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Predmluva

»Patobiochemie ve schématech” je urcena predevsim studenttim lékarskych fakult a dalSich biomedi-
cinskych oborti. Autorsky kolektiv pripravil uc¢ebni pomiicku ke studiu patobiochemie nejéastéjsich
klinickych stavii. Obsahuje teze a schémata pfedndsek a seminaiti o obecnych mechanizmech vzniku
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pojednano o pricinach a monitoraci diabetes mellitus, o mechanizmu vzniku ateroskler6zy, dyslipopro-
teinemiich, dédi¢nych poruchach metabolizmu ¢i nadorovych markerech. Skriptum ma slouzit k pri-
pravé na vyuku a po doplnéni vlastnimi poznamkami k pfipravé na zkousku. Ma pomoci studentim
nalézt vztahy mezi biochemii a klinickou medicinou. Miize byt prospésné i studentim nelékarskych
obort k priblizeni problematiky vzniku nejc¢astéj$ich onemocnéni.

Autorsky kolektiv zahrnuje nejen zkusené biochemiky, ale také klinické pracovniky, ktefi promitaji
poznatky teoretického studia do kazdodenni lékarské praxe a ukazuji studentim vyznam kvalitnich
teoretickych zakladd pro pochopeni chorobnych stavt.

Tomds Zima
Stanislav Stipek
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Patobiochemie volnych radikali

Jan Platenik

Co je volny radikal?

molekula, atom, nebo ion schopny samostatné

existence, ktery obsahuje alesporii jeden
neparovy elektron

radikal

\OZ'—/

\ molekula

Spinova restrikce kysliku

O * Normalni (triplet) O, je

@ O biradikal, s vysokou afinitou
k elektrontim.

@ @ + Ale piijem elektronu vyZaduije,
aby jeden ze stavajicich

neparovych elektronti zmenil

svij spin, coZ je relativné
pomaly proces.

» Bez této restrikce bychom

v kyslikové atmosféie planety

okamzit¢ shoreli.
* Singletovy O, je excitovana,

vysoce reaktivni forma

kysliku.

SISICISIS)

Ground state Oy Singlet O
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tripletovy 3, excitace s 1 singletovy
kyslik 0, 0, kyslik
e~
H+
superoxid "), W "HO, hydroperoxyl
e_
\ 4
H* H* :
o 92— - peroxid
[peroxidovy ion] O2 %p}( > 74 H()2 %pK —71.8 H202 vodiku
[hydrogen-
peroxidovy ion]
e_
A\
I 2HY
[hypoteticky =3 3
produkt] [F027] H,0  voda
H+
Pt ; . hydroxylovy
[oxen] 0 pK=11,9 OH radikal
e_
A\ (Green, MJ, Hill HAO;
2 H+ Meth. Enzymol. 1984, 105,

[oxid] 07 ———> | HyO voda

3-22. Upraveno.)

Superoxid

02._

e Zdroje v téle:

— Unik elektrond na kyslik
— dychaci fetézec v mitochondriich

— jiné podobné redoxni systémy, napt. mikrozomalni

cytochrom P450 monooxygenaza

— NAD(P)H oxidéaza:

— fagocyty (,,respiratory burst”)
— nefagocytarni buniky

— Nekteré enzymy:

— xantinoxidaza

— cyklooxygenaza
— lipooxygenaza

— Reakce Fe''-hemoglobinu s kyslikem

— Autooxidace (reakce s kyslikem) raznych latek (askorbat,

glutathion a jiné thioly, katecholaminy)
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Superoxid vznika v dychacim
ietézci mitochondrii

* 1-2 % z celkové télesné spotieby kysliku

+ Unik elektroni z redoxnich center komplexi |
a lll, nejvice ze semichinonu

11

Respirac¢ni vzplanuti fagocytu

protedzy
myeloperoxidaza

—_—
H,0, HCIO

Vznik superoxidu z oxyhemoglobinu

Hb-Fe(ll) + :0:0: — Hb-Fe(ll):0:0:
hemoglobin kyslik oxyhemoglobin

Hb-Fe(l1):0:0:

N\

Hb-Fe(lll) :0:Q:

methemoglobin superoxid

Stipek, S. et al.: Antioxidanty a volné radikély ve zdravi a nemoci.
Grada Publishing, Praha, 2000.
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Superoxid 0,-

* Vlastnosti:
— Nepfilis reaktivni, oxidaéni i redukéni ¢inidlo
- Omezena moZnost prachodu pies membrany (jen

skrz aniontové kanaly nebo ve své protonované
forme)

