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Uvop

Slovné spojenie ,,oxidacny stres“ je Casto vnimané negativne, pretoze pojem ,stres” evokuje, Ze ide
o nebezpec¢nu situdciu s potencidlne neziaducimi nasledkami. Najjednoduchsie je mozné oxidacny
stres charakterizovat ako stav, v ktorom je redoxna rovnovaha posunuta v prospech oxidacie. Pre-
chodny oxidacny stres je preto beznou a nevyhnutnou stcastou fyziologického metabolizmu buniek.
Cielena tvorba volnych radikalov, vedicich najma k miestnemu oxidacnému stresu je dokonca za-
kladom mnohych mechanizmov, ktoré udrziavaju v organizme stav homeostazy. Nie je v§ak mozné
popriet, Ze stcasny zivotny $tyl je povodcom neumerného zatazenia buniek volnymi radikalmi, ktoré
sa dostavaju do organizmu z vonkajsieho prostredia (znecietené ovzdusie, potrava, kozmetika,...). Ta-
kyto patologicky oxidacny stres, najmé ak ma chronicky charakter, predstavuje pre organizmus zataz,
ktora by mohla byt potencialne zdrojom niektorych ochoreni. Napriek velkému poctu studii zaklad-
ného aj klinického vyskumu sa tedrie o oxida¢nom strese v tlohe patofyziologického ¢initela ochoreni
zatial neopieraju o jednoznacné vedecké dokazy a ostavaju iba stcastou diskusii v kruhoch odbornej
verejnosti.

Tato vedecka publikacia je uc¢ebnicou pre vsetky formy vyuky zakladnej a klinickej biochémie na le-
karskych a farmaceutickych fakultach, ako aj dalsich biologickych odborov so zameranim na zdravot-
nu starostlivost. Uvodné kapitoly podévaju ¢itatelovi prehlad o réznych typoch volnych radikaloch,
oxida¢nom strese a spdsoboch, ktorymi sa vo¢i nemu organizmus brani - na urovni neenzymovych
a enzymovych antioxida¢nych systémov. Samostatnd kapitola sa zameriava na problematiku stano-
venia markerov oxida¢ného stresu v experimentalnej aj klinickej praxi. Zavere¢né kapitoly prinasaja
prehlad najnovsich poznatkov v oblasti $tudii, ktoré hodnotia vplyv Zivotného $tylu na oxidac¢ny stres
a ucast volnych radikalov v procesoch vzniku a rozvoja vybranych ochoreni.
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VOLNE RADIKALY A OXIDACNY STRES

V sticasnosti sa ¢asto diskutuje o volnych radikaloch v suvislosti s patofyziolégiou mnohych ocho-
reni, je vSak nutné poznamenat, Ze volné radikaly (VR) st v prvom rade obrannym mechanizmom,
ktorym sa organizmus brani proti patogénnym mikroorganizmom, malignej transformacii buniek,
xenobiotikdam, starnutiu ako aj ionizujucemu ziareniu.

1.1 VOELNE RADIKALY

Za volné radikaly sa povazuju vetky atémy a molekuly, ktoré vo svojom vonkajsom orbitale obsahuju
aspon jeden nespareny elektron a zaroven su schopné samostatnej existencie. V bunkach dochadza
k vzniku volnych radikalov po odobrani alebo prijati elektronu z/do orbitalu atému/molekuly:

A—e > A*™
B+e > B*”

Radikal potom moze niest pozitivny, negativny, ¢i neutralny naboj a oznacuje sa bodkou v superskrip-
te za chemickym oznacenim atému/molekuly.

V laboratérnych podmienkach mozno pripravit voIné radikaly cielenym $tiepenim kovalentnej vazby,
za pouzitia vysokych davok energii (napr. UV Ziarenie, radidcia). Tento proces sa nazyva homolytické
Stiepenie, pretoze elektronovy par z povodnej molekuly je rovnomerne rozdeleny medzi dva vznika-
juce atomy:

A-B—>A*+B°*

Pri nerovhomernom rozdeleni elektrénového paru ide o heterolytické Stiepenie, nakolko cely elek-
tronovy par z pdvodnej molekuly prijme len jeden zo vznikajucich atémov:

A-B—>A +B*

V tomto pripade v8ak nevznikaji atdmy s nesparenym elektréonom - volné radikaly, ale i6ny (anién
a kation).

1.1.1 KYSLIKOVE RADIKALY A REAKTIVNE FORMY KYSLIKA

Molekula dvojatémového kyslika (dioxygén) je volnym radikdlom, pretoze kazdy z jej atémov kyslika
nesie jeden volny elektréon v m-protivizbovom orbitéle, pricom tieto elektrony maji paralelny spin.
Spravny zépis molekuly kyslika je teda O, (O*~ O), v literattre sa vSak volné elektrony nezapisuju,
a teda kyslik pozname ako molekulu O,. Podla Pauliho principu vylu¢nosti (v jednom atémovom or-
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bitale sa nesmu vyskytovat dva elektrony s rovnakymi hodnotami vsetkych kvantovych ¢isel, teda dva
elektrony s paralelnym spinom) nemoéze byt O, redukovany prijatim elektrénového (antiparalelného)
paru od iného atomu alebo molekuly, pretoze v jednom z kyslikovych orbitalov by sa vyskytovali dva
elektrony s paralelnym spinom. Z energetického hladiska je preto pre O, ovela jednoduchsie prijat len
jeden elektron do jedného z protiviazbovych orbitalov, ¢im vznika aniénovy radikal superoxidu (ozna-
¢ovany kedysi ako hyperoxid; O,", v literatare sa v8ak v superskripte radikdl vynechdva a superoxid
sa oznacuje iba ako O,) s niZSou stabilitou vézby (sila vazby v O, je vyssia ako v superoxide, preto je
tento reaktivnejsi ako kyslik). Naslednou jednoelektronovou redukciou kyslika (elektrén je prijaty
do druhého protivazbového orbitdlu) vznikd peroxidovy ién O,* (peroxid vodika, H,O,), ktory uz
nemd charakter radikdlu. Z H O, pri postupnom prijati elektrénov vznika najskor hydroxylovy radikal
(OH") a nakoniec hydroxylovy anién (OH):

0, > 0, > 0,2 + 2H* > H,0, > OH" + OH* > OH'

V aerébnych bunkach st najvac¢simi producentmi superoxidového radikalu mitochondrie. V dycha-
com retazci mitochondrif je za $tandardnych podmienok O, redukovany postupnym prenosom elek-
trénov az za vzniku aniénu O* (H,0). Unikom elektrénov z komplexov dychacieho retazca su vsak
asi 3 % z O, redukované na radikal O,". Dal§imi zdrojmi superoxidového radikdlu v organizme st
autooxiddcie niektorych nizkomolekuldrnych latok (glyceraldehyd, FMNH,, FADH,, adrenalin, no-
radrenalin, L-DOPA, dopamin, tetrahydrobiopterin, cystein), predovsetkym v pritomnosti iénov Ze-
leza, medi a mangdnu, ktoré posobia ako katalyzitory tychto reakcii. Malé mnozstvo radikdlu O, je
uvolnované aj po delokalizacii elektrénov hémovymi proteinmi (hemoglobin, myoglobin) v komplexe
s O,. Na produkcii superoxidového radikalu sa podielaju aj niektoré enzymy, a to cytochrém P450,
niektoré oxidazy (xantinoxidaza, aldehydoxidaza), cyklooxygenazy a lipoxygenazy.

Hoci vo vodnych roztokoch ma superoxidovy radikal aj slabé oxidacné vlastnosti, sprava sa prevazne
ako redukéné ¢inidlo. Za fyziologickych podmienok nie je tento radikal vysoko aktivny, v zmysle pria-
meho atakovania inych biologickych $truktur. Miera oxidacie lipidov, proteinov a nukleovych kyselin
superoxidovym radikalom je preto v porovnani s inymi radikdlmi zanedbatelna. Nebezpecenstvo jeho
tvorby spociva skor v reakcidch s inymi radikalmi (kyslikovymi, dusikovymi), alebo i6nmi Zeleza,
ktoré su sucastou proteinov (cytochrom C, feritin).

Kym u vyssie popisanych biologickych dejov je produkcia superoxidového radikalu neziaducim ved-
[ajsim produktom, niektoré bunky imunitného systému (neutrofily, eozinofily, monocyty, makrofagy)
produkuji O, zdmerne, s cielom usmrtit patogény. V tychto fagocytoch je produkovany superoxid vo
vazikulach, ktoré fuzuju s fagozoémami obsahujicimi ,,pohltené” patogény. Po rozpoznani patogénu
dochadza vo fagocytoch k tzv. respiracnému vzplanutiu, pocas ktorého sa zvysuje asi 50 nasobne pri-
jem kyslika do fagocytu a nastava oxiddcia NADPH na NADP* za uvolnenia dvoch elektronov, ktoré
redukujt O, za vzniku O,

NADPH + 2 O, - NADP*+ H*+ 2 0,*

Vo fagozéme vznika nasledne redukciou superoxidu peroxid vodika, ktory lahko prenika cez bunkovu
stenu baktérii a usmrcuje ich.

Jednoelektronova redukcia superoxidového radikalu, ktora prebieha spontanne, alebo moze byt kata-
lyzovana enzymom superoxid dismutazou (SOD, enzymovy antioxidant, ktory bude popisany v kapi-
tole 3, 3.1 Superoxid dismutazy) vedie k vzniku H,O,:

0," + e+ 2 H* > H,0,
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Hlavnym zdrojom H,O, in vivo je dismutdcia superoxidovych radikalov vo vodnych roztokoch, ktord
konkuruje reakciam superoxidu s inymi molekulami (tiez moze byt katalyzovana SOD):

0, +0," +2 H* > H,0, + 0,

V mensej miere produkuji H,O, aj oxiddzy peroxizémoyv, ¢i aminooxiddzy (monoamin-, diamin-oxi-
daza) a iné enzymy. V organizme sa podla vysledkov mnohych studii tvori peroxid vodika vo velmi
nizkych koncentraciach zrejme vo vsetkych tkanivach. Peroxid vodika ma pomerne nizky oxidacny
potencial - neoxiduje nukleové kyseliny, lipidy a vac¢sinu proteinov, inhibuje vSak niektoré enzymy
oxiddciou tiolovych skupin, dolezitych pre ich katalyticka aktivitu. H O, oxiduje aj hémové proteiny
(hemoglobin a myoglobin), ¢o mdze viest az k uvolnovaniu iénov Zeleza a rozpadu tetrapyrolové-
ho jadra hému. Toxicita peroxidu vodika je dana najma jeho vysokou stabilitou, bezproblémovym
prechodom biologickymi membranami a moznostou rozkladu na hydroxylovy radikal v pritomnosti
iénov niektorych prechodnych kovov (predovsetkym Fe** a Cu). Prave posledna uvedena reakcia je
povazovana za najvyznamnejs$i zdroj vzniku OH* v biologickych systémoch a je znama ako Fentonova
reakcia:

Fe?* + H,0, - Fe3* + OH* + OH-

Oxidovany Zelezity i6n je naspit redukovany pomocou O,", alebo citritu (Haber-Weissova reakcia):

0," +Fe¥* > Fe?* + 0,

Rychlost Fentonovej reakcie je pomerne nizka, stipa vSak pri naviazani Zeleza na nizkomolekuldrne
latky ako napriklad adenozin 5°-fosfat, ¢i citrat.

In vitro, v laboratdrnych podmienkach sa hydroxylové radikaly pripravuju UV-indukovanym homoly-
tickym $tiepenim H,O,, ¢i H,O. Podobny proces je moZzné pozorovat aj in vivo, a to pri vystaveni po-
kozky slne¢nému Ziareniu. Bolo dokazané, ze hydroxylové radikaly vznikajice v dermalnych bunkach

priamo poskodzuju ich DNA, ¢o ma za nasledok starnutie pokozky.

Na rozdiel od superoxidového radikédlu a peroxidu vodika je hydroxylovy radikal jeden z najagresivnej-
$ich oxidantov spdsobujucich zavazné oxidacné poskodenia nukleovych kyselin, lipidov aj proteinov.
Vo v$eobecnosti su rychlostné konstanty reakcii OH* s inymi molekulami tak vysoké, Ze v kone¢nom
dosledku su rychlosti tychto reakcii kontrolované rychlostou diftizie OH* v biologickych systémoch
a pritomnostou reakéného partnera v jeho blizkosti. Vysoka reaktivita OH* je jednym z dovodov, pre-
¢o sa podiela na vzniku a rozvoji velkého mnozstva ochorent, tak ako je to uvedené v kapitole 6 ( Ulo-
ha oxida¢ného stresu pri vzniku a rozvoji vybranych ochoreni) (nadorové a neurologické ochorenia,
chronicky zapal, aterosklerdza, infarkt myokardu,...). Z chemického hladiska sa hydroxylové radikaly
zucastnuju na troch typoch reakcii, veducich k produkcii radikalov atakovanych molekal:

1. Odobratie proténu H* - prikladom je reakcia s alkoholmi, pri ktorych vznikaja hydroxyalkylové
radikaly, ktoré reaguju s kyslikom za vzniku peroxylového radikalu:

CH,-CH,-OH + OH® = CH,-CH*-OH + H,0

CH,-CH*-OH + 0, - *0,-CH,-CH-OH

2. Adicia - najcastejsie prebieha v pritomnosti aromatickych zlacenin, alebo zlicenin s nasobnou

9
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vazbou:

OH
N / N/ /
C=C +OH*>C-C:
VA / N\

3. Elektrénovy transfer - prikladom su reakcie s halidmi a nitritmi:
Cl+OH* > CI* + OH" cI +Cr > CL"~

NO, + OH* = NO," + OH-

Pri reakcii OH" s karbondtovymi a bikarbondtovymi iénmi vznikd karbonétovy radikal CO,", ktory je
dobrym oxidantom (Tahko akceptuje elektron) pri jednoelektrénovych prenosoch:

CO, (HCO,) + OH* = CO,* + OH- (H,0)

Medzi biologické struktury, ktoré karbonatovy radikal oxiduje, patria kyselina hyalurénova, cystein,
tyrozin, metionin, NAD(P)H, kyselina askorbova a guanin. V porovnani s OH* ma vak slabsi uc¢inok
na oxidaciu lipidov, proteinov a nukleovych kyselin.

Protondciou O, vznikd najjednoduchsi peroxylovy radikal - HO," (vSeobecné oznacenie je RO,).
Nebezpecenstvo vzniku peroxylovych a alkoxylovych (RO*) radikalov spociva predovsetkym v ini-
ciaciach oxidacie mastnych kyselin, ktorym odoberaju protén vodika a spustaja tak retazové reakcie
peroxidacie lipidov.

V literatdre sa casto v sivislosti s oxida¢nym stresom a kyslikovymi radikdlmi vyskytuje skratka ROS
(reactive oxygen species = reaktivne formy kyslika). Tento pojem zahfna okrem kyslikovych radi-
kdlov aj skupinu kyslikovych derivatov, ktoré nemajt charakter radikalu (napriklad H,O,, singletovy
kyslik, ¢i ozén (tab.1)), ale zohravaju pri oxida¢nom strese ddlezitu ulohu. Teda kym vsetky kyslikové
radikaly su ROS, nie vSetky ROS st kyslikovymi radikalmi. Pojem ,,reaktivny® v oznaceni ROS je vSak
relativny, nakolko tc¢inky niektorych ROS (H,O,, O,") nie st zaloZené na ich priamom ataku biologic-
kych $truktur, ktoré su v procese oxida¢ného stresu poskodené.

