Reaktivni formy Kysliku

Doc. RNDr. Jiri Dostal, CSc.
Biochemicky ustav LF MU




Reaktivni formy Kysliku v organismu

Radikaly

Neutralni, anionty, kationty

Superoxid ‘O,
Hydroxylovy radikal -OH
Peroxylovy radikal* ROO-

Alkoxylovy radikal RO-

Hydroperoxylovy radikal HOO-

Ox1d dusnaty NO-

Peroxid vodiku HOOH
Hydroperoxidy* ROOH
Kyselina chlorna HCIO
Singletovy kyslik 'O,
Peroxynitrit ONOO-

Nitronium NO,"

* Derivaty fosfolipidii béhem lipoperoxidace: PUFA-OO-, PUFA-OOH




Superoxidovy anion-radikal -O,

 vznika jednoelektronovou redukci dikysliku

e relativné malo reaktivni

02 - € - 02_

[toto neni reakce, pouze jeden redoxni par]




Vznik superoxidu v organismu

* tzv. respiracni vzplanuti (NADPH oxidasa,
fagocytujici leukocyty)
20,+ NADPH 00 - 2-0O, + NADP"+ H"

* spontanni oxidace hemoproteinu

hem-Fe’* + O, [ - hem-Fe’" + -0,

[toto jsou reakce, tedy kombinace dvou redoxnich part]




Vysoce reaktivni hydroxylovy radikal «OH
vznika ze superoxidu

'0,” + H,0,

Reakci katalyzuji redukované ionty kovu (Fe?", Cu*)

(tzv. Fentonova reakce)




Jazykova poznamka

Nazev Vyznam
Hydroxid anion OH-
Hydroxyl radikal -OH nebo skupina -OH

predpona v nazvech organickych sloucenin:
Hydroxy 2-hydroxypropanova kyselina (mlé¢na)
Hydroxo predpona ligandu OH- v komplexech:

Na[Al(OH),] tetrahydroxohlinitan sodny




Singletovy kyslik '0,

* excitovany stav tripletoveho dikysliku
* vznika myj. po absorpci svétla nékterymi

pigmenty (porfyriny)




Peroxid vodiku H,0,

pomerné nestala slouenina, snadno se
rozklada se na vodu a kyslik
vznika v organismu pi1 deaminaci AK

- dvouelektronova redukce O,

ve Fentonov¢ reakci produkuje «OH

muze oxidovat -SH skupiny enzymu




H,O + 7% 0O,

Oxidacni deaminace aminokyselin poskytne
amoniak, oxokyselinu a peroxid vodiku

H,O

R—CH—COOH ~ R—C—COOH R—C—COOH
NH, / \, NH ) s

FAD FADH> iminokyselina

NH;

katalasa

HZOZ 02




Srovnejte: redukce dikysliku

Typ redukce

Dilc¢i reakce (redoxni par)

Ctyfelektronova |O, + 4e+4H" - 2H,0O
Jednoelektronova |O, + ¢ - Oy
Dvouelektronova |0, +2 e +2 H" - H,0,
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Kyselina chlorna HCIO

vznika v neutrofilnich granulocytech z peroxidu

vodiku a chloridového aniontu
reakci katalyzuje myeloperoxidasa

HCI1O ma si1lné oxidacni a baktericidni ucinky
H,0, + CI + H* - HCIO + H,0
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DEZINFEKCE VOB

12




Oxid dusnaty NO- vznika z argininu

e exogenni zdroje: 1éC1va, vazodilatancia

 NO- se vaze na guanylatcyklasu = cGMP = relaxace
hladké svaloviny (hlavné cev)

 NO- je radikal a poskytuje dalsi reaktivni metabolity:

H+
NO- + O, - O=N-0-O" - 0O=N-0O-0O-H (kys. peroxodusitd)

l peroxonitrit / \

nitrosylace NO," + OH- NO, + -OH

" ]

nitrace tyrosinu NO; (plazma, moc) .




Slouceniny uvolnujici NO

CIEHQ—O—NOQ
(IZH—O—NOZ
CHy;—O—NO>

glycerol trinitrat (glyceroli trinitras)
nazloutla olejovita kapalina
klasicke 1€¢ivo, ptisobi rychle
sublingualni tablety, sprej, naplast

Na,[Fe(CN).NO]
nitroprusid sodny (natrii nitroprussias)
pentakyanonitrosylZelezitan disodny

rubinové Cerveneé krystaly

extrémné ucinny, 1.v. infuze

O O—NO,

O,N—O O
1sosorbid dinitrat (isosorbidi dinitras)
vyhodng;si farmakokinetické vlastnosti

H3C\
/C H—CH,—CH,—O—N=0
H;C
amyl-nitrit (amylis nitris)
tékava kapalina, inhala¢ni aplikace

H3C\
/C H—CH;,—0O—N=0
H;C

1sobutyl-nitrit
tékava kapalina, nova droga
poppers, rush, liquid aroma ...




r

Pozitivni uCinky kyslikovych radikalu

» meziprodukty oxidasovych a oxygenasovych reakci
(cyt P-450), béhem reakci jsou radikaly vazané na
enzym, takze nepoSkozuji okolni struktury

