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Co je volny radikal ?
- molekula, atom, nebo ion schopny

samostatné existence, ktery obsahuje alespon
jeden neparovy elektron
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K ¢emu vlastné potiebujeme kyslik?

Ptenos elektroni (oxidace) z organickych latek na kyslik
uvolnuje obrovské mnoZstvi energie
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AG?’ = -2820 kJ/mol (180 g glukosy)

Reaktivitu kysliku 1ze navic regulovat katalyzou ptechodnymi
kovy (Zelezo, méd’)
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Spinova restrikce kysliku

¢ Normalni (triplet) O, je
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* Ale pfijem elektronu vyzaduje
aby jeden ze stavajicich
neparovych elektront zménil
svlij spin, coz je relativné
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@ kyslikaté atmosfére planety
okamZité shofeli.
@ * Singletovy O, je excitovana,

vysoce reaktivni forma
kysliku.
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..elektrony proudi po spadu redoxniho
potencialu a kon¢i na kysliku
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celkova reakce:

NADH + H* + 1/20, — NAD* + H,O0
AG” = -219.25 kJ mol!

Zaroven s proudem elektronii se pumpuji protony a vznikly
protonovy gradient pak pohani syntézu ATP
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Reaktivni formy kysliku (ROS, , kyslikové radikaly*) 1ze
odvodit od meziprodukti redukce kysliku na vodu:
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e Zdroje v téle:
— Unik elektront na kyslik
- Dychaci fetézec v mitochondriich

- Jiné podobné redoxni systémy, napf. mikrosomaln{
cytochrom P450 monooxygenasa

— NAD(P)H Oxidasa:
- Fagocyty (“respiratory burst’”)
- Nefagocytarni buiiky
— Nékteré enzymy:
- Xanthinoxidasa
- Cyklooxygenasa
- Lipoxygenasa
— Reakce Fell-hemoglobinu s kyslikem

— Autooxidace (reakce s kyslikem) riznych latek (askorbdt,
glutathion a jiné thioly, katecholaminy)




Produkce superoxidu v dychacim tetézci
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* 1-2 % z celkové spotieby O, dle méfeni in vitro (v téle
urcité méne)

 Unik elektronti z redoxnich center komplext I a III,
piedevsim ze semiubichinonu

Vznik superoxidu z oxyhemoglobinu

Hb-Fe(ll) + :0:0: —> Hb-Fe(ll):0:0:

Hemaoglobin Kyslik Oxyhemoglobin
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Hb-Fe(ll):0:0:
Hb-Fe(lll) :0:0:
Methemoglobin Superoxid

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




Superoxid O.-
2

* Vlastnosti:
- Neptili§ reaktivni, oxidacni i redukéni €inidlo
- Omezend moznost prichodu pies membrany (jen

skrz aniontové kanaly nebo ve své protonované
forme)

- Uvoliyje Zelezo z Fe-S clustert

e Osud:

— Dismutace:
0, +0,- + 2H*"— O, + H,0,

— Reakce s oxidem dusnatym:

NO' + 0,7 — OONO~ (peroxynitrit)

Peroxid vodiku H.O
22

e Tvorbayv téle:

— Dismutace superoxidu (spontdnni nebo
katalyzovana superoxiddismutasou)

0, +0,- + 2H*"— O, + H,0,
— Pfimo Cinnosti nékterych enzymii:

e Xanthinoxidasa
e Monoaminooxidasa (MAQ)




Peroxid vodiku H.O
272

* Vlastnosti:
- Neni radikal
- VoIn¢ prochéazi skrz biologické membrany
- Sam o sob¢ celkem nereaktivni

- Ale rychle reaguje s redukovanymi piechodnymi kovy
jako zelezo a méd’ (Fentonova reakce)

e Osud:
— Fentonova reakce: hydroxAyl}j radikal

H,0, + Fe>* — OH- + Fe3+

— Bezpecné odstranéni glutathionperoxidasou,
peroxiredoxinem nebo katalasou

Hydroxylovy radikal .
* Vznik v téle: OH
— Ionizacni zafeni:
H,O — H + OH:
— Fentonova reakce:

H,0, + Fe** — OH- + OH- + Fe’*

e Vlastnosti:
- Extrémneé reaktivni.

- Odnéti vodiku: R-H + OH- — H,0 + R-

- Adice na dvojné vazby:

OH

N / NS
C=C + OH- — C-C

/ N / N




Reaktivni formy kysliku
(Reactive Oxygen Species, ROS)

e Radikaly:
— Superoxid, O, -~
— Hydroperoxyl, HO,-
— Hydroxylovy radikél, OH-
— Peroxyl, ROO-
— Alkoxyl, RO-

e Ne-radikdly:
— Peroxid vodiku, H,O,
— Kyselina chlornd, HCIO
— Oz6n, O,
— Singletovy kyslik, 10,

Oxid dusnaty NO

e Vznik v téle:

— NO synthasova reakce:

L-Arginin + O, + NADPH — L-Citrulin + NADP* +NO-

— Tti rGzné NO synthasy:
- NOS I (neuronélni, konstitutivni)
- NOS 1II (fagocyty, inducibilni)
- NOS III (endoteliélni, konstitutivni)
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Oxid dusnaty (NO) pisobi relaxaci hladkého svalstva cévni
stény:

Lumen of Acetylcholine
blood vessel

Acetylcholine Phospholipase
[ GPCR ] [ ©

Endothelial i

cells
Ca2+/Calmodulin

il - . 277
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%,

...............
-------------------

Protein
c¢GMP—>| \inase G

RELAXATION
OF MUSCLE CELL

Smooth muscle cells

Oxid dusnaty NO

* Vlastnosti:

- Plynny radikal

- Reakce s hemovym Zelezem guanylatcyklasy
(...fyziologické ucinky, relaxace hladkého svalstva atd.)

- Reakce s hemovym Zelezem hemoglobinu (...fyziologicka
inaktivace)

- Reakce se sulthydrylovou skupinou glutathionu atd. na
nitrosothiol (...transport NO)

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

NO' + 02'_ — OONO™ peroxynitrit

OONO~ + H* —- HOONO — OH- + NO,
kyselina peroxydusitd  hydroxylovy radikal
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Reaktivni formy dusiku
(Reactive Nitrogen Species, RNS)

e Radikaly:
— Oxid dusnaty, NO-
— Oxid dusicity, NO,

* Ne-radikaly:
— Nitrosonium, NO*
— Nitroxyl, NO-
— Kyselina dusitd, HNO,
— Oxid dusity, N,O4
— Oxid dusicity, N,O,
— Nitronium, NO,*
— Peroxynitrit, ONOO -
— Alkylperoxynitrit, ROONO

Oxidac¢ni poSkozeni biomolekul

* Lipidy: peroxidace polynenasycenych
mastnych kyselin v membranach

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

* Nukleové kyseliny: zlomy v fetézci DNA,
hydroxylace basi ... mutace, kancerogenese
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Ionizacni zareni:
Hydroxylovy radikdl vznikd ionizaci vody:

H,O +hv — H +

Reaktivni formy Kkysliku 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- + + Fe*

Kde jsou RONS prospésné:
I. Aktivni centra enzymi

* Monooxygenasy (cytochromy P450)
Ribonukleotidreduktasa (...syntéza DNA)

Syntéza prostanoidl (enzymaticka lipoperoxidace)

Uzite¢né hemové peroxidasy
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Kde jsou RONS prospésné:
I. Aktivni centra enzymii

* Monooxygenasy (cytochromy P450):

— Detoxikace xenobiotik, syntéza steroidnich hormonti a
Zlucovych kyselin, NO synthasy

HC—= CH\ /HC: CH\
HC CH + O + RHy —p» COH +R + HyO
N / 2 2 HC\ / 2

HC——CH HC——CH

Mechanismus: oxidace ferrylovym intermediatem
Fem + RH + 2e¢ + O, + H* —» Fe™-OOH  RH
Fe™-OOH- RH + H* — Protein**-Fe'V=O RH + H,O

Proteine*-Fe'V=0 RH — Protein-Fe!V-OH Re —
— Fell + ROH

Kde jsou RONS prospésné:
I. Aktivni centra enzymi
* Monooxygenasy (cytochromy P450)
Ribonukleotidreduktasa (...syntéza DNA)

Syntéza prostanoidl (enzymaticka lipoperoxidace)

Uzite¢né hemové peroxidasy:
— Thyreoperoxidasa ve $titné zlaze:
I + H,0, +2H* — I* + 2H,0, I* joduje thyreoglobulin

— Myeloperoxidasa neutrofila

— Laktoperoxidasa v mléku, hlenu dychacich cest a ve slinach:

SCN- +H,0, — OSCN- + H,0

(hypothiokyandt OSCN™ je baktericidni)
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Kde jsou RONS prospésné:
I1. Signalizace

e Napt. oxid dusnaty, NO:

— relaxace hladkého svalstva cévni stény,
gastrointestindlniho traktu, corpus cavernosum
penis,

— neurotransmitter/ neuromodulator v CNS,
funkce v synaptické plasticité, uCeni a paméti,

— inhibice adhese a agregace trombocytl,

— inhibice adhese leukocytl

_ (atd.)

OXID DUSNATY:
Produkovdn NO synthasami.
Vasodilatace, inhibice aktivace
leukocytd, inhibice agregace desti¢ek

atd.

SUPEROXID/PEROXID:
Produkovan NADPH oxidasami.