Tabulka 1. Vybrané reaktivne formy kyslika - ROS

Radikaly Neradikalové ROS

Hydroperoxyl HOO* Singletovy kyslik 'O

Peroxyl ROO* Kyselina chlérna HCIO
Karbondt CO,* I

Ak sa v molekule kyslika dva elektrony s paralelnym spinom umiestnené v protivazbovych orbita-
loch spdruju (teda jeden z elektrénov zmeni spin), vznika singletovy kyslik ('O,). Tato premena v3ak
neprebieha samovolne, ale vyzaduje si prekonanie istej energetickej bariéry. Jednym z mechanizmov

10
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vzniku singletového kyslika je fotosenzitizacia - proces, pri ktorom po absorbcii Ziarenia fotosenzitiv-
nymi molekulami dochadza k jeho opdtovnej emisii, pricom vyziarena energia je vyuzita na excitaciu
O,. Singletovy kyslik méZe ndsledne atakovat aj molekulu fotosenzitizéra. Medzi fotosenzitivne mole-
kuly patri okrem inych aj cela skupina porfyrinov, zlicenin z ktorych sa syntetizuje hém. Pri roznych
druhoch porfyrii (zvd¢sa vrodené poruchy enzymov syntézy hému) sa porfyriny hromadia v pokozke
a po jej vystaveni slnecnému Ziareniu tak vznika 'O,. Fotosenzitivny charakter maju aj niektoré lieCiva
(antidepresiva, tetracykliny, fluorochinolénové antibiotika), ¢o sposobuje celt skalu ich neziaducich
ucinkov, a preto sa pri ich uzivani pacientom neodporuca vystavovat sa slne¢nému Ziareniu.

Singletovy kyslik vznika aj ako intermediat pocas peroxiddcie lipidov, pri reakciach ozénu s niektory-
mi biomolekulami, reakciou peroxylovych radikalov a z peroxidu vodika v pritomnosti chlérnanov:

OCl + H,0, = CI + H,0 + 10,

Reaktivita singletového kyslika je dand jednak priamou chemickou reakciou s reakénym partnerom,
a jednak predanim svojej excita¢nej energie inej molekule, ¢im sa singletovy kyslik vrati naspét do
zdkladného stavu O,. Singletovy kyslik reaguje predovsetkym s organickymi zluc¢eninami, ktoré maju
v $trukture konjugované véazby za vzniku endoperoxidov. Prikladom takychto molekul st karotenoidy,
aromatické aminokyseliny (tryptofan, histidin), puriny (guanozin) a mastné kyseliny. Je teda mozné
zhrnut, Ze 'O, vyvoldva oxidacné poskodenie lipidov, proteinov aj nukleovych kyselin. Ozén (O,)
je drazdivy plyn s typickym zapachom, ktory je tvoreny tromi atémami kyslika. Dve vizby medzi
atémami kyslika v ozéne su rovnocenné, ich energia a dlzka zodpoveda prechodnému stavu medzi
jednoduchou a nasobnou vizbou. Ozdénova vrstva, ktora sa nachadza vo vyssich castiach atmosféry
zabranuje prieniku $kodlivych luc¢ov UV-slnecného Ziarenia na Zem. Chemicky sa v nej 0zén tvori po
fotodisocidcii kyslikovych molekul, ktoré potom reaguju s dal§imi molekulami kyslika:

0,+hv>0+0 hv <240 nm

0,+0 > 0,

Na rozdiel od ozénosféry je pritomnost ozénu v nizsich castiach atmosféry neziaduca. Ozén sa tu
napriak tomu vyskytuje vo vysokych koncentraciach, a to najma v oblastiach s vysokou frekvenciu au-
tomobilovej dopravy. Pri¢inou st zmesi vyfukovych plynov (obsahuji oxidy dusika a plynné uhlovo-
diky), vznikajuce spalovanim pohonnych hmét, ktoré podliehaju fotosyntetickym reakciam za vzniku
O,. V tychto procesoch vznikaju volné atémy kyslika, ktoré maju potenciél reagovat s molekulami O,
podla vyssie uvedenej reakcie.

Vystavenie fudského organizmu O, vyvoldva podrdzdenie oci a sliznic a je spojené predovsetkym
s rozvojom rdznych respira¢nych ochoreni (kasel, astmatické zachvaty, tazké dychanie, zapal plic).
Tieto stavy st spdsobené vyvolanim zépalovej reakcie v plicach a aktivaciou makrofagov so zvyse-
nou infiltraciou neutrofilov do plicneho parenchymu. Volné radikaly produkované neutrofilmi v pla-
cach vyvoladvaju nasledne dalsie poskodenia plicneho tkaniva a prehlbuju rozvoj zapalu. Aj z hladiska
potencialu atakovat iné biomolekuly je 0zén povazovany za vysoko reaktivny plyn. Adiciou ozénu
na dvojité véazby lipidov vznikaju ozonidy, ktoré sa rozkladaju na mimoriadne cytotoxické aldehydy.
Ozo6n tiez priamo oxiduje mnohé aminokyseliny, ¢im spdsobuje poskodenie proteinov. Pri reakcii
ozénu s niektorymi biomolekulami (NADH, NADPH, albumin, kyselina mocovd) dochadza k tvorbe
singletového kyslika, o opit vedie k oxida¢nym poskodeniam biologickych $truktur. Vo vodnom roz-
toku sa O, moze rozkladat na OH, rychlost tejto reakcie je v8ak pri fyziologickom pH pomerne nizka.

Medzi ROS sa zaraduje aj kyselina chlorna (HCIO), oxidant, ktory sa podiela na dvojelektrénovych
prenosoch. HCIO vznika reakciou katalyzovanou enzymom myeloperoxidazou z peroxidu vodika:
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H,0, + CI- = HCIO + OH-

Kyselina chlérna je pri fyziologickom pH 7,4 asi na 50% ionizovand na chlérne aniény:

HCIO ¢ H* + CIO"

V kyslom prostredi sa HCIO rozklada za uvolnenia chléru, ktory ma antibakterialne ucinky a je pro-
dukovany fagocytmi ako obranny mechanizmus organizmu v boji proti patogénom:

HCIO + H* + CI ¢ Cl, + H,0

Kyselina chlérna patri medzi najsilnejsie a najreaktivnejsie oxida¢né ¢inidla, pricom lahko prenika
membranami. To st dévody preco poskodzuje vacsinu molekul, ktoré sa vyskytuja v jej blizkosti, me-
dziinym tioly, kyselinu askorbovt, NAD(P)H, lipidy, proteiny a DNA. Poskodenie DNA a proteinov
kyselinou chlérnou je spdsobené aj chloraciou niektorych baz (hlavne pyrimidinov) a aminokyselin
(tyrozin). Pri reakcidch kyseliny chlérnej s funkénymi skupinami na postrannych retazcoch amino-
kyselin (-NH., -SH) dochddza casto k fragmentdcii a agregacii proteinov. S aminmi reaguje kyselina
chlérna za vzniku chléraminov, ktoré si zachovavaju schopné oxidovat tioly, kyselinu askorbovi a me-
tionin:

R— NH, + HCIO - R— NHCI + H,0

Adiciou kyseliny chlérnej na dvojité vizby v nenasytenych mastnych kyselinach vznikaju chlorohyd-
riny:

OH CI

N/ N
C=C +HCIO>C-C
7 5 / %

S podobnymi adiciami sa stretavame aj u kyseliny bromnej (HBrO) za vzniku bromohydrinov. Okrem
toho, zZe kyselina chlérna reaguje priamo s biomolekulami, ktoré tak poskodzuje a inhibuje ich funk-
ciu, vstupuje aj do reakcii, pri ktorych dochadza k produkcii dalsich skodlivych ROS, napr. singletové-
ho kyslika, hydroxylového radikalu, ¢i nitrylchloridu. Oxiduje tieZ nitrity na nitraty.
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Zdroje v bunkach:
Enzymoveé reakcie
Leukocyty
Makrofagy
Mitochondrie
Mikrozémy
Zdroje v bunkach:
Enzymové reakcie
Enviromentalne faktory: Leukocyty
UV-Ziarenie Makrofagy
Rontgenové Ziarenie Mitochondrie
Toxické latky Mikrozomy Fentonova reakcia:
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Respiracny retazec v mitochondriach

Obrézok 1. Zdroje reaktivnych foriem kyslika

Superoxidovy radikal a peroxid vodika st priméarne zdroje reaktivnych foriem kyslika v organizme.
Hydroxylovy radikal je produkovany sekundarne Fentonovou reakciou.

1.1.2 DusIiKOVE RADIKALY A REAKTIVNE FORMY DUSIKA

Podobne ako sa v literatdre stretdvame s ozna¢enim ROS, pre reaktivne formy dusika je zauzivana
skratka RNS (reactive nitrogen species = reaktivne formy dusika), ktord zahrna Siroku $kalu dusi-
kovych derivatov, zucastnujucich sa na oxidacnom poskodeni biologickych $truktur.

Oxid dusnaty ("NO), ktory je hlavnym zastupcom RNS obsahuje v protivizbovom n*2p orbitéle jeden
volny elektrdn, a preto sa zaraduje medzi radikaly. Prvykrat bol ‘NO identifikovany v 80-tych rokoch
dvadsiateho storocia a bol pomenovany EDRF (endothelium-dervied relaxing factor - od endotelu
odvodeny relaxa¢ny faktor), na zdklade jeho schopnosti uvolnit kontrahovany hladky sval. Mecha-
nizmus ucinku *NO spociva v aktivacii enzymu guanylatcyklazy, ktory katalyzuje vznik cyklického
guanozin-5’"-monofosfatu - druhého posla, zabezpecujuceho v bunke rozne funkcie, medziinym aj
relaxaciu hladkych svalov. Vyskum "NO priniesol poznatky aj o jeho dal$ich vyznamnych funkcidch
v organizme (tab.2), pricom pozoruhodna réznorodost biologickych aktivit tejto molekule vyniesla
v roku 1992 titul ,,molekula roka®, ktory udeluje vedecky zZurnal ,,Science.“ V roku 1998 dostali Nobe-
lovu cenu za medicinu prof. R. E Furchgott, prof. L. J. Ignarro a prof. F. Murad za objavy spojené so
signalnou funkciou "NO v ramci kardiovaskularneho systému.
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Tabulka 2. Funkcie *NO v organizme

Organ/dej, ktory ‘NO ovplyviuje | Funkcia ‘NO

Kardiovaskular- | - ZlepSenie priechodu krvi cievami
ny systém - inhibicia agregacie trombocytov
e Oblic - zvy$eny prietok krvi v oblasti glomerul
icky
- zvySena glomerularna filtracia
Penis - uvolnenie z nervovych zakonceni a z endotelu ciev v ob-
lasti penisu zabezpecuje erekciu
Creva - relaxdcia hladkého svalu v ¢revnej stene
Maternica - relaxdcia svalov maternice

7 4nal - inhibicia exocytézy mediatorov zapalu endotelialnymi
P bunkami, makrofagmi a cytotoxickymi T-lymfocytmi
- stimuldcia vylucovania horménu uvolnujiceho gonado-

Hormonalny systém . .
tropin a adrenalinu

Nervovy systém - neurotransmiter niektorych nervov parasympatiku
Predizena miecha - stimulcia hibky a frekvencie dychania
Mozog - stimulacia NMDA receptorov a dlhodobej pamite

: - produkcia *NO spermiou pri vstupe do vajicka zabranuje

Oplodnenie P " permiou p p ) J
vstupu dalsich spermii

- pomoc pri usmrteni patogénov vo fagozémoch makrofa-

gov
Usmrtenie patogénov
- usmrtenie baktérii prijatych v potrave ("NO uvolnovany

v zalidku z NO, p6sobenim HCI)

‘NO je mala molekula plynného skupenstva, rozpustna ¢iastocne vo vode a velmi dobre v organickych
rozpustadlach. Pretoze nema volny naboj, lahko difunduje membranami. In vivo vznika ‘NO reak-
ciami katalyzovanymi skupinou enzymov oznacovanych ako syntazy oxidu dusnatého (NOS) z ami-
nokyseliny L-arginin (druhym produktom reakcie je L-citrulin). Existuji 3 hlavné podtypy NOS po-
menované podla tkaniv, v ktorych boli prvykrat detegované a charakterizované: neuronalna (nNOS),
endotelova (eNOS) a induktabilna (iNOS). Vsetky typy NOS st NADPH-dependentné enzymy, ktoré
v pritomnosti kyslika a kofaktorov (flavinadenindinukleotid (FAD), tetrahydrobiopterin, hém a Ca**/
kalmodulin) katalyzuju syntézu ‘NO z L-argininu. Aktivita jednotlivych podtypov NOS je vsak regu-
lovana rozdielne. nNOS a eNOS su konstitutivne enzymy (ich expresia prebieha za vsetkych fyzilogic-
kych podmienok rovnakou rychlostou), kym iNOS aktivita je indukovana len v zapalovych loziskach.
Fyziologicky je aktivita vietkych NOS inhibovand asymetrickym N, N-dimetylargininom (ADMA),
ktory je Struktirnym analégom L-argininu (nesie dve metylové skupiny na aminoskupine guanidino-
vého rezidua), no po jeho naviazani sa v aktivnom centre NOS zabranuje syntéze "NO. Zvy$ené hladi-
ny ADMA tak mozu viest k znizeniu dostupného "NO, potrebného na relaxaciu hladkych svalov, resp.
zabezpecenie jeho dalsich vy$sie spominanych fyziologickych funkcii. V stcasnosti je preto ADMA
casto $tudovany v spojeni s viacerymi ochoreniami (tab.3). Vyskum sa zameriava predovsetkym na
kardiovaskuldrne ochorenia, pretoze hladiny ADMA signifikantne korelujui s niektorymi ich rizikovy-
mi faktormi (hypertenzia, hypercholesterolémia). Napriek tomu, Ze nie je zndmy mechanizmus, ktory
vedie k zvy$eniu hladin ADMA v organizme, na zaklade vysledkov klinickych stadii sa predpoklada,
ze redukcia hladiny ADMA by mohla byt jednym z moznych terapeutickych miest zdsahu pri liecbe
kardiovaskuldrnych ochoreni (resp. inych ochoreni, v ktorych patofyziolégii ma ADMA centralne
postavenie).

Aj zvysena syntéza "NO vsak moze prispievat k vzniku a rozvoju viacerych ochoreni (napr. zapalové,
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nadorové, kardiovaskularne ochorenia), a teda v tychto situaciach by bolo mozné inhibi¢ny tuc¢inok
ADMA na NOS vnimat pozitivne. Z terapeutického hladiska vsak stale ostava otvorena otazka se-
lektivnej inhibicie patologicky zvySenych hladin "NO (tyka sa to predovsetkym iNOS), pri zachovani
vsetkych ostatnych fyziologickych procesov, v ktorych *NO zohrava délezita ulohu.

Tabulka 3. Prehlad ochorent, pri ktorych sii zvysené hladiny ADMA v plazme

Choroby, pri ktorych je signifikantne zvy$ena hladina ADMA v plazme

Choroby kardiovaskularneho systému: hypertenzia, aterosklerdza, kongestivne srdcové zlyha-
nie, zlyhanie oblic¢iek spojené s kardiovaskularnym zlyhanim

Diabetes mellitus

Plticna hypertenzia a chronicka tromboembolicka plicna hypertenzia
Hypercholesterolémia a hyperhomocysteinémia

Proteinuria, sekundarna amyloid6za a endotelialna dysfunkcia
Alzheimerova choroba

Depresia

V medicine sa na zvys$enie koncentracie "NO v organizme pri liecbe vybranych ochoreni vyplyvajua-
cich predovietkym z endotelovej dysfunkcie (angina pectoris, hypertenzia, aterosklerdza) aplikuju
liecivéd zo skupiny ,donérov "NO.“ Tieto organické latky — nitraty, nitrity a iné organické zliceniny
dusika (z ktorych velmi znamy je nitroglycerin) po vstupe do bunky uvoliiuju ‘NO za katalytickej
ucasti ionov prechodnych kovov. Ukazalo sa, Ze okrem liecby endotelovej dysfunkcie spociva prinos
"NO molekaul vo vychytavani inych volnych radikalov, ¢im moze predchddzat neziaducim oxidaciam
biologickych Struktur, ktoré tieto radikaly zapricinuju. Interakciou s “OH tak vznika kyselina dusita
a s peroxylovymi radikalmi tvori ‘NO peroxynitrity:

*NO + *OH - HNO,

*NO + RO,*-> ROONO

S tiolovymi radikalmi tvori oxid dusnaty nitrézotioly:

RS* + *NO - RSNO

Nitrézotioly nemaju charakter radikalov, su vsak tiez podskupinou RNS. ‘NO nereaguje s tiolmi pria-
mo, ale cez oxidované intermediaty (ONOO-, N,O,). Do skupiny nitrézotiolov patri napriklad S-nit-
rézoglutation a S-nitrézocystein, ktoré si donormi "NO a zohravaja tak dolezita ulohu v signalnych
dejoch.

