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Volné radikdly (VR) jsou atomy, molekuly ¢i ionty schop-
né samostatné existence, které maji ve svém elektronovém
obalu jeden neparovy elektron, ev. vice neparovych elektrona.
SnaZi se proto ziskat dalsi elektron a doplnit si tak elektronovy
par do stabilni konfigurace. Z toho prameni jejich velkd reak-
tivita a omezend doba existence. Reaguji nejen s ostatnimi VR,
ale i s intaktnimi molekulami a tim vytvafeji dalsi volny
radikdl; tento déj ma tendenci pokracovat formou fetézové
reakce'. VR mohou napadat lipidy v lipoproteinech a bunéé-
nych membranach, nukleové kyseliny, sacharidy i bilkoviny
véetné enzymi, coz muizZze vést k té€zkému poskozeni tkani
a celych organdt.

a dusiku; dalsimi pfeménami z nich mohou vznikat jiné reak-
tivni latky, které vsSak jiz nemaji neparovy elektron (peroxid
vodiku, kyselina chlornd). Tyto latky se spolu s VR oznacuji
spole¢nym ndzvem reaktivni formy Kysliku (reactive oxygen
species, ROS) ¢i dusiku (RSN).

Aerobni zpuisob Zivota a ziskani energie nutné vedl k fe-
Seni vztahu organismt a VR. Organismy najedné strané VR
vyuzivaji ve svilj prospéch - k nieni fagocytovanych mikro-
organismii, pii ovulaci a oplodnéni vajicka, VR maiji signali-
za¢ni vyznam v bunice apod. Na druhé strané mohou VR
organismus zavazné poSkodit a zname mnoZstvi tzv. nemoci
z VR, vjejichz etiopatogeneze ¢i rozvoji komplikaci hraji VR
hlavni ulohu. Patii k nim napf. ateroskleréza, diabetes melli-
tus, zhoubné novotvary, zanéty aj.”"’ Proto organismus vyvinul
u¢inné mechanismy obrany proti VR, obecné hovotime o anti-
oxida¢ni ochrané.

Tvorba VR zahrnuje celou fadu neenzymovych déji (ioni-
zujici zateni, exhalace z primyslu, koufeni aj.); stejné tak
mnohé prostfedky antioxidacni ochrany maji neenzymovy
charakter (vitaminy C, E, |3-karoten, bilkoviny a cheldtotvorné
latky vazajici prechodné kovy aj.). Existuje vSak i mnoZstvi
déjt katalyzovanych enzymy, pfi nichz VR (resp. ROS) vzni-
kaji nebo jsou naopak odbouravany” . Cilem tohoto sd&leni
je nejen popsat tyto enzymové déje, ale i ukdzat jejich vzajem-
né souvislosti a souhru, ktera je nutna pro zachovani priznivé-
ho uc¢inku VR a zarovei k vylou€eni jejich i¢inku Skodlivého.

Enzymy spojené s metabolismem VR (ROS) miizeme délit
z hlediska toho, zda se uplatnuji pfi tvorbé ROS, jejich zdniku
¢i vzajemnych preménach. Konecné existuji i enzymy, majici
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k metabolismu ROS vztah nepiimy. Zastupce nékterych enzy-
mu z uvedenych skupin ukazuje tabulka I. Dalsi text si pak
podrobnéji v§ima nejdalezitéjSich z nich.

Enzymy podilejici se na tvorbé ROS

NADPH-oxidasa

Tento enzym vedle NO-synthasy patii k hlavnim enzymtm,
katalyzujicim vznik volnych radikali v burikdch. Jak bude z dal-
$iho patrné, je jejich pfitomnost v ur¢itém typu bunék nezbytna
ajimi katalyzovany vznik VR mé nezastupitelnou ilohu v celé
fadé bunécnych funkci; na druhé strané, je-li produkce VR
nadmérnd a neni-li vyvazena odpovidajici hladinou antioxi-
dantti, mize dojit k poskozeni bunék a celého organismu.

NADPH-oxidasa katalyzuje vznik superoxidu jednoelek-
tronovou redukci kysliku:

+RADPH -2 0=+ NADP* + 1 (1)

Enzym je obsazen zejména ve fagocytech. Nejvyssi akti-
vitu vykazuji neutrofilni granulocyty (polymorfonukldry), na-
chézi se i v monocytech, tkatiovych makrofagdch, jako jsou
Kupfferovy butiky jater ¢ mikroglie v mozku®, a dokonce
i v nékterych nefagocytujicich butikach, jako jsou B-lymfocy-
ty aj. Jsou-li fagocyty v klidu, je enzym neaktivni; k hlavnim
stimuldtorim jeho aktivity patii fagocytdza jakotakova a dale
fada cytokinti, zejména tzv. tumor necrosis factor-o. (TNF-a),
interferon-y (IFN-y), aktivovand slozka komplementu 5a aj.”"*

