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K ¢emu vlastné potfebujeme kyslik?

Ptenos elektront (oxidace) z organickych latek na kyslik
uvoliiuje obrovské mnozstvi energie

Pr. Glukosa:
CH,0, + 60, —» 6CO, + 6H,0

AG?’ = -2820 kJ/mol (180 g glukosy)

Reaktivitu kysliku Ize navic regulovat katalyzou prechodnymi
kovy (Zelezo, méd’)
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celkova reakce:

NADH + H* + 1720, — NAD* + H,0
AG® =-219.25 kJ mol™!




Zarovei s proudem elektrond se pumpuji protony a vznikly
protonovy gradient pak pohani syntézu ATP
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Reaktivni formy kysliku (ROS, ,kyslikové radikély*) 1ze
odvodit od meziprodukti redukce kysliku na vodu:
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Ionizaéni zareni:
Hydroxylovy radikél vznikd ionizaci vody:

H,O +hv — H- +

Reaktivni formy kysliku v organismu:

Jednoelektronovou redukci kysliku (mitochondrie,
NADPH oxidasa) vznika superoxid O, -

Dismutace superoxidu produkuje peroxid vodiku:
0, +0,~ + 2H*— O, + H,0,

Fentonova reakce s Fe nebo Cu vytvofti z peroxidu
hydroxylovy radikal:

H,0, + Fe?* — OH- + + Fed
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Oxidacni poskozeni biomolekul

* Lipidy: peroxidace polynenasycenych
mastnych kyselin v membranéch,

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

* Nukleové kyseliny: zlomy v fetézci DNA,
hydroxylace basi ... mutace, kancerogenese

Ptiklad prospéSnosti ROS:
Respiracni vzplanuti
neutrofilniho granulocytu

998 Garland Publishing
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Antioxidant v chemii potravin
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* Redukéni Cinidlo
schopné zastavit

hydroxyanisol (BHA)
— Tokoferol (Vitamin E)

Antioxidacni ochrana lidského téla

Anatomické uspotradani regulujici hladinu
kysliku ve tkanich

Antioxidacni enzymy

Sekvestrace redoxné aktivnich kovii
Antioxidacni substraty

Stresova reakce

(Reparace oxidacniho poSkozeni DNA,
proteint a lipidh)




Prvni organismus
(anaerobni)

Vyvinout
antioxidacni Vyhynout ?
ochranu ?

Shluknout se !
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Uchylit se do
anaerobnich
podminek ?




Antioxidacni ochrana I
Regulace O, ve tkéanich

Vdechovany vzduch: 160 mmHg O,
Plicni kapilary: 100 mmHg O,
Arterialni krev: 85 mmHg O,
Arterioly: 70 mmHg O,
Kapilary: 50 mmHg O,
Bunky: 1-10 mmHg O,

Mitochondrie: < 0,5 mmHg O,

Obr: Wikipedie

Antioxidacni ochrana I

Antioxidacni enzymy

e Superoxiddismutasa:

0, +0,- + 2H*"— O, + H,0,
e Katalasa:

2 H,0,— 2H,0 + O,

 Glutathionperoxidasa, peroxiredoxin:
H,0,+ ROOH — H,O0 + ROH + O,
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Antioxidac¢ni ochrana III
Sekvestrace zeleza a médi

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

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

* Ale, tytéz vlastnosti Fe, Cu jsou Skodlivé pokud
nejsou kontrolovany

— Fentonova reakce:

H,0, +Fe?* — OH- +OH: + Fe¥*

I

oxidativni poSkozeni biomolekul

Antioxidac¢ni ochrana III
Sekvestrace zeleza a médi

* Proteiny zachazejici s Zelezem a/nebo médi:

— transferin: vdze 2 atomy Fe3* (transport)

— laktoferin: analogicky transferinu, ale Fe
neuvolnuje (... jen sekvestrace), leukocyty

— feritin: H a L podjednotky, H je ferroxidasa,
skladovani Fe (az 4500 atomu Fe3*)