Pri pomalej oxiddcii kyslikom vzniké z "NO velmi drazdivy hnedasty plyn oxid dusicity (NO,’), ktory
pri dal3ej reakcii s "NO vo vodnych roztokoch tvori nitrit (NO,):

2 °*NO + 0, ¢ 2NO,*

2NO,* + *NO + 20H" ¢> 2NO, + H,0

Nitrity (NO,) vznikaju v organizme aj redukciou nitratov (NO,) prijatych v diéte. Deoxyhemoglobin
je schopny redukovat nitrity na *"NO, ¢o je mechanizmus délezity pre zabezpecenie relaxacie hladkého
svalstva v stave hypoxie, pri ktorom O,-dependentnd NOS nie je schopna syntetizovat ‘NO. Nitrity
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zaroven pomahaju rozkladat vysoko reaktivnu kyselinu chlérnu, teda ich fyziologické funkcie maja
znacny vyznam. Negativne ucinky nitritov vyplyvaju z ich reakcii s aminmi, pri ktorych vznikaja po-
tencialne karcinogénne nitrézaminy:

R,HN + HNO, - R,- N-N= O + H,0

Na rozdiel od pomalej oxidacie atmosférickym kyslikom in vitro, "NO je in vivo vo vaskularnom sys-
téme velmi rychlo odstranovany naviazanim sa na hémovu skupinu hemoglobinu za tvorby komplexu
s Fe’":

HbFe?* + *NO <> HbFe?*-NO

Rychla reakcia s hemoglobinom zodpoveda za kratky biologicky pol¢as ‘NO v krvi (1,8 ms).

Oxidaciou "NO superoxidovym radikalom sa tvori stabilny toxicky anién peroxynitrit (ONOO"), kto-
ry oxiduje vac¢sinu biologickych $truktar - lipidov, proteinov i nukleovych kyselin:

*‘NO + 0, - ONOO-

Bolo dokazané, ze mnozstvo negativnych uc¢inkov v minulosti prisudzovanych ‘NO je sprostredkova-
nych prave peroxynitritom. Peroxynitrit zapri¢inuje v bunkach rozpad -SH skupin (ktoré maju an-
tioxidacné ucinky), oxidaciu a nitraciu lipidov, rozpad DNA, nitraciu a deaminaciu baz nukleovych
kyselin (najma guaninu). Nitrdcia aromatickych aminokyselin (tyrozin, tryptofan, fenylalanin) vedie
k strate funkcie proteinov a v pripade tyrozinovych rezidui moze inhibovat ich fosforylaciu tyrozin-
kinazami, a tak zasahovat do aktivity signalnych transdukénych drah. Peroxynitrit je toxicky aj pre
hemoglobin, ktory sa v jeho pritomnosti oxiduje na methemoglobin. Oxidacii peroxynitritom podlie-
haju aj mnohé metabolické enzymy, ¢i Struktirne proteiny. Napriek $irokému spektru potencidlnych
reakénych partnerov, peroxynitrit je podobne ako *"NO pomerne stabilny a nereaguje s biologickymi
struktdrami priamo. V prvom kroku tvori v pritomnosti CO, nitrézoperoxykarbonat, ktory zodpo-
veda za vacsinu jeho negativnych ucinkov:

CO, + ONOO" - 0=NOOCO,’
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Obrdzok 2. Tvorba peroxynitritu v mitochondidch

Peroxynitrit, silné oxida¢né ¢inidlo vac¢siny biomakromolekul sa tvori reakciou medzi volnym radi-
kalom superoxidu a oxidom dusnatym. Z peroxynitritu moéze vznikat dal$imi reakciami vysoko reak-
tivny hydroxylovy radikal. SOD = superoxid dismutaza, CAT = katalaza. http://www.mitosciences.
com/oxidative_stress.html

1.1.3 PRECHODNE KOVY — ZELEZO, MED, MANGAN

Nakolko niektoré prvky z d-skupiny (prechodné kovy) periodickej tabulky nest vo svojom vonkajsom
orbitale jeden nespareny elektrén, mdzeme ich zaradit do skupiny volnych radikalov. Pretoze mnohé
prvky zo skupiny prechodnych kovov st schopné lahko prijat a odovzdat elektrény za vzniku iénov,
slazia ako transportéry volnych elektrénov. Tento fakt stavia prechodné kovy do ulohy katalyzatorov
mnohych oxida¢nych reakcii. Napriklad pri jednoelektrénovom prenose na molekulu O, (vznik supe-
roxidového radikalu) sa vyrazne zvysuje jeho reaktivita s biologickymi $trukturami, teda prechodné
prvky vyrazne zvysuju oxida¢ny potencial niektorych molekul. Navyse tieto prvky katalyzuji aj mno-
hé autooxidacné reakcie a reakcie veduce k vzniku OH* (Fentonova reakcia).

Zelezo m4 v zdkladnom stave 4 nespérené elektrény v 3d orbitéle, ¢asto sa viak vyskytuje vo forme
zeleznatych idénov - Fe**, zelezitych idénov - Fe’* a Zelezicitych i6nov - Fe*'. Najstabilnejsie z vyssie
uvedenych i6nov st Fe*', preto reaktivita druhych dvoch typov iénov smeruje k stavu Fe**, z ¢oho
vyplyva, Ze Fe** maji mierne reduk¢éné tcinky a Fe** idny st silné oxida¢né ¢inidl4. V pritomnosti O,
teda Zeleznaté idny generuji vznik superoxidového radikalu:

Fe* + 0, <> [Fe* - 0, <> Fe?*- 0,%] ¢ Fe¥* + 0,

Reakcia je vratna, nakolko zelezo dokaze elektrony prijimat aj odovzdavat, rovnovaha je vSak posunu-
ta v prospech stabilnejsich iéonov Fe’*. Pokial sa Fe** iény viazu na ligandy a vSetky 4 pévodne nespa-
rené elektrény sa sparuju s reakénym partnerom, Zelezo sa dostava do nizkoenergetického stabilného
stavu, v ktorom je tazko oxidovatelné. Prikladom st hémové proteiny s naviazanym kyslikom - oxy-
hemoglobin a oxymyoglobin.
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Med sice neobsahuje nesparené elektrény, ale lahko prijima a odovzdava elektrony, ¢o ju zaraduje
podobne ako iné prechodné prvky medzi volné radikaly. Med sa vyskytuje v biologickych systémoch
prevazne vo forme mednych a mednatych katiéonov. K prechodnym prvkom s oxidoredukénymi vlast-
nostami patri aj mangan, ktory je stabilny vo vodnych roztokoch ako Mn?**. V bioldgii sa stretavame
aj so zliceninami s vy$sim oxida¢nym ¢islom (Mn’*, Mn*, Mn”*). Podobne ako Cu** aj iony Mn**
zabezpecuju dismutdciu superoxidového radikalu za vzniku H,O,. Na rozdiel od iénov Zeleza a medi
sa Mn** nepodielaji na tvorbe hydroxylovych radikdlov z H O, (Fentonova reakcia).

1.1.4 RADIKALY SiRY

Alifatické tioly (R-SH) sa nachadzaju v zivych organizmoch vo vysokych koncentraciach, hladiny
najtypickejsieho tiolu - tripeptidu glutationu (y-glutamylcysteinylgylcin) sa pohybuju v rozmedzi
5-10 mmol/L. Pri fyziologickom pH sa tioly nachadzaju v neionizovanom stave, pri zvyseni pH vSak
vznikaju tiolaty (R-S), jedny z najreaktivnejsich funkénych skupin, ktoré sa nachadzaju v proteinoch.
Mozu reagovat ako nukleofily a atakovat disulfidové vizby za vzniku novych tiolatov a dislufidov. Pri
uvedenych reakciach dochadza vlastne k oxidacii pdvodného tiolu a redukcii atakovanej disulfidovej
vazby:

RS+ R,-S-S-R, - R,-5" + R-5-5-R,

Uvedena oxidoreduk¢nd reakcia ma Siroky biologicky vyznam pri enzymovych katalyzach, ochrane
pred oxida¢nym poskodenim, ¢i stabilizacii extracelularnych proteinov.

Z tiolovych skupin sa mozu tvorit za urcitych podmienok tiolové radikaly (RS). Pri fyziologickych
procesoch vznikaju ako intermediaty, zabezpecujuce reakény mechanizmus niektorych enzymov. Pri-
kladom je syntéza DNA, pri ktorej tiolové radikdly v aktivhom centre ribonukleotidovej reduktazy
umoznuju jej katalyticka aktivitu. V bunkach vsak dochadza k vzniku tiolovych radikalov bez fyzio-
logickej funkcie, ktorych pritomnost v organizme nie je ziaduca. Najcastejsie sa tiolové radikaly tvoria
pri reparacii oxida¢ného poskodenia DNA, pri ktorom vznikaji uhlikové radikély ako nasledok po-
$kodenia C-H vizby. Pretoze tiolova skupina je dobrym donorom vodika, odovzdava ho na molekulu
DNA (¢im ju reparuje), za vzniku tiolového radikélu:

DNA* + RSH > DNA-H + RS*

Podobnu ,,opravnu” funkciu maju tiolové skupiny aj v reakciach s peroxylovymi a inymi radikalmi.
Dalsie cesty, ktorymi mo6zu vznikat tiolové radikély sa:
reakcie disulfidov s inymi volnymi radikdlmi, resp. ich jednoelektrénové redukcie:

R;-5S5-R, +X* > R;SX+R,S*

R,-5-S-R, + & = (R-5-5-R,)™ > R,S* +R,S

reakcie tiolov s inymi volnymi radikalmi (kyslika, dusika), resp. jednoelektronové oxidacie s idonmi
prechodnych kovov (Fe**, Cu*"), pricom ako sprievodné produkty vznikaji prislusné hydridy a tio-
étery:
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RSH + OH®* - RS* + H,0

RSH + Fe3* - RS* + Fe2* + H*

v laboratérnych podmienkach je mozné pripravit tiolové radikaly homolytickym stiepenim disulfido-
vej vizby, ale aj tioéterov (R -S-R)) a tioesterov (R-COS'):

R,-5-S-R, +hv > R,-S* + *S-R, hv < 240 nm

V minulosti sa predpokladalo, ze reaktivita tiolovych radikalov je nizka, nakolko spolu zreaguju za
vzniku disulfidov. Nie je to vSak celkom pravda, nakolko koncentracie tychto radikalov su prili$ nizke,
aby doslo k ich stretu. Za vychytavanie tiolovych radikalov za fyziologickych podmienok zodpoveda
kyselina askorbova (AscH,, vitamin C), ktord ionizuje na askorbdt (AscH") a reakciou s tiolovymi ra-
dikalmi tvori askorbatovy radikal:

RS* + AscH = RSH + Asc*™

Tiolové radikdly maju destrukény acinok na iné makromolekuly, predovietkym lipidy, ale aj aminoky-
seliny a karbohydraty. V anaerébnom prostredi tiolové radikaly indukuju izomerizaciu prirodzene sa
vyskytujucich cis ndsobnych vézieb v mono- a polynenasytenych mastnych kyselinach a vedu k vzniku
zmesi s prevahou frans izomérov. Vyskyt trans izomérov mastnych kyselin je spajany s etiologiou roz-
nych metabolickych a funkénych ochoreni, predovsetkym so zmenami lipidového metabolizmu (zvy-
$enie LDL a zniZenie HDL cholesterolu) a rizikom vyskytu ischemickej choroby srdca. Aj ked presny
mechanizmus tychto zmien nie je znamy, predpoklada sa, Ze u trans izomérov dochadza k zmendm
metabolizmu mastnych kyselin. PretoZe trans izomerizacia mastnych kyselin sposobuje aj zmeny ich
priestorového usporiadania - neumoznuje ich ohyb ako je to v pripade cis vazby, ma znacny vplyv aj
na fyzikalne vlastnosti membran, ktorych sucastou su fosfolipidy nestice mastné kyseliny.

Tiolové radikaly cysteinu Casto spustaju iniciacnu fazu peroxidacie mastnych kyselin a podielaju sa na
oxidacii deoxyribdzy, v oboch pripadoch abstrahovanim atomu vodika. DNA poskodzuju aj radikaly
cysteaminu, reakciou s bazami tyminu.

Tiolové radikély tvoria v pritomnosti kyslika vysoko reaktivne sulfonylové radikdly -SO., ktoré st da-
lej oxidované na sulfonylperoxylové radikaly RSO,00". Tento proces sa mo6ze odohrévat aj na rezidue
cysteinu, ktory je stavebnou zlozkou proteinov.

1.2 OXIDACNY STRES A OXIDACNE POSKODENIE BIOLO-
GICKYCH STRUKTUR

Oxidac¢no-redukéné reakcie st nutnou stcastou metabolizmu kazdej bunky v organizme. Volné ra-
dikaly, ktoré pri tychto reakciach vznikaji, mozu atakovat rozne biologické struktiry a zapricinit ich
oxida¢né poskodenie. Ako oxidacny stres (OS) sa oznacuje stav, pri ktorom tvorba volnych radikalov
prevazuje nad antioxida¢nymi kapacitami organizmu. Oxida¢né poskodenie je pri¢inou, ale aj nasled-
kom mnohych patofyziologickych procesov, preto st reakcie volnych radikélov s biomolekulami v su-
¢asnosti predmetom tak intenzivneho vyskumu. Medzi biomakrobiomolekuly, ktoré lahko podliehaju
volnoradikalovym reakciam veddcim k naruseniu ich $truktiry a funkcie patria predovsetkym lipidy
a nukleové kyseliny.
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1.2.1 PEROXIDACIA LIPIDOV

Poznatky o peroxidacii lipidov a o zatuchnutych tukoch (zltnutie a typicky zapach u starych tukov)
boli zname v potravinarskom priemysle uz zaciatkom devétnasteho storocia, no o nasledkoch po-
dobnej peroxidacie lipidov v biologickych systémoch a ich vplyve na zdravie sa zacalo diskutovat az
v polovici dvadsiateho storocia. Vychadzajuc zo zakladnych funkcii lipidov v bunke (kde sa uplatiuju
ako stavebné $truktury bunkovych membran, signalne molekuly a zasobniky energie) je zrejmé, Ze ich
poskodenie moze viest az ku kolapsu bunkového metabolizmu a bunkovej smrti - apoptdze. Nasled-
kom peroxidacie lipidov endoplazmatického retikula je unik vapenatych iénov do cytoplazmy a strata
kontroly nad regulaciou aktivity Ca**-dependentnych enzymov, ktorych aktivita je riadena hladinami
vapenatych iénov v cytoplazme. Zvysené hladiny Ca** idnov tiez stimuluji "NO syntazu, teda aj hladi-
ny ‘NO, ktory vyvolava oxida¢né poskodenie. Peroxidacia lipidov v membrane mitochondrii narusuje
energeticky metabolizmus v bunke, kym poskodenie fosfolipidovej dvojvrstvy bunkovej membrany
vedie k uvolnovaniu malych molekul do extracelularneho prostredia, porucham funkcie membrano-
vych receptorov, az ruptire membrany.

