
Poškození
 

biologicky důležitých makromolekul 

+ glykace
 

a glykooxidace



Poškození
 

DNA



I –
 

adenin

II-
 

guanin

III –
 

cytosin

IV –
 

uracil (pouze v
 

RNA)

V –
 

thymin
 

(pouze v
 

DNA)

VI –
 

D-ribóza (pouze v
 

RNA)

VII –
 

2-deoxy-D-ribóza (pouze v
 

DNA)



Nukleosid –
 

báze připojená
 

k
 

cukru

Nukleotid –
 

báze + cukr + fosfát



DNA
je stabilní

 
molekulou, v

 
průběhu času však dochází

 
ke spontánním změnám

Příklad spontánních změn:
Ztráta purinů

 
(„apurinic sites“)

Cytosin může pomalu ztrácet aminoskupinu (deaminace) za vzniku uracilu

Spontánní
 

změny jsou opravovány reparačními mechanismy.

Oxidativní
 

stres silně
 

akceleruje poškození
 

DNA



Poškození
 

DNA po expozici:

reaktivním metabolitům kyslíku a dusíku
ionizujícímu záření
zvýšené

 
koncentraci kyslíku

aktivovaným fagocytům
cigaretovému kouři
ozonu
xanthin

 
oxidase



DNA je poškozována reaktivními metabolity kyslíku i dusíku.

Hydroxylový radikál
 

–
 

vysoce účinný a neselektivní: 
1. reaguje s

 
deoxyribózou (vyjmutí

 
vodíku) –

 
vzniká

 
malondialdehyd

 
a další

 
produkty

Důsledky –
 

destrukce sacharidu a přerušení
 

řetězce. To vede
 

k
 

aktivaci 
PARP (poly(ADP-ribose)polymerasa

 
-

 
enzymu vázaného na chromatin, který využívá

 NAD+

 

k nápravě
 

zlomů). Nadměrná
 

aktivace  PARP = deplece NAD+ = interference se 
syntézou ATP = buněčná

 
smrt.

2. připojuje se k
 

purinovým a pyrimidinovým bázím –
 

mění
 

je na hydroxyderiváty
 

a 
oxoderiváty

Důsledek –
 

chybné
 

párování
 

bází
 

při replikaci DNA a zavedení
 

chyby do genetické
 informace 

Singletový
 

kyslík
 

–
 

negeneruje řetězcové
 

zlomy, reaguje hlavne
 

s
 

guaninem

Produkty LPO
 

(RO*, ROO*) mohou poškozovat DNA

Reaktivní
 

metabolity dusíku
mohou působit nitraci nebo deaminaci bází

 
DNA



Důsledky oxidativního poškození

Modifikace bazí
 

vedou k
 

mutacím.
Příklad:
RNS deaminují

 
A na HX, C na U a G na X, což

 
má

 
za následek nesprávné

 
párováni 

bází
 

(např. správné
 

párování
 

A –
 

T je nahrazeno HX –
 

C)



Excisní
 

reparace

Oxidované, deaminované
 

nebo špatně
 

spárované
 

(mismatch) báze jsou 
odstraňovány podobným mechanismem.

První
 

typ = nukleotidová
 

excisní
 

reparace
Chybný nukleotid je vystřižen nukleasou
DNA polymerasa

 
naváže správné

 
nukleotidy podle neporušeného řetězce

Následně
 

DNA ligasa
 

řetězec uzavře.

Druhý typ = excizní
 

reparace báze
DNA glykosylasa

 
hydrolyzuje vazbu abnormální

 
báze na cukr-fosfátovou 

kostru
Tím vzniká

 
„AP site“ (apurinic

 
or

 
apyrimidinic

 
site)

Dále je uvolněna AP-deoxyribóza působením AP lyasy
 

na 3’
 

a AP 
endonukleasy

 
na 5‘

 
konci

DNA polymerasa
 

zaplní
 

jednonukleotidovou
 

mezeru
DNA ligasa

 
uzavře

 
řetězec DNA



Reparace dvouřetězcových
 

zlomů

Vznikají
 

působením ionizujícího záření
 

(tvorba OH*)

Náprava je možná, ale je daleko těžší
 

než
 

u jednořetězcových
 

zlomů, protože 
neexistuje intaktní

 
řetězec.

Nesprávné
 

reparace vedou k
 

velkým abnormalitám DNA známým jako 
chromozomové

 
aberace.



Poškození
 

lipidů



Peroxidace
 

lipidů

Tuky a oleje při skladování na vzduchu žluknou
(autooxidační

 
radikálová

 
řetězová

 
reakce)

V
 

biologických systémech tomuto procesu podléhají
 

PUFAs,
tj. polynenasycené

 
mastné

 
kyseliny s

 
více dvojnými vazbami



Tři fáze lipidové
 

peroxidace

První
 

fáze = iniciace
Hydroxylový radikál HO*, alkoxylový

 
radikál RO* a peroxylový

 
radikál ROO*

 
Každá

 z těchto látek dokáže vytrhnout vodík z
 

metylenové
 

skupiny řetězce mastné
 

kyseliny.
Mastná kyselina nebo lipid se tak stává uhlíkovým radikálem (-*CH-)
LH + HO*  L*   +   H2O

Druhá
 

fáze = propagace
Po vytržení

 
vodíku se elektrony v

 
uhlovodíkovém řetězci mastných kyselin uspořádají

 tak, že mezi dvěma dvojnými vazbami je jedna vazba jednoduchá
 

(= konjugovaný dien).
Tyto látky reagují

 
s

 
molekulárním kyslíkem za vzniku peroxylového

 
radikálu

 
(LOO*)

L*
 

+  O2 LOO*  

LOO*
 

je schopen vytrhnout elektron z mastné
 

kyseliny sousedního lipidu, která
 

se 
tak stává

 
novým radikálem, zatímco LOO* se přemění

 
na hydroperoxid (LOOH).