— haptoglobin: vaZe hemoglobin v cirkulaci

— hemopexin: vdze hem v cirkulaci

— ceruloplasmin: obsahuje Cu, funkce:
ferroxidasa (export Fe z bun¢k)

— albumin: transport Cu
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ICT

Superoxid Superoxid
Peroxia Peroxid

Superoxiddismutasa
Glutathionperoxidasa
Katalasa

Antioxidacni enzymy & hladiny
glutathionu velmi nizké

Tokoferol
Glutathion Askorbat
Tokoferol

Karotenoidy, kyselina mocova,
Askorbat

albumin, glukosa, bilirubin...

Low-molecular-weight Fe Sekvestrace Zeleza a médi:
pritomno - transferin, laktoferin
- hemopexin
- haptoglobin
- ceruloplasmin (ferroxidasa)
- Cu vazano na albumin

Antioxidacni ochrana IV
Nizkomolekularni antioxidacni substraty

e THIOLY:
— Glutathion
— Thioredoxin

* DALSI ENDOGENNI METABOLITY:
— Bilirubin
— Kyselina mocova
— Kyselina lipoové

* Z DIETY:
— Askorbat (Vitamin C)
— a-Tokoferol (Vitamin E)
— Karotenoidy
— Rostlinné fenoly
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Hlavni funkce askorbétu v téle: kofaktor hydroxylas

a-Ketoglutarate ['80] Succinate

Fe?*
8o 5
Ascorbate 18oH

VaVaYa o (s IVAVAN ANANProvs

— Hydroxylace Pro a Lys pti syntéze kolagenu

— Syntéza noradrenalinu z dopaminu

— Syntéza karnitinu (... dloha v oxidaci tukil)

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

Askorbat jako H:0, 0 + 2H
scavenger

radikalua ?

OH OH
i ° 0 HO. o o
’ In Vltro " semldehydroaskomélovy 7 askorbél
I'Cdllkuje & radikal
(zhasi) O, ~, Al
OH:, ROO.,
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e In vivo ? 2 G

Q O
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membrdnovy kompartment:
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LH

Fetézovd reakce
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Ochrana membrany neutrofilu pred
oxidac{ vlastnimi ROS...
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Askorbat jako prooxidant ?

e Udenfriendilv systém pro generovani OH- in
vitro:

Askorbat + Felll-EDTA —
—  Semidehydroaskorbat + Fell-EDTA

H,0, + Fell-EDTA — Felll-EDTA
+ OH- + OH-

 In vivo snad u pretizeni Zelezem ?

Koncept redoxni
signalizace

e Redoxni sensory na
proteinech:
— kritické -SH skupiny
— Fe-S centra

Heat Cytokines H202 Radiation

» Cile redoxni signalizace:

— transkrip¢ni faktory
— proteinkinasy a fosfatasy
» Komplexni odpoveéd’
bunky:
— proliferace
— indukce antioxidacni
ochrany

Tl Apoptosis Proliferation Growth arrest Senescence

. , , — apoptoza
(T. Finkel & N.J. Holbrook, Nature 408 (2000), 239-247)
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Antioxidacni ochrana V
Stresova reakce

Oxidace nebo nitrosylace kritickych -SH skupin

Transkripéni faktory (NFxB, Nrf-2...):
aktivace, translokace do jadra

Indukce genové exprese:
 chaperony (heat shock proteiny)
*enzymy antioxida¢ni ochrany
*metalothionein ... = Vy$$T odolnost vici
*hemoxygenasa 1 dalsimu oxidacnimu stresu

Volné radikaly v patogenesi lidskych onemocnéni

* Piic¢ina chorobného stavu, napi.:
* cancerogenese v dusledku expozice ioniza¢nimu zafen{
* retinopatie novorozenct (fibroplasia retrolentalis)
* iron-overload disease
* Vyznamny podil na patogenesi, napi.:
* chronicky zanét (napf. revmatoidni artritis)
* ARDS
* aterosclerosa
* mozkové trauma/hemoragie
* diabetes mellitus
* koncept ischemie/reperfuse
* starnuti
* Jen epifenomenon (obecny dusledek tkanového

poskozenf)
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Radikalova teorie starnuti (Harman 1956):

* Hromadéni oxida¢niho poskozeni s vékem

* Vysvétluje vztah mezi intenzitou metabolismu
(spotfebou kysliku) a délkou Zivota riznych
ZivocCichl
Stochasticky proces, na rozdil napt. od
embryogenese neni pfimo programovino genomem
(ale geny hraji roli !)