A pi"l setkani se navzéjem Znicéi: Vasokonstrikce.gktiyac]\e lelilkocytfl.
agregace desticek atd.
NO* +0,~ — OONO
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Koncept redoxni signalizace

H,0, jako intracelularni signdlni molekula

Redoxni prosttedi bunky - pfiblizné dano
pomérem 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

A/‘/ \A\A * Oxidacni stres aktivuje
urcité protein kinasy a

el transkrip¢ni faktory
HSF NF4B | | PSS P * Vysledny efekt: napf.
stimulace proliferace,

senescence (starnuti)
bunck

e Pusobeni
ROS/antioxidantt v butice
muZe byt velmi specifické

Tl Apoptosis Proliferation Growth arrest Senescence

equences

(T. Finkel & N.J. Holbrook, Nature 408 (2000), 239-247)
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MAPK/ERK in Growth and Differentiation

e LA
.. a velmi ! 3“‘”

komplikované

-\\ Erki/2
—— { MKP-1
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h

—
TRANSCRIPTION

Kde jsou RONS prospésné:
I11. Fagocyt6za

* Neutrofily, eosinofily,
monocyty, makrofagy,
mikroglie

« Casto je potieba cilovou &astici
oznacit (opsonizace)

« Ukolem fagocytujici buiiky je
cilovou ¢astici:

— Rozpoznat
— Pohltit

— Zabit © 1998 Garland Publishing

— Stravit
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Neutrofilni granulocyt
(polymorfonuklear)

Segmentované jadro

Priméarni (azurofilni)
granula: lysozym,
defensiny,
myeloperoxidasa, proteasy

Specifickd (sekundarni)
granula: NADPH oxidasa,
kobalofilin, laktoferrin,
lysozym, kolagenasa

Terciarni granula:
gelatinasa a dal§i enzymy

Obr.:http://blausen.com

free flowing
rol lmg

\@ adhering
Trans- mlgmhng
-:

L

engulfment i\ s 9
by macrophage “» Zp% 7 phagocytosis

apoptosis

Obr.: http://walchecklab.umn.edu/_/rsrc/1417821135388/research-interests/neutrophil-
recruitment
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Aktivace fagocytujici bunky:
Respiracni vzplanuti

» Nahlé zvySeni spotteby kysliku
(pro produkci superoxidu, ne
respiraci)

* Nahlé zvySeni spotteby glukosy
(pro pentosovy cyklus — dodava
NADPH pro NADPH oxidasu)

NADPH oxidasa

Membrinovy enzym produkujici superoxid vné
nebo do fagosomu.

Katalyzuje reakci:

NADPH + 20, - NADP* + H*+ 20,
V klidu latentni, sestavuje se z 6 podjednotek na
bunécné membrané pii aktivaci fagocytu.
Nezbytna pro schopnost zabit nékteré pohlcené

bakterie (hereditarni deficit: chronicka septicka
granulomatosa)

Také na endotelu a mnoha jinych nefagocytarnich
bunkdch
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Myeloperoxidasa

2 — 5% vsech proteint v neutrofilech

Hemoprotein zodpovédny za zelenou barvu
hnisu

Nespecifickd peroxidasa, v téle katalyzuje
predevsim reakci:

Cl- + H,0, + H* = HCIO + H,O

Deficit u lidi ¢asty (1 na 2000-4000) a nema
zavazné ptiznaky

Kyselina chlorna |HCIO

- Slabéd kyselina (pK,=7.5; HCIO <« ClO~ + H*)
- V kyselém prostiedi se snadno rozklada na plynny
chlor:
HCIO + H* +Cl" < (I, + H,0
- Silné oxidacni Cinidlo:
2HCIO + 2¢e—Cl, + 2e- = 2Cl-
- Reakce s Fe?* nebo superoxidem generuje
hydroxylovy radikal:
HCIO +Fe** — CI- + Fe** + OH-
HCIO +0,- — CI + O, + OH:
- S organickymi aminy poskytuje chloraminy:
R-NH, + HCIO — R-NH-CI + H,O
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Dalsi zbrané neutrofilu

* Velmi ucinné proteolytické enzymy: elastasa,
kolagenasa, kathepsin G, gelatinasa ad.

* Lysozym: $tépi polysacharid bakteridlni stény Gram+
mikrobii

» Laktoferrin: bere bakteriim zelezo

* Defensiny: kationické proteiny tvofici kanaly v
bakteridlni membrané

* NETs (neutrophil extracellular traps): vlakna z DNA
a serinovych proteas, tvofend extracelularné

Synergie mezi generatory radikali a dalSimi zbranémi:

napt. HCIO inhibuje al-antitrypsin

H,0, HCIO +R'R-NH

kyselina
o5 chlorn&
» OONO™

NO R'RNCI
N-chloramin

o,

Arginin

RONS ve vyzbroji fagocyti

iNOS je diilezita pro makrofagy, ale nevyznamna u lidskych
neutrofilli. Naopak makrofagy nemaji myeloperoxidasu.

22



Leukocytarni ROS v (zubni) mediciné

e Peroxid vodiku (,,kysli¢nik*):
3 % H,0, se uziva k dezinfekci povrchovych ran,
1é¢ba zanéta dasni
e Chlornan sodny NaClO (Savo):
Osetfovani kofenovych kanalka (endodoncie)
e Chloramin-T:
Vseobecnd dezinfekce nemocni¢nich podlah...
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