* baktericidni ucCinek fagocytu, respiracni vzplanuti
(NADPH-ox1dasa)

 signalni molekuly (prvni poslove), zatim jasné
prokazano u NO-, u nékterych dalSich radikalu se
predpoklada podobné¢ pusobeni
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Negativnl uc

r

Cinky kyslikovych radikalu

Sloucenina | Poskozeni Nasledky

PUFA ztrata dvojnych vazeb zména propustnosti membran
tvorba aldehydi a ROO- poSkozeni membr. enzymu
agregace a sitovani zmeény v transportu 1ontt

Proteiny fragmentace + Stépeni vstup Ca?" do cytosolu
modifikace -SH a fenylu zmeény v aktivité enzymu
Stépeni deoxyribosy mutace

DNA modifikace bazi transla¢ni chyby

zlomy tetézce

inhibice proteosyntézy
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Antioxidacni systémy organismu

1. Enzymy (endogenni)

superoxiddismutasa, katalasa, glutathionperoxidasa

2. Vysokomolekularni antioxidanty (endogenni)

transferrin, ferritin, ceruloplazmin aj., vaZzou voln¢ ionty kovu

3. Nizkomolekularni antioxidanty (exogenni, endogenni)
redukujici latky s fenolovym -OH (tokoferol, flavonoidy, urat)
redukujici latky s enolovym -OH (askorbat)

redukuyjici latky s -SH skupinou (glutathion, dihydrolipoat)
latky s rozsahlym systemem konjugovanych dvojnych vazeb

(karotenoidy)
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Superoxiddismutasa

obsazena v kazdé bunce,

fylogeneticky velmi stary enzym

katalyzuje dismutaci superoxidu

2:0,+2H" - O, + H,0,

oxidacni Cisla kysliku v reaket:  (-15) = (0) + (-I)

dvé 1zoformy: SODI1 (Cu, Zn, cytosol),
SOD2 (Mn, mitochondrie)
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Eliminace H,O, v organismu

 katalasa - disproporcionace H,O,, obsazena v erytrocytech

H,0, - 20, + H,0 Pro¢ Sumi H,0,

pri aplikaci na ranu?

* glutathionperoxidasa
* obsahuje selenocystein, druhy substrat - glutathion (G-SH)
redukuje H,O, a hydroperoxidy fosfolipidu (ROOH)
2 G-SH + H-O-O-H - G-S-S-G + 2 H,0
2 G-SH + R-O-O-H - G-S-S-G + R-OH + H,0O

neSkodny derivat
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Nizkomolekularni antioxidanty

Lipofilni Hydrofilni
Tokoferol L-askorbat
Karoteny Flavonoidy

- lykopen Dihydrolipoat?

- lutein, zeaxanthin Glutathion
Ubichinol? Mocova kyselina“

¢ Endogenni slouCeniny.
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Tokoferol

Lipofilni antioxidant bunéénych membran a lipoproteinu

Redukuje peroxylové radikaly fosfolipidii na hydroperoxidy, ktere jsou dale

redukovany GSH, tokoferol se oxiduje na stabilni radikal

PUFA-O-O- + Toc-OH - PUFA-O-O-H + Toc-O:

Toc-0O- se Castecné redukuje na Toc-OH askorbatem n. GSH (fazové rozhrani)

Toc-O- + askorbat — Toc-OH + semidehydroaskorbat

CHs CH3
HO *0

H3C O

CHs CHS
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Karotenoidy

Karotenoidy jsou polyisoprenoidni uhlovodiky (tetraterpeny)
Odstranuji peroxylové radikaly, samy se pi1 tom meéni na stabilni
karotenovy radikal

Maji schopnost zhasSet (deexcitovat) singletovy kyslik

Zdroje v potravé: listova zelenina, Zluté, oranzove a Cervené
zbarvena zelenina a ovoce

Nejucinnéjsi antioxidant je lykopen, vyskytuje se pouze

v nékterych potravinach, hlavné rajcata a vyrobky z nich

(keCupy, protlaky) — je termicky stabilni

Vysoky prijem lykopenu ve sttedomofi
22







Obsah lykopenu v potravinach (mg/100 g)

Rajsky protlak 10-150
Kecup 10-14

Rajska Stava/omacka 5-12

Meloun 2-7
Papaja Cerstva 2-5
RajcCata Cerstva 1-4
Merunky kompot ~ 0,06

Merunky Cerstve ~ 0,01

Pro efektivni uvolneni

a vstrebani lykopenu

je treba rajcata:
« mechanicky rozmeélnit '
e rozvarit

o pridat olej
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Lykopen neni prekurzor retinolu, nema f-jononovy kruh

B-karoten

N OH
HO N

2X retinol




Lutein a zeaxanthin

e patfi mez1 xanthofyly — kyslikaté derivaty karotenoidu
* vyskytuji se zeyména v zelen¢ listové zelening
« obsazené¢ ve Zlute skvrné (macula lutea) a chrani j1 pred degeneraci

