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Antioxidacni enzymy, nizkomolekulové
antioxidanty
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Antioxidacni ochranné systémy

Tvori spolupracujici a vzajemne propojeny system
« NarusSeni funkce jedné Casti systému je mozné
kompenzovat zvySenim aktivity jiné Casti systemu

Dle funkce je jich mozné rozdeélit na:

1.  Systémy vychytavajici, konvertujici a detoxikujici
RONS

2. Systémy zabranujici tvorbé RONS (napf. chelatacni
cinidla)

3. Reparacni mechanizmy (napf. degradace
posSkozenych proteinu, oprava oxidaéné poskozenych
bazi, apoptosa)



Antioxidacni ochranné systémy
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Antioxidacni ochranné systémy

Antioxidacni systémy 1.skupiny:
e Scavengers (vychytavace) - napr. superoxiddismutasa —
dismutuje superoxid na dikyslik a peroxid vodiku

« Trappers (lapacCe) — napf. vit. E vytvari s hydroxylem
stabilni radikal

* Quenchers (zhaseCe) — napfr. B-karoten zhasi singletovy
kyslik



Antioxidacni ochranné systémy

Antioxidacni systémy 2.skupiny:
 |atky vytvarejici redoxné stabilni komplexy s Cu(ll) a
Fe(ll), napf. transferin, albumin, desferroxamin

« inhibitory enzymu vytvarejici volné radikaly, napf.
iInhibitory xantinoxidasy, ktera katalyzuje tvorbu
superoxidu ze xantinu nebo hypoxantinu

* enzymy odstranujici peroxidy, napr. katalasa nebo
peroxidasy, zabranuji tak vzniku hydroxylu Fentonovou
reakci



Antioxidacni ochranné systémy

Antioxidacni systémy 3.skupiny:

 lipofilni enzymy, napfr. fosfolipasa A odstépuje oxidacneé
poskozeneé mastné kyseliny

« proteolytické enzymy, ktere rozkladaji poskozenée
proteiny

e reparacni systémy pro opravu oxidacne poskozené
DNA, napr. reparacni endonukleasy



Antioxidacni ochranné systémy

Dle molekulové hmotnosti je jich mozné rozdélit na:

« Antioxidanty vysokomolekulove
— enzymove
— neenzymove

« Antioxidanty nizkomolekulové
— prirodni
— syntetické

Dle mista u€inku a nejCastéjsiho vyskytu je jich mozné
rozdeélit na:

« cytoplazmaticke (hydrofilni)

« membranove (lipofilni)



Antioxidacni ochranné systémy

Dle distribuce v riznych organech:

« vysoka koncentrace kyseliny L-askorbové je v oku (az
mM koncentrace), kde hraje ulohu nejdulezitejsSiho
antioxidantu v ochrané pred peroxylovymi radikaly a
dalsimi ROS (doprovodnimi a regeneracnimi
antioxidacnimi systemy jsou -karoten a GSH)

« vysoka aktivita GSH dependentniho antioxidacniho a
biotransformacniho systému (y-glutamyltransferasa,
GPXx) je v jatrech

 biologicky determinovana koncentrace antioxidantu —
napr. kyselina mocova v ledvinach (az 10-nasobné vyssi
koncentrace jako v jinych teélnich tekutinach)



Antioxidacni enzymy

Superoxiddismutasy

« skupina enzymu katalyzujicich dismutaci superoxidu na
kyslik a peroxid vodiku

* metaloenzymy - obsahuji ruzné ionty kovu v aktivnich
centrech
— Cu,Zn-SOD (SOD-1, EC-SOD)
— Mn-SOD (SOD-2)
— Fe-SOD
— mutantni SOD



Cu,Zn-superoxiddismutasa
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Cu,Zn-superoxiddismutasa

Mechanizmy dismutace:
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Mn(lll)-superoxiddismutasa

Struktura:




Mn(lll)-superoxiddismutasa

Vyskyt: mikroorganismy, mitochondrie — v souladu s endosymbiotickou teorii
puvodu mitochondrii

Mechanizmus dismutace:

-redoxni
Mn(lll) + O,. < [Mn(lll)-O,-.] — Mn(ll) + O,

Mn(ll) + O, < [Mn(I1)-O,~.] — Mn(lll) + H,O,



Fe(lll)-superoxiddismutasa

Struktura:




