi cytokini, které aktivuji PMN k produkci a uvolnéni ROS, coz
pfispiva k rozvoji zanétu v postizené oblasti (Obr. 5).

V souvislosti s ischemicko-reperfuznim poskozenim jsou zminovany tzv. reperfizni
jevy — kyslikovy paradox a kalciovy paradox. Prvni jev vyplyva ze zvySené tvorby RONS po
reperfiizi. Funkce enzymovych systémi produkujicich RONS se po reperfuzi obnovuje rychleji
nez protektivni mechanismy brénici jejich u¢inkiim. Druhy jev je dén tim, Ze po reperfuzi
dochazi k obnové kanalti piivadéjicich Ca®" z extracelularniho prostoru do buiiky pfed obnovou

iontovych pump, které ho z cytoplasmy odvadéji.
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Obr. 5. Uloha ROS pfi ischemii a reperfizi
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