- Uvolnuje Zelezo z Fe-S clusterta
* Osud:
— Dismutace:
0,- +0,~ + 2H*— 0O, + H,0,

— Reakce s oxidem dusnatym:

NO- + O,~ — OONO- (peroxynitrit)

Peroxid vodiku H,0,

e Tvorbav téle:

— Dismutace superoxidu (spontanni nebo
katalyzovana superoxiddismutazou):

0,~ +0,~ + 2H*— 0, + H,0,
— Ptimo ¢innosti nékterych enzyma:

* xantinoxidaza
* monoaminooxidaza (MAO)

Peroxid vodiku H,0,

« Vlastnosti:
— Neni radikal
—Volné prochazi skrz biologické membréany
— Sam o sobé celkem nereaktivni

— Ale rychle reaguje s redukovanymi piechodnymi kovy

jako Zelezo a méd’ (Fentonova reakce)
* Osud:

— Fent kce:
entonova reakce hydroxw radikal

H,0, +Fe?* — OH- + Fed*

— Bezpeéné odstranéni glutathionperoxidazou nebo
katalazou
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Hydroxylovy radikal [5"

e Vznik v téle:
— lonizac¢ni zateni:

H,0 — H + OH:
— Fentonova reakce:
H,0, + Fe?* — OH- +OH-+ Fe%*

 Vlastnosti:

- Extrémne¢ reaktivni. PoSkozuje biomolekuly blizko
mista svého vzniku.

13

Oxid dusnaty NO -

* Vznik v téle:

— NO syntazova reakce:

L-arginin + O, + NADPH — L-citrulin + NADP* + NO-

— Tfi rizné NO syntazy:
— NOS I (neuronalni, konstitutivni)
— NOS Il (fagocyty, inducibilnf)
— NOS Il (endotelialni, konstitutivni)

Oxid dusnaty NO -

* Vlastnosti:
— Plynny radikal
— Reakece s kyslikem na dusitan (pomala in vivo):

4NO' + 0, +2H,0 — 4NO, + 4H*

— Reakce s hemovym Zelezem hemoglobinu
(...fyziologicka inaktivace):

Hb-Fe?*-O, + NO- —Hb-Fe?*-OONO — Hb-Fe3* +NO,~
— Reakce s hemovym Zelezem guanylatcyklazy
(...fyziologické Gcinky, relaxace hladkého svalstva atd.):

GC-hem-Fe2* + NO' — GC-hem-Fe?*-NO
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Oxid dusnaty NO -

* Vlastnosti (pokracovani):

— Reakce se sulfhydrylovou skupinou glutathionu atd. na
nitrosothiol (...transport NO):

NO-+ GSH — GSNO +H* + e~

— Reakce se superoxidem na peroxynitrit a konec¢né
hydroxylovy radikal (...toxicita):

NO- +0,~ — OONO-

peroxynitrit

OONO- +H* — HOONO — OH: + NOy
kyselina peroxydusitd  hydroxylovy radikal

Reaktivni formy kysliku
(Reactive Oxygen Species, ROS)
» Radikaly:

— superoxid, O, -~

— hydroperoxyl, HO,:

— hydroxylovy radikal, OH-
— peroxyl, ROO-

— alkoxyl, RO:

* Ne-radikaly:
— peroxid vodiku, H,0,
— kyselina chlornd, HCIO
— 0z6n, O,
— singletovy kyslik, 1O,

Reaktivni formy dusiku

(Reactive Nitrogen Species, RNS)
* Radikaly:
— oxid dusnaty, NO-
— oxid dusicity, NO,’
* Ne-radikaly:
— nitrosonium, NO*
nitroxyl, NO-
kyselina dusita, HNO,
oxid dusity, N,O,
oxid dusigity, N,O,
nitronium, NOJ
peroxynitrit, ONOO~
alkylperoxynitrit, ROONO
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Oxidativni poskozeni lipidi:
lipoperoxidace

Zmeny fluidity a permeability membran
Produkce toxickych & reaktivnich aldehyda
(malondialdehyd, 4-hydroxynonenal):

— zesiténi (cross-link) proteina

— chemoatraktanty pro makrofagy

15

- - o (LO", LOO")
lipidia

H,0
(LOH, LOOH)

0—0

+ dalsi
mastna
kyselina

Zo—0

lipoperoxid, LOOH

preusporadani molekuly

RrR'

Peroxidace WA= =

polynenasycena mastna
Kkyselina

odejmutl vodiku
(iniciace)

lipidovy radikal, L=

konjugovany dien
lipidového radikalu, L+

Fetézova reakce

adice kysifku lipoperoxidace

peroxylovy radikal,
LOO"

vytrzeni vodiku ze
sousednf molekuly mastné
kyseliny (propagace)

lipidovy radikal, L=




16 Patobiochemie volnych radikdlii

R R'

