Reaktivni formy kysliku
v lidskéem t le
Antioxida ni ochrana

MUDr. Jan Platenik, PhD
Ustav lékaské biochemie 1.LF UK

Co je volny radikal ?

- molekula, atom, nebo ion schopny
samostatné existence, ktery obsahuje alespo
jeden neparovy elektron
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K emu vlastn pot ebujeme kyslik?

P enos elektron (oxidace) z organickych latek na kyslik
uvol uje obrovské mno stvi energie
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Reaktivitu kysliku Ize navic regulovat katalyzoeghodnymi
kovy (elezo, m )
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Spinova restrikce kysliku

* Normalni (triplet) Q je
biradikal, s vysokou afinitou k
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kyslikaté atmosfé planety
okam it shoeli.

» Singletovy Q je excitovana,
vysoce reaktivni forma
kysliku.
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..elektrony prouidpo sgadu redoxriho
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Reaktivni formy kysliku (ROS, ,kyslikové radikaly2é
odvodit od meziproduktredukce kysliku na vodu:
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» Zdroje v tle:

— Unik elektron na kyslik
- Dychaci et zec v mitochondriich
- Jiné podobné redoxni systémy, namikrosomalni

cytochrom P450 monooxygenasa

— NAD(P)H Oxidasa:
- Fagocyty ("respiratory burst”)
- Nefagocytarni buky

— N které enzymy:
- Xanthinoxidasa
- Cyklooxygenasa
- Lipoxygenasa

— Reakce Fell-hemoglobinu s kyslikem

— Autooxidace (reakce s kyslikem)znych latek (askorbat,
glutathion a jiné thioly, katecholaminy)

Produkce superoxidu v dychaciet zci
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Respirani vzplanuti fagocyta

Myeloperoxidase

2 Ho,——Hcio
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Vznik superoxidu z oxyhemoglobinu

Hb-Fe(ll) + 00 —> Hb-Fe(||)=(_E_)=(_.?=

Hemaoglobin Kyslik Oxyhemoglobin
1 /
N
Hb-Fe(l1):0:0:
Hb-Fe(lll) :Q:0:
Methemoglobin Superoxid

Stipek S et al.: Antioxidanty a volné radikaly veadra nemoci. Grada
Publishing, Praha, 2000.




Superoxid O. -
2

* Vlastnosti:
- Nepilis reaktivni, oxidani i reduk ni inidlo

- Omezen& mo nost pchodu pes membrany (jen
skrz aniontové kanaly nebo ve své protonované

form )
- Uvol uje elezo z Fe-S cluster

* Osud:

— Dismutace:
0,~+0,~ + 2H O, + H,0,

—Reakce s oxidem dusnatym:

NO +0O,- OONO-  (peroxynitrit)

Peroxid vodiku H.O
22

e Tvorbavtle:

— Dismutace superoxidu (spontanni nebo
katalyzovana superoxiddismutasou)

0, +0,~ + 2H 0O, + H0,
— Pimo innosti nkterych enzym:

» Xanthinoxidasa
* Monoaminooxidasa (MAO)




Peroxid vodiku H.O
22

* Vlastnosti:
- Neni radikal
- VoIn prochézi skrz biologické membrany
- Sam o sobcelkem nereaktivni

- Ale rychle reaguje s redukovanymigzchodnymi kovy
jako elezoam (Fentonova reakce)

» Osud:
— Fentonova reakce: hydroxylovy radikal

/
H,0, + Fe* OH- + Fe+

— Bezpené odstranni glutathionperoxidasou nebo
katalasou

Hydroxylovy radikal OH

* Vznik vt le:
— lonisani zaeni:
HZO H + OH-:

— Fentonova reakce:
H,O, + Fet OH- +OH-+ Fe*

* Vlastnosti:

- Extrémn reaktivni. PoSkozuje biomolekuly blizko
mista svého vzniku
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Reaktivni formy kysliku
(Reactive Oxygen Species, ROS)

» Radikaly:
— Superoxid, @-~
— Hydroperoxyl, HQ:
— Hydroxylovy radikal, OH-
— Peroxyl, ROO-
— Alkoxyl, RO-