Jak jiz bylo uvedeno, superoxidovy radikal je nezbytny pro
spravnou funkci fagocytujicich bunék - zabijeni fagocytova-
nych bakterii a jinych mikroorganismii. Protoze vak supero-
xid samotny je malo ucinny, je ve fagocytech ddle preménovan
na ucinnéj$i metabolity:
reakci katalyzovanou superoxiddismutasou vznika pero-
xid vodiku,
reakci peroxidu vodiku s chloridovymi ionty vznikd ky-
selina chlornd; reakci katalyzuje myeloperoxidasa,
kyselina chlornd mtze reakci se superoxidem ¢i Fe?* po-
skytnout hydroxylovy radikal,
hydroxylovy radikdl muze vzniknout i reakci peroxidu
vodiku s pfechodnymi kovy (Fentonova reakce),
superoxid s oxidem dusnatym reaguje na peroxynitril,
ktery muze $t€penim poskytnout velmi reaktivni radikaly
oxidu dusic¢itého a hydroxylovy.

Aktivita NADPH-oxidasy v B-lymfocytech jetddové nizsi
neZz aktivita stejného enzymu v polymorfonuklearech. Na
aktivaci tohoto enzymu se zde podili vazba protilitek na
povrchové antigeny, zejména antigeny tfidy HLA-DR. Vy-
znam NADPH-oxidasy v B-lymfocytech neni dosud jasny.
Stejné tomu je i v jinych bunikdach; uvazuje se o tom, ze jeji
pritomnost v burikdch karotického sinu muze slouzit jakoZto
,.kyslikovy senzor"”, stojici na po¢atku neurohumoralni reakce
organismu na hypoxii’. NADPH-oxidasa je obsaZena i v rost-
linné tkdni a i zde ma4 ji katalyzovana produkce superoxidu
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Priklady a funkce nékterych enzymi ve vztahu k reaktivnim formam Kysliku (ROS)

Enzym Produkuje  Spotiebovava Pozndmka

ROS ROS
/. Enzymy tvorici ROS
NADPH-oxidasa @ aktivovdna pfi fagocytoze
Xanthinoxidasa H.0,,,05 po pfeméné z xanthindehydrogenasy
Cyklooxygenasa oi* } 5 tvorba prostaglandint
5- a 12-lipoxygenasa o - tvorba leukotrienti
Enzymy termindlnich oxidaci (TS - pfi velmi nizkém ¢i vysokém pO,
Rlzné oxidasy (glukosaoxidasa, H,0, obsazeny v mikrobidlnich bunkéach
laktatoxidasa aj.)
Urikasa H,O, = chybi u ¢lovéka a primatt
Nitroxidsynthasa NO’ = =

//. Enzymy premériujici jednu reaktivni formu kysliku tia jinou

Superoxiddismutasa H,O, or
Myeloperoxidasa HOCI 0
///. Enzymy odstranujici ROS -
Katalasa - H,0,
Peroxidasy (napf. glutathionperoxidasa, - H,0,

askorbatperoxidasa, nespecifické peroxidasy)
V. Ostatni enzymy
Glutathionreduktasa

Dehydroskorbatreduktasa
Paraoxonasa

obranny charakter. Enzym se aktivuje po napadeni rostliny
plisnémi, hlisty ajinymi parazity.

NADPH-oxidasa se sklada ze ¢tyf podjednotek. Dvé z nich
jsou lokalizovany v membrané lyzosomi: glykoprotein gp91
a polypeptid p22. V cytoplazmé jsou pak dalsi dvé peptidické
slozky, p47 a p67 (Cisla znamenaji moldrni hmotnost v tisi-
cich). Vlastni katalyticky u¢innou ¢ast tvoii dvé membranové
podjednotky, nazyvané dohromady cytochromssg, ziejmé na
zdkladé alosterického efektu'.

Pro dostate¢nou aktivaci NADPH-oxidasy je vsak tieba
nekovalentni vazba tii dalSich proteind", pfibuznych proto-
onkogentim ras, a to cytoplazmatickych Rac/a Rac2 a mem-
branového RaplA.

Defekt tvorby miize byt ndsledkem mutace kterékoliv ze
¢yt podjednotek, tvoricich enzym. Ve dvou tietindch ptipadi
je postiZzena podjednotka gp91; jeji gen je vdzdn na X-chro-
mosom'>!3 Defekty ostatnich tfi podjednotek se dédi auto-
somélné recesivné. Klinickym vyrazem je zdvazné onemoc-
néni —chronickd granulomatéza'. Neschopnost fagocytl tvo-
fit superoxid se projevi opakovanymi zavaznymi infekcemi
bakteridlnimi a mykotickymi; pfes 1é¢bu antibiotiky umiraji
nemocni v sepsi obvykle mezi 30.-40. rokem véku.