> lipoperoxid <
v /7 — — LOOH
Dalsi osud 0
Fetézova reakce (|) Fetézova reakce
. - 1o H
ipoperoxidii v s
[Cu(D] [CudD]
chle pomalu
Fe(IIl) + OH™ & Fe() +H*
[Cu@D] [Cu®]
R R' R R
° 9
o
alkoxylovy radikal, LO* peroxylovy radikal, LOO*
| cyklizace, fragmentace |
alkany aldehydy, nap¥.:
alkeny o OH o

I 2
CH-(CHy),-CH-CH=CH-CZ_
H

=]

0.
Scca?

H
malondialdehy:

plice

o

4-hydroxynonenal

|

modifikace biomolekul

Oxidativni poskozeni proteinu

 Oxidativni modifikace aminokyselinovych zbytka

» Hydroxylace aromatickych aminokyselin

hydroxylovym radikalem

* Nitrace aromatickych aminokyselin

peroxynitritem
» Agregace a sit'ovani proteinu reaktivnimi

aldehydy (produkty lipoperoxidace)
» Zelezem katalyzovana oxidace e-NH, skupin

zbytka Lys, produkujici karbonylové skupiny

o Ztrata funkce enzymu nebo transportéru

* Proteolyticka degradace modifikovanych proteina
* Zmeny v antigenicité - autoimunitni reakce
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Oxidativni poSkozeni DNA

» Reakce hydroxyloveho radikalu
s deoxyrib6zou: produkce malondialdehydu
a zlomu v fetézci DNA
» Hydroxylace purinovych/pyrimidinovych
bazi: zména parovani bazi
- .....~> mutageneze, kancerogeneze, apoptdza,
starnuti
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Kde jsou RONS prospésné

Monooxygendazy: hydroxylace steroidi, xenobiotik etc.

Fagocyty: zabijeni mikrobt nebo nadorovych bunék
Mediatory zanétlivé reakce

Lokalni hormony/mediétory:
- NO:
— neurotransmitér/neuromodulator v CNS, funkce v synaptické
plasticité, u¢eni a paméti
— relaxace hladkého svalstva cévni stény, gastrointestinalniho
traktu, corpus cavernosum penis
— inhibice adheze a agregace trombocytut, adheze leukocytu
— superoxid stejné tak, ucinky protichudné NO?
Intracelularni signalizace (ROS jako ,,second
messengers”, redoxni senzory na proteinech?)

Vyzbroj fagocytu
 Membranova NADPH oxidaza:
20, + NADPH — 20, + NADP* +H*
* Myeloperoxidaza:

H,0, + CI- - HCIO + H,0
kyselina chlorna
R’R-NH + HCIO — R’RNCI + H,0
(N-chloramin)
* Proteazy:
— synergizmus mezi ROS and proteazami:
* HCIO, R’RNCI — inhibice al-antitrypsinu
« aktivace metaloproteindz oxidaci
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Centralni uloha zeleza/médi
v oxidaénim stresu

» Redoxné¢ aktivni piechodné kovy (Fe, Cu)
piijimaji/davaji jeden elektron snadno
— ... obchézeji spinovou restrikci kysliku

— ... kovy jsou v aktivnich centrech v8ech proteint
pracujicich s kyslikem

» TytéZ vlastnosti Fe, Cu jsou vSak Skodlivé, pokud
nejsou kontrolovany
— Fentonova reakce:

H,0, +Fe?* — OH- +OH. + Fe3*

N

oxidativni poSkozeni biomolekul

Zelezo v téle

—,,volné” neexistuje

— Fe'' se oxiduje molekul&rnim kyslikem na Fe'!
za vzniku kyslikovych radikélii

— Fe!'' tvori nerozpustné oxohydroxidy

* Lidske telo obsahuje kolem 4 g Zeleza

» Hemoglobin: 70 %

» Myoglobin, cytochromy, enzymy obsahujici
hemové nebo nehemové Zelezo: 10 %

 Feritin: 20-30 %

e Transferin, laktoferin

Pool ,,nizkomolekularniho*
Zeleza

» komplexy Fe s polyfosfaty, nukleotidy,
polykarboxylovymi kyselinami (citrat)