Peroxidacia lipidov je retazova reakcia katalyzovana najcastejsie ionmi prechodnych kovov, pri ktorej
dochadza k oxidacii polynenasytenych mastnych kyselin. Prebieha v troch zakladnych krokoch:

1. Iniciacia peroxidacie lipidov

V tejto faze silné oxidanty (zvdcsa volné radikaly vznikajtice pri oxida¢no-redukénych reakciach, resp.
produkty fagocytov) atakuji nasobné vazby polynenasytenych mastnych kyselin, ktorym odoberaju
z metylénovej skupiny atéom vodika za vzniku lipidového C-radikalu (nespareny elektrén nesie atém
uhlika):

-CH=CH-CH,-CH=CH- + R* - -CH=CH-CH"*-CH=CH- + RH

Oxida¢nym ¢inidlam podliehaju castejsie mastné kyseliny s menej stabilnymi konjugovanymi nasob-
nymi vizbami (linolovd, linolénovd, arachidénova) nez mastné kyseliny s jednou, stabilnejSou na-
sobnou vazbou (olejova). Nachylnost mastnych kyselin podlahnut oxida¢nému efektu je dana nielen
pevnostou vézieb, ale aj stipajucim poc¢tom nasobnych vizieb, s ktorym sa zvysuje pravdepodobnost
stretu s radikdlom. Medzi voIné radikaly, ktoré vyvolavaju iniciaciu peroxidacie, patri v mensej miere
peroxylovy radikal, no jej najcastejsim spustacom je hydroxylovy radikal, a preto vSetky cesty jeho
tvorby popisané vyssie s potencidlnou hrozbou pre spustenie retazovej reakcie peroxidacie lipidov.

Inicia¢na faza je zakoncend stabilizaciou lipidového radikdlu tautomerizaciou nasobnej véizby — a jeho
prechodom na konjugovany dién, ktory reaguje s kyslikom za vzniku lipidového peroxylového radi-
kalu (LOO"):

-CH=CH-CH"-CH=CH- - -CH*-CH=CH-CH=CH-

-CH*-CH=CH-CH=CH- + O, - -CHOO*-CH=CH-CH=CH-

2. Propagaicia peroxidacie lipidov

V tomto kroku peroxylové radikaly atakuju metylénové skupiny dal$ich polynenasytenych mastnych
kyselin, tentokrat prijimaji atom vodika, za vzniku lipidovych hydroperoxidov (LOOH) a novych
lipidovych C-radikalov:
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-CHOO*-CH=CH-CH=CH- + -CH=CH-CH,-CH=CH- -

-CHOOH-CH=CH-CH=CH- + -CH=CH-CH*-CH=CH-

Novy radikal moze opit reagovat s kyslikom za tvorby LOO" a viest k dalsej propagacii, ¢im stipa
geometrickym radom pocet atakovanych molekul mastnych kyselin. V LDL casticiach moze jediny
lipidovy C-radikal vyvolat oxidaciu dalsich 30-50 molekul nenasytenych mastnych kyselin.

1.2.1.1 ULOHA IONOV PRECHODNYCH KOVOV PRI PEROXIDACII LIPIDOV

I6ny prechodnych kovov (hlavne Zeleza a medi) ovplyviuja peroxidaciu lipidov v inicia¢nej a propa-
gacnej faze. K iniciacnej faze prispievaju zvysenou generaciou ROS, kym v propagacnej faze Fe** a Fe’*
(viazané na ligandy) reaguju s lipidovymi hydroperoxidmi za vzniku alkoxylov alebo peroxylov, ktoré
dalej roz$irujui propagacnu fazu:

Fe2* + -CHOOH-CH=CH-CH=CH- -> Fe3* + -CHO*-CH=CH-CH=CH- + OH-

Fe3* + -CHOOH-CH=CH-CH=CH- -> Fe?* + -CHOO"-CH=CH-CH=CH- + H*

Chelata¢né ¢inidla schopné vytvarat komplexy s idnmi Zeleza st preto schopné zastavit peroxidaciu
lipidov v biomembranach. Naopak, pri ochoreniach spojenych so zvysenymi hladinami zeleza moze
dochadzat k inicidcii a propagacii peroxida¢nych reakcii, ¢im sa zvysuje riziko oxida¢ného poskode-
nia. Tyka sa to napriklad neurodegenerativnych ochoreni, pri ktorych sa vyskytuja zvysené hladiny
zeleza v mozgu. Zvysené hladiny mednatych i6nov zasa potencuju peroxidaciu lipidov v LDL casti-
ciach.

3. Terminacia peroxidacie lipidov

Propagacna faza moze byt zakoncena vzajomnou reakciu medzi dvoma lipidovymi radikalmi, rozkla-
dom lipidového hydroperoxidu, alkoxylu a peroxylu (za vzniku skodlivych vedlajsich produktov), ale-
bo ju mozu ukoncit lipofilné antioxidacné ¢inidla (napr. a-tokoferol), opét za vzniku hydroperoxidu.

Nebezpecenstvo peroxidacie lipidov nie je dané len poskodenim $truktury a funkcie mastnych kyse-
lin, ale aj vznikom niektorych $kodlivych vedlajsich produktov, ktoré vznikaju v jednotlivych fazach
peroxidacie. Medzi vedlajsie produkty terminacie lipidovej peroxidacie patria prchavé plynné alkany.
Tvoria sa pri beta Stiepeni lipidovych alkoxyradikalov za ucasti katalyzy iéonov prechodnych kovov.
Od umiestnenia ndsobnej vdzby v mastnych kyselinach zavisi, aké alkdny vznikaji. Najcastejsie sa
vyskytujuce w-3, w-4, w-6 a w-7 mastné kyseliny tak vedu po rozklade k uvolneniu etanu, propanu,
pentanu a hexanu. Tieto plyny je mozné stanovit vo vydychovanom vzduchu u zvierat alebo Iudi po-
mocou plynovej chromatografie. Aj ked spolahlivost a vypovedna hodnota stanovenia alkdnov vo vy-
dychu je diskutabilnd (kapitola 4, 4.3.1 Markery peroxidacie lipidov), je to jedna z mala metodik, ktoré
umoznuju stanovit produkty oxida¢ného poskodenia in vivo. Zvysené hladiny niektorych alkanov boli
zaznamenané pri roznych stavoch, ktoré suvisia so zvySenym oxida¢nym stresom. Mnohé klinické
studie prezentovali stipajice koncentracie etanu a pentanu s narastajiucim vekom, ako aj s viacerymi
ochoreniami (sclerosis multiplex, alkoholickou cirhézou, Crohnovou chorobou, ulcerativnou koliti-
dou, deficienciou ¢i nadbytkom Zeleza,...). Kym alkdny predstavuju len malu cast vedlajsich produk-
tov peroxidacie lipidov, zmes aldehydov, keténov, hydroxyaldehydov a epoxidov je naopak zastupena
v najvysiej miere. Struktury aldehydov, ktoré vznikaju pri peroxiddcii lipidov, zavisia od $truktary
povodnej kyseliny (pocet uhlikov, pocet a poloha nasobnych vazieb). Tuto skupinu vsak ¢asto zastu-
puji malondialdehyd, hexanal, 4-hydroxy-2,3-trans-nonenal (4-HNE), 4-hydroxy-2,3-trans-hexenal
(4-HHE) a 2-propenal (akrolein). Aldehydy a ketdny je mozné tiez stanovit pomocou viacerych me-
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tdd, o ktorych bude pojednavat kapitola 4. Na rozdiel od alkanov, aldehydy st vysoko toxické latky,
ktorych posobenie na biologické struktury umocnuje negativne nasledky vlastnej peroxidacie lipidov.
Vybrané negativne ucinky aldehydov uvadza tabulka 4.

Tabulka 4. U¢inky aldehydov ako vedlajsich produktov peroxiddcie lipidov

Typ aldehydu | Biologicky ucinok

Dialdehydy Vizba na proteiny membran, asocidcia proteinov - inhibicia ich funkcie
MDA Vizba na hemoglobin, inhibicia prenosu kyslika
AFINE Iphibicia syntézy DNA a proteosyntézy, vizba na proteiny, inhibicia ich funk-
cie
Neurotoxické ucinky (vysoké koncentracie boli zaznamenané v mozgu u pa-
AHHE cientov s Alzheimerovou a Parkinsonovou chorobou), vizba na proteazém
a inhibicia jeho funkciu (dochadza tak aj k akumulacii oxidacne poskodenych
proteinov v bunke)
Reakcia s nukleofilmi (guanin, cystein, lyzin, histidin, arginin) vedie k ovplyv-
Akrolein neniu $truktury a funkcii DNA, jadrovych faktorov, protedz a inych proteinov.

Komplexy biomolekul s akroleinom vedu k vzniku mutdcii, zmendm génovej
transkripcie a apoptoze.

Okrem autooxida¢nych reakcii mastnych kyselin, vyvolanych volnymi radikalmi, podliehaju mastné
kyseliny aj fotooxidacii a enzymovej oxidacii. Pri fotooxidacii st nenasytené mastné kyseliny oxido-
vané v pritomnosti senzitizatora (porfyriny, myoglobin, riboflavin, bilirubin) singletovym kyslikom,
ktory vznika fotosenzitizaciou kyslika. Mastné kyseliny st vac¢sinou oxidované na uhlikoch poslednej
nasobnej vizby (u vacsiny esencialnych mastnych kyselin sa vyskytuje na uhliku ¢.12), preto vznikaju
12- alebo 13-hydroperoxidy. Enzymovu peroxidaciu lipidov katalyzuju lipoxygenazy a cyklooxygena-
zy. Lipoxygenazy zabezpecuju syntézu hydroperoxidov, ktoré su dolezitymi intermediatmi metabolic-
kych procesov s vlastnou biologickou aktivitou, kym cykoloxygenazy katalyzuju syntézu endoperoxi-
dov, z ktorych vznikaju prostagladiny s $irokou $kalou biologickych efektov.

Podobne ako mastné kyseliny moze byt viacerymi cestami (autooxidaciou, fotooxidaciou alebo enzy-
movou oxidaciou) oxidovany aj cholesterol za vzniku oxysterolov. Reakciou cholesterolu s ROS vznika
najcastejsie 7a-OH alebo 7B-OH cholesterol, ktory sa oxiduje na 7-keto cholesterol a C-5 a C-6 oxyge-
nované derivaty cholesterolu. Tieto zluceniny st vysoko toxické a maju pro-zapalové a pro-apoptické
ucinky.

Priradikalovej peroxidacii kyseliny arachiddnovej (kyselina 5,8,11,14-ikozetetraénova) vznika skupina
izomérnych zlucenin $truktirne podobnych prostraglandinom, ktoré su oznacované ako F -izoprosta-
ny. Oxidaciou najrozsirenejsej nenasytenej kyseliny v centrdlnom nervovom systéme (CNS) - kyseli-
ny dokosahexanovej (C22:6w3) vznikaji izprostanové derivaty, oznacované ako neuroprostany, ktoré
st ukazovatelmi oxida¢ného poskodenia v CNS. Predpoklada sa, Ze z fosfolipidov st izoprostany uvol-
nované poésobenim fosfolipaz. Dolezitym aspektom objavu tychto molekul bolo ziskanie dalsej cesty,
ktorou je mozné stanovit oxidacny status in vivo. Ich objavenim sa tak rozsirili moznosti vyskumu
vztahov medzi ochoreniami a oxida¢nym stresom. Izoprostany nie st len markermi oxida¢ného stre-
su, ale predpoklada sa, Ze su aj vlastnymi medidtormi oxida¢ného poskodenia. Najviac poznatkov je
k dispozicii o ¢asto Studovanom 15-F, -izoprostdne, ktory ma vyrazny vazoskonstrikény acinok preja-
vujuci sa na spazmoch hladkého svalstva ciev (dokazany na plicnej artérii, cievach sietnice a portalnej
véne), ale aj hladkého svalstva niektorych orgdnov. Nadprodukcia F,-izoprostdnov prispieva preto ku
bronchokonstrikcii, znizenému prietoku krvi pri hepatorenalnom syndréme, hypoxicko-ischemicke;j
encefalopatii a dalsim ochoreniam. Bolo dokdzané, Ze hoci sa 15-F, -izoprostdn viaZe na zatial mélo
charakterizované receptory, jeho ucinky je mozné eliminovat aj antagonistami A -tromboxdnového
receptora, ¢o vysvetluje mechanizmus uc¢inku niektorych jeho biologickych aktivit.
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Obrdzok 3. Schéma peroxiddcie lipidov

Pri iniciacii peroxidacie st mastné kyseliny (LH) atakované volnymi radikalmi za tvorby alkylového
C-radikalu (L*). Jeho oxiddciou vznikd peroxylovy radikal (LOO"), ktory je stabilizovany reakciou
s dalSou mastnou kyselinou za tvorby lipidového hydroperoxidu (LOOH), zdroven sa viak tvori aj
novy alkylovy C-radikal, ktory podlieha oxidacii. Nestabilné lipidové hydroperoxydy sa rozkladaji na
toxické produkty.

1.2.2 OXIDAENE POSKODENIE PROTEINOV

Vyskum v oblasti oxida¢ného poskodenia proteinov zacal az zac¢iatkom 90-tych rokov 20. storocia.
Zistilo sa, ze na rozdiel od celej $kaly mechanizmov, ktoré su urcené na reparaciu DNA, pre pripad
oxida¢ného poskodenia proteinov bunky disponuju len niekolkymi opravnymi mechanizmami. Je
tomu tak preto, Ze poskodené proteiny st zvycajne oznacené a podstupuji degradaciu sprostredkova-
na endogénnymi proteazami (katepsin c, kalpain, trypsin, proteazémy,...). Pri zvy$enom oxida¢nom
strese preto bunky stimuluju expresiu protedz, ¢im zabezpecuju rychlejsi rozklad proteinov urcenych
na degraddciu a zabranuju tak akumulacii poskodenych proteinov. Neoxidované (neposkodené) ami-
nokyseliny st potom opétovne vyuzité na syntézu novych proteinov. Oxiddcia proteinov vedie k na-
ruseniu ich rozmanitych funkcii v organizme - v tlohe receptorov, protilatok, signalnych molekul
a samozrejme enzymov.

Proteiny mo6zu byt oxidované reaktivnymi formami kyslika aj dusika, produktmi lipidovej peroxidacie
a oxidacie sacharidov a oxida¢nymi systémami, na ktorych sa podielaju iény kovov. Vo vSeobecnosti
su aminokyseliny v proteinoch oxidované bud na ich bo¢nych retazcoch alebo na hlavnej kostre, ¢o
vedie k vytvaraniu krizovych vizieb medzi proteinmi a k ich fragmentacii.

Za oxidacie proteinovej kostry st najcastejsie zodpovedné hydroxylové radikaly. Atakuju peptido-
vé vizby a za odobratia vodika vytvaraji na polypeptidovej kostre uhlikovy radikal, ktory reaguje
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s kyslikom za vzniku intermediatu - alkylperoxylového radikalu (C-O-Or). Tento prechadza postupne
na alkylperoxid (C-O-O-H) a alkoxylovy radikal (C-O-), ktory sa Iahko $tiepi a preto je jeho vznik
predpokladom pre fragmentaciu proteinov. Intermediaty, ktoré maju charakter radikalu (COO+, CO"),
nemusia vzdy nasledovat uvedeny reakény retazec, ale mozu atakovat polypeptidovy retazec na inom
mieste a vyvolat dalsie oxidacie. V nepritomnosti kyslika reaguju spolu uhlikové radikaly dvoch prote-
inov, ¢im vytvaraju rozne krizové vazby a vznikaja tak proteinové agregaty. Toto narusuje sekundarne
a vyssie Struktdry proteinov. K fragmentacii proteinov dochadza aj priamo po oxidacii bo¢ného re-
tazca aminokyselin glutamatu, aspartatu a prolinu. Fragmentacia proteinov, ich reakcie s aldehydmi
(ktoré vznikaju peroxidaciou lipidov) a karbonylovymi derivatmi (glykacné reakcie s ketoaminmi, ke-
toaldehydmi) vedu k zabudovaniu karbonylovych skupin do proteinov. Vyskyt karbonylovanych pro-
teinov je preto vSeobecne akceptovany ako marker oxida¢ného poskodenia a boli vypracované mnohé
metodiky, ktoré umoznuju kvantifikaciu karbonylovanych proteinov. Zvysena koncentracia karbo-
nylovanych proteinov bola dokdazana u mnohych ochoreni — Alzheimerova choroba, Parkinsonova
choroba, alkoholova steatdza, diabetes mellitus, reumatoidna artritida, chronické zlyhanie oblic¢iek,
cysticka fibroza, ulcerativna kolitida,... Koncentracie karbonylovych derivatov proteinov sa zvysuju aj
so stupajucim vekom pri starnuti organizmov.

