Patologické stavy
spojené s ROS a RNS |

Volné radikaly v patologickych procesech
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* zanet je reakci na mistni poruseni integrity organismu, jeho
snahou je lokalizace a eliminace zdroje

 zvysena exprese adhezivnich molekul (integriny, selektiny)

* produkce prozanétlivych molekul a cytokinu (TNF-a, NO, IL-
1, IL-6)

* syntéza proteinu akutni faze (C-reaktivni protein)

* syntéza proteinu tepelného Soku, které funguiji jako
chaperony

* respiraCni vzplanuti fagocytu
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* aktivace iNOS a produkce NO
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L - Arginin + O, » L - Citrulin +
kofaktory

Pozitiva a negativa NO pri zanétu

» pri velkych mnozstvich obvykle prevlada oxidace (O,, O,") za
tvorby vysoce reaktivnich, cytotoxickych produkttd (ONOQO")
- zabijeni i jinak obtizné zlikvidovatelnych baktérii (napf.
Mycobacterium tuberculosis), hub, parasitu a tumoru,
inhibice replikace viru

* vazodilatace
* vysoké koncentrace poskozuiji tkané




Cyklooxygenasa a lipoxygenasa

Schéma syntézy zakladnich prostaglandinu
membranove fosfolips
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—— Lokalizace enzymu zpusobujicich peroxidaci lipidu ve svalu

LOX: lipoxygenasa -~

-~

PGHS: prostaglandinw!;bs"__ =coX

-

" Hladka
/" svalovina:
12-LOX

-~

(e s

— ==

Monocyty: Desti¢ky: ggt'l_tlrgf;lyzr
St PGHS-1,2 PGHS-1 -1,
PGHS 5, 15-LOX 12-LOX 5,12-LOX

|




Nadorova

_ o onemocneéni
Kardiovaskularni Neurodegenerativni
onemocneéni onemocnéni

Diabetické

-k komplikace

Autoimunitni

X i Chronicky
ONEMOCNENT s y

zanét

Plicni

Metabolickd o onemocnani
onemocnéni Onemocneni

pohybové
soustavy




Nekroza a apoptoza

» rozdil mezi témito procesy — nekrdza je spise nahodily degj, spojeny s destrukci
vicerych bunek, napf. rozvoj osmotického gradientu, vyCerpani GSH a pod.

-apoptéza = planovana a dokonale kontrolovana smrt vétsinou jediné bunky
«apoptozou jsou eliminované bunky nepotrebné pro dalsi rozvoj organizmu

‘nékolik stimult apoptézy — extracelularni, intracelularni (vyznam ROS)
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Apoptdza — kaspasy
Kaspasy — skupina hydrolytickych enzymu s
klicovym vyznamem v procesu apoptozy
+ patfi do skupiny cysteinovych endopeptidas

« stepi polypeptidovy fetézec pii Cys
nasledujicim po Asp

* jsou aktivovany limitovanou proteolysou z
prokaspas

+ vétsinou je aktivni formou homodimer

» dnes znamych celkem 14 kaspas (CASP1 -
CASP15, CASP11=CASP5, z toho 12 je
humannich

Dle funkce se déli na:

* kaspasy iniciatorove (apikalni) — stépi pro-
formy efektorovych kaspas na uéinnou
formu, patfi sem kaspasy 2,8,9 a 10

Krystalova struktura kaspasy 3, PDBE: 2dko

*» kaspasy efektorové (vykonné) — stépi
proteiny cytoskeletu bunky, patfi sem
kaspasy 3.6a7
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Szegezdi at al: Caspase-12 and ER-stress-mediated apoptosis: the story so far. Ann N Y Ac Sci
1010, 186-193, 2003




https://www.youtube.com/watch?feature=player embe
dded&v=DR80Huxp4y8

https://www.youtube.com/watch?v=-vmtK-
bAC5E&t=39s
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[schemie/reperfuze

* konci zanikem bunék a poskozenim tkani

* ischemie — nedostatecné zasobeni tkani kyslikem,
extrémem je uplné zabranéni pristupu kysliku ke tkanim

* reperfuze — nahlé uvolnéni blokady a obnoveni zasobeni
tkané kyslikem

* kyslik a ROS jsou hlavnimi patogenetickymi faktory
reperfuzniho poskozeni tkané

345 355 365 3I7S 385 395 405 415
Magnetic Field (G)




Ischemie/reperfuze

Béhem hypoxie (ischemie):