Fe(lll)-superoxiddismutasa

Vyskyt: mikroorganismy E.coli, B.cereus; nenachazi se v zivoCiSnych bunkach

Mechanizmus dismutace:

-redoxni
Fe(lll) + O, . < [Fe(lll)-O,.] — Fe(ll) + O,

Fe(ll) + O, < [Fe(l)-0,-.] — Fe(lll) + H,0,



Struktura:

Katalasa

Aktivni centrum:

U mikroorganismu se vyskytuje
také tzv. pseudokatalasa, ktera
obsahuje v aktivnim centru
mangan



Katalasa

Vyskyt: u vSech aerobnich organismd, u Clovéka je nejvyssi aktivita katalasy v
jatrech a erytrocytech

Mechanizmus rozkladu H,0.:
-na rozdil od peroxidas, reaguje pfimo s peroxidem vodiku

-peroxidasy vyuzivaji peroxid vodiku k oxidaci jiného substratu
PorFe(lll) + H,O, — PorFe(IV)=0*. + H,0O
compound |

PorFe(IV)=0*. + H,0, — PorFe(lll) + H,O + O,
compound |



Peroxidasy

Model krystalové struktury laktoperoxidasy s
pribliZenim aktivniho mista enzymu s
navazanym oxidovanym produktem HOSCN

Lit.: Singh, A.K. et al. Crystal Structure of bovine lactoperoxidase with iodide ions at 2.9A resolution. To be Published.
PDB code 2NQX



Peroxidasy — mechanismus ucinku

HOSCN { HOBr SON !/ Br
A:  PorFe' + H.0, — PorFe'¥=0 + H-0
compound |

B: "PorFe!V=0 + NO. — PorFe!V=0 + NO,
EPY ¢ 1,0, AL Compound ] compound Il

B C:  PorFeV=0 + NO; + 2H" — PorFe' + 'NO; + H,0
B NO} (Tyé) compound Il

4 Compound 11
NOy (Tyr) "

Scheme 1 The reaction mechanism for oxidation of subsirales by
eosinophil peroxidase
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Lit.: Heinecke J.W. Toxicology 177, 11-22 (2002); Arnhold J. et al. Eur. J. Inorg. Chem. 3801-3811 (2006).



Glutathionperoxidasy (GPx)

Struktura: v aktivnim centru obsahuje atom selenu v aminokyseliné
selenocystein

Vyskyt: jenom u zivocichd, u ¢lovéka je nejvyssi aktivita GPx v jatrech, krvi a
ledvinach, nizSi aktivita je v erytrocytech a o€ni CocCce.

Mechanizmus ucinku:

-peroxidasa vyuziva peroxid vodiku k oxidaci glutathionu (GSH) na jeho
oxidovanou formu (GSSG)

protein-Se- + ROOH + H+ — ROH + protein-SeOH (selenova kyselina)
protein-SeOH + GSH — protein-Se-SG + H,O
protein-Se-SG + GSH — protein-SeH-GSSG — protein-Se- + H* + GSSG

H,0, + 2 GSH — GSSG + 2 H,0
LOOH + 2 GSH — GSSG + H,0 + LOH



Glutathionperoxidasy (GPx)

DalsSi biologicky vyznamné peroxidasy:
Cytochrom c peroxidasa — vyskytuje se v mitochondriich a nekterych bakteriich
NADH-peroxidasa

Askorbatperoxidasa



Glutathionreduktasa
Struktura:

Vyskyt: u Zivocichl i mikroorganismu, u ¢lovéka je nejvySSi aktivita v organech
kde je vysoka aktivita GPx.

Katalyzuje reakci:
GSSG + NADPH + H* —» 2GSH + NADP+



Glutathion-S-transferasa (GST)

Vyznam: ma velky vyznam pfi detoxikaci xenobiotik a produktd oxida¢niho
posSkozeni biomolekul, napf. konjuguje s 4-hydroxy-non-2-enalem
(4-HNE).