* Ne-radikaly:
— Peroxid vodiku, KO,
— Kyselina chlorna, HCIO
— Ozo6n, Q
— Singletovy kyslikO,

Oxid dusnaty NO

*Vznik vt le:

— NO synthasova reakce:

L-Arginin + O, + NADPH L-Citrullin + NADP* +NO

—Tir zné NO synthasy:
- NOS | (neuronalni, konstitutivni)
- NOS Il (fagocyty, inducibilni)
- NOS Il (endotelialni, konstitutivni)
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Oxid dusnaty (NO) p sobi relaxaci hladkého svalstva
cévni st ny:

Lumen of Acetylcholine
blood vessel

Acetylcholine Phospholipase
[ GPCR ]_’[ ¢

Endothelial -

cells
Ca2*/Calmodulin
NO synthase

Arginine + O,  Citrulline + -‘Ql‘gl
S
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RELAXATION
OF MUSCLE CELL

Smooth muscle cells

Oxid dusnaty NO

* Vlastnosti:

- Plynny radikal

- Reakce s hemovym elezem guanylatcyklasy
(...fyziologicke U inky, relaxace hladkého svalstva atd.)

- Reakce s hemovym elezem hemoglobinuf{ziologicka
inaktivace

- Reakce se sulfhydrylovou skupinou glutathionu atd. na
nitrosothiol (..transport NQ

- Reakce se superoxidem na peroxynitrit a kone
hydroxylovy radikal (..toxicita):

NO +0O,~ OONO- peroxynitrit

OONO +H*  HOONO OH- + NG,

kyselina peroxydusita hydroxylovy radikal
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Reaktivni formy dusiku
(Reactive Nitrogen Species, RNS)

« Radikaly:
— Oxid dusnaty, NO
— Oxid dusiity, NO,

* Ne-radikaly:
— Nitrosonium, NO
— Nitroxyl, NO-
— Kyselina dusita, HN®
— Oxid dusity, NO;
— Oxid dusiity, N,O,
— Nitronium, NOQ*
— Peroxynitrit, ONOO
— Alkylperoxynitrit, ROONO

Oxida ni poskozeni biomolekul

 Lipidy: peroxidace polynenasycenych
mastnych kyselin v membranach

* Proteiny: oxidace -SH, karbonylace -NH
hydroxylace/nitrosylace aromatickych
AMK, cross-linking, degradace

* Nukleove kyseliny:zlomy v et zci DNA,

hydroxylace basi ... mutace, kancerogenese

13
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loniza ni za eni:
Hydroxylovy radikal vznika ionizaci vody:

H,0 +h H +

Reaktivni formy kysliku v organismu:

Jednoelektronovou redukci kysliku (mitochondrie,
NADPH oxidasa) vznik&duperoxid Q-

Dismutace superoxidu produkujeroxid vodiku:
O,~+0,~ + 2H O, + H,0O,

Fentonova reakce s Fe nebo Cu vyivoperoxidu
hydroxylovy radikal:

H,O, + Fe* OH- + + Fet

Kde jsou RONS prosp Sné:

* Monooxygenasy: hydroxylace sterojkenobiotik etc.

» Fagocyty: zabijeni mikrobnebo nadorovych buk
» Mediatory zantlivé reakce

15



Hydroxylace hydrofobnich latek

(monooxygenasy, cytochrom P450..)

C=——CH HC—— CH
HC SR+ 0+ Rl ——8 e )COH +R + Hy0
HC——CH HC——CH

7\

Mechanismus: v podstatizena Fentonova reakce
Fe*+ SH + 2e- + @+ H'® FeOOH SH

FeOOH SH® FeCG*SH + HO
FeCG*SH ® FeOH*Se ® Fe*SOH ® Fe* + SOH

P iklad prospsnosti ROS:
Respirani vzplanuft
neutrofilniho granulocytu

Myeloperoxidasa

H,0,————=HCIO +RR-NH

/ kyselina
o5 chlorna
» OONO™
NO R’RNCI
N-chloramin

0,

16



Kde jsou RONS prosp Sné:
Monooxygenasy: hydroxylace sterojkenobiotik etc.
Fagocyty: zabijeni mikrobnebo nadorovych buk
Mediatory zantlivé reakce
Lokalni hormony/mediatory:

- NO:

- relaxace hladkého svalstva cévnirst,
gastrointestinélniho traktu, corpus cavernosum penis

- neurotransmitter/ neuromodulator v CNS, funkce v
synaptické plasticit u eni a panti

- inhibice adhese a agregace trombog¢cgidhese
leukocyt

Kde jsou RONS prosp Sné:
Monooxygenasy: hydroxylace sterojdkenobiotik etc.
Fagocyty: zabijeni mikrobnebo nadorovych buk
Mediatory zantlivé reakce
Lokalni hormony/mediatory:

- NO:

- relaxace hladkého svalstva cévnirst,
gastrointestinélniho traktu, corpus cavernosum penis

- neurotransmitter/ neuromodulator v CNS, funkce v
synaptické plasticit u eni a panti

- inhibice adhese a agregace trombog¢cgidhese
leukocyt

Superoxid stejn tak, U inky protich dné NO ?
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Koncept redoxni signalizace

» Redoxni prosedi buky - p iblin dano
pom rem GSH/GSSG a NADH/NAD
« Redoxni sensory na proteinech:
— kritické -SH skupiny
— Fe-S centra
 Cile redoxni signalizace:
— transkrip ni faktory
— proteinkinasy a fosfatasy

Redoxni
signalizace
» Oxida ni stres aktivuje
ur ité protein kinasy a

transkrip ni faktory
H8F1 L i I Co » Vysledny efekt: nap
stimulace proliferace,
/ / senescence (starnutf)
bun k

4 * P sobeni
~ ROS/antioxidant v bu ce
m e byt velmi specifické

Transcription

Tl Apoptosis Proliferation Growth arrest Senescence

(T. Finkel & N.J. Holbrook, Nature 408 (2000), 239-247
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Oxida ni stres

» Hladina reaktivnich forem kysliku je
udr ovana v uritych mezich mechanismy
antioxida ni ochrany

« Oxida ni stres nastava pvychyleni této
rovnovahy smrem k oxidaci

19



Antioxida ni ochrana

» prevence tvorby ROS/RNS (regulace
produkujicich enzym sekvestrace
p echodnych kov)

» vychytavani, lapani a zhaseni radikal

» reparani systémy (fosfolipasy, proteasom,
enzymy opravujici DNA)

Antioxidant v chemii potravin

e Redukni inidlo

schopné zastavit
et zovou reakci
lipoperoxidace
..."chain-breaking” ... /

* Nap.:

— Butylovany
hydroxytoluen (BHT)

— Butylovany
hydroxyanisol (BHA)

— Tokoferol (Vitamin E)

20



Antioxida ni ochrana lidského Ia

« Anatomické uspa@dani regulujici hladinu
kysliku ve tkanich

Antioxida ni enzymy
Sekvestrace redoxraktivnich kov
Antioxida ni substraty

Stresova reakce

(Reparace oxidaniho poSkozeni DNA,
protein a lipid )

oD

Prvni organismus : O

(anaerobni)

@ (&

Vyvinout Uchylit se do
antioxida ni Vyhynout ? anaerobnich
ochranu ? podminek ?

21



Shluknout se !

Antioxida ni ochrana |

Regulace Qve tkanich

Vdechovany vzduch160 mmHg Q

Plicni kapilary: 100 mmHg ©

Arterialni krev: 85 mmHg ©
Arterioly: 70 mmHg Q
Kapilary: 50 mmHg Q
Bu ky: 1-10 mmHg Q
Mitochondrie: <0,5mmHg Q
Obr: Wikipedie

22



Mitochondrie jsou p vodn

fagocytované/parazitujici bakterie ...