» fyziologicky pouze uvnitt bunék, plazma 0

* pouze toto zelezo muze reagovat ve
Fentonové reakci

* kontrola/minimalizace tohoto poolu
reaktivniho Zeleza predstavuje zakladni
antioxidac¢ni strategii organizmu
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ICT ECT
S xid Superoxid
rox Fe/Cu Peroxid
superoxiddismutaza Antioxidacni enzymy & hladiny
glutathionperoxidaza glutathionu velmi nizké
katalaza
) tokoferol
glutathion askorbat
tokofer'ol karotenoidy, kyselina mo¢ova,
askorbat albumin, glukéza, bilirubin...
low-molecular-weight Fe Sekvestrace Zeleza a médi:
piitomno — transferin, laktoferin
— hemopexin
— haptoglobin
— ceruloplazmin (ferroxidaza)
— Cu vazano na albumin

Volné radikaly

v patogenezi lidskych onemocnéni

* PFi

¢ina chorobného stavu, napf.:

« kancerogeneze v dusledku expozice ionizacnimu zareni
« retinopatie novorozencu (fibroplasia retrolentalis)
« iron-overload disease

* Vyznamny podil na patogenezi, napi.:

« chronicky zanét (napt. revmatoidni artritida)
* ARDS

* ateroskleréza

* mozkové trauma/hemoragie

« diabetes mellitus

« koncept ischemie/reperfuze

o starnuti

» Jen epifenomenon (obecny dusledek tkanového
poskozeni)

Antioxidaéni ochrana

* prevence tvorby ROS/RNS (regulace
produkujicich enzymu, sekvestrace piechodnych
kovu)

* vychytavani, lapani a zhaseni radikala

* reparac¢ni systémy (fosfolipazy, proteazom,
enzymy opravujici DNA)
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Antioxidaéni ochrana: enzymy

» Superoxiddismutéaza:
0,- +0,~ + 2H*—> 0O, + H,0,
* Cu, Zn-SOD (cytosolova)
* Mn-SOD (mitochondriélnf)
* EC-SOD (extracelularni)

» Glutathionperoxidaza:
2GSH + H,0, > GS-SG + 2H,0
» Katalaza:
2 H,0,— 2H,0 + O,

H,0
a2 GS-SG

glutathion- NADP*

eroxidaza NAD*

A

GSH transhydrogenaza

NADPH-+H*

pentézovy cyklus NADH-+H"

Antioxidaéni ochrana: vysokomolekularni
endogenni antioxidanty

* Proteiny zachazejici s Zelezem a/nebo meédi:
— transferin
— laktoferin
— feritin
— haptoglobin
— hemopexin
— ceruloplazmin
— albumin

» Chaperony
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Antioxidaéni ochrana: nizkomolekularni
endogenni antioxidanty

— askorbat (vitamin C)

— a-tokoferol (vitamin E)
— ubichinon (koenzym Q)
— karotenoidy, vitamin A
— glutathion

— kyselina lipoova

— kyselina mocova

— bilirubin

— flavonoidy
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membranovy kompartment: hydrofilni kompartment:

tokoferol semidehydro-
LH askorbat
LOO +er
-e‘
retezova reakce
lipoperoxidace dehydroaskorbat

GSSG

~
(e

tokoferyl
radikal

dehydroaskorbat-
reduktaza

askorbat

2GSH




22 Antioxidacni systém a jeho insuficience, stdrnuti

2 Antioxidacni systém
a jeho insuficience, starnuti

Stanislav Stipek

Uvod

V biologickych systémech véetné lidského organizmu se

dvouatomova molekula kysliku metabolicky redukuje na reaktivni

formy kysliku (ROS - reactive oxygen species — tj. superoxid,
peroxid a hydroxylovy radikal). Tyto formy jsou uzite¢né v fadé

katalyzovanych reakci a pfi uvolfiovani energie ze zivin. Jejich

koncentrace je udrzovana na fyziologické hladiné antioxidaénim
systémem. Pokud prevladne tvorba ROS nebo se zpomali jejich

odstrafiovani, porusi se oxidoredukéni rovnovaha, ROS patologicky

oxiduji biomolekuly a porusi signalni metabolizmus bunék. Je to stav

oxidaéniho stresu, jeden ze zékladnich patogenetickych
mechanizmu vedoucich k riznym onemocnénim (zanét,

aterosklerdza, hypertenze, degenerativni choroby CNS, maligni

nadory a projevy starnuti).

Oxidoredukéni prostredi

(redoxni stav) buriky

Je definovano intenzitou oxida¢ni zatéze, které jsou

bunka nebo jeji oddil vystaveny (v€etné tvorby ROS),

kapacitou antioxida¢niho systému a dostupnosti

redukénich ekvivalentt.