Zvyseni aktivity se pozoruje u sepse, akutniho syndromu
dechové tisné (ARDS), revmatickych onemocnéni a jinych
zavaznych zdnétlivych chorob.
Myeloperoxidasa (MPx), EC 1.11.1.7

Tento enzym katalyzuje reakci peroxidu vodiku s chlori-
dovymi ionty; vzniké ldatka s mohutnym oxida¢nim tucinkem
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zékladni antioxidacni enzym
vyznam pro usmrceni fagocytovanych mikroorganismil

uvoliiuje se kyslik
uvolnény kyslik oxiduje kosubstrat

regeneruje GSH a umoznuje tak funkci glutathion-
peroxidasy; vyzaduje NADPH

regenerace askorbatu

bréani oxidaci LDL (asi $té€penim jejich hydroperoxidt)

- kyselina chlorna HOCI:

H,0, + cr+ H' =» HOCI + H,0 2

MPx je obsazena v azurofilnich granulech neutrofilnich
granulocytt” a v lyzosomech monocytd'’. Uplatiiuje se pii
fagocytdze jako litka schopna zabijet bakterie, plisné, parazity
a tumorové butiky. MiZze dét vzniknout jesté reaktivnéjsimu
hydroxylovému radikdlu':

HOCl + O — "OH + cr + O, (3)
HOCI + Fe?* —'OH + CI” + Fe’* 4

V reakci HOCI s peroxidem vodiku mtiZze vzniknout i ne-
bezpetny singletovy Kkyslik, piedstavujici dalsi aktivni formu
kysliku:

HOC1 + H,0, — '0,+ H,0 + HCI (S

Pii nadmérné tvorbé HOCI dochdzi k chloraci bilkovin
(vznikaji chloraminy) véetné enzymi energetického metabo-
lismu (akonitasa), syntézy cholesterolu a metabolismu VR
(superoxiddismutasa). Hydroxylovy radikdl mtize zahdjit pro-
ces lipoperoxidace.

MPx je tetramer o celkové molekulové hmotnosti 150 kD,
obsahujici dva tézké fetézce (kazdy o molekulové hmotnosti
60 kD) a dva fetézce lehké (po 15 kD). Kazdy z tetézct vaze
jednu molekulu hemu'®,

Hereditarni deficit myeloperoxidasyje autosomalné rece-
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sivni onemocnéni s mirnym prib&hem; jen néktefi postizeni
maji zvySenou nachylnost k infekci.

NO-synthasa (NOS),
kyslik - oxidoreduktasa,

NADPH:
1.14.13.39

L-arginin,
EC

Oxid dusnaty (NO, NO") hraje nezastupitelnou roli v regulaci

mnohych bunéénych funkci (viz nize). Vznika pii pfeméné ar-
gininu na citrullin, v reakci katalyzované nitroxidsynthasou (NOS).

Reakce probiha dvoustupnové. V prvé fazi dochdzi k hy-

droxylaci jednoho z guanidinovych dusikti L-argininu; vznika
tak N-hydroxy-L-arginin. Pfi této reakcije spotiebovdnajedna
molekula NADPH a jedna molekula kysliku”. Druhym kro-
kem je pak trielektronovd oxidace tohoto intermedidtu. Uvol-
fuje se prfi ni oxid dusnaty a L-citrullin za spotieby jedné
molekuly kysliku a 0,5 molekuly NADPH (obr. 1).

vat

Tuto druhou &ast reakce v§ak kromé NOS miuize katalyzo-
i cytochrom P,5, Odstépeni oxidu dusnatého z N-hydro-

xy-L-argininu miize dokonce probihat i bez i¢asti enzymt, a to
vlivem superoxidu - bud pfimo nebo po hydrolyze na hydro-
xylamin (obr. 2). Tyto reakce umoznuji vznik NO i ve tkdnich,
neobsahujicich NOS. Potvrzenim této moznosti je vyrazny
pokles produkce NO vlivem superoxiddismutasy, kterd od-
strafiuje potfebny superoxidzo.

