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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
nemoci jako jsou oxidacni stres, zanét, zmény vnitiniho prostfedi a apoptoza. V dalsich kapitolach je
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 elektront 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.
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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
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- - 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=
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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