 Cetné preparaty na trhu
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Zeaxanthin and lutein se liSi v poloze dvojné
vazby a pocCtu chiralnich center

lutein (tfi chiralni centra)
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Ubichinol (QH,)

Vyskytuje se ve vSech membranach

Endogenni syntéza stievni mikroflorou z tyrosinu a

farnesyldifosfatu (odbocka pr1 biosyntéze cholesterolu)
Exogenni zdroje: kliCkovy olej, jatra, maso
Redukovana forma QH, pomaha pfi regeneraci tokoferolu

Toc-O- + QH, - Toc-OH + -QH
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L-Askorbat (vitamin C)

Kofaktor hydroxylace prolinu (synteza kolagenu)

Kofaktor (reduktant) hydroxylace dopaminu na noradrenalin
Silné reduk¢ni ¢inidlo (Fe** - Fe?t, Cu** - Cu')

Umoznuje vstiebavani zeleza z potravy

Redukuje radikaly -OH, -O,, HO,-, ROO- a;.

Regeneruje radikal tokoferolu neuZivat

velké davky

Odbourava se na oxalat !!

Nadbytek askorbatu ma prooxidacni u€inky !!
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L-Askorbova je dvojsytna kyselina

CHZOH
H—C—OH

pKAl - 492

HO OH

—

dva enolove hydroxyly

pK,, = 11,6
(|3H20H (|3H20H
H—C—OH H—C—OH
_ O _ O
/O = /O
HO © 90 0®

Dva konjugované pary:
askorbova kys. / hydrogenaskorbat
hydrogenaskorbat / askorbat 30




L-Askorbova kyselina ma redukc¢ni u

CHZ0H
H—C—OH

O
/O

HO OH

askorbova kys.
(redukovana forma)

r

CHZ0H
H—C—OH
O

7,
O/ \O

ucinky

dehydroaskorbova kys.

(oxidovana forma)
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Flavonoidy a ostatni polyfenoly

v/

Ubikvitarné rozSirené v rostlinach, nejhojnéjsi redukcni slouceniny

v nasi strave

Celkovy piijem je cca 1 g (mnohem vyssi neZ u vitaminii)
Derivaty chromanu (benzopyranu), obsahuji mnoho fenolovych
hydroxylu

Hlavni predstavitel kvercetin

Redukuji volné radikaly a samy jsou preménény na malo reaktivni
fenoxylové radikaly

Chelatuji ionty kovu (Fe?*, Cu") a zabranuji tak jejich Gcasti ve
Fentonov¢ reakci
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Hlavni zdroje flavonoidu a jinych polyfenolu

 zelenina (nejvic cibule)

e ovoce (jablka, citrusy,
hrozny)

« zeleny Caj, Cerny Caj

o kakao, ¢okolada

e olivovy olej (Extra Virgin) kvercetin

e cervene vino
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Glutathion (GSH)

tripeptid

v-glutamylcysteinylglycin HOOCM YJ\ “ ™ cooH

tvofi se ve vSech bunkach [
reduk¢ni ¢inidlo (-SH)

redukuje H,O, a ROOH (glutathionperoxidasa)
redukuje rizné kyslikove radikaly

regeneruje -SH skupiny proteinu a koenzymu A

podili se na regeneraci tokoferolu a askorbatu
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Regenerace redukované formy GSH

* musi byt zajiSténa plynula regenerace redukované
formy glutathionu (GSH)

» glutathionreduktasa, vyznamna v erytrocytech

« GSSG + NADPH+H" - 2GSH + NADP*

pentosovy
cyklus
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Dihydrolipoat

» kofaktor oxida¢ni dekarboxylace pyruvatu a 2-oxoglutaratu
* redukuje mnoho radikalii (mechanismus neni znam)

* podili se na regeneraci tokoferolu

* terapeuticke pouziti (acidum thiocticum) — diabetické

neuropatie
r/n\\r/\\/”\v/COOH </n\7//\\/”\v/COOH
SH SH S—S

dihydrolipoat lipoat

(redukovana forma) (oxidovana forma) .




Kyselina mocova

Konecny katabolit purinovych bazi, dvojsytna kyselina

V tubulech se z 90 % resorbuje

Nejhojnéjsi antioxidant krevni plazmy (150-400 pmol/l)
Ma vyrazn¢ reduk¢ni ucinky, redukuje radikaly RO-,

Vaze kationty zeleza a médi
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Laktimova forma Kys. mocove
je dvojsytna kyselina

pK,, =54 pK, = 10,3
OH OH OH
N~ N N~ N
e e e
HO HO N N 0 \N N
kys. moCova hydrogenurat urat

2,6,8-trihydroxypurin
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Redukcéni ucinky kyseliny mocové

Srovnejte koncentrace v krevni plazmeé:

Askorbat: 10 - 100 pmol/l
Urat: 200 - 420 pmol/
OH OH
| D@ + Re s HO " »—0e + RH
HO” >N~ N HO” >N~ N
H H
hydrogenurat radikal
(redukovana forma) (oxidovana forma)

|

hydrogenurat odstépi jeden elektron N
Ruzné¢ premeény

R- je napt. -OH, superoxid a;.
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