Katalyzuje reakci:
GSH + RX — RSG + HX



Antioxidacni systemy 3.skupiny —
oprava modifikaci DNA
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DNA REPAIR MECHANISMS

SHORT-TERM CONSEQUENCES

PHYSIOLOGICAL CELL DEATH

DYSFUNCTION

Decreased Genomic
cellular instability
proliferation

ABNORMAL GROWTH &
METABOLISM

Defective signalling  Impaired protein/
pathways gene expression

LONG-TERM CONSEQUENCES

Ageing

Cancer

Disease




Antioxidacni systemy 3.skupiny —
oprava modifikaci DNA
Vyznam
« zabrana mutacim neslucitelnych s Zivotem,
« zabezpeceni produkce plné funkénich proteinl transkripci,
* modifikace epigeneticky podminéné regulace transkripce,

» prevence karcinogeneze a geneticky podminénych ochoreni

Razné mechanizmy jsou zprostredkovany specifickymi enzymy, napojenymi na
enzymy obecné syntézy DNA

Zakladni typy oprav DNA:

1. prima mistni modifikace — cilena modifikace oxidacniho poSkozeni, nejCastéji
u dimeru vzniklych pusobenim UV-zareni (svétlem reaktivovana fotolyasa) nebo
methylovanych mist (v poloze 5-methylovany cytosin a v poloze
6-N-methylovany adenin) jsou demethylovany pomoci mistné specifickych
enzymu (DNA-demethylas)



T N N Oprava modifikaci DNA

Zakladni typy oprav DNA:
A/lBi-functional
8-0x0G glycosylase

¥ Brigase 2. BER - Base excission repair (vystrinnuti

W’\Q’\Q jediné bazy) se uplatnhuje
Qﬂm » u lézi malych rozmérd, obvykle 1-2
l bazy vedle sebe

APE * U abazickych mist a jednoretézcovych
’y\?’%o“ zlomu

ey « v prvnim kroku je specifickou glykosylasou
odstépena poskozena baze

.,\éA/
DNA Polp * pak je pomoci b-lyasy a AP endonukleasy
XRCCH g ¢ o odstépena deoxyribosa a komplementarni
’\?’\g)‘ ‘\Q’\Q baze je pak pripojena DNA-polymerasou a

R ---=-% Fetézec je skompletovan DNA-ligasou
DNA ligase IIla
.

bddddd

VLB




Nucleic Acids
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Bulky lesion
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Oprava modifikaci DNA

Zakladni typy oprav DNA:

3. NER - Nucleotide excission repair
(vystfihnuti nukleotidu/) se uplatfiuje
« U lézi vétSich rozméru, ovliviujicich
zejmeéna tvar molekuly DNA
* je zaloznim systémem pro BER

 NER zacina rozdélenim poskozeného
vlakna DNA na dvou mistech (smérem 57 i
3" od mista poskozeni DNA)
ATP-dependentni nukleasou a uvolni se
oligomer dlouhy 24-29 nukleotidu

« vznikla dira je vyplnéna komplementarnimi
bazemi DNA-polymerasou a rfetézec je
obnoveny DNA-ligasou



Thioredoxin

Vyskyt: polypeptid s Mr = 12000, vyskytuje se u eukarytu i prokaryotu; obsahuje
dvé sousedici —SH skupiny cysteind, které miazou byt oxidovany za
vzniku disulfidického mustku

Vyznam: je kofaktorem mnohych reparacnich enzymu, napf.
methioninsulfoxidreduktasy nebo na thioredoxinu zavislé
alkylhydroperoxidreduktasy.

Uéastni se reakce:

thioredoxin-(SH), + protein-S-S — thioredoxin-S-S + protein-(SH),

- do pUvodniho redukovaného stavu se dostava také pomoci enzymu
thioredoxinreduktasy, ktera obsahuje FAD a je zavisla na NADPH; strukturné i
mechanismem je podobna glutathionreduktase

thioredoxin-S-S + NADPH + H* — thioredoxin-(SH), + NADP*



Vysokomolekulove chelatacni cCinidla

Vazouci Fe(ll) a Fe(lll):

* Transferin — vazbova kapacita 20-30%, obvykle vaze iony Fe(lll) z transferinu,
zabranuje vzniku hydroxylu a peroxidaci lipidu

« Laktoferin — uvolfuje se degranulaci PMN leukocytu, obvykle vaze Fe(lll),
zabranuje vzniku hydroxylu a lipoperoxidaci