Na molekularni drovni: neschopnost obnovovat
spravnou strukturu biomolekul neomezené dlouho

,»,systemic molecular disorder* (Hayflick)

— ... antioxida¢ni ochrana a systémy opravy DNA
ve skute¢nosti nepracuji dokonale

Epidemiologické studie svéd¢i pro piiznivy vliv dietnich
antioxidanti (vit. E, C, karotenoidy) na lidské zdravi
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Gey F et al.: Inverse correlation between plasma vitamin E and mortality from ischemic
heart disease in cross-cultural epidemiology, Am.J. Clin. Nutr. 1991; 53: 326S-34S
(Obr. upraven podle B. Halliwell & J.M.C. Gutteridge: Free Radicals in Biology and
Medicine, 4% ed., Oxford University Press 2007]
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Ale intervencni studie to nepotvrzuji..

* CHAOS (Cambridge Heart Antioxidant Study):
2002 pacientl s koronarni atherosklerosou +/- o.-
tokoferol: 50 % pokles incidence nefatdlnich IM

* Ale dalsi studie pfinesly negativni vysledky:
— GISSI (11324 pacient1)
— HOPE (9541 pacienti)
— MRC/BHF (20536 pacientit)
* MoZna4 spiSe prevence ..?
— ASAP studie: kombinace o-tokoferolu s vit. C

zpomalila progresi atherosklerosy karotid u 256
muzu, ale ne 264 Zzen

Antioxidacni potravni doplnky
mohou dokonce Skodit !

* Recentni meta-analyza celkové mortality v
68 studiich s podavanim antioxidacnich
potravnich dopliikt (232 606 tcastnika, 385
publikaci):

— B-karoten, vitamin A a vitamin E
signifikantné mortalitu

— Vitamin C a selen nemaji vliv

(Bjelakovic G et al., JAMA 2007; 297: 842-857)
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Antioxidacni ochrana V

Stresova reakce

Oxidace nebo nitrosylace kritickych -SH skupin

Transkripéni faktory (NFxB, Nrf-2...):
aktivace, translokace do jadra

Indukce genové exprese:
 chaperony (heat shock proteiny)
*enzymy antioxida¢ni ochrany
*metalothionein ... = Vy$$T odolnost vici
*hemoxygenasa 1 dalsimu oxidacnimu stresu

Kaloricka restrikce prodluzuje zivot

Omezeni mnozstvi potravy pii zachovani jeji
biologické kvality

Funguje i u teplokrevnych Zivo€ichll s konstantni
intenzitou metabolismu

Organismus ,,pfeckdvajici neptiznivé obdobi
vénuje vice metabolické energie na udrzbu.
Mechanismus: sirtuiny — enzymy deacetylujici
ruzné proteiny, inhibované NADH

U lidi pravdépodobné, ale nebylo jesté
piesvédCive prokdzano ... neni atraktivni cesta (?)
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Stres jako zpusob zvySovani
odolnosti vuci stresu

e Pfiméfena davka (napf. oxidacniho) stresu
zvySuje odolnost viic¢i dalSimu stresu

(... )

— Mechanismus: napt. indukce exprese heat shock
proteinti (chaperontl)... stresova reakce

 Priklad: produkce ROS ve svalové tkani pti
fyzické aktivité

Dieta bohatéd na ovoce a zeleninu
(optim. 5x 80 g denn€) je spojena s
nizsim rizikem kardiovaskularnich

chorob, diabetu a nékterych typa

rakoviny (plice, usta/hltan)
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