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Tvorba ROS a oxidativní stres 

Oxidativní stres  

=  

nerovnováha mezi (zvýšenou) produkcí ROS a 

oxidovaných metabolitů a limitovanou kapacitou 

antioxidačních mechanismů buňky/organismu. 

 



Tvorba ROS a oxidativní stres 

•hlavním endogenním zdrojem ROS je únik elektronů v průběhu 

dýchacího řetězce, metabolické reakce zahrnující cytochromy 

P450 a oxidativní vzplanutí fagocytů vedoucí ke vzniku superoxidu - 
.O2;  

 

•superoxid je pomocí superoxiddismutáz přeměněn na H2O2; ten dále 

vzniká působením oxidáz a v průběhu b-oxidace mastných kyselin v 

peroxizómech;  

 

•superoxid ani peroxid nejsou příliš reaktivní, hlavním nebezepečím je 

přeměna na další vysoce reaktivní ROS – např. hydroxylový radikál - 
.OH; 

 

•významné jsou také radikály odvozené od NO a superoxidu – 

peroxynitrit (ONOO-) a NO2
. ; 



TRENDS in Cell Biology 15, 319, 2005 

Tvorba ROS a jejich klasifikace 



Archives of Toxicology 87, 1157, 2013 

Tvorba ROS v mitochondriích 



TRENDS in Cell Biology 15, 319, 2005 

Tvorba ROS a jejich klasifikace 



Cell. Mol. Life Sci. 66, 3663, 2009 

Hierarchické účinky ROS 



International Journal of Biochemistry & Cell 

Biology 39, 44, 2007 

Toxické účinky ROS 

• poškození jaderné a 

mitochodriální DNA; 

 

• lipidní peroxidace; 

 

• oxidativní poškození 

proteinů; 



Oxidativní poškození DNA 

• hydroxylový radikál je vysoce reaktivní a reaguje se všemi složkami 

DNA – bázemi i deoxyribózou; 

• hlavní typy poškození zahrnují tvorbu jedno- a dvouřetězcových 

zlomů, modifikace bází a tvorbu DNA cross-links; 

• oxidativní poškození DNA – mutagenita, karcinogenita; 

• příklad modifikované báze – tvorba 8-hydroxyguaninu – mutagenní a 

karcinogenní, snadno vzniká, biomarker oxidativního stresu a 

potenciální biomarker karcinogenních účinků chemických karcinogenů; 

• primární obranný mechanismus – BER; 

• tautomerizační reakce – 8-OH-G = 8-oxo-G; 

• detekce oxidativního poškození DNA – HPLC-EC, kyselá hydrolýza 

DNA – HPLC nebo GC-MS; modifikovaný Comet assay; 

Chemico-Biological Interactions 160, 1, 2006 



Oxidativní poškození DNA 

• DNA může být poškozena i působením RNS; 

 

• peroxynitrit indukuje tvorbu 8-nitroguaninu; tato modifikovaná báze 

způsobuje transverzní mutace G:C→T:A; 

http://en.wikipedia.org/wiki/Transversion 

• oxidativní poškození je často 

detekováno i v mtDNA; 

• mutace - geny pro komplexy I, III, 

IV a V; hypervariabilní oblasti 

mtDNA; v ředě typů nádorů; 

• omezená možnost DNA 

reparačních procesů, absence 

histonů, velká produkce ROS; 

 



Peroxidace lipidů 

• vysoce nenasycené mastné kyseliny (PUFA) ve fosfolipidech jsou 

velmi snadno oxidovány působením ROS (především .OH); 

• vlastní proces lipidní fáze - 3 kroky – iniciace, propagace a 

terminace; 

• po vzniku peroxylového radikálu dochází cyklizačními reakcemi k 

tvorbě endoperoxidů a ke vzniku finálního produktu – 

malondialdehydu (MDA); 

• vedle toho vznikají také další reaktivní aldehydy – 4-hydroxy-2-

nonenal (HNE) a akrolein; 

• MDA je účinný mutagen, HNE moduluje aktivitu řady signálních drah; 

 



Peroxidace lipidů 

Chemico-Biological Interactions 160, 1, 2006 



Oxidativní poškození proteinů 

• ROS mohou reagovat s proteiny buď přímo, nebo prostřednictvím 

oxidačních produktů cukrů a lipidů; 

 

• mohou napadat buď peptidovou vazbu nebo postranní řetězce 

aminokyselin; dochází ke vzniku Tyr cross-links, ztrátě His, tvorbě 

karbonylových skupin a tvorbě řady typů radikálů - protein-centered 

alkyl (R•), alkoxyl (RO•), alkylperoxyl (ROO•); 

 

• vysoce citlivé jsou zejména Pro, Tyr, His, Arg, Lys, Met a Cys; 

 

• vzniká řada typických oxidačních produktů – např. Arg → Glu- 

semialdehyd; Glu → 4-hydroxy-Glu; His→ 2-oxo-His; Tyr → 3,4-

dihydroxy Phe; Tyr–Tyr cross-linkované proteiny, 3-nitro-Tyr; Val → 3,4-

hydroxy-Val; Cys → Cys–S–S–Cys, Cys–S–S–R disulfid; Pro → 2-

pyrrolidon-4-hydroxy-Pro; Met → Met-sulfon, Met-sulfoxid; 

 

• oxidativní poškození může vést ke ztrátě funkce nebo aktivaci proteinu; 

akumulace poškozených proteinů může přispět k indukci apoptózy; 

 



Toxicology and Applied Pharmacology 254, 86, 2011 

Chemické karcinogeny indukující oxidativní stres 



Chemico-Biological Interactions 160, 1, 2006 

Modelový příklad: Indukce ox. stresu CrVI 



Antioxidační obranné mechanismy 

• negativní toxické působení ROS či RNS je blokováno řadou 

antiozidačních mechanismů: 

 

1. neenzymatické antioxidanty 

2. antioxidační enzymy 

 

• mezi významné neenzymatické antioxidanty paří především vitamin C, 

vitamin E, karotenoidy, thiolové antioxidanty (glutathion, 

thioredoxiny, kyselina lipoová); 

 



Antioxidační enzymy 

• jedním z nejúčinnějších intracelulárních antioxidačních enzymů je 

superoxiddismutáza (EC 1.15.1.1), enzym, který katalyzuje přeměnu 
.O2 na H2O2; 

 

• u člověka – 3 základní isoformy – cytosolová Cu, Zn-SOD; 

mitochondriální Mn-SOD a extracelulární EC-SOD; 

 

• Cu, Zn-SOD je homodimer (32 kDa) jehož enzymatická aktivita je 

nezávislá na pH, každá z podjednotek obsahuje v aktivním místě ionty 

Cu a Zn; Mn-SOD – homotetramer (96 kDa) – každá podjednotka 

obsahuje 1 atom Mn – jede z nejúčinnějších antioxidačních enzymů s 

protinádorovými vlastnostmi, abnormálně vysoké hladiny Mn-SOD v 

některých nádorech ale přispívají k nádorové progresi, což 

pravděpodobně souvisí s nerovnováhou mezi .O2 na H2O2 – aktivace 

metaloproteináz; 

 

•  EC-SOD – sekreční tetramerická forma SOD, 4 podjednotky, 

glycoprotein jehož hladina je regulována cytokiny; 

 



Antioxidační enzymy 

• kataláza (EC 1.11.1.6) je enzym široce rozšířený ve všech živých 

organismech (rostliny, živočichové, aerobní bakterie); 

 

• primárně je kataláza lokalizovaná v peroxizómech kde katalyzuje 

přeměnu H2O2 na H2O a O2; 

 

 

 

• jedná se o jeden z nejúčinnějších enzymů vůbec – 1 molekula enzymy 

je schopna za minutu přeměnit až 6 mil. molekul H2O2; 

 

• hladina katalázy je výrazně snížená v řadě typů nádorových buněk;  



Antioxidační enzymy 

• 2 typy glutathion peroxidáz - selen-nezávislé (glutathion-S-transferáza, 

GST, EC 2.5.1.18) a na selenu závislé (GPx, EC 1.11.1.19); oba typy 

enzymů se liší množstvím podjenotek, typem katalytického centra a 

mechanismem působení – oba mají zásadní význam pro metabolismus 

glutathionu, jednoho z klíčových antioxidantů; 

 

• 4 lidské GPx; kompetice s katalázou o peroxid, zásadní při obraně 

proti nízkým hladinám ox. stresu; 

 

 

 

 

 



Antioxidanty 

• kyselina askorbová (vitamin C) významný antioxidant především ve 

vodné fázi; úzce spolupracuje s karotenoidy a vitamínem E – 

regeneruje a-tokoferol z a-tokoferolových radikálů vznikajících v buň. 

membránách; 

 

• reakcí askorbátu s ROS vzniká zejména semidehydroaskorbátový 

radikál – málo reaktivní – terminace radikálových reakcí; 

 

• hraje zásadní roli při ochraně buň. membrán; řada in vivo studií 

potvrdila snížení oxidativního poškození DNA, lipidů a proteinů 

připodávání vitaminu C; 
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Antioxidanty 

• vitamin E existuje v 8 formách, ale dominantní je a-tokoferol; 

významný antioxidant rozpustný v tucích; 

 

• hlavní funkcí je ochrana před lipidní peroxidací, přičemž spolupracuje s 

kys. askorbovou; během antioxidační reakce reaguje a-tokoferol s 

lipidovými radikály za vzniku a-tokoferolových radikálů, které jsou 

následně regerovány kys. askorbovou;  
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Antioxidanty 

• glutathion (GSH) je hlavní solubilní thiolový antioxidant vyskytující se v 

buňkách v koncentracích dosahujících až 10-15 mM; vysoká hladina 

GSH v jádře má např. význam pro udržování –SH skupin proteinů 

podílejících se na DNA repair 

 

 

 

• částečně oxidované proteiny (protein-SOH, protein-S.) reagují s GSH 

za vzniku protein-SSG, který je dále redukován GPx a malými proteiny 

(např. thioredoxin); při nedostatku GSH vznikají ireverzibilně oxidované 

proteiny - protein-SO2H a protein-SO3H; 
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Antioxidanty 

• glutathion má řadu funkcí v buňce: 

 

• slouží jako kofaktor GST a GPx; podílí se na transportu aminokyselin 

přes membrány; může přímo vychytávat ROS (hydroxylový radikál, 

singletový kyslík); prostřednictvím GPx se podílí na detoxifikaci 

peroxidů; 

 

• podílí se na regeneraci vitaminu C a E; 

 

• poměr GSH a GSSG hraje významnou roli v regulaci redoxní 

signalizace – např. aktivita transkripčních faktorů AP-1 a NF-kB; chrání 

buňky před apoptózou;  

 

 

 

 

 



Antioxidanty 

• thioredoxin – malý multifunkční protein, který obashuje dva tzv. 

redoxně akttivní Cys residua (vysoce konzervované aktivní místo Cys–

Gly–Pro–Cys); snadno reaguje s oxidovanými proteiny obsahujícími 

disulfid; 

 

 

• oxidovaný thioredoxin je zpětně redukován pomocí thioredoxin 

reduktázy; 

 

 

 

• thioredoxin i thioredoxin reduktáza hrají významnou roli v redoxní 

regulaci řady transkripčních faktorů kontrolujících např. buněčnou 

proliferaci nebo apoptózu (AP-1 a NF-kB); 

 

 



Antioxidanty – komplexní reakce 

Chemico-Biological Interactions 160, 1, 2006 



Cell. Mol. Life Sci. 66, 3663, 2009 

Hierarchické účinky ROS 



Redoxní signalizace 

• indukce tvorby ROS významným způsobem ovlivňuje aktivitu drah 

signální transdukce: 

 

• předpokládá se, že ROS mohou do jisté míry hrát úlohu druhých poslů 

v signálních drahách aktivovaných cytokiny a růstovými faktory; 

 

• mezi nejvýznamnější cíle ROS patří signální dráhy kináz 

aktivovaných mitogeny (MAP kináz), aktivace transkripčního 

faktoru nuclear factor-erythroid 2 p45-related factor 2 (Nrf2), 

modulace aktivity receptorových kináz, aktivace transkripčního 

faktoru AP-1, modulace aktivity transkripčního faktoru NF-kB; 

aktivace HIF-1; 

 



Nuclear factor-erythroid 2 p45-related factor 2 (Nrf2) 

• Nrf2 je transkripční faktor (basic region-leucine zipper (bZip)) aktivovaný v 

podmínkách oxidativního/chemického stresu, který hraje významnou roli v 

koordinované regulaci antioxidačních enzymů a enzymů metabolizujících 

xenobiotika (XME) – vazba na tzv. antioxidační responzivní elementy (ARE); 

Trends in Biochemical Sciences 39, 199, 2014 

Biochemical Pharmacology 85, 705, 2013 



Biochemical Pharmacology 85, 705, 2013 

Nuclear factor-erythroid 2 p45-related factor 2 (Nrf2) 



Biochemical Pharmacology 85, 705, 2013 

Nuclear factor-erythroid 2 p45-related factor 2 (Nrf2) 



Trends in Biochemical Sciences 39, 199, 2014 

Nuclear factor-erythroid 2 p45-related factor 2 (Nrf2) 



Trends in Biochemical Sciences 39, 199, 2014 

Geny pozitivně regulované Nrf2 



Trends in Biochemical Sciences 39, 199, 2014 

Geny pozitivně regulované Nrf2 
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Geny pozitivně regulované Nrf2 



Aktivace PKC 

• rodina serin/threoninových kináz; 

 

• indukce ROS vede k uvolnění intracelulárního Ca2+ což může 

aktivovat PKC; 

 

• tímto způsobem mohou ROS regulovat řadu procesů, vč. proliferace, 

buň. diferenciace, změn organizace cytoskeletonu a migrace buněk, i 

apoptózy; 

 

• vedle toho, že ROS mohou aktivovat PKC, je také známo, že vysoká 

aktivita PKC indukuje tvorbu ROS v některých experimentálních 

modelech; 

 

• PKC také interagují s dalšími proteiny modulovanými oxidativním 

stresem, jako jsou např. MAP kinázy; 



Cell. Mol. Life Sci. 65, 3525, 2008 

Aktivace MAP kináz 



Aktivace MAP kináz 

International Journal of Biochemistry & Cell 

Biology 39, 44, 2007 



Aktivace AP-1 

Cell. Mol. Life Sci. 65, 3525, 2008 



Aktivace AP-1 

• AP-1 je skupina transkripčních faktorů (bZip dimery) skládajících se z 

proteinů jako Jun (c-Jun, JunB, JunD), Fos (FosB, Fra-1, Fra-2), Maf 

(musculoaponeurotic fibrosarcoma), a ATF (activating transcription factors) 

které se vážou na tzv. TPA nebo cAMP responzívní elementy; 

 

• AP-1 je aktivován cytokiny, růstovými faktory, ale také H2O2 – in vitro je 

např. trasnkripční aktivita AP-1 regulována redoxním stavem Cys64 

lokalizovaného mezi dvěma podjednotkami c-Jun; hlavní způsob aktivace 

ROS je ale prostřednictvím aktivovaných p38 a JNK kináz; 

 

• mezi důsledky aktivace AP-1 patří především indukce proliferace (indukce 

cyklinu D1 a represe p21 CDKI), ale dopad aktivace AP-1 často závisí na 

typu proteinů vytvářejících AP-1 dimer;  

 



Aktivace NF-kB 

• jaderný transkripční faktor 

regulující buněčný růst, přežití, 

diferenciaci a imunitní odpověď 

(zánět); dimer skládající se z 

různých kombinací podjednotek p50 

(NF-kB1), p52 (NF-kB2), c-Rel, v-

Rel, RelA (p65) a Rel B; 

 

• je aktivován cytokiny, onkogeny, 

poškozením DNA a také 

oxidativním stresem;  

 

• je považován za významný faktor v 

karcinogenezi;  

 

Biochimica et Biophysica Acta 1843, 129, 2014 



Aktivace HIF1 

• HIF-1 je heterodimerický transkripční faktor sestávající z podjednotek PAS proteinů 

HIF-1a a HIF-1b (ARNT); senzor intracelulární hladiny kyslíku; 

 

• přestože je aktivován hypoxií, významnou roli ve stabilizaci a aktivaci HIF-1a hrají 

ROS, které jsou pravděpodobně generovány také v hypoxických podmínkách v 

mitochondriích;  

 

• předpokládá se, že hraje významnou roli v karcinogenezi indukované ROS; 

 

J Cell Sci 116, 3041, 2003 



Dopad tvorby ROS závisí na intenzitě generovaného 

oxidativního stresu 

vs. 

apoptóza, nekróza 

spec. biol. odpověď: 

např. proliferace a přežívání 

buněk, diferenciace, změny 

adheze a migrace apod. 