Antioxida ni ochrana Il

Antioxida ni enzymy

» Superoxiddismutasa:
0, +0,m + 2 H O, + H,0,
» Katalasa:
2 HO, 2H,0 + O
» Glutathionperoxidasa, peroxiredoxin:
H,O,+2R-SH 2H0O + RS-SR

23



Superoxiddismutasa (SOD)

Katalyzuje dismutaci superoxidu:
0,~+0,~ + 2H 0O, + H,0,

Naprosto nezbytna pro ivot s kyslikem

SOD1: Cu+Zn (cytosol)

SOD2:

— Mn (mitochondrialni matrix)

— Fe (prokaryotickd)

EC-SOD: extracelularni, Cu+Zn,

— MW 135000, vazba na heparansulfat na
povrchu cévniho lumen

Glutathionperoxidasy (GPX)

* Redukce peroxidspojena s oxidaci
glutathionu:
2GSH+ HO, GS-SG + 2D

(glutathion je nasledrnregenerovan
glutathionreduktasami)

* Obsahuji selenocystein v aktivnim mist
« Cytosolova glutathionperoxidasa:
— redukuje HO, a LOOH po uvolnni z fosfolipid

» Fosfolipidhydroperoxid-GSH-peroxidasa:
— redukuje LOOH i v membranéch

24



Glutathion (GSH/GSSG)

tripeptid, v ka dé
bu ce 1-10 mM

udr uje reduk ni
prostedi ICT
substrat pro GPX,
GST
neenzymove reakce $
ROS... produkty
oxidace GSH jsou
toxické pro buku

p i oxida nim stresu
export GSSG z biky

Katalasa

Tetramer, ka da podjednotka obsahuje hem s
Dismutace peroxidu vodiku:

2 HO, 2H,0 + O

Peroxisomy, erytrocyty

Té peroxidasova aktivita:
H,O, + ROOH H,O + ROH + Q
(ve srovnani s GPX nevyznamna)

-e
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Oxidace dlouhych mastnych kyselin yperoxisomech

?2._
‘ Superoxiddismutas%

Oxidovany NADP*
glutathion (GS-SG)

Glutathion
reduktasa /

Glutathion
eroxidas

NAD*

Redukovany — NADPH+H* NADH-+H *

glutathion (GSH) / / /

Pentosovy cyklus

\

ATP
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‘Superoxiddismutasa NADPH+H*
H 202
Peroxiredoxin Thioredoxin
RED RED
FADH, (Se)
SH HS SH HS
\ Peroxiredoxin

OX

LN FAD (Se)

NADP*

Antioxida ni ochrana Il
Sekvestrace eleza a It

* Redoxn aktivni p echodné kovy (Fe, Cu)
p ijimaji/davaji jeden elektron snadno
— ... obchazeji spinovou restrikci kysliku
— ... kovy jsou v aktivnich centrech vSech protein
pracujicich s kyslikem

» Ale, tyté vlastnosti Fe, Cu jsou Skodlivé pokud
nejsou kontrolovany
— Fentonova reakce:

H,O, + Fet OH- +OH-+ Fe*

A .

oxidativni poSkozeni biomolekul
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Antioxida ni ochrana Il
Sekvestrace eleza a It

* Proteiny zachazejici s elezem a/nebodn
— transferinva e 2 atomy Fé&" (transport)

— laktoferin:analogicky transferinu, ale Fe
neuvol uje (... jen sekvestrace), leukocyty
— feritin: H a L podjednotky, H je ferroxidasa,

skladovani Fe (a 4500 atonfeY)
— haptoglobinva e hemoglobin v cirkulaci
— hemopexinva e hem v cirkulaci
— ceruloplasminobsahuje Cu, funkce:
ferroxidasa (export Fe z buk)
— albumin:transport Cu