Struktdra a funkéné skupiny postrannych retazcov niektorych aminokyselin ich preduréuja k prefe-
rovanému ataku ROS. Velmi lahko oxidovatelné st na postrannom retazci aminokyseliny obsahujtce
atém siry, teda cystein a metionin, ktoré podliehaju oxidacii takmer vietkych ROS. Cystein je oxido-
vany za vzniku disulfidov, kym metionin prechadza na metioninsulfoxid. Obe oxidované rezidua vak
spatne redukuju $pecifické reduktazy, ktoré st zastupcami vyssie spominanych reparaénych systémov
oxida¢ne poskodenych proteinov. Podobne nachylné na oxidaciu st aj aromatické aminokyseliny,
u ktorych sa stretavame najcastejsie s hydroxylaciami za vzniku hydroxyderivatov. Na oxidacii pro-
tefnov sa velmi vyznamne podiela aj peroxynitirt. Ciasto¢ne oxiduje cystein a metionin, kym aroma-
tické aminokyseliny tyrozin a tryptofan si nim oxidované s vysokou selektivitou. Nitracia tyrozinu
zabranuje jeho reverzibilnej fosforylacii tyrozinkinazou, ¢o je jeden z najdolezitejsich mechanizmov
bunkovej regulacie klicovych enzymov a signalnych transdukénych dréh.

Pritomnost kovovych iénov zvysuje pravdepodobnost oxidéacie proteinov. Iény zeleza a medi sa viazu
na aminokyseliny proteinov, kde stimuluji vznik volnych radikalov (napriklad reakciou s H,0,), ve-
ducich k miestnemu poskodeniu proteinov. Tento mechanizmus je zodpovedny za poskodenie vacsi-
ny enzymov, receptorov a struktirnych proteinov. Superoxidovy radikal inaktivuje enzymy, ktoré pre
dosiahnutie svojho katalytického uc¢inku vyuzivaju komplex [4Fe-4S] v aktivnom centre. Superoxido-
vy radikal oxiduje idny Zeleza, ¢im sa jeho komplex so sirou stava nestabilnym a Zelezo je z komplexu
uvolnované z aktivnych miest, pricom enzym straca svoju funkciu. K uvedenej skupine enzymov patri
napriklad akonitaza (enzym Krebsovho cyklu) a iné dehydratazy.

1.2.3 OXIDAECNE POSKODENIE NUKLEOVYCH KYSELIN

Zaciatky vyskumov oxida¢ného poskodenia DNA spadaju zhruba do obdobia po druhej svetovej
vojne, ked sa vedci zacali zaoberat dosledkami atémovej bomby a ionizacného Ziarenia na Iudsky
organizmus. V tomto case vSak eSte neboli tak dobre preskimané oxida¢né vlastnosti ROS a inych
radikalov, a preto trvalo dalsich dvadsat rokov, kym sa hladali spojitosti medzi poskodenim DNA,
ioniza¢nym Ziarenim a kyslikovymi radikalmi.

Oxida¢né poskodenie DNA bolo pozorované pri oxida¢nom strese za rdznych podmienok, vratane
viacerych ochoreni (hlavne nddorové ochorenia) a starnutia organizmu. V podstate vsetky ROS, vic-
$ina RNS, ioniza¢né Ziarenie a pritomnost iénov prechodnych kovov majt podiel na oxidacii DNA, ¢i
uz ju vyvolavaju priamo (oxidaciou baz a cukornych zloziek), alebo nepriamo (napr. generaciou re-
aktivnych radikalov, aktivaciou Ca**-dependentych endonukledz). V stave, ked oxidacny stres v orga-
nizme prevlada nad schopnostami reparovat DNA, dochddza k jej mutaciam, zlomom vldkna az frag-
mentacii, ktoré vedd k apoptdze buniek.

24



Volne radikaly a oxidacny stres

1.2.3.1 OxiDA¢NE PoSKODENIE BAZ DNA

Vysoka reaktivitu pri oxidaciach DNA vykazuji hydroxylové radikaly, ktoré oxiduju vSetky bazy DNA
na ich hydroxyderivaty. Oxiddcia pyrimidinovych baz tyminu a cytozinu vedie aj k vzniku prislusnych
glykolov a pyrimidinovych dimérov. Purinové bazy guanin a adenin st hydroxylované v polohach 4, 5
alebo 8 za vzniku hydroxylovanych deaminovanych produktov, ako st 8-hydroxyguanin (8-OH-Gua),
8-hydroxyadenin (8-OH-Ade), 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin (FapyG). Hydroxylo-
vé radikaly, ktoré atakuju DNA, byvaju ¢asto odvodené od inych ROS, predovsetkym peroxidu vodika.
Nakolko molekula DNA nesie celkovy zaporny naboj, pritahuje fahko kationy kovov (Zeleza, medi,...),
ktoré potom katalyzuji Fentonovu reakciu. Preto pritomnost chelata¢nych ¢inidiel inhibuje poskode-
nie DNA v pritomnosti peroxidov.

Z hladiska oxida¢ného poskodenia DNA je v porovnani s hydroxylovym radikalom ovela menej ne-
bezpecny singletovy kyslik a uhlikové, peroxylové a alkoxylové radikaly, ktoré preferuju pri oxidacii
ako substrat guanin, teda najlahsie oxidovatelna bazu. Kyselina chlérna naopak preferencne atakuje
pyrimidiny za vzniku glykolov a chlérovanych derivétov.

Vysledkom oxidacie DNA v pritomnosti RNS st najcastejSie 8-nitroguanin, 8-OH-Gua, FapyG,
tyminglykol a 5-hydroxymetyluracil.

Nasledky oxida¢ného poskodenia baz DNA st spojené s ich nespravnym sparovanim, ¢o by viedlo
k vzniku neziaducich mutdcii. Preto existuje v organizme systém prisnej kontroly, pri ktorej su po-
$kodené bazy ,vystrihnuté“ a nahradené novymi bazami. Na oprave DNA sa podielaju nespecifické
endonukleazy, ktoré odstranuju cely tisek DNA nesuci poskodenu bazu a DNA glykozylazy, ktoré do-
kazu odstranit jednu $pecificki poskodenu bazu. Existuje viacero metodik, ktoré umoznuju stanovit
a kvantifikovat oxida¢ne poskodené bazy a DNA molekuly, ktoré budu podrobnejsie popisané v kapi-
tole 4 (4.3.3 Markery oxida¢ného poskodenia deoxynukleovej kyseliny).

Zlom vodikovej vazby (_’—Dvou ty zlom DNA
Dimér pyrlmldlnovych

baz Strata bazy

, \

P

Al ra z

Krizova vazba —P_ \ «——— Zamena bazy
1
P

\P ,

Krizova vazba

ﬁ" Zlom vldkna DNA
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Obrdzok 4. Typy oxidacného poskodenia DNA

Oxida¢né poskodenie DNA vedie k vzniku r6znych typov mutdcii. Vysledkom reakcii voInych radi-
kalov s DNA su zmeny v jej primdrnej Strukture, ktoré su dané predovsetkym zdmenou alebo stratou
bdz, vznikom zlomov na vladknach DNA, alebo vytvorenim kriZovych vizieb. Krizové vizby mozu
vznikat na tom istom vlakne DNA, ale aj medzi jednotlivymi vlaknami navzdjom. Casto sa krizové
vazby tvoria medzi vlaknami DNA a inymi molekulami, napriklad proteinmi, ¢im dochadza k naru-
$eniu ich funkcie. http://www.radiation-scott.org/radsource/3-0.htm

1.2.3.2 OXIDAENE POSKODENIE CUKORNEJ ZLOZKY DNA A PROTEINOV CHROMATINU

Oxidacie postihuju aj cukornt zlozku DNA - deoxyribdzu, ktora sa po oxidacii decyklizuje a rozpada
na rozne uhlikové radikaly. Tieto v pritomnosti kyslika vytvaraja peroxylové radikaly, ktoré podlieha-
ju dal$im reakciam za vzniku karbonylovych derivatov (medziinym aj MDA). Oxidacia sacharidovej
zlozky DNA moze viest k zlomom vlakna DNA, kde poskodené cukry tvoria konce fragmentov DNA,
alebo st z DNA uvolnené. Pri nizkej dostupnosti kyslika sa C5 ‘radikaly deoxyribézy mozu viazat
s purinom toho istého nukleozidu v polohe C8 za vzniku cyklickych produktov (8,5"-cyklo-2"-de-
oxy-guanozin/adenozin).

Oxida¢nym reakciam podliehaju tiez aminokyseliny proteinovej zlozky DNA (v ramci chromatinu).
Radikaly aminokyselin ¢asto atakuji bazy DNA a vytvaraja tak medzi nimi krizové véazby, ktoré zabra-
nuji DNA v jej replikacii a transkripcii.
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2
NEENZYMOVE ANTIOXIDANTY

Ako antioxidanty su oznacované vsetky latky, ktoré zabranuju volnoradikalovym reakciam. V prie-
behu evolucie sa u vsetkych zZivych organizmov vyvinuli ochranné systémy zamerané na boj s volny-
mi radikalmi a oxida¢nym stresom. Tyka sa to dokonca aj anaerdbnych baktérii, ktoré sa malokedy
dostavaju do kontaktu s kyslikom. Jedna sa predovsetkym o enzymové systémy, ktoré sa akymkolvek
spdsobom zucastnuji na antioxidac¢nej aktivite. Podla miesta ich zasahu ich mozno rozdelit do troch
zakladnych kategorii:

1. Enzymy s priamou antioxida¢nou aktivitou - reaguji priamo s molekulami s oxida¢nym ucin-
kom (volnymi radikdlmi)

2. Dopliujice enzymové systémy - podporuju funkcie enzymov prvej skupiny (napriklad sa zu-
¢astiiuji na obnove ich aktivity)

3. Reparacné enzymy - zabezpecuju ,opravu“ oxida¢ne poskodenych biomolekdl (prikladom st
repara¢né enzymy oxidacne poskodenej DNA)

Zvysok oxidacnej obrany organizmov je zabezpeceny nizkomolekuldrnymi latkami neenzymového
charakteru, ktoré moézu svojou aktivitou podporovat enzymové antioxidanty. Vacsina z nich nie je
syntetizovana v organizme a je nutné ich prijat v diéte. Okrem $irokého spektra latok rastlinného po-
vodu (vitaminy, karotenoidy, organosulfatové zliceniny, polyfenoly a mnohé iné) sa do tejto skupiny
zaraduju aj kovové a niektoré nekovové mineraly. Su dolezitymi kofaktormi mnohych antioxida¢ne
posobiacich enzymov, ¢o poukazuje na ich vyznamné postavenie v oblasti reguldcie oxida¢ného stre-
su.

Z endogénnych neeznymovych zlicenin sa ako antioxidanty uplatiuja glutation, tioredoxiny, kyselina
mocova, kyselina lipoova, koenzym Q10 a mnohé dalsie, ktorych antioxida¢na aktivita je stale v pro-
cese vyskumu.

Denne sa objavuju spravy o novych, zatial menej znamych latkach zo skupiny nizkomolekularnych
neenzymovych antioxidantov a benefitoch ich uzivania pri ré6znych ochoreniach. Tato kapitola je za-
merana na charakterizaciu najznamejsich neenzymovych antioxidantov, pricom mnohé z nich st st-
castou vyzivovych doplnkov, ktoré je mozné zakuapit bezne v lekarnach.

2.1 MINERALY

2.1.1 ZINoK

Zinok (Zn) je mineral, u ktorého bol sice dokazany nepriamy antioxida¢ny ucinok, no nikdy nebola
dokazana jeho priama interakcia s volnymi radikalmi. Mechanizmus jeho antioxida¢ného posobenia
nie je preto dodnes celkom znamy a podla vyskumov s najvac¢Sou pravdepodobnostou nesuvisi s akti-
vitou zinok-dependentnych enzymov s antioxida¢nou aktivitou.

Vo vSeobecnosti je mozné rozdelit antioxidacny ucinok zinku na chronicky a akutny. Z dlhodobého
hladiska bolo dokazané, Ze pri zniZenom prijme zinku reaguje organizmus citlivejSie na oxidacny
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stres, predovsetkym zvysenou produkciou volnych radikalov pri oxidacnom poskodeni. Podla vy-
sledkov $tadii zvysené hladiny zinku stimuluji metalotioneiny, nizkomolekularne proteiny s vysokym
obsahom cysteinu, prostrednictvom ktorého je naviazany zinok (alebo aj iény Ag, Cu, Cd a Hg).

Z akatneho hladiska boli popisané dva mozné mechanizmy antioxida¢ného posobenia zinku:

1. Stabilizacia tiolovych (-SH) skupin proteinov. Tento ucinok zinku bol $tudovany na enzyme
§-aminolevulinat dehydrataze (podiela sa na syntéze hému), avsak podobné tcinku zinku mozno
ocakavat aj u inych enzymovych systémov, ktorych aktivita zavisi na oxida¢nom stave ich tiolovych
skupin. Zinok v experimentoch dokazal zabranit oxidacii tiolovych skupin, ktora vedie k tvorbe disul-
fidovych mostikov, kym naopak deprivacia zinku viedla k zvyseniu reaktivity tiolovych skupin a strate
enzymovej aktivity §-aminolevulinat dehydratazy. Ako mozné mechanizmy, ktorymi zinok chrani tio-
lové skupiny, boli navrhnuté priama vézba zinku na tiolové skupiny, alebo vdzba na inu ¢ast proteinu.
Pri vizbe na protein pritom zrejme dochadza k stérickému chraneniu tiolovych skupin, pripadne
konformacnej zmene proteinu, ktorej vysledkom je zniZena reaktivita tiolovych skupin. Je v§ak nutné
poznamenat, Ze nie vSetky enzymy, ktoré viazu zinok, mozu profitovat z jeho antioxidacnej aktivity;
prikladom st uz spominané metalotioneniny, u ktorych oxidacia tiolovych skupin vedie k uvolneniu
zinku z proteinu.

2. Znizenie produkcie OH", vznikajucich z H,0, a O, prostrednictvom antagonizmu redoxne
aktivnych prechodnych kovovych prvkov (predovietkym Zeleza a medi, ale aj kobaltu a niklu, ka-
pitola 1 (1.1.1 Kyslikové radikdly a reaktivne formy kyslika, Haber-Weissova a Fentonova reakcia).
KedZze OH' st povazované za jeden z najagresivnejsich druhov volnych radikalov, ktoré sa zucastiuja
na oxida¢nom poskodeni vsetkych biomolekal - lipidov, proteinov, nukleovych kyselin aj sacharidov,
antagonisticky efekt zinku ma pri tychto reakciach zasadné postavenie. Nakolko zinok je z hladiska
schopnosti vytvarat koordinacné vazby podobny Zelezu a medi, je schopny vytlacit tieto redoxne ak-
tivne kovy z miesta ich vdzby na biomolekulach, kde ich pritomnost stimuluje vznik hydroxylovych
radikalov, ¢o vedie k miestnemu oxida¢nému poskodeniu. Zinok viazany na biomolekuly, na rozdiel
od zeleza a medi, nekatalyzuje vznik volnych OH". Pozitivny efekt nahradzania redoxne aktivnych
kovov zinkom bol dokazany vo viacerych $tudiach, poukazujucich predovsetkym na jeho miestne
$pecifické antioxida¢né ucinky. Preto sa zacalo uvazovat o moznosti podavania zinku ako antioxi-
daénej podpory pri akutnom oxida¢nom poskodeni tkaniv. Stidie, ktoré nasledovali demonstrovali
opakovane in vitro, ako aj in vivo kardioprotektivny tc¢inok zinku a jeho schopnost oslabit ischemické
a postischemické poskodenie tkaniva. Postupne sa tieto $tudie rozsirili aj na dalsie organové systémy
(zaludok, mozog, oblicky, retina,...), na ktorych bol tiez dokazany jeho antioxida¢ny uc¢inok.