Antioxidacni systém a jeho insuficience, starnuti

Zdroje fizené produkce ROS

e NADPH oxidaza
» xantinoxidoreduktaza (XOR)

» oxidoreduktazy dychaciho fetézce vnitini
mitochondrialni membrany

* lipooxygenazy
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Priklad Fizené
produkce superoxidu

imunokomplexy
cytokiny
LTB,
f-Met-Leu-Phe

3‘/
(e )

prislusny

bakterialni
komponenty,
fragmenty
poskozené
tkané

receptor

Rizeni aktivace NADPH

plazmatické membrana

A/

oxidazy signalnimi cestami “ m
Fosforylace podjednotky \ “
p47 je podstatna pro

sestaveni aktivniho
membranového komplexu

plazmaticka membrana




24 Antioxidacni systém a jeho insuficience, starnuti

ROS z rdznych zdrojl ovliviuji v bunécnych kompartmentech aktivitu signalnich molekul, regulac¢nich faktor(
a enzymu tim, Ze méni oxidoredukéni stav senzorovych struktur (sulfhydrylovych skupin a komplex{ iont(
zeleza). Tim se méni jejich konformace, aktivita a vazebné schopnosti. Na obrazku je zndzornéno ovlivnéni
transkripcnich faktori AP-1 a NFkB hladinou ROS a zménami vlastnosti signélnich molekul.

extracelularni

endogenni signaly
lektiny (hormony, T

Ustové faktory, ol eyE

"
cytokiny) e oxidanty
prochéazejici
membranou
(oz i Hzoz)

prislusny
plazmat.membrana receptor RAGE

fosforylace
cytoplazm.
odjednotek

\
NADH/NADPH
oxidaza

5-lipooxy-
genaza

LOOH
PUFA T TyrPK /
Liostatazy )
/
/
7
/
/
P
LOH ®__> H,O
GSH./G.SSG 3. (nesSkodné @
antioxidanty metabolity)
GSH GSSG
\
\
\
‘\ fosforylace,
proteinkinazy. \ ubiquitinace, aktivace pi
MAPK, - INK \ | degradace Pl

(oxidaéni
prostredi)
p50 p65
aktivace pfi & GSSG

(redukeni prostredi)
thioredoxin

jaderna
membrana

syntéza TNFa, 1L-2, adhezni molekuly

. ’ zanét
IL-8, INOS excitotoxicita

(cJun promoter)

syntéza PROLIFERACE
regulacnich DIFERENCIACE
proteind APOPTOZA
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Priklady redoxnich senzorovych
molekul

e Transkripéni faktory
(bakterialni OxyR, SoxR, p53, NFkB)

* Signalni molekuly (proteinfosfatazy)
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je tvofen antioxidanty, tedy latkami, které jsou schopny v relativné nizké
koncentraci soutézit s jinymi oxidovatelnymi biomolekulami, a tak vyznamné
zpomalit nebo inhibovat oxidaci téchto substratd. Jsou to:

ANTIOXIDACNI OCHRANNY SYSTEM

—neenzymové latky, zejména tokoferol (vit. E), karoten,
askorbat (vit. C) a glutathion

—enzymy, které méni reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS)
v méné reaktivni produkty

—bunécné a biochemické ochranné systémy, odstranujici
nebezpecné oxidacné poskozené struktury z organizmu

e o o o o o o o o

ANTIOXIDACNI OCHRANNY SYSTEM

Nizkomolekularni latky

askorbat

tokoferoly

karotenoidy

koenzym Q (ubichinon)
thioly a disulfidy
lipoova kyselina

uréat

bilirubin

flavonoidy

Antioxidaéni enzymy
superoxiddismutazy (SOD)
glutathionperoxidazy (GPX)
glutathiontransferazy(GST)
katalaza (CAT)

Jiné antioxidaéni mechanizmy

Jiné antioxidaéni proteiny

transferin

feritin
ceruloplazmin

haptoglobin a hemopexin

* repara¢ni mechanizmy DNA
* apoptéza
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Nizkomolekularni
antioxidanty

Nizkomolekularni
antioxidanty

(askorbat, tokoferoly, karotenoidy, koenzym Q (ubichinon), thioly

a disulfidy, lipoova kyselina, urat, bilirubin, flavonoidy) poskytuji svuj
elektron reaktivni formé kysliku, tim ji inaktivuji a samy se zméni

v relativné neSkodnou slouc¢eninu (tokoferylovy radikal,
dehydroaskorbat, disulfid apod.). Takto zménéné antioxidanty se
¢asto regeneruji do puvodni formy redukci, dodanim elektron(

z Zivin prostrednictvim glutathionreduktazy nebo jinymi redukénimi
reakcemi.

Antioxidaéni enzymy
a jimi katalyzovaneé
reakce