» Haptoglobin — vaze hemoglobin a met-hemoglobin a vyluCuje je z radikalovych
reakci

* Hemopexin — ma vysokou afinitu k hemu, inhibuje lipoperoxidaci

» Albumin — ma vysoké zastoupeni v krvi (50g/l), vaze Fe(ll) i Cu(ll), ale
nezabranuje tvorbé HO-, diky lokalnimu ucinku hydroxylu se fadi mezi
sebeobétujici antioxidanty (self-sacrificing antioxidants)

 Ceruloplasmin — vykazuje ferrooxidasovou aktivitu (oxiduje Fe(ll) na Fe(lll)),
napomaha reinkorporaci Fe(lll) do ferritinu, reaguje pfimo se
superoxidem, ale nedismutuje ho!, navazané ionty Cu(ll) a Cu(l)
nezpusobuji tvorbu hydroxylu

» Siderofory a Hepcidin — siderofory jsou tvofeny mikroorganismy pro pfime
ziskavani Zeleza z lidského organismu, hepcidin témto mechanismUim brani, je
syntetizovan v jatrech a vyluCovan moci, obsahuje 8 Cys z 20-25 aminokyselin



Vysokomolekulove chelatacni cCinidla

Vazouci Cu(ll) a Cu(l):

» Albumin — ma vysoké zastoupeni v krvi (50g/l), vaze Fe(ll) i Cu(ll), ale
nezabranuje tvorbé HO-, diky lokalnimu ucinku hydroxylu se fadi mezi
sebeobétujici antioxidanty (self-sacrificing antioxidants)

« Ceruloplasmin — vykazuje ferrooxidasovou aktivitu (oxiduje Fe(ll) na Fe(lll)),
napomaha reinkorporaci Fe(lll) do ferritinu, reaguje pfimo se
superoxidem, ale nedismutuje ho!, navazané ionty Cu(ll) a Cu(l)
nezpusobuji tvorbu hydroxylu

CP-Cu(ll) + 4 Fe(ll) — CP-Cu(l) + 4 Fe(lll)
CP-Cu(l) + O, + 4H* — CP-Cu(ll) + 2H,0

» Metalothioneiny — MT-I a MT-Il v tkanich, MT-lll v mozku; obsahuji 23-33% sirné
aminokyseliny cysteinu, vazou celou fadu tézkych kovu (5-7
iontu na molekulu), reaguji se singletovym kyslikem a
hydroxylem za vzniku thiylovych RS- radikalu, které se
detoxikuji dimerizaci nebo GSH

» Fytochelatiny — vyskytuji se v rostlinach a plni pravdépodobné funkci
metalothioneinu



Nizkomolekulove, v lidském téle syntetizované antioxidanty

Glutathion (GSH)

* slozeni SH
O Q O
H
N
HO N OH
H
NH-

* reaguje s hydoxylovymi radikaly, HOCI, peroxynitritem, alkylhydroxylmi a
alkylperoxylmi, C-radikaly, oxidem dusnatym a singletovym kyslikem

R +GSH —» GS- +RH
GS- + GS- — GSSG
GS: + GS- — GSSG-
GS- + 0, - GSOO.
GSH + NO — GSNO



Nizkomolekulove, v lidském téle syntetizované antioxidanty

Bilirubin
» koncovy produkt degradace hemu u Clovéka

 vaze se s albuminem a chrani ho a navazané mastné kyseliny pfed oxidacnim
posSkozenim

* je vyraznym vychytavacem peroxylovych radikalu a singletového kysliku

a-Keto kyseliny

* ketokyseliny jako pyruvat nebo a-ketoglutarat jsou schopny vychytavat peroxid
vodiku a pravdépodobne i HOCI a ONOO-

Steroidni hormony

» hormony estradiol, estron a estriol jsou schopny inhibovat lipoperoxidaci (v€etné
peroxidace LDL)

* slouzi jako blokatory rfetézoveé reakce lipoperoxidace (reaguji s alkylperoxylovymi
meziprodukty za vzniku stabilnéjsiho fenoxyloveho radikalu



Nizkomolekulove, v lidském téle syntetizované antioxidanty

Melatonin a serotonin
« serotonin blokuje primo lipoperoxidaci (vytvari stabilny fenoxylovy radikal)