2.1.2 SELEN

Selén (Se) je stopovy prvok, ktorého nedostatok sa spdja so zvySenym rizikom vyskytu viacerych
ochoreni (nadorovych, srdcovych a dalsich). Vyskum ulohy selénu v tychto patologickych stavoch,
ktoré uzko suvisia s oxidacnym stresom stipol po tom, ako bolo zistené, Ze selén je zastipeny v selé-
noproteinoch, ktoré su sucastou antioxida¢ne aktivnych selénoenzymov (glutatidnperoxidazy, tiore-
doxin reduktazy). Hlavnou formou selénu v selénoproteinoch je selénocystein (atéom siry v cysteine je
nahradeny selénom), ¢asto oznacovany ako 21. esencidlna aminokyselina. Selénoenzymy budu detail-
nej$ie popisané v dalSom texte (3.4.1 Glutatiéon peroxidazy (GPx)).

2.2 VIiTAminy

2.2.1 Vitamin C (KYSELINA ASKORBOVA)

Vitamin C je produktom glukézového metabolizmu rastlin a vSetkych zivoc¢ichov okrem primatov,
ktoré ho nedokazu syntetizovat. V poslednom kroku je syntéza vitaminu C zabezpecena enzymom
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L-gulonolaktén oxidazou, ktorého gén sa v zmutovanej a neaktivnej forme nachadza aj v genéme ¢lo-
veka. Vitamin C vSak zabezpecuje viaceré metabolické procesy, ako napriklad syntézu noradrenalinu
a karnitinu, hydroxylaciu prolinu a lyzinu (tvoria primarnu $truktdru kolagénu), ¢i absorbciu zeleza
v Creve, preto jeho prijem musi byt zabezpeceny v dostato¢nej davke v potrave. Nedostatok vitaminu C
vedie k ochoreniu oznac¢ovanému skorbut, ktorého hlavnymi symptémami st osteoporéza, hemoragia
a anémia. Priemerné hladiny vitaminu C v krvi (30-100 pmol/l) zabezpeci cca 60-100 mg jeho dennej
davky v strave. Po absorbcii vitaminu C je jedna z dvoch hydroxylovych skupin, ktoré sa nachadzaju
v $trukture molekuly plne ionizovana, preto sa vitamin C oznacuje aj ako “askorbat”. Vitamin C je
vstrebavany v ¢reve gradientovym kotransportom s Na*, jeho mensia cast mdze byt absorbovana aj
vo forme oxida¢ného produktu - dehydroaskorbatu (DHA), ktory je v ¢reve naspét redukovany na
askorbat a moze byt transportovany plazmou do buniek. Vi¢sina buniek je vybavena transportnym
systémom pre gradientovy kotransport askorbatu s Na*, niektoré bunky vsak dokazu prijimat aj DHA
cez transportné systémy glukozy.
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Obrdzok 5. Struktira vitaminu C

Z chemického hladiska je vitamin C cukornd kyselina - y-laktén dioxogulénovej kyseliny s endiolo-
vym usporiadanim na atémoch C, a C,, ktoré su nositelmi jej silnych redukcnych t¢inkov. Postupnou
oxidaciou hydroxylov na tychto dvoch uhlikoch vznikd L-dehydraskorbat.

Okrem zabezpecenia vyssie uvedenych metabolickych procesov boli u askorbatu dokazané aj mno-
hé antioxida¢né ucinky. Askorbat ma silné redukéné ucinky, odovzdanim jedného elektrénu z neho
vznika semidehydroaskorbat (SDA), ktory ma charakter radikalu a moze byt dalej oxidovany az na
DHA. Po reakcii askorbatu s volnymi radikalmi vznika SDA, pricom dochadza k zneskodneniu vol-
ného radikalu. SDA radikal je vysoko stabilny, nema vyrazné oxida¢né ani redukcéné ucinky, ¢o askor-
bat zaraduje medzi velmi dobré antioxidanty. Takto askorbat zabezpecuje antioxida¢nt ochranu pri
vychytdvani $irokej Skaly ROS (O,~, HOO", OH", RO,’, 'O,, O,), RNS (NOO), radikalov siry, HCIO,
ONOOH a nitrozyla¢nych ¢inidiel. Kym vysledky antioxidacnej aktivity askorbatu dokladuju predo-
vSetkym mnohé in vitro $tudie, priame dokazy o antioxidacnej obrane organizmu in vivo su obmedze-
né. U jedincov so zniZzenymi hladinami askorbatu bol preukdzany jeho pozitivny ucinok v stvislosti
s oxida¢nym poskodenim buniek. No u zdravych ludi s vyvazenou stravou zvyseny prijem askorba-
tu vo forme doplnkov vyzivy nezabezpeci dodato¢ny antioxida¢ny ucinok. Faktom vsak zostava, ze
pri miestnom oxida¢nom poskodeni (napriklad v kiboch u pacientov s reumatoidnou artritidou) je
askorbat oxidovany vo vys$sej miere za vzniku DHA. TiezZ bolo potvrdené, Ze u fajciarov a pacientov
s diabetes mellitus, teda u skupin ludi so zvySenym oxida¢nym stresom, st hladiny askorbatu znizené.

U zdravych [udi je pomer askorbat/DHA vysoky, pri oxida¢nom zatazeni organizmu vznikajice SDA
radikaly podliehaju disproporcia¢nej reakcii za vzniku askorbatu a DHA, ktory sa rozklada na roz-
ne produkty oxalatu. Vac¢sina buniek disponuje enzymami, ktoré dokazu redukovat DHA naspét na
askorbat, na ukor oxidacie glutatiénu a NADH.

Vo vodnych roztokoch je askorbat pri fyziologickom pH stabilny, ale v pritomnosti iénov prechod-
nych kovov, najmé Zeleza a medi, dochadza k jeho rychlej oxidacii za vzniku peroxidu vodika a hy-
droxylovych radikalov. In vitro tak bol pozorovany vzostup OH" napriklad pri rozpustani Sumivych
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tabliet askorbatu vo vode z vodovodu, ¢o ma viac-menej negativne nasledky. Prooxida¢na aktivita
askorbatu preto predstavuje technologicky problém pre farmaceuticky, ako aj potravinarsky priemysel
pri spracovavani askorbatu a priprave vhodnych liekovych foriem, ¢i potravin. In vivo prooxida¢na
aktivita askorbatu zavisi od dostupnosti volnych iénov kovovych prvkov, ktora je limitovand, nakolko
kovy sa vyskytuju v bunkach prevazne vo viazanej forme. Mnohi autori vSak diskutuji prooxida¢né
ucinky askorbatu pri poraneni tkaniv, u ktorych dochadza k uvolnovaniu kovovych iénov. Je to aj do-
vod pochybnosti pre podavanie vysokych davok vitaminu C u pacientov s diabetes mellitus.

Casto sa polemizuje o vplyve rddovo gramovych davok vitaminu C vo vyZivovych doplnkoch a o ich
vplyve na zdravie. Zastancom podavania vysokych davok vitaminu C bol laureat Nobelovej ceny pro-
fesor Linus Pauling, ktory navrhoval podavat 1 gram vitaminu C denne ako prevenciu pred prechlad-
nutim, pri¢om neskor sa vysoké davky vitaminu C zacali propagovat ako prevencia proti oxidacnému
stresu v liecbe dalsich ochoreni a starnutiu. Napriek mnohym ohlasom o toxicite vysokych davok
vitaminu C takéto tvrdenia neboli dokazané, no na druhej strane neexistuja ani jednoznac¢né dokazy
o pozitivnom uc¢inku “megadavok”. Vitamin C je vylu¢ovany mocom, v oblickach prebieha jeho aktiv-
na reabsorbcia, no kapacita tychto transportnych systémov je limitovand. Denne sa tak reabsorbuje asi
200 mg vitaminu C, akykolvek nadbytok pri zvySenej davke je vyliceny z organizmu.

2.2.2 VitamiNn E

Vitamin E nie je, ako by sa mohlo zdat, oznacenie pre konkrétnu zluc¢eninu. Treba ho chapat ako nut-
ri¢ny pojem, ktory pomentva celt skupinu v tukoch rozpustnych latok podobnej $truktary. Vitamin
E teda v skuto¢nosti zahfna skupinu $tyroch tokoferolov (a, §, y a §) a $tyroch tokotrienolov (a, B,
y a §). V literatdre je ¢asto vitamin E synonymom pre a-tokoferol (¢o je najcastejsie sa vyskytujuca
zlucenina tejto skupiny latok u cicavcov), nie je to vSak spravne oznacenie.

Vitamin E bol objaveny v roku 1922 ako faktor nevyhnutny pre zabezpecenie reprodukcie potkanov.
Jeho dalsi vyskum poukazal predovsetkym na dobré antioxida¢né ucinky v lipidovych struktarach.
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Obrdzok 6. Struktiira a-tokoferolu

Vsetky tokoferoly pozostavaju z 6-hydroxychromanového jadra a dlhého izoprenoidného retazca. Li-
pofilny retazec je v membranach orientovany do vnutra lipidovej dvojvrstvy, kym hydrofilné jadro,
ktoré je zodpovedné za antioxida¢ny ucinok, sa nachadza na povrchu membrany, kde prichadza do
kontaktu s volnymi radikalmi.

Zo struktury vitaminu E vyplyva, Ze sa jedna o latky dobre rozpustné v tukoch, v organizme je preto
vitamin E distribuovany najma v membranach a lipoproteinoch, kde sa zu¢astnuje na vychytavani vol-
nych radikéalov, predovsetkym v procesoch peroxidacie lipidov. In vitro neexistuji medzi tokoferolmi
a tokotrienolmi takmer Ziadne rozdiely v ich antioxidacnej kapacite. Vyhodou vitaminu E je, Ze lipi-
dové peroxylradikaly (LOO") vychytava rychlostou rddovo 4-krat vysSou, nez je ich rychlost reakcie
s lipidmi. Navyse, radikaly vitaminu E mo6zu reagovat s dal$im volnym lipidovym peroxylradikalom
za vzniku stabilnej $truktiry. Teda jedna molekula vitaminu E je schopnd zneskodnit dve molekuly
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volného radikalu, pricom okrem lipidovych peroxylov je vitamin E schopny posobit aj ako zhasac
singletového kyslika a hydroxylovych radikalov.

U ludi najviac zastupeny a-tokoferol je studovany aj z hladiska moznosti recyklacie svojho radikalu,
ktora prebieha na neenzymovej urovni. Medzi latky, ktoré dokazu a-tokoferol recyklovat, patria v pr-
vom rade askorbat, koenzym Q, glutation a niektoré flavonoidy. Moznost recyklacie a-tokoferolu je
eventualne jednym z vysvetleni, prec¢o sa v biologickych $trukturach nachadza v pomerne nizkych
koncentraciach (napriklad v jednom LDL lipoproteine je len 6-10 molekul vitaminu E).

Podobne ako vitamin C, zlic¢eniny vitaminu E maju tiez tendenciu redukovat prechodné kovy, a tak
podnecovat ich prooxida¢ny ucinok. Prooxida¢né ucinky vitaminu E vyplyvaju aj z jeho schopnosti
reagovat (aj ked len nizkou rychlostou) s polynenasytenymi mastnymi kyselinami za odobratia vo-
dika a vzniku lipidového peroxylového radikalu. Tento fenomén sposobuje skor problém in vitro pri
nadbytku pridaného vitaminu E v potravinach a roznych liekovych formach (napriklad lipidovych
emulziach), ¢o vedie skor ku generdcii volnych radikalov a potlaca antioxida¢ny efekt vitaminu E.

Odportcana denna davka vitaminu E pre dospelych Iudi je 10 mg pre muzov a 8 mg pre Zeny. Zvy3e-
né davky vitaminu E nemajua toxicky uc¢inok, no mézu do istej miery ovplyviiovat zrazanlivost krvi.
Metabolit a-tokoferolu — a-tokoferylchinén - je totiz $truktirny analég vitaminu K a ovela silnejsi
antikoagulant.

Antioxida¢né schopnosti a-tokoferolu st velmi dobre preskimané in vitro. V podmienkach in vivo
plati opét, ze pri vyvazenej strave zvysené davky vitaminu E vo vyzivovych doplnkoch neprinasaju
dodato¢ny antioxidacny efekt. Preto je aj vacSina $tudii orientovana na vyskum poruch spojenych so
znizenymi hladinami vitaminu E, u ktorych bola dokdzana zvy$end miera oxida¢ného stresu a na-
chylnost na toxicitu kyslika. ZniZené hladiny vitaminu E u hlodavcov sprevadzaju aj zvysené hladiny
markerov starnutia buniek. U zvierat nevedie deficit samotného vitaminu E k zdvaznym porucham.
Tazké poruchy, nezlucitelné so Zivotom boli popisané iba v kombinacii s deprivdciou vitaminu C,
alebo selénu. U ITudi nedostatok vitaminu E vychadza najcastejsie z portch vstrebavania tukov (na
vstrebavanie vitaminu E v ¢revach je potrebné isté mnozstvo tuku, pricom vstrebanych je len cca 25-
50 % z podanej davky). Pri kratkodobom zniZenom prijme vitaminu E u [udi nedochddza k zavaznym
porucham. Dlhodoby nedostatok vitaminu E sa vSak prejavuje zavaznymi poruchami, vratane neuro-
patii, portch zraku (membrany retiny st mimoriadne citlivé na oxida¢ny stres) a hemolyzy (oxidacia
membrany erytrocytov).

2.2.3 Vitamin K

Vitamin K bol objaveny v roku 1930, na zaklade jeho dolezitej ulohy v procese krvnej zrazanlivosti.
Je to v tukoch rozpustny vitamin, ktory sa vyskytuje v troch formach - vitamin K, - fylochinén je
rastlinného povodu, vitamin K, - menachindn je produkovany mikrébmi v Creve a vitamin K, - me-
nadion - synteticka toxickd forma vitaminu K, dnes je uz jeho uzivanie v mnohych $tatoch zakazané.
Antioxidacné, protinadorové a protizapalové ucinky vitaminu K, rovnako ako funkcia pri zabudova-
vani kalcia do kosti patria medzi menej zndme ucinky vitaminu K.

Qttp:ﬁcs.wi kipedia.org/wiki/Vita m%Ca%ADn_K)
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Obrdzok 7. Struktira vitaminu K,

Chemicky je vitamin K, derivat 2-metyl-1,4-naftochinénu, ktory nesie v pozicii 3 postranny retazec s
jednym nenasytenym a troma nasytenymi izoprenoidnymi reziduami.

Vitamin K nie je klasicky antioxidant, ale experimenty poukazuji na tlohu hydrochinénovej formy
vitaminu K pri zhdgani volnych radikdlov. Stadie potvrdili, Ze zniZenie oxidacie kyseliny linolovej je
priamo umerné koncentracii vitaminu K a v porovnani s vitaminom E dosahuje v ekvimolarnych
mnozstvach az 80 % jeho antioxida¢ného efektu. Neddvno bola dokdzana aj protektivna tloha vitami-
nu K pri bunkovej smrti primarnych neurocytov spdsobenej oxida¢nym zranenim. V uvedenom ex-
perimente podavanie vitaminu K zabranilo akumulécii volnych radikélov, ¢o odvratilo bunkovt smrt.
Uvazuje sa preto, ze v buducnosti by sa vitamin K mohol aplikovat aj ako ochrana pri ischemickom
poskodeni mozgu.

2.2.4 ViTAMIN A A KAROTENOIDY

Karotenoidy st skupinou asi 700 latok, charakteristickych svojim vyraznym zafarbenim, preto sa za-
raduju medzi pigmenty. St produktmi metabolizmu rastlin; ¢lovek karotenoidy nesyntetizuje, musi
ich prijimat v potrave spolu s tukmi, ktoré umoznuja ich vstrebavanie v ¢reve. Medzi najznamejsie
karotenoiy patri -karotén, lykopén, zeaxantin a lutein. V organizme su karotenoidy distribuované
v lipoproteinovych casticiach a zabudovavané do membran a tukovych depotov. Najvyssie percento
kartenoidov sa nachadza v tukovom tkanive a peceni. Ich najvyssia koncentracia je sustredena v zltom
teliesku vajecnikov, nadobli¢kach a semennikoch. Karotenoidy lutein a zeaxantin sa nachadzaju vo
vysokej koncentracii v o¢nej makule (ZItej skvrne). Hladina karotenoidov v plazme je kolisava, zavisi
od zlozenia stravy a individualnej variabilite vstrebavania tukov. V ¢reve st karotenoidy Stiepené na
retinal, z ktorého potom vznika retinol (vitamin A). Pri saturacii vitaminu A v organizme klesa akti-
vita Stiepiacich enzymov, ¢im sa predchadza jeho akumuldcii. Zvysné vstrebané karotenoidy su trans-
portované lipoproteinmi do periférnych organov.