« vazne prenos elektronu v respiraénim fetézci mitochondrii

» klesa hladina ATP a hromadi se AMP, resp. jeho metabolit hypoxantin

» selhava aktivni transport iontl pfes membrany, v cytosolu stoupa hladina Ca2+

* dochazi k senzibilizaci véech souéasti oxidativniho metabolismu na kyslik

INTRACELLULAR
ISCHEMIA — | ATP — 1 e
/ » excitoxicita mozku — vysoka hladina Ca?* zplisobuje depolarizaci membran a
ARREST OF v . ; C v
PROTEIN SYNTHESIS uvolnéni glutamatu z postsynaptickych zakonéeni
_ i - » glutamat je excitaéni aminokyselinou
CALPAIN LIPOLYSIS GLUTAMATE
ACTIVATION 1 RELEASE
1 ARACHIDONATE
DAMAGE TO
CYTOSKELETAL L _ _ o
& OTHER PROTEINS - ZvySena koncentrace cytosolového kalcia aktivuje PLA,, LOX a COX

e calpain jako proteasa degraduje cytoskelet bunky a dalsi
proteiny (apoptodza)



Reperfuze zpusobi:

» masivni tvorba ROS enzymem xantinoxidasou (endotelova, parenchymova,
slizni€ni) — tvorba superoxidu a H,O, (produkovanou SOD)

« ROS poskozuji tkané a endotel — to vede k aktivaci adheznich molekul (ICAM-1,
selektiny P al)

- v tkdnich se zvysuje podil aktivovanych leukocytu — to jesté vice zvysuje tvorbu
ROS

» reperfuze podporuje tvorbu fady cytokinu véetné IL-1, IL-6, fibroblastového
rustového faktoru (FGF)

« cytokiny aktivuji neutrofily k produkcei superoxidu a HOCI
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Na ischemicko — reperfuznim poskozeni bunék se podileji:

* volné kyslikové radikaly

* jontova dysbalance

» aktivace proteas, indukce apoptozy

e aktivace zanétlivych mechanizmu

* v mozku akumulace Skodlivych neurotransmiteru

Moznosti terapeuticke intervence:

- prevence tvorby ROS a RNS a posileni pfirozenych antioxidaénich systému
+ podani alopurinolu — inhibitor xantinoxidasy

 podani Mn-SOD

+ zablokovani vstupu kalcia do buriky

* Fizena hypotermie




Rizend hypotermie

* redukuje prestup iontd vdpniku z extracelularniho prostoru
intracelularné - zmenseni vzestupu hladiny glutamatu

* inhibuje tvorbu volnych radikal, sniZzuje peroxidaci lipidQ
a oxidaci DNA

e stimuluje produkci anti-apoptotického proteinu Bcl-2, inhibuje
uvolnéni cytochromu C a aktivaci kaspas

* pUsobi protizanétlivé, zmensuje pocet neutrofill v ischemii
postizené tkani (snizeni exprese ICAM 1)

e snizuje produkci rdznych prozanétlivych mediatort, jako jsou
oxid dusnaty nebo IL- 6

Ostadal P.: Kardiol Rev Int Med 2009, 11(1): 11-15




Starnuti

radikalova teorie starnuti

Denham Harman
(1916-2014)

evolucni teorie starnuti

prirozeny vybér dava prednost ochrané gen( aktivnich v raném véku

Ve

teorie somatickych zmén — pricina nahromadeéni mutaci DNA

mitochondrialni teorie




* Mitochondrialni teorie starnuti — soucast radikalove teorie, hromadeni somatickych
mutaci v mtDNA, snizovani kapacity a aktivity Mn-SOD v mitochondriich — muze vést az
k pfiznakum podobnym ischemicko-reperfuznimu poskozeni, zejména u mozku

Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba

advanced
alzheimer's

healthy
brain




Projevy starnuti:
» hromadéni koneénych produktu oxidaéniho poskozeni biomolekul
+ lipofuscin — produkt peroxidace nenasycenych mastnych kyselin
- muze zpusobovat naruseni funkce mitochondrii a lysozomu

- muze podporovat daldi produkci ROS a RNS povrchovou vazbou redoxné
aktivnich kovovych iontu

- akumulace lipofuscinu v tlustém stievé zpusobuje melanosis coli

- zhor3uje funkei celych organu, vyrazny vliv u makularni degenerace
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* glykovane proteiny a Hb1Ac, AGE, pentosidin
» AGE muz2ou aktivovat receptory RAGE a indukovat aterogenezi
« karbonylace proteind
» zvySovani mutaci DNA, deaktivace reparacnich procesu
» Hayflickuv fenomén — zkracovani DNA telomer
« zmeny v distribuci a zasobach zeleza — vzestup hladiny v hepatocytech

» snizovani aktivity antioxidaénich enzymu — SOD, GPx, katalasy, sniZovani hladiny
GSH
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