Poskozeni biologicky dulezitych makromolekul
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Poskozeni DNA



I — adenin

II- guanin

[II — cytosin
IV —uracil (pouze v RNA)

V — thymin (pouze v DNA)

VI — D-riboza (pouze v RNA)

VII — 2-deoxy-D-ribdza (pouze v DNA)



adenine

cytosine

guanine

thymine

phosphate
deoxyribose (sugar)
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Nukleosid — baze pripojena k cukru

Nukleotid — baze + cukr + fosfat



DNA
je stabilni molekulou, v pritbéhu ¢asu vSak dochazi ke spontannim zménam

Priklad spontannich zmén:
Ztrata purini (,,apurinic sites*)
Cytosin miiZze pomalu ztracet aminoskupinu (deaminace) za vzniku uracilu

Spontanni zmény jsou opravovany reparacnimi mechanismy.

Oxidativni stres siln¢€ akceleruje poSkozeni DNA



Poskozeni DNA po expozici:

reaktivnim metabolitim kysliku a dusiku
lonizujicimu zafeni

zvysené koncentraci kysliku
aktivovanym fagocytiim

cigaretovemu kouri

ozonu

xanthin oxidase



DNA je poskozovana reaktivnimi metabolity kysliku 1 dusiku.

Hydroxylovy radikal - vysoce u¢inny a neselektivni:

1. reaguje s deoxyribozou (vyjmuti vodiku) — vznika malondialdehyd a dalSi produkty
Dusledky — destrukce sacharidu a preruseni fetézce. To vede k aktivaci

PARP (poly(ADP-ribose)polymerasa - enzymu vazaného na chromatin, ktery vyuziva

NAD* k napravé zlomt). Nadmérna aktivace PARP = deplece NAD™ = interference se

syntézou ATP = buné€na smrt.

2. ptipojuje se k purinovym a pyrimidinovym bazim — méni je na hydroxyderivaty a
oxoderivaty

Dusledek — chybné parovani bazi pii replikaci DNA a zavedeni chyby do genetické
informace

Singletovy Kyslik — negeneruje fetézcové zlomy, reaguje hlavne s guaninem
Produkty LPO (RO*, ROO*) mohou poskozovat DNA

Reaktivni metabolity dusiku
mohou pusobit nitraci nebo deaminaci bazi DNA



Disledky oxidativniho poskozeni

Modifikace bazi vedou k mutacim.

Priklad:

RNS deaminuji A na HX, C na U a G na X, cozZ ma za nasledek nespravné parovani
bazi (napt. spravné parovani A — T je nahrazeno HX — C)



Excisni reparace

Oxidovan¢, deaminované nebo Spatné sparovane (mismatch) baze jsou
odstranovany podobnym mechanismem.

Prvni typ = nukleotidova excisni reparace
Chybny nukleotid je vysttizen nukleasou
DNA polymerasa navaze spravne nukleotidy podle neporuSencho fetézce
Nasledné DNA ligasa tetézec uzavre.

Druhy typ = excizni reparace baze

DNA glykosylasa hydrolyzuje vazbu abnormalni baze na cukr-fosfatovou
kostru

Tim vznika ,,AP site** (apurinic or apyrimidinic site)

Déle je uvolnéna AP-deoxyribdza piisobenim AP lyasy na 3’ a AP
endonukleasy na 5¢ konci

DNA polymerasa zaplni jednonukleotidovou mezeru

DNA ligasa uzavre fetézec DNA



Reparace dvouretézcovych zlomu
Vznikaji plisobenim ionizujiciho zatreni (tvorba OH™)

Naprava je mozna, ale je daleko téZ$i neZ u jednotetézcovych zlomi, protoze
neexistuje intaktni fetézec.

Nespravne reparace vedou k velkym abnormalitam DNA zndmym jako
chromozomov¢ aberace.



Poskozeni lipidi



Peroxidace lipidu

Tuky a oleje pri skladovani na vzduchu Zluknou
(autooxidacni radikalova fetézova reakce)

V biologickych systémech tomuto procesu podléhaji PUFAs,
t]. polynenasycené mastné kyseliny s vice dvojnymi vazbami



Tri faze lipidové peroxidace

Prvni faze = iniciace
Hydroxylovy radikal HO*, alkoxylovy radikal RO* a peroxylovy radikal ROO* Kazda
z téchto latek dokaze vytrhnout vodik z metylenove skupiny fetézce mastneé kyseliny.

Mastna kyselina nebo lipid se tak stava uhlikovym radikalem (-*CH-)
LH+HO* - L* + H,0O

Druha faze = propagace
Po vytrzeni vodiku se elektrony v uhlovodikovém fetézci mastnych kyselin usporada;ji
tak, ze mezi dvéma dvojnymi vazbami je jedna vazba jednoducha (= konjugovany dien).
Tyto latky reaguji s molekularnim kyslikem za vzniku peroxyloveho radikalu (LOO*)
L* + O, = LOO*

LOO* je schopen vytrhnout elektron z mastné kyseliny sousedniho lipidu, ktera se
tak stava novym radikalem, zatimco LOO* se preméni na hydroperoxid (LOOH).
LH+LOO* - L* + LOOH

Treti faze = terminace
Radikalova reakce se v lipidech propaguje, dokud se radikal PUFA nesetka s jinym
radikalem nebo s vitaminem E, kdy se fetézova reakce ukon¢i vznikem stabilni
slou¢eniny (terminace).



Vysledkem lipidové peroxidace jsou:

Hydroperoxidy mastnych kyselin
Cyklické endoperoxidy mastnych kyselin

Tyto peroxidy jsou pomérné stabilni, dokud se nesetka;ji s tranzitnimi prvky,

které katalyzuji Fentonovu reakci. V ni se lipidové peroxidy méni na
alkoxylove radikaly LO* a hydroxidovy anion OH -.

LOOH + Fe (Il) [nebo Cu (I)] = LO* + Fe (III) [nebo Cu (II)] + OH -
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V organismu probiha:

Neenzymova LPO

Probiha popsanym zplisobem — reakci s volnymi radikaly.

Dava smés riznych produkti:

Etan, pentan — vydechujeme plicemi

malondialdehyd (MDA), 4-hydroxynonenal (HNE) se navazuji na proteiny a meni
jejich Zivotnost a funkci.

Enzymova LPO

Probiha na aktivnich centrech hydroperoxidaz a endoperoxiddz (cyklooxygenaza,
lipoxygenaza) a produkuje biologicky aktivni latky dilezité v fizeni biologickych dé&;u.
Volné radikaly nejsou v tomto ptipad€ uvoliiovany z enzymu, a tak neskodi.
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Table 4.9. Some common, naturally occurring fatty acids

Shorthand name*

Common name

Examples of occurrence

16:0

18:0

18:1 (n-9)°
18:2 (n-6)
18:3 (1n-3)
20:4 (n-6)
20:5 (n-3)
22:6 (n-3)

Palmitic
Stearic
Oleic
Linoleic
o-linolenic

Arachidonic
Eicosapentaenoic
Docosahexaenoic’

Natural fats and oils, especially palm oil
Natural fats and oils, especially beef fat
Natural fats and oils, especially olive oil
Widespread, many seed oils
All plant leaves, some seed oils,

e.g. soybean, rapeseed, linseed oils
Animal membranes
Fish oils
Fish oils, nervous system

"Number of carbons in chain: number of double bonds.

"The numbering system in parentheses (often used in the nutritional literature) identifies double
bonds from the methyl, —CH3, end of the chain. For other nomenclature see Fig. 4.14.
‘Docosahexaenoic acid is particularly important in the mammalian brain and in the retina of

the eye.



Casto diskutovana otazka
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Gronsti Eskymaci — velmi nizkd frekvence srdecnich onemocnéni, psoriazy, skler6zy
multiplex — predpoklad, Ze je to zpusobeno n = 3 mastnymi kyselinami v rybim tuku.
Studie s podavanim rybiho tuku jako protektiva nebo l1éCiva nejsou presvédCive.
MozZny diuvod: n = 3 mastné kyseliny v rybim tuku peroxiduji velmi ochotné (vzdy 20-
30% prodavaneho rybiho tuku je peroxidovano).



PosSkozeni cukru a proteinu



Glykace a glykooxidace

Glukoza v roztoku existuje v nealdehydické kruhové formé, ¢astecné vSak 1
v rovném fetézci tvoricim aldehyd.
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Aldehydy jsou chemicky reaktivni a mohou se vazat na aminoskupiny proteinti
v procesu nazyvaném neenzymaticka glykace.

Vznika tzv. Schiffova baze.

Zvysena hladina glukozy v krvi vede k patologické hladiné glykace.

produkty ____
¢asné glykace

—

*NH
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CH
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protein + redukujici Schiffova
cukr, napf. glukdza baze




Po urcité dobé se Schiffovy baze preusporadavaji.

Vznika Amadoriho produkt.

produkty » prechodné
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+
H NH NH
NHy I |
CH CH,

+ hodiny I dny
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protein + redukujict Schiffova Amadoriho
cukr, napf. glukéza baze produkt




Amadoriho produkt se dale béhem tydnii az mésici méni na konecné produkty
pokrocilé glykace = Maillardovy slou¢eniny neboli advanced glycation end
products (AGE).

AGE se mohou oxidovat kyslikem za vzniku superoxidu a tudiz 1 dalSich ROS.
(Karboxymethyllysin a pentosidin jsou typické produkty oxidace AGEs).

Glykaci tedy provazi glykooxidace a oxidacni stres.
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protein + redukujici Schiffova Amadoriho produkty pokroéjlé g!yyacv:e
cukr, napf. giukéza baze produkt svazujici dva peptidové retézce
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Fig. 9.11. Glyoxidation reactions. The combination of glycation and oxidation can result in
the formation of advanced glycosylation end-products (AGEs) whose increased accumulation
appears associated with tissue injury in diabetes mellitus. Glucose can be oxidized before binding
to proteins, or glycated proteins can themselves oxidize releasing ROS. Carboxymethyllysine
(N%) and pentosidine have been identified as glycoxidation-derived constituents of AGEs, but
there are many others. Fig. 9.9 shows formation of N°-carboxymethyllysine from an Amadori
product.




Glykace méni vlastnosti modifikovanych proteini
Ptiklady negativniho plisobeni glykace:
inaktivace SOD = zvySeny oxidativni stres

glykace apoB v LDL = zména naboje LDL ¢astice a jeji vazba na scavenger LDL
receptory makrofagu

AGE jsou rozeznavany specifickymi receptory na povrchu cévnich a imunitnich
bunck a nasledné ovliviiyji transkri¢ni faktory a expresi genti cilovych bunék

AGE zvySuji syntézu adhezivnich molekul na cévni sténé. Podporuji adhezivitu
monocytl a jejich prinik do cévni stény. Tim podporuji vznik aterosklerozy.



Proteiny = vyznamny cil volnych radikala

Rada aminokyselin je hydroxylovana hydroxylovym radikalem

nitrovana peroxynitritem (tryptofan, fenylalanin, tyrosin)

S proteiny reaguji rovnéz alkoxylove a peroxylové radikaly
vznikajici pi1 LPO
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Figure 4.27. Some specific end-products of oxidative damage to amino-acid residues in
proteins. Only selected products are shown; many others are known.



Dusledky poSkozeni proteinii
Zména enzymatickeé aktivity
Zmeéna iontové homeostaze buiiky (porucha fukce transportnich pump)
V cytosolu se hromadi Ca?* -> aktivace proteaz a fosfolipaz
Vznik novych antigennich determiannt a nastup autoimunitnich reakci

Zmény v molekuldrni bunécné signalizaci



342 Opxidative stress: adaptation, damage, repair and death
Oxidative
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Fig. 4.29. The multiple derangements of cell metabolism that can be caused by oxidative stress,

Direct damage to DNA, proteins and/or lipids is possible. Secondary dam
onciddative stress produces rises in “free’ intracellular metal 1ons, such as Ca®

age can arise when
*, Cu®" and Fe*.

Ca>' can stimulate proteases and nucleases, damaging both DNA and the cytoskeleton as well
as increasing NO® synthesis; excess NO® can inhibit mitochondrial energy generation and may
lead to production of cytotoxic ONOO ™. Activation of calpains may lead to increased ROS
production, e.g. by conversion of xanthine dehydrogenase to xanthine oxidase.
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