ICT ECT
S xid Superoxid
rox Fe/Cu Peroxid
Superoxiddismutasa Antioxida ni enzymy & hladiny
Glutathionperoxidasa glutathionu velmi nizké
Katalasa
) Tokoferol
Glutathion Askorbat
Tokofer,ol Karotenoidy, kyselina mmva,
Askorbat albumin, glukosa, bilirubin...
Redoxn aktivni Fe pitomno Sekvestrace eleza a mi:
(LIP ,labile iron pool) - transferin, laktoferin
- hemopexin
- haptoglobin
- ceruloplasmin (ferroxidasa)
- Cu vazano na albumin
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Antioxida ni ochrana IV
Nizkomolekularni antioxidani substraty

e THIOLY:
— Glutathion
— Thioredoxin

* DALSI ENDOGENNI METABOLITY:
— Bilirubin
— Kyselina moova
— Kyselina lipoova

« ZDIETY:
— Askorbat (Vitamin C)
— -Tokoferol (Vitamin E)
— Karotenoidy
— Rostlinné fenoly

Tokoferoly (Vitamin E)

skupina 8 isomer,

neju inn jsi -

tokoferol

antioxidant /
membran (lipofilni)

“chain-breaking” ...

zastavujeet zovou

reakci

lipoperoxidace

29



Askorbat (Vitamin C)

Redoxn aktivni derivat sacharid

U v tSiny ivo ich syntetizovan z kyseliny glukuronovée
Pro lov ka, priméaty, netopyry a maata vitamin

Deficit zp sobuje onemocmi zvané kurdje (skorbut)

Askorbat vt le:

Hlavni funkce je pro-oxidani: kofaktor hydroxylas
— Hydroxylace Pro a Lys psyntéze kolagenu

— Syntéza noradrenalinu z dopaminu

— Syntéza karnitinu (... tloha v oxidaci tyk

— Aktivace hypotalamickych peptidovych hormon
amidaci (CRH, GRH, oxytocin, vasopresin,
substance P)

Reduktant pro elezo: podpora jeho \eiavani

P i poruSe sekvestrace Fe (hemochromatosag iyt

nebezpeny pro-oxidant (?)

Denni poteba 70-100 mg, vySSi davky p.o. se vyliou

mo i (rendélni prah cca 200 mg/24 hod.)

30



membranovy kompartment:
Tokoferol
LH

LOO

et zova reakce
lipoperoxidace

LOOH

Tokoferyl
radikal

) . ) DHA
Aktivovaneé neutrofily
akumuluj dehydroaskorét
GLUT1
(DHA) —an-——

GSH

GSSG
Askorbat

Ochrana membrany neutrofiluga

oxidaci vlastnimi ROS...




Selen:

— stopovy prvek (denni paba 551g), mo nost
deficitu i intoxikace

— Sou ast ady antioxidanich enzym
(glutathionperoxidasy, thioredoxinreduktasy) a
také nap. 5-dejodasy

b-karoten (provitamin A) je prekursor pro
syntézu:

— Retinal ... vid ni

— Kyselina retinova ...regulator genové exprese,
r stu a diferenciace buk

Antioxida ni ochrana V
Stresova reakce

Oxidace nebo nitrosylace kritickych -SH skupin

]

Transkrip ni faktory (NF B, Nrf-2...):
aktivace, translokace do jadra

!

Indukce genové exprese:
» chaperony (heat shock proteiny)
senzymy antioxida ni ochrany
*metalothionein ...® vy38i odolnost Vi

*hemoxygenasa 1 dal$imu oxidanimu stresu
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Apoptosa jako “extremni
antioxida ni ochrana”?

Pro ervenékrvinky pot ebuji
pentosovycyklus?
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02._

Superoxiddismutasa

l

H.,0, GS-SG NADP*
Hb-Fell

Glutathion
peroxidasa

Glutathion

H,O reduktasa

GSH
NADPH+H*
Pentosovy cyklus Hb-Felll

Volné radikaly v patogenesi lidskych onemonn

e P i ina chorobného stavu, nap.:
 cancerogenese Vv gledku expozice ionizaimu zaeni
* retinopatie novorozendfibroplasia retrolentalis)
* Vyznamny podil na patogenesi, nap.:
* aterosclerosa
* diabetes mellitus
hypertenze
n které typy rakoviny
mozkoveé trauma/hemoragie
ischemicko-reperfusni poskozeni srdce a jinych organ
» Parkinsonova nemoc
» Alzheimerova nemoc
o starnuti
» Jen epifenomenonobecny dsledek tkaového
poSkozeni)
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