» melatonin neni schopny ucinkovat timto mechanizmem, stimuluje ale produkci
antioxidacnich enzymu, napf. glutathionperoxidasy

Kyselina a-lipoova

* je silnym redukénim Cinidlem, kofaktorem mnohych enzymu, napf. pfi
dekarboxylaci ketokyselin

* reaguje a alkylperoxyly, HOCI, hydroxylovymi radikaly, peroxynitritem a chelatuje
Cu(ll) i Fe(ll)

* je schopna redukovat GSSG na GSH, tokoferylovy radikal na tokoferol a
dehydroaskorbat na kyselinu-L-askorbovou

OH
G5



Nizkomolekulove, v lidském téle syntetizované antioxidanty

Koenzym Q (CoQ)

* hraje vyznamnou roli v mitochondrialnim elektrontransportnim fetézci, integruje
se do membran

* v biologickych systémech vystupuje v redukované formé (ubichinol — CoQH,) a
oxidované formé (ubichinon CoQ), meziproduktem jednoelektronoveé oxidace
ubichinolu je semichinon (CoQH-)

* reaguje s peroxyly a tim je schopen narusit fetézovou reakci lipoperoxidace
RO,- + CoQH, — RO,H + CoQH-
* je schopen regenerovat tokoferylovy radikal na tokoferol
a-Toc- + CoQH, — a-TocH + CoQH-

 ubichinon muze byt regenerovan na ubichinol enzymem DT-diaforasou
G



Nizkomolekulove, v lidském téle syntetizované antioxidanty

Kyselina mo€ova
* reaguje pfimo s hydroxylovymi radikaly za vzniku stabilngjSiho radikalu

je vybornym vychytavacen peroxynitritu a reaguje i s peroxidem vodiku a
alkylperoxyly

DalSi nizkomolekulové antioxidanty
» dipeptidy obsahujici histidin — karnosin, homokarnosin a anserin
* melaniny — vznikaji enzymové i neenzymove z DOPA

« aminokyseliny a cystein-obsahujici dipeptidy (napf. cysteinylglycin)



Vybrané nizkomolekulové antioxidanty ziskavané z potravy

Kyselina L-askorbova (vitamin C)

* je vyznamnym ve vodeé rozpustnym antioxidantem (reaguje s HO-, superoxidem,
peroxyly, peroxidem vodiku, singletovym kyslikem, thiylovymi radikaly nebo
fenoxylovymi radikaly)

*je také vyznanym kofaktorem mnohych enzymu, napf. prolinhydroxylasy,
lysinhydroxylasy, dopamin-f-hydroxylasy, je substratem pro askorbatperoxidasu,
NADH-semidehydroaskorbatreduktasu a GSH-zavislou
dehydroaskorbatreduktasu

HO
2 O HO_:-

HO
.: 20
- > (. \, i
e \/\S_I P 2
HO OH o o 7 N

kyselina L-askorbova kyselina semidehydroaskorbova kyselina L-dehydroaskorbov

HO HO
= O ..:. O

HO ; O HO < /O
— + 0y —— HO.+ OH + \/ﬁ

HO OH o 0

kyselina L-askorbova kyselina L-dehydroaskorbov



Vybrané nizkomolekulové antioxidanty ziskavané z potravy

Kyselina L-askorbova (vitamin C)
» za urCitych podminek muze pusobit také prooxidacné, napf. v systému
Fe(ll)/Fe(lll)-H,O,-kyselina askorbova

* kyselina L-askorbova vyrazné zvysuje rychlost této reakce, pravdépodobnée
cyklickou redukci vznikajicich Fe(lll) na Fe(ll)

*je tu terapeuticke riziko pro pacienty léCeny zeleznatymi solemi v kombinaci s
vitaminem C

e N, HO
HO_ I~ O HO_ O o w O o
2 Y - — ) \/\ﬁf
\
0 0 HO  OH 7 N,

kyselina semidehydroaskorbovéa kyselina L-askorbova kyselina L-dehydroaskorbov



Vybrané nizkomolekulové antioxidanty ziskavané z potravy

Tokoferol (vitamin E)
* je nejvyznamnéjSim vychytavacem peroxylovych radikald v membranach

« tim prerusuje fetézovou reakci peroxidace membranovych lipidu

designated B below
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