NO-synthasa je dimericky enzym, obsahujici dvé identic-
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ké podjednotky o molarni hmotnosti 130-150 kDa, které
vazou Ctyfi riizné prostetické skupiny: flavinadenindinukleo-
tid (FAD), flavinmononukleotid (FMN), tetrahydrobiopterin
(BH,) a hem. Kazda z podjednotek ma dvé domény: redukta-
sovou, jejiz sekvence aminokyselin je velmi podobna sekvenci
cytochromu P, a oxygenasovou, kterd obsahuje hem®.
Nitroxidsynthasaje schopna redukovat kyslik prostfednic-
tvim NADPH i za nepfitomnosti hlavniho substratu - argininu.
Vysledkem jejiho katalytického ptisobeni je pak superoxid®”
nebo peroxid vodiku®.
RozlisSujeme v podstaté dva typy NOS:
konstitutivni (¢cNOS), jejiz aktivita je zavisld na pritom-
nosti Ca " a kalmodulinu. Vyskytuje se v endoteliich,
nadledvinach, mozku, trombocytech, polymorfonukledr-
nich leukocytech, fibroblastech, retiné a v nékterych ner-
vovych zakonéenich®,
inducibilni (iNOS); jeji aktivita nezdvisi na vazbé Ca"'
a kalmodulinu™, ale syntéza je stimulovana nékterymi
cytokiny, jako je interferon-y (IFN-Y), tumor necrosis fac-
tor-a (TNF-o) a interleukin-1 (IL-1), a navic lipopolysa-
charidem endotoxinem. Po uplné indukci je jeji aktivita
v bunikdch az o nékolik fadi vy$si nez aktivita cNOS.
Inducibilni NOS tvoii endotelie, makrofidgy, polymorfo-
nukledrni leukocyty, fibroblasty, zirné bunky, hepatocyty
a dalsi bunky”.

a)

b)

HN::\:T___,NH_., HG_N'}T/N‘&?
\ JNH
{’,.NH : _ .
4+ NADPH 4 H' 4 O, | + NADP" 4 H,0
- -
/[ OH ,E ~OH
HNT Y HNT
O o
L -arginin N-hydroooy-L-arginin
HO=h MH 5 Qe MH,
Q‘..‘;\\%,/' B "33'.;'-'
LNH MH
+ O, + 05 (NADPH 4 H) —= [ + 0,5 NADP + H,0 + 'NO
. A
[ OH ,1 ~OH
H N ‘uI”'J HM “lﬂ”
5] 0
MN-fiydraxy-L-arginin L-citrullire
. Venik oxidu dusnatibo z i -orgininu dadinkem mitroxidsynthngy
HO—HNa, -NH; I}% MNHs
\t:_l T 4 1 4+ "NO 4+ OH
_N +0; _NH
[ e il

-

. \ e
( + H0 N +0;
e eOH ~OH + Nl'-l_,DH —— "NO 4+ H.O 4 CH
HNT T HN™ T '
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Cibr. 2. Alternativid venik oxido dassatéhs @ N-hydroxy-1-argining ve thanich neobsahujicich mitrovidsynthasa
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Gen pro iNOS je lokalizovan na 17. chromosomu?, zatim-
co tvorba cNOS je fizena dvéma geny, které jsou umistény na
7. a 12. chromosomu. Podle toho rozliSujeme dva typy konsti-
tutivni NOS: endotelidlni, eNOS (26) a neurondlni, nNOS
(27), které jsou vsak obsazeny i v jinych burnkéch, nez napo-
vidd jejich nazev.

Produkt katalytického plisobeni NOS, oxid dusnaty, ma
v organismu fadu dulezitych funkci; k nejdilezitéjSim patii
vazodilatace, plsobi i jako neurotransmiter a ma protizanétli-
vy ucinek.

Nesmirné zajimavy je vztah oxidu dusnatého a superoxi-
du, které do ur¢ité miry plisobi antagonisticky. Tak napi. NO'
je zndmy svym vazodilata¢nim pusobenim (odpovidd vazodi-
lata¢ni substanci zvané endothelium-derived relaxing factor,
EDRF), zatimco O mad t¢inek vazokonstrikéni. Ptitom né-
které typy bunék jsou schopné produkovat obé tyto latky. Pro
jejich rovnovdhu je dulezitd nejen citlivd regulace tvorby
pomoci cytokint i jinymi vlivy (viz vySe), ale i fakt, ze NO'
a0 spolu vzdjemné reaguji za vzniku peroxynitritu. Ten je
sdm toxicky a muze oxidovat methionin a thiolové skupiny
bilkovin. Jeho dalsi osud je dvoji: muze se Stépit na dalsi
reaktivni radikdly ¢i ionty nebo dojde k intramolekuldrnimu
pfesmyku a vznikda pomérné malo Skodliva kyselina dusi¢na:

LY, - NG 4 "0H
ONOOH > H|4,|||!|

i <
NO HNO, (6)

Xanthinoxidasa (XO), xanthin Oy
oxidoreduktasa, EC 1.2.3.2

Xanthinoxidasaje enzym podilejici se na kone¢nych reak-
cich katabolismu purinti: oxiduje hypoxanthin na xanthin a ten
pak na kyselinu mocovou.

heypeoxanthin » xanthin ——— Kyselion

Enzym neni pfili§ specificky; kromé purinovych latek
katalyzuje i oxidaci nékterych aldehydd (napf. acetaldehydu
¢i benzaldehydu) na pfislusné kyseliny. Predpoklddd se vsak,
7e fyziologick4 tiloha enzymu je v katabolismu purint®™. Nej-
vyssi aktivita XO se nachédzi v hepatocytech. XO ze stievni
sliznice ma ve své molekule misto molybdenu méd.