Ludsky organizmus dokaze prijat a metabolizovat asi 50 zo znamych karotenoidov, z ktorych nakoniec
syntetizuje vitamin A, pri¢om -karotén ma najvyssiu aktivitu. Asi 95 % z karotenoidov v plazme tvori
$est hlavnych zlucenin - f-karotén, B-kryptoxantin, a-karotén, lutein, zeaxantin a lykopén. Vitamin
A je prekurzorom aldehydu 11-cis retinalu, z ktorého vznika rodopsin. Rodopsin ako sucast fotore-
ceptorov na sietnici oka je potrebny pre prenos nervového vzruchu, ktory zabezpecuje zrakovy vnem.
Pri dlhodobom nedostato¢nom prijme vitaminu A preto dochadza k slepote.

B-karotén Retinol

http://www.sas.upenn.edu/~patricam/e-portfolio4.htm http://en.wikipedia.org/wiki/Retinol

Obrdzok 8. Struktira B-karoténu a vitaminu A (retinolu)

Karotenoidy st terpenoidy syntetizované z niekolkych izoprénovych jednotiek. V procese ich synté-
zy je lykopén poslednym linearnym karotenoidom. Cyklizacia koncovych izoprenoidnych jednotiek
déava vznik -karoténu s dvoma hexacyklami. Ich oxiddciou vznikaju xantofyly (zeaxantin, lutein).

Retinol obsahuje B-jononovy cyklus a postranny izoprenoidny retazec so Styrmi dvojitymi vizbami v
konjugacii s ndsobnou vizbou na jononovom cykle. Efekt delokalizacie elektrénov umoznuje vstreba-
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vanie svetla istej vinovej dlzky, ¢o dava retinolu $pecifické tmavocervené zafarbenie.

Karotenoidy a vitamin A v ulohe antioxidantov sluzia ako priame vychytavace volnych radilakov, pri-
¢om antioxida¢ny Gc¢inok karotenoidov je v porovnani s vitaminom A ovela silnejsi. KedZe tieto mo-
lekuly st lokalizované najmai v lipofilnom prostredi, ich aktivita sa uplatiiuje hlavne pri peroxidacii
lipidov, protektivny u¢inok v$ak u nich nebol dokdzany v lipoproteinovych ¢asticiach. Pravdepodobne
je to sposobené malou koncentraciou karotenoidov v lipoproteinoch, kde na jednu LDL casticu pri-
pada len jedna ich molekula. Karotenoidy reaguju s r6znymi typmi volnych radikalov, predovsetkym
vychytavaju singletovy kyslik, dokonca s vyssou rychlostou ako a-tokoferol. Schopnost neutralizo-
vat oxida¢né ucinky singletového kyslika zavisi od Struktury karotenoidov (pocet nasobnych vizieb,
pritomnost cyklov v koncovej ¢asti molekuly a ich substitucia), pricom najviac aktivny je lykopén.
Neutralizacia singletového kyslika sa povazuje za hlavny mechanizmus, ktorym karotenoidy inhibuju
peroxidaciu lipidov, a bolo dokazané, Ze rovnaky mechanizmus prispieva k ochrane pokozky u pa-
cientov s porfyriou. Nevyhodou vsak je, ze karotenoidy sa na dennom svetle rychlo rozkladaji. Me-
chanizmus ucinku karotenoidov pri kontakte s volnymi radikalmi spociva v elektrénovom prenose,
alebo v odovzdani vodika, v oboch pripadoch za vzniku karoténového radikdlu. Tento modze dalej
podliehat disproporcionacii, alebo mdze byt recyklovany (napr. askorbatom alebo a-tokoferolom).
S peroxylovymi radikalmi mo6zu karotenoidy reagovat aj za tvorby adi¢ného produktu (opét radika-
lu), ktory bud priamo zhdsa dalsi radikal, alebo mdze byt oxidovany za tvorby nového peroxylového
radikalu. Podobne, pri reakciach s tiolovymi radikalmi karotenoidy poskytuju adi¢né produkty, ktoré
st dalej oxidované za vzniku peroxylovych radikalov. Aj keby sa na prvy pohlad mohlo zdat, Ze vznik
karotenoidovych peroxylovych radikalov podporuje oxidac¢ny stres, nie je to pravda. V karoténovych
radikaloch su totiz elektrény natolko delokalizované, Ze v skuto¢nosti je ich reakcia s kyslikom velmi
pomala a jej rychlost zavisi najma od koncentracie kyslika v prostredi. Preto su prooxida¢né ucinky
karotenoidov limitované. Je mozné zhrnut, ze protektivny antioxida¢ny tc¢inok karotenoidov zavisi od
typu reak¢éného partnera, prostredia, v ktorom sa nachddza, a koncentracii kyslika v danom prostredi.
Bolo dokazané, ze pri peroxidacii lipidov je antioxidacny ucinok zmesi karotenoidov ucinne;jsi, nez
v porovnani s podavanim jedného typu karotenoidu, o to viac, ak zmes obsahuje lykopén a lutein, ¢i
navyse vitamin E.

Zeaxantin a lutein su jediné karotenoidy pritomné v Sosovke oka. Kedze oxida¢né poskodenie je jed-
nou z pricin vzniku katarakty (zakal o¢nej $osovky), podavanie oboch karotenoidov by mohlo pred-
chadzat tomuto ochoreniu. U zeaxantinu bolo dokazané, Ze jeho zvy$ené hladiny v plazme signifikant-
ne koreluju so znizenym rizikom vyskytu katarakty.

Je treba poznamenat, Ze v sucasnosti si karotenoidy skiimané aj pre ich dalSie metabolické ucinky, a to
najmi protizapalové ucinky (moduldcia lipoxygendazovej aktivity) a ich schopnost regulovat gény ria-
diace medzibunkovu komunikaciu. V tejto stvislosti sa experimenty zameriavajui na objasnenie ulohy
karotenoidov pri kardiovaskularnych a nddorovych ochoreniach. Niekolko studii potvrdilo znizenie
rizika vyskytu nadorovych ochoreni pri zvysenej hladine lykopénu v plazme, ktory pochddzal zo zvy-
$enej konzumacie raj¢in u sledovanych subjektov.
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Obrdzok 9. Miesta pdsobenia nizkomolekuldrnych antioxidantov na membrdne

Vitamin C nie je typickym antioxidantom lipofilnych $truktdr, akymi st membrany, preto uplatiuje
svoj antioxida¢ny uc¢inok primarne na ich povrchu, ktory tvoria polarne casti fosfolipidovych mole-
kual. Karotenoidy st naopak velmi u¢innymi antioxidantmi membran, kde zabranuju predovsetkym
oxidacii mastnych kyselin vo fosfolipidoch (napr. f-karotén). Astaxantin je atypicky karotenoid, kto-
ry nesie na P-jonénovom cykle hydrofilné skupiny, ¢o umoznuje jeho $pecificka orientaciu napriec
membranou. Tato neobvykla Struktura astaxantinu tak zodpovedd v membranach za jeho vysoky an-
tioxida¢ny Gcinok. http://www.kalahealthinternational.com/astaxanthin_en.htm

2.3 KoEnzYmy

2.3.1 Koenzvym Q

Koenzym Q (ubichinén) bol objaveny v roku 1957 a je jednym z kofaktorov enzymov oxidoreduktaz,
ktory zabezpecuje ich mechanizmus uc¢inku prenosom atémov vodika. Koenzym Q sa vyskytuje vo
vysokej koncentracii v mitochondriach, kde sa podiela na oxida¢nej fosforylacii a syntéze makroener-
getickej zluceniny ATP. Preto sa koenzym Q nachadza vo vysokej koncentracii v energeticky naroc-
nych tkanivach ako srdce, pecen, svaly a pankreas. V ramci intracelularnej distribucie je koenzym Q
pritomny aj na membranach inych organel a extracelularne sa nachadza v lipoproteinoch.

Studie dokazali, Ze koenzym Q mé aj vyrazné antioxidaéné Ginky, vychytava peroxylové radikaly za
vzniku ubisemichinénového radikalu, ¢im zabranuje peroxidacii lipidov v membranach a lipoprotei-
noch. Rovnaky mechanizmus slizi aj na regeneraciu a-tokoferolového radikalu, ¢im prispieva k anti-
oxidacnej aktivite a-tokoferolu. KedZe rychlost vychytavania peroxylovych radikalov koenzymom Q
je asi 10x nizsia ako rychlost a- tokoferolu v rovnakych reakciach, jeho recyklacia koenzymom Q je
zrejme vyhodnejsia. V experimenoch sa potvrdila aj antioxida¢na ochrana koenzymu Q voc¢i protei-
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nom a DNA.

Antioxida¢na aktivita a tloha koenzymu Q v bioenergetickom metabolizme st dva zakladné mecha-
nizmy, ktoré podporuju klinické vyuzitie koenzymu Q. Niekolko klinickych $tudii preukazalo benefit
antioxida¢nych ucinkov koenzymu Q u rdéznych ochoreni (kardiovaskularne, neurodegenerativne,
néddorové, parodontalne ochorenia a imunodeficiencia). Ci vietky pozitivne tc¢inky koenzymu Q sd-
visia len s jeho znamymi funkciami, zatial nie je jasné. Ukazalo sa totiz, ze koenzym Q sa zucastnuje
aj regulac¢nych procesov expresie génov zapojenych do signélnych drah a transportu, ¢o tiez moze
prispievat k jeho pozitivnym u¢inkom.
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Obrdzok 10. Koenzym Q

Struktirou pripomina koenzym Q vitamin K. Jeho zaklad tvori chinénové jadro s postrannym retaz-
com zlozenym u Iudi z 10 jednotiek izoprénu (preto sa u fudi oznacuje ako koenzym Q10). Koenzym
Q je jediny endogénne syntetizovany, v tukoch rozpustny antioxidant.

2.4 NizKOMOLEKULARNE ENDOGENNE ANTIOXIDANTY

2.4.1 GLUTATION

Glutatiéon (y-glutamylcysteinylglycin, GSH) je tripeptid nestci tiolova skupinu, ktory je rozsireny
u rastlin, Zivocichov aj baktérii. Je rozpustny vo vode, preto je intracelularne lokalizovany primarne
v cytosdle bunky a jej hydrofilnych kompartmentoch. GSH sa nachadza v bunkach v milimolarnych
koncentraciach, ¢o z neho robi jeden z najdolezitejsich endogénnych antioxidantov vobec.

Asi 90 % GSH v bunke je v redukovanom stave, teda ako tripeptid. Oxidaciou glutationu dochadza
k vytvoreniu hexapeptidu - glutation disulfidu (GSSG), ked sa 2 molekuly glutatiéonu spoja prostred-
nictvom disulfidového mostika prislusnych cysteinov. Pomer GSH/GSSG je preto jeden zo zakladnych
parametrov merania oxidacného statusu v bunkach. Nakolko GSH md velmi dobré redukéné ucinky
(fahko odovzdava elektréony), je kofaktorom mnohych antioxida¢nych enzymovych systémov (peroxi-
daz), ako aj dobrym antioxidantom per se. GSSG je recyklovany enzymom NADPH-dependentnou
glutation-reduktazou. Naopak, GSH dokaze redukovat askorbat a v tukoch rozpustné antioxidanty -
vitamin E a karotenoidy. Experimenty dokazali, Ze cielend inhibicia syntézy GSH je letdlna u zvierat,
ktoré nedokazu syntetizovat askorbat, no u zvierat, ktoré askorbat syntetizuju, sa deficit GSH prejavil
“len” zvy$enim oxdia¢ného stresu. Externy prijem askorbatu dokazal tiez predist letalnym ucinkom
deplécie GSH. Naopak, u morciat na diéte bez askorbatu suplementdcia GSH vyvazila jeho nedosta-
tok. Medzi tymito dvoma antioxidantmi teda existuje uzky recipro¢ny vztah, v ramci ktorého docha-
dza k ich vzajomnej stabilizacii.
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Obrdzok 11. Struktira glutatiénu

Tiolova skupina cysteinu je nositefom redukénych vlastnosti GSH. Koncentracia redukovaného GSH
v bunke je ukazovatelom oxida¢ného statusu v bunke. O dolezitosti GSH ako bunkového antioxidantu
vypovedaju experimenty, v ktorych cielena deplécia GSH vedie k bunkovej smrti — apoptoze.

Vlastna antixida¢na aktivita GSH, spocivajica v priamych reakcidch s volnymi redikalmi, je najdole-
zitejsia v mitochondriach, kde v ramci oxidacnej fosforylacie dochadza k zvysenej produkcii volnych
kyslikovych radikalov. GSH je schopny reagovat a tak zhasat rozne volné radikaly (OH*, HCIO, ROr,
RO,, CO,", NO,’, ONOO, LOO, radikdly DNA). Vznikajuci tiylovy radikal glutationu (GS*) md vsak
potrencial reagovat s kyslikom za vzniku superoxidového radikalu.

Dalsi mechanizmus, ktorym GSH kontroluje oxida¢no-reduként rovnovahu, je udrziavanie tiolovych
skupin inych proteinov v redukovanom stave, medziinym aj antioxida¢ne posobiacich metalotionei-
nov. GSH chrani pred oxidaciou tiolové skupiny proteinov aj prostrednictvom tvorby tzv. zmiesanych
disulfidov, v pripade proteinov sa tento proces oznacuje ako protein-S-glutationylacia. Zvysené kon-
centracie glutationylovanych proteinov boli pozorované v tkanivach so zvysenym oxida¢nym stresom,
kde GSSG reaguje s -SH skupinami proteinov. To je zrejme aj dévod, prec¢o bunky v stave oxida¢ného
stresu exportuju GSSG do extracelularnych prestorov. Na druhej strane glutationylacia —-SH skupin
proteinov mdze byt prinosnd, nakolko takto viazané skupiny nepodliehaji dodato¢nej oxidacii. Navy-
$e existuju enzymy - glutaredoxiny (tioltransferazy), ktoré katalyzuju rozklad zmiesanych disulfidov
glutationu a tak regeneruju ako glutation, tak aj —-SH skupiny proteinov.

Za antioxidacnu aktivitu mozno pokladat aj chelata¢ny efekt GSH a vychytavanie iénov medi, ¢o zni-
zuje ich katalyticky uc¢inok pri produkcii hydroxylovych radikalov.

GSH zastava v organizme aj dal$ie vyznamné ulohy a zucastiiuje sa mnohych procesov, ako je syntéza
proteinov a DNA, enzymova katalyza, transmembranovy transport, receptorova aktivita, intermedi-
arny metabolizmus ¢i dozrievanie buniek. Vetky tieto aktivity GSH st nevyhnutné pre zachovanie
homeostazy organizmu. Bolo dokdzané, Ze vrodené defekty syntézy GSH u Iudi nie su sice letalne, ale
st spojené s hemolyzou a neuropatiami. Tento stav je mozné korigovat dodanim zvySeného prisunu
GSH v diéte. Aj u zdravych udi moéze dochddzat k znizeniu hladin GSH, a to bud vplyvom réznych
toxickych endogénnych faktorov (ioniza¢né ziarenie, poranenie tkaniva (popaleniny, ischemické po-
$kodenie, trauma, septicky $ok...), alebo pri zvysenych koncentraciach Zeleza, virusovych a bakteri-
alnych infekciach, nadmernej konzumacii alkoholu, ¢i nevyvazenej diéte (znizeny prijem bielkovin
s obsahom metioninu, prekurzora GSH).