LH + LOO*  L*   +   LOOH

Třetí
 

fáze = terminace
Radikálová

 
reakce se v

 
lipidech propaguje, dokud se radikál PUFA nesetká

 
s

 
jiným 

radikálem nebo s
 

vitamínem E, kdy se řetězová
 

reakce ukončí
 

vznikem stabilní
 sloučeniny (terminace).



Výsledkem lipidové
 

peroxidace
 

jsou:

Hydroperoxidy mastných kyselin
Cyklické

 
endoperoxidy

 
mastných kyselin

Tyto peroxidy jsou poměrně
 

stabilní, dokud se nesetkají
 

s
 

tranzitními prvky, 
které

 
katalyzují

 
Fentonovu

 
reakci. V

 
ní

 
se lipidové

 
peroxidy mění

 
na 

alkoxylové
 

radikály
 

LO* a hydroxidový anion OH -.

LOOH  +  Fe
 

(II)  [nebo Cu (I)]   LO*  + Fe (III) [nebo Cu (II)]  +  OH -





V
 

organismu probíhá:

Neenzymová
 

LPO
Probíhá

 
popsaným způsobem

 
–

 
reakcí s volnými radikály.

Dává
 

směs různých produktů:
Etan, pentan –

 
vydechujeme plicemi

malondialdehyd
 

(MDA), 4-hydroxynonenal
 

(HNE) se navazují
 

na proteiny a mění
 jejich životnost a funkci.

Enzymová
 

LPO
Probíhá

 
na aktivních centrech hydroperoxidáz

 
a endoperoxidáz

 
(cyklooxygenáza,  

lipoxygenáza) a produkuje biologicky aktivní
 

látky důležité
 

v
 

řízení
 

biologických dějů.
Volné

 
radikály nejsou v

 
tomto případě

 
uvolňovány z

 
enzymu, a tak neškodí.











Často diskutovaná
 

otázka

Jsou prospěšnější
 

nasycené
 

nebo nenasycené
 

mastné
 

kyseliny ?
Není jasná odpověď.

Jsou prospěšnější
 

n = 3 nebo n = 6
 

mastné
 

kyseliny ?
Grónští

 
Eskymáci –

 
velmi nízká

 
frekvence srdečních onemocnění, psoriázy, sklerózy 

multiplex –
 

předpoklad, že je to způsobeno n = 3 mastnými kyselinami v
 

rybím tuku.
Studie s

 
podáváním rybího tuku jako protektiva

 
nebo léčiva nejsou přesvědčivé.

Možný důvod: n = 3 mastné
 

kyseliny v
 

rybím tuku peroxidují
 

velmi ochotně
 

(vždy 20-
 30% prodávaného rybího tuku je peroxidováno).



Poškození
 

cukrů a proteinů



Glykace
 

a glykooxidace

Glukóza v
 

roztoku existuje v
 

nealdehydické
 

kruhové
 

formě, částečně
 

však i 
v

 
rovném řetězci tvořícím aldehyd.



Aldehydy jsou chemicky reaktivní a mohou se vázat na aminoskupiny proteinů 
v

 
procesu nazývaném neenzymatická glykace.

Vzniká tzv. Schiffova
 

báze.

Zvýšená hladina glukózy v
 

krvi vede k
 

patologické hladině glykace. 



Po určité
 

době
 

se Schiffovy
 

báze přeuspořádávají.

Vzniká
 

Amadoriho
 

produkt. 



Amadoriho
 

produkt se dále během týdnů až měsíců mění na konečné produkty 
pokročilé glykace

 
= Maillardovy

 
sloučeniny

 
neboli advanced

 
glycation

 
end

 products
 

(AGE).

AGE se mohou oxidovat kyslíkem za vzniku superoxidu
 

a tudíž i dalších ROS.
(Karboxymethyllysin

 
a pentosidin

 
jsou typické produkty oxidace AGEs).

Glykaci
 

tedy provází glykooxidace
 

a oxidační stres. 





Glykace
 

mění
 

vlastnosti modifikovaných proteinů

Příklady negativního působení
 

glykace:

inaktivace SOD = zvýšený oxidativní
 

stres

glykace
 

apoB
 

v LDL = změna náboje LDL částice a její
 

vazba na scavenger
 

LDL 
receptory makrofágů

AGE jsou rozeznávány specifickými receptory na povrchu cévních a imunitních 
buněk a následně

 
ovlivňují

 
transkriční

 
faktory a expresi genů

 
cílových buněk

AGE zvyšují
 

syntézu adhezivních molekul na cévní
 

stěně. Podporují
 

adhezivitu
 monocytů

 
a jejich průnik do cévní

 
stěny. Tím podporují

 
vznik aterosklerózy.



Proteiny = významný cíl volných radikálů

Řada aminokyselin je hydroxylována
 

hydroxylovým radikálem

a

nitrována
 

peroxynitritem
 

(tryptofan, fenylalanin, tyrosin)

S
 

proteiny reagují
 

rovněž
 

alkoxylové
 

a peroxylové
 

radikály 
vznikající

 
při LPO







Důsledky poškození
 

proteinů

Změna enzymatické
 

aktivity

Změna iontové
 

homeostáze
 

buňky (porucha fukce
 

transportních pump)

V
 

cytosolu se hromadí
 

Ca2+ aktivace proteáz a fosfolipáz

Vznik nových antigenních determiannt
 

a nástup autoimunitních reakcí

Změny v
 

molekulární
 

buněčné
 

signalizaci





Poškození
 

biologicky důležitých makromolekul 

+ glykace
 

a glykooxidace
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