Chemicky sejedna o flavoprotein (obsahuje FAD), sloze-
ny ze dvou identickych podjednotek o molekulové hmotnosti
asi 150kDa; soucasti molekuly enzymuje i molybden a Zelezo
vazané v blizkosti -SH skupin. Intramolekuldrni transport
elektronti probiha normélné od atomu molybdenu k FAD; na
elektronovém pienosu mezi t€émito centry se podili Zelezo se
skupinami -SH (cit.”).

Akceptorem elektrond je molekula kysliku. Jsou v podsta-
té mozné dva pribéhy reakce:

. dvouvalentni proud elektrond, pfi kterém vznikd peroxid
vodiku; uplattiuje se zde ptenos elektronti na kyslik z fla-
vinu ve formé hydrochinonu,

2. jednoelektronova redukce kysliku, ddvajici vzniknout su-
peroxidu (Oj"), kdy je kyslik redukovéan flavinem ve formé
semichinonu.

Pomér téchto dvou typlti se méni v zdvislosti na fadé
faktor(i, k nimz patfi mj. druh substratu, koncentrace substra-
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tu a produktu (kyseliny mocové), parcialni tlak kysliku a pH.

Za urcitych okolnosti tyz enzym funguje jako xanthinde-
hydrogenasa (XD). Misto molekuly obsahujici cysteiny je
totiz schopno vazat NAD®. V tomto p¥ipadé nevznikaji pii
reakci z4dné reaktivni formy kysliku. Je-li zménéna struktura
vazebného mista napf. uCinkem tepla, proteas apod., jsou
elektrony misto na NAD" pfendseny pfimo na kyslik a xan-
thindehydrogenasa se tak méni na xanthinoxidasu. K tomu
dochdazi napt. v procesu reperfuze nasledujici po pfechodné
ischemii, jak je tomu pfi fibrinolytické 1€¢bé infarktu myokar-
du, u rekonstrukénich operaci cévnich okluzi, po transplantaci
organii, v kloubu nemocnych revmatoidni artritidou apod
Reakce katalyzovand xanthinoxidasou je v téchto pfipadech
jednim ze zdrojii ROS; puriny z poskozené tkané jsou substra-
tem enzymu. Dalsi pficinou pfemény XD na XO mitZe byt
adheze aktivovanych neutrofilii na buiiky p¥i zédnétu™,

Je zajimavé, Ze zde reakce produkujici ROS (peroxid
vodiku ¢i superoxid) zaroven davéa vzniknout latce s vyznam-
nym antioxida¢nim uéinkem - kyseliné mocové, kterd je
u ¢lov&ka koneénym metabolitem purint.

Nejzndméjs§im inhibitorem XO je allopurinol. Uzivad se
k 1é¢b& hyperurikémie, m4 v8ak i vyznamné antioxidacni ti¢inky.

Dédi¢ny deficit tvorby XO se projevi hromadénim prekur-
zonu a xanthinurii se sklonem k tvorbé xanthinovych moco-
vych konkrementa.

Hlavni enzymy antioxida¢ni ochrany

superoxid:
1851=Spwly. 1

Superoxiddismutasa (SOD),
superoxid oxidoreduktasa, EC

Superoxid (Oj ) vznika jednoelektronovou redukci kysli-
ku. Je to asi nejéastéji se objevujici radikal v organismech™?*.
Vznikd pii autooxidaci flavinfi, hydrochinont, katecholami-
nl, thioll, tetrahydropterini a hemoproteinti. Tvofi se pfi
mnohych enzymovych reakcich - napt. katalytickym u¢inkem
xanthinoxidasy a fady jinych oxidas, lipoxygenasy, cyklooxy-
genasy, pfi pfenosu elektronil v dychacim fetézci a pfi foto-
syntéze v chloroplastech. Fagocytujici buiiky, ale i nékteré
rostlinné tkané ho vytvateji ptisobenim NADPH-oxidasy. Su-
peroxid sam neni pfili§ reaktivni a tedy ani Skodlivy. Spontan-
né se tzv. dismutaci pfeménuje na peroxid vodiku. Nebezpeci
superoxidu tkvi v tom, Ze z néj mohou vznikat dal$i, mnohem
Skodlivéjsi reaktivni formy kysliku - mimo jiz zminény pero-
xid vodiku i hydroxylovy radikdl, peroxynitrit ¢i kyselina
chlorné. Proto se organismy orientovaly na ,,prevenci” s cilem
odstranit piebyte¢ny superoxid a tak zabranit vzniku hydroxy-
lového radikdlu. Enzym superoxiddismutasa (SOD) urychluje
dismutaci superoxidu o 4 fady:

20 +2H rHyOw + 0 (8

Je samoziejmé, Ze i vznikly peroxid vodiku musi byt
ucinné odstranovan; zde se uplatiiuji navazujici reakce kata-
lyzované katalasou a peroxidasami (viz tyto enzymy).

Superoxiddismutasa je obsazena (aZ na zanedbatelné vy-
jimky) ve vSech aerobnich organismech. Rozezndvdme tfi
druhy SOD, lisici se kofaktorem; tim je vzdy atom kovu,
hrajici roli v katalytickém uéinku enzymu™.

1. Mn®'SOD a Fe’*SOD maji podjednotky o molekulové
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hmotnosti 23 kDa. FeSOD se vyskytuje v dimerické for-
mé, MnSOD existuje jako dimer i jako tetramer. Kazda
z podjednotek vaze jeden kovovy atom. Oba enzymy maji
podobnou strukturu ajejich bilkovinna ¢ast vykazuje akti-
vitu s kterymkoliv z obou iontli. VSechna prokaryota ob-
sahuji MnSOD a/nebo FeSOD. Oba z téchto enzymi
najdeme i v prokaryotickych fasach a protozoich.
Cu**/Zn**SOD - je enzym dimerické struktury o celkové
molekulové hmotnosti 32 kDa, zcela odlisné struktury nez
Mn ¢i FeSOD. Kazda z podjednotek obsahuje po jednom
atomu obou kovii; méd slouzi jako redoxni centrum, zinek
ma strukturni dlohu.
Vlastni reakéni mechanismus je nasledujici®:
v molekule enzymu je redukovan prvou molekulou superoxi-
duna Cu™

E-Cu*+ Oy -»E-Cu*+ O, (9

Dalsi molekula superoxidu je pak v protonizované formé
(proton ziskd z argininu v blizkosti aktivniho centra) jakozto
hydroperoxylovy radikdl schopna znovu oxidovat Cu® a tak
regenerovat ptvodni formu enzymu; v této druhé reakci se
tvoii molekula peroxidu vodiku:

(10)

Bvlo zisiéténo, ze obdobny je reakéni mechanismus i u MnSOD
a FeSOD™®

Cu/ZnSOD se vyvinula ve fylogeneze pozdé&ji a nachdzi
se v bunikach vys8ich eukaryotickych organismu -jak rostlin,
tak zivocicht. U &lovéka ho najdeme napt. v hepatocytech,
mozku a erytrocytech, a to v cytoplazmé. Vyjimeéné se najde
i v nékterych bakteridlnich kmenech; uvazuje se o0 mozném
pfenosu genu z hostitele do bakterialni buiiky”.

o

Vyssi eukaryota obsahuji navic i MnSOD, kterd je lokalizo-

Ion Cu*

Referaty

vana v mitochondriich. Jedna se tedy vlastné o dvé zcela od-
lisSné molekuly se stejnou katalytickou funkci, které se uplatiuji
v riiznych bunéénych kompartmentech™. Rostliny obsahuji
navic SOD i v chloroplastech; jedn4 se o typ Cu/ZnSOD™.

Oxidativni stres, doprovédzany tvorbou superoxidu, vyvo-
lavé indukci syntézy SOD u mikroorganisma, vy$8ich Zivoci-
chti i rostlin™; z4leZi pfitom na subcelularni lokalizaci produk-
ce VR, ktery typ SOD reaguje zvySenou syntézou.

Jednotlivé typy SOD se daji odliSit i rozdilnou citlivosti
k inhibitorim.

Chybéni aktivity SOD ma pro postiZeny organismus za-
vazné nasledky; to svéd¢i o vyznamu tohoto enzymu. Mutanty
bakterii Escherichia coli*a kvasinek® jevily zvySenou citli-
vost ke kysliku. U ¢lovéka vede deficit Cu/ZnSOD k tézkému
postiZzeni motorickych neurontt v mozkové kiife a mise. One-
mocnéni se dédi autosomdlné dominantné a je znamo pod
nazvem amyotroficka laterdlni skleréza My

Snizena aktivita SOD u nékterych onemocnéni miize vést
nasledkem nedostate¢ného odstraniovani superoxidu k posko-
zeni organismu plusobenim ROS. Niz§i aktivita SOD byla
popsana napi. u nékterych hemodialyzovanych nemocnych;
miZe se na ni podilet nap¥. inhibice enzymu hlinikem®.

Zvysena aktivita Cu/ZnSOD ve tkdnich doprovazi cetna
tzv. onemocnéni z volnych radikalt. ZvySena tvorba super-
oxidu vede totiz ke stimulaci syntézy enzymu. Tak je tomu
napf. u nemocnych se sklerotickym postizenim cév, revma-
toidni artritidou®, Alzheimerovou chorobou®, u diabetikd,
nemocnych s hyperlipopmtcinémi1’4J aj. MnSOD stoupd v séru
pacientl po infarktu myokardu®. Jeji zvyseni v séru alkoholi-
ki svédéi o oxidativnim stresu u téchto osob.

Superoxiddismutasa se muzZe podat i jako 1é¢ebny piipra-
vek. Jeji intraartikularni aplikace u nemocnych s revmatoidni
artritidou snizuje zanétlivé projevy v kloubu, vyvolané nad-
produkci superoxidu. Intravendézni podani SOD pifjemci
transplantované ledviny vedlo ke sniZeni reperfuzniho posko-
zeni transplantovaného orgdnu a k jeho lepsi funkci®.

Gen tidici tvorbu Cu/ZnSOD se nachédzina 21. chromoso-

Obr. 3. Vzijemna souvislost hlavnich antioxidanich enzymi. SOD = superoxiddismutasa, GSHPx = glutathionperoxidasa, GR = glutathi-

onreduktasa
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mu. Potvrdil se pfedpoklad, Ze u nemocnych s trisomii 21.
chromosomu (Downtiv syndrom) bude aktivita SOD v erytro-
cytech asi o 50 % vy$8i nez u zdravych osob. Byl popsan
prikaz zvySené aktivity SOD v erytrocytech plodu ziskanych
punkci umbilikalni vény k potvrzeni diagnézy Downova syn-
dromu®. Analogicky se polovi¢ni aktivita enzymu nachézi
u déti s monosomii 21. chromosomu; onemocnéni je doprova-
zeno poruchami vyvoje skeletu a srde¢nimi vadami®.

Rada pokust byla u¢inéna za ucelem zvySeni aktivity Cu/
ZnSOD a MnSOD ve tkanich rostlin pomoci genetického in-
zenyrstvi (prenesenim genu SOD z ptibuzné rostliny) nebo se-
lekei jedincti se zvy$enou aktivitou enzymu®”. Predpoklddalo
se, ze takto pozménéné rostliny budou vitalnéjsi, s vyssi odol-
nosti k oxidativnimu stresu a mj. i k herbicidu paraquatu, ktery
pusobi poSkozeni organismi pravé zvySenou tvorbou superoxi-
du. Tento piedpoklad se vSak potvrdil jen v nékterych pfipadech.

Glutathionperoxidasa (GSHPx,
glutathion peroxid vodiku
oxidoreduktasa, EC 1.11.1.9

GPx),

Jak bylo uvedeno v pfedchozich odstavcich, superoxidu se
organismus zbavuje dismutaci v reakci katalyzované super-
oxiddismutasou. K odstrafiovdni vzniklého peroxidu vodiku
se vyvinuly dva systémy"l'

a) katalasa, kterd S$tépi peroxid vodiku na vodu a kyslik (viz
dalsi kapitola),

peroxidasy, které rovnéz redukuji peroxid vodiku, soucas-
né se vsak oxiduje jiny substrat:

b)

H,0, + RH, —H,0 + RH-OH (1D

2 ovrve

Peroxidasje v zivoc¢isSné i rostlinné fiSi vice druhil. Nékteré
z nich jsou nespecifické a oxiduji vice rlznych substrat
(donor: H,O, oxidoreduktasa, EC 1.11.1.7), jiné potiebuji
specificky jen urcity substrat. U zivocCichil - a tedy i u ¢lovéka
-je to glutathionperoxidasa, kde dochazi k oxidaci glutathio-
nu, u rostlin je nejCastéjSi askorbatperoxidasa vyuzivajici ky-
selinu askorbovou.

Glutathionperoxidasa je enzym katalyzujici Stépeni pero-
xidu vodiku a soucasnou oxidaci cystein obsahujiciho gluta-
thionu (GSH):

H,0,+2GSH— 2H,0 + GSSG (12)

Aby tento enzym mohl plynule zaji§fovat likvidaci pero-
xidu vodiku, je tfeba regenerovat glutathion v redukované
formé. K tomu slouzi enzym glutathionreduktasa (GR, EC
1.6.4.2), ktery vyuzivd k redukci glutathionu pyridinovy ko-
enzym NADPH:

GSSG + NADPH + H" —2 GSH + NADP" (13)

Vysledkem obou téchto reakci je tedy rozstépem peroxidu
a soucasnda oxidace NADPH:

H,0,+ NADPH + H—2 H,0 + NADP* (14)

GSHPx se vyskytuje ve tfech rtiznych formach, které se
nachdzeji v riznych oddilech bunky. Daji se odliSit napf.
imunochemicky.
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Prvé dvé formy se nachézeji v cytoplazmeé bunék (cGSHPx)
a v krevni plazmé, tedy v extracelularni tekuting (eGSHPx)”.
Jedna se o bilkovinu o molekulové hmotnosti 22 kDa, obsa-
hujici v aktivnim centru specidlni aminokyselinu, selenocys-
tein (selenovy analog cysteinu). Je zajimavé, ze tato aminoky-
selina ma svou speciadlni tRNA; nékdy je také nazyvédna ,,21.
aminokyselinou" 3

Trteti typ GSHPx se od piedchozich lisi. Je vdzand v mem-
brané a odtud i néazev fosfolipidovd glutathionperoxidasa
(pGSHPx). Tento enzym o molekulové hmotnosti 18 kDa
redukuje nejen peroxid vodiku, ale na rozdil od piedchozich
dvou typd GSHPx i lipidové hydroperoxidy, které preménuje
na prislu§né hydroxylové derivaty lipidi. Tim chrani fosfoli-
pidy bunéé¢nych membran a preruSuje fetézovou reakci posko-
zeni lipidd volnymi radikaly (lipoperoxidaci).

Dédi¢ny defekt tvorby GSHPx se projevi stejné jako de-
fekt tvorby GR —&innost obou enzymtl je spfazena™. Vysled-
kem je poSkozeni bunéénych membran, které nejsouchranény
pied lipoperoxidaci, coz ma za nasledek mirnou az stfedné
tézkou hemolytickou anémii. K méné vyraznému poklesu
aktivity GSHPx dochézi i pfi nedostatku selenu.

Katalasa (CAT), H,O,
oxidoreduktasa, EC 1.

H,0,
11.1.6

Katalasa je enzym, zajistujici $tépeni peroxidu vodiku na
vodu a kyslik:

2H,0,—»2H,0 + O, (15)

Pisobi pritom na peroxid vodiku ve vysokych koncentra-
cich. Tim se liSi od peroxidas, kde krom¢ peroxidu vodiku je
jesté dalsi kosubstrat, ktery je v reakci oxidovan. Peroxidasy
navic plisobi na nizké koncentrace peroxidu vodiku ev. jinych
hydroperoxidu.

Katalasa je tetramerni hemoprotein o molekulové hmot-
nosti 240 kDa, obsahujici ddle 4 molekuly NADPH. V lidském
organismu nachdzime nejvyssiaktivitu v mitochondriich a pe-
roxisomech hepatocytl a v cytoplazmé erytrocyti. U jinych
zivociSnych druhti muize byt distribuce katalasy ve tkanich
odlisnd; tak napf. erytrocyty kachny katalasu prakticky neob-
sahuji”. Vyznam pro organismus je jasny: chrani uvedené
bunky pred toxickym vlivem vyss§i koncentrace peroxidu vo-
diku. Navazuje tak vlastné (spolu s peroxidasami) na ¢innost
superoxiddismutasy (obr. 3). V pfipadé, Ze vazebné misto
enzymu pro NADPH je obsazeno, pfeménuje katalasa i pero-
xid vodiku v nizkych koncentracich®.

Dédi¢ny deficit katalasy je velmi vzdcny a navic neni
doprovazen zavaznymi klinickymi priznaky. §V}’Icarsk§/ typ je
zcela asymptomaticky, japonsky typ se projevuje tvorbou
ulceraci v tstni duting”’.

Prdce vznikla za podpory grantu IGA Ministerstva zdra-
votnictvi CR & 4002-3.
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J. Racek and V. Hole&ek (Department of Clinical Bio-
chemistry and Laboratory Diagnostics, Faculty of Medicine,
Charles University, Plzer)): Enzymes and Free Radicals

Enzymes play an important role in formation and trans-
formations of reactive oxygen forms. A survey of such enzy-
mes is given with emphasis on their interrelations. The follow-
ing enzymes important in in the formation of free radicals or
reactive oxygen or nitrogen forms are described in more detail:
NADPH oxidase, myeloperoxidase, nitroxide synthase and
xanthine oxidase. Superoxide dismutase, playing a central role
in removal of free radicals catalyzes transformation of super-
oxide to hydrogen peroxide. The latter is removed in sub-
sequent reactions, in which catalase and peroxidases as bio-
catalysts take part, glutathione peroxidase being of greatest
significance. The above enzymes, their functions, structures
and localization in the cell are treated in more detail. The states
leading to their increased or decreased activities as well as the
consequences of genetically caused defects in their synthesis
are deseribed.