2.4.2 TIOREDOXINY

Tioredoxiny st redukéne aktivne polypeptidy, syntetizované v prokaryotickych aj eukaryotickych
bunkach, ktorych mechanizmus antioxida¢ného ucinku je zalozeny na pritomnosti dvoch tiolovych
skupin v ich molekule. Bolo popisanych viacero typov tioredoxinov, typickych pre rdzne bunkové
kompartmenty, z ktorych najznamejsi je cytosdlovy typ - Trxl a mitochondridlny typ - Trx2. Chy-
bajtica expresia Trx1 sa ukazala byt letdlnou uz v embryonalnom $tddiu, ¢o poukazuje na dodlezitost
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tioredoxinov v zivych organizmoch. Je tomu tak preto, Ze tioredoxiny maji okrem antioxida¢nej ulohy
aj dalsie kritické funkcie, akymi st regulacia apoptdzy ¢i imunomodulacia. V tlohe antioxidantov, po-
dobne ako GSH, tioredoxiny prispievaji k udrziavaniu redoxnej homeostazy tiolovych skupin $truk-
tarnych aj funkénych proteinov a niektorych transkripénych faktorov (napr. NF-kB). Mechanizmus
ich uc¢inku spociva v redukcii disulfidovych vizieb proteinov za tvorby intramolekulového disulfi-
dového mostika v ich vlastnej molekule. Tioredoxiny mozu reagovat s disulfidmi bud samostatne,
alebo v komplexoch s biosyntetickymi enzymami (ribonukleotidové reduktazy, tioredoxin peroxidazy
a metioninsulfoxid reduktazy). Oxidované tioredoxiny su recyklované enzymaticky NADPH-depen-
dentnymi tioredoxinovymi reduktazami, ktoré maji podobny mechanizmus ucinku ako glutation re-
duktazy.

2.4.3 KyYSELINA MOCOVA

Dal$im endogénnym antioxidantom, ktory vznika ako odpadovy produkt purinovych nukleotidov, je
kyselina moc¢ova (KM). KM sa akumuluje intracelularne, ale je pritomna aj v extracelularnych kvapa-
linach (plazma, sliny, synovia, slzy,...). Pri fyziologickom pH je KM ionizovana na urat a nesie nega-
tivny naboj. Pri prekroceni prahovych koncentracii urat krystalizuje a uklada sa v roznych tkanivach,
predovsetkym v kiboch, ¢o vedie k ochoreniu ozna¢ovanému ako dna.
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Obrdzok 12. Kyselina mocovd (2,6, 8 - trihydroxypurin)

Po prijati elektronu kyselina mocova vytvori rezonancne stabilizovany radikal, ktory ma nizky poten-
cial reakcie s kyslikom. Recyklaciu kyseliny mocovej zabezpecuje askorbat.

Urat je schopny prijat elektron z hydroxylovych a peroxylovych radikalov, ¢im sa sam stava radikalom.
V uratovom radikale st vSak elektrény natolko delokalizované, Ze jeho oxiddcia a vznik peroxylového
radikalu je velmi pomaly proces. Navyse urat moze byt recyklovany v pritomnosti askorbatu. V respi-
ra¢nom systéme urat pomaha vychytavat radikaly ozénu a NOO". Okrem priamej reakcie s volnymi
radikalmi prispieva urat k celkovej antioxidacnej aktivite aj prostrednictvom chelatacie i6nov Zeleza
a medi a tym, Ze sluzi ako preferen¢ny substrit pre oxidaciu systému hémové proteiny/H O, ¢im
zabranuje oxidacii inych biomolekul. Nitracii proteinov predchadza urat tvorbou adi¢ného produktu
s peroxynititom, ktory sa rozklada za vzniku NO-, ¢im ho vlastne recykluje.

2.5 ORGANICKE ZLUCENINY SiRY

2.5.1 ORGANICKE ZLUCENINY SiRY V CESNAKOVEJ SILICI

Medzi antioxidac¢né zluceniny patri aj skupina organickych latok s obsahom siry, ktoré sa nachadza-
ju vo velkom mnozstve v cesnaku-dialylsulfid, dialyldisulfid, dialyltrisulfid a alicin. Zosilnena anti-
oxida¢na ucinnost tychto latok bola dokazana v synergizme s askorbatom a s a-tokoferolom. Pocet
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alylovych skupin a stipajuci pocet atdbmov siry je rozhodujuci pre ich antioxida¢nu aktivitu, preto
z uvedenych latok je najucinnejsi dialyltrisulfid.
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Obrdzok 13. Struktiira zlicenin siry cesnakovej silice

Dialyldisulfid je rozpadovym produktom alicinu. Obe latky su sticastou cesnakovej silice.

2.5.2 N-ACETYLCYSTEIN

N-acetylcystein (NAC) je znamy ako antidétum pri otrave paracetamolom a dodnes sa pouziva aj
ako mukolytikum pri ochorenich dychacich ciest. NAC vznika v procese syntézy GSH, cize je syn-
tetizovany endogénne. Je to donor cysteinu pre GSH, ale tiolova skupina NAC zabezpecuje aj jeho
antioxida¢nu aktivitu. Poddvanie NAC zniZuje riziko apoptézy v bunkach vystavenych oxida¢nému
zatazeniu a zabranuje aj vzniku DNA zlomov pri radia¢nom Ziareni. NAC prispieva aj k redukcii syn-
tézy nitritov, pricom mechanizmus tohto tcinku je zaloZeny na reakcii medzi tiolovou skupinou NAC
a'NO, ¢o je aj jeden zo spdsobov prenosu a akumuldcie aktivnej formy "NO.

2.5.3 KYSELINA LIPOOVA

Kyselina a-lipoova (KL) je oxida¢ny cyklicky produkt 6,8-ditio-oktanovej kyseliny, ktora nesie funk-
ciu kofaktora transferaz, chelatacného ¢inidla a antioxidantu. Redukciou cyklického disulfidu vznika
z KL dihydrolipoova kyselina (DHKL). U ludi sa KL syntetizuje de novo, ale prijimame ju aj v diéte.
KL je rozpustna ako v lipofilnom, tak aj v hydrofilnom prostredi, nachadza sa teda v roznych kompart-
mentoch bunky a v plazme. KL prijatd v diéte je po absorpcii v bunkach periférnych tkaniv enzyma-
ticky redukovana na DHKL. KL je vynimkou medzi antioxidantmi, ktoré nesu tiolové skupiny, pretoze
si zachovava antioxida¢nu aktivitu vo svojej oxidovanej aj redukovanej forme ako DHKL, tato forma
je v8ak antioxidac¢ne ucinnejsia. KL vychytava hydroxylové radikaly, hypochlérnu kyselinu, ale nie je
aktivna pri zhasani superoxidu a peroxylovych radikalov. Naproti tomu DHKL je G¢innej$im antioxi-
dantom neZ samotny glutation, zhasa aj peroxylové a hydroxylové radikaly a predchadza peroxidacii
lipidov. KL aj DHKL zabezpecuju obranu voci singletovému kysliku a peroxidu vodika.
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Obrdzok 14. Struktiira kyseliny a-lipoovej

Z kyseliny lipoovej vznika po redukcii uc¢innejsi antioxidant kyselina dihydrolipoova.
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K nepriamym antioxida¢nym uc¢inkom oboch kyselin, KL a DHKL, prispieva aj chelatacia iénov pre-
chodnych kovov a recyklacia inych antioxidantov (askorbat, vitamin E, GSH, koenzym Q). Vyskum
potvrdil, Ze podavanie kyseliny a-lipoovej je prinosom pri ochoreniach spojenych s oxida¢nym po-
$kodenim, ako je diabetes mellitus, ischemicko-reperfuzne poskodenie tkaniv, neurodegeneracia, ra-
didcia, ¢i aktivacia HIV virusu.
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Obrdzok 15. Antioxidacnd tiloha vitaminu C, E a kyseliny lipoovej pri tvorbe volnych radikdlov

Vitamin E, ktory je rozpustny v lipofilnom prostredi ma velmi dobré antioxidacné ucinky pri oxida-
cii mastnych kyselin. Radikal vitaminu E je regenerovany prostrednictvom askorbatu (vitaminu C),
z ktorého vznika dehydroaskorbat. Vitamin C a kyselina dihydrolipoova sa podielaju na recyklacii
oxidovanej formy glutationu (GSSG) na redukovany glutation (GSH).

http://www.intechopen.com/books/oxidative-stress-and-chronic-degenerative-diseases-a-ro-
le-for-antioxidants/oxidative-stress-in-diabetes-mellitus-and-the-role-of-vitamins-with-antioxi-
dant-actions

2.5.4 METALOTIONEINY

Uz vyssie popisané proteiny su lokalizované v cytosole a jadre buniek. Ich mechanizmus antioxidac-
ného ucinku je dany vychytavanim volnych iénov prechodnych kovov, ¢im redukuju riziko generacie
kyslikovych radikalov. Metalotioneiny mozno teda povazovat za depotné proteiny kovovych iénov,
ktoré ich uchovavaju v netoxickej, neaktivnej forme a zaroven kontroluju vstrebavanie tychto iénov
v ¢reve. Metalotioneiny st bohaté na tiolové skupiny, ¢o vysvetluje ich antioxida¢ny efekt voci single-
tovému kysliku, hydroxylovému radikalu, hypochlérnej kyseline a nitritovému radikalu. Doterajsie
studie potvrdili antioxida¢ny tc¢inok metalotioneinov pri radioziareni, toxickom posobeni cytostatika
doxorubicinu, uzivani alkoholu a mnohych dalsich stavoch spojenych so zvysenym oxida¢nym stre-
som.
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2.6 PoLYFENOLY

Polyfenoly si sekundarne metabolity vyssich rastlin, ktoré si ich syntetizuji na ochranu pred UV
ziarenim a napadnutim patogénmi. Polyfenoly prijimame najmé v ovoci, vine, ale aj v kave a ¢aji,
cerealiach a ¢okolade. Existuje mnozstvo $tudii, ktoré potvrdili inverznu koreldciou medzi vyskytom
chronickych civiliza¢nych ochoreni (kardiovaskuldrne, neurodegenerativne, nadorové ochorenia, dia-
betes mellitus a osteopordza) a mnozstvom prijmu polyfenolov v diéte.

V rastlinach bolo popisanych viac ako 8000 polyfenolovych zlicenin. Ich prekurzormi su fenylalanin,
alebo kyselina $ikimova. Spolo¢ny strukturny znak - fenolovy cyklus - je nositelom antioxidacnej
aktivity polyfenolov, nakolko pri kontakte s volnymi radikdlmi dokdze prijat a delokalizovat elektrén
za tvorby relativne stabilného fenolového radikalu. Medzi radikaly, ktoré polyfenoly zhasaju, patria
ROOr, OH", ONOO', N,O,, HCIO a O,". Tento antioxida¢ny mechanizmus je podporeny aj dodato¢-
nou chelata¢nou aktivitou voci iénom prechodnych kovov (Fe, Cu).

Antioxidac¢né ucinky polyfenolov zavisia od poctu a polohy ich hydroxylovych skupin na aromatickom
jadre. Polyfenoly sa klasifikuju na podskupiny na zaklade rozli¢nych $truktirnych kritérii, pripadne
na zaklade vychodiskovej zluceniny, z ktorej vychadza ich syntéza. Medzi hlavné skupiny patria:

. Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny su derivaty kyseliny benzoovej a $koricovej. Medzi najznamejsie fenolové kyseliny
patria kyselina ferulova, p-kumarova, gallova, ellagova a kavova.
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Obrdzok 16. Kyselina skoricovd

. Bioflavonoidy

Flavonoidy st v sucasnosti bezpochyby najcastejsie studované polyfenoly. Zakladna $truktira flavo-
noidov - flavén, pozostava z dvoch aromatickych cyklov spojenych troma uhlikmi, ktoré tvoria hete-
rocyklus s atomom kyslika. Medzi hlavné flavonoidy patria quercetin, myricetin, kampferol, genistein,
katechin, kyanidin, pelagonidin, hesperidin, rutin, naringin, chrysin.
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Obrézok 17. Zdkladnd $truktira flavonoidov- flavén
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Jednotlivé flavonoidy sa lisia po¢tom a polohou hydroxylovych a inych funkénych skupin na fenyle a
benzopyranovom jadre.

. Stilbény

Stilbény patria medzi polyfenoly, ktorych prijem v diéte je pomerne nizky, pretoze rastliny ich produ-
kuju iba ako odpoved pri zraneniach a infekciach ad hoc. Najlepsie preskiimany je stilbén resveratrol,
ktory je bohato zastipeny v hrozne a ervenom vine. Prave vysokym obsahom resveratrolu vo vine
sa vysvetluje “francuzsky paradox” - nizka incidencia kardiovaskularnych ochoreni vo Francizsku
napriek faj¢eniu a konzumadcii diéty bohatej na tuky.
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Obrdzok 18. Struktiira stilbénu

Resveratrol nesie 2 hydroxylové skupiny v polohach 3 a 5 na jednom aromatickom jadre a v polohe 4
na druhom aromatickom jadre.

. Lignany

Lignany vznikaji dimerizaciou kyseliny skoricovej. Niektoré lignany, napriklad v lanovych semendach
sa vyskytujuci sekoizolaricirezinol, maji povahu fytoestrogénov.

Bolo dokazané, ze polyfenoly posobia protektivne u pacientov s aterosklerézou, ¢o sa pripisuje ich
antioxidacnej aktivite na LDL castice, rovnako ako aj ich protizapalovym a endotel- a trombocyty-sta-
bilizujticim efektom. Navyse prijem polyfenolov zvysuje hladiny HDL ¢astic. Studie u¢inkov polyfe-
nolov na kardiovaskuldrny systém poukazali aj na ich hypotonicky ucinok, ktory tiez suvisi s antioxi-
da¢nym a endotel-stabilizujucim uc¢inkom a scasti aj estrogénovou aktivitou.
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Obrdzok 19. Struktiira enterodiolu

Enterodiol vznika posobenim baktérii ¢revnej flory z lignanov.

Mnohé z polyfenolov (kvercetin, katechiny, isoflavony, lignany, ellagova kyselina, resveratrol a kur-
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kumin), testovanych vo vztahu k nadorovym ochoreniam, vykazuju antikancerogénne ucinky. Bolo
identifikovanych niekolko mechanizmov, ktorymi sa jednotlivé polyfenoly podielaji na redukcii ras-
tu tumorov, vratane estrogénnej/antiestrogénnej aktivity, inhibicie proliferacie a indukcie bunkového
cyklu, predchadzanim oxidacii, indukciou detoxifika¢nych enzymov, regulaciou imunitného systému,
protizapalovou aktivitou a zasahom do signalnych drah.

Antidiabetické uc¢inky polyfenolov boli testované u resveratrolu, kyseliny ferulovej a mnohych flavo-
noidov. Zistilo sa, Ze k zlepSeniu zdravotného stavu u diabetikov prispieva nielen ich antioxida¢na
aktivita, ale aj inhibicia vstrebavania glukdzy v ¢reve a inhibicia enzymov $tiepiacich di-, oligo- a poly-
sacharidy.

Neuroprotektivne uc¢inky polyfenolov st zalozené primarne na ich antioxidacnej aktivite a boli potvr-
dené predovsetkym u pacientov s Alzheimerovou a Parkinsonovou chorobou. U resveratrolu v ramci
studia antioxidacnej aktivity pri neuropatiach bolo dokazané, Ze vychytava hydroxylové a superoxido-
vé radikaly a zastavuje retazové reakcie peroxidacie lipidov.

Antioxida¢nou aktivitou disponuju aj dalSie endogénne syntetizované zluceniny, ktoré primarne za-
bezpecuji v organizme iné funkcie. U vacSiny tychto latok bola potvrdend antioxida¢na aktivita in
vitro, ale nie je jasné, ¢i su G¢innymi antioxidantmi aj in vivo. Prehlad tychto potencidlnych antioxi-
dantov udava tabulka5.

Tabulka 5. Prehlad endogénnych antioxidantov

Antioxidant Mechanizmus antioxidac¢ného ucinku
Transferin, Laktoferin | Viazu zelezo, ¢im znizuju jeho prooxida¢nu katalyticku aktivitu
Ceruloplazmin Oxiduje Fe** na Fe’* bez generacie superoxidu, vychytava superoxid
By V?rchyjtava]u sgperomdovy radikal a peroxid vodika pre antioxida¢ne
posobiace enzymy

, Viazu zelezo a med, st zdrojom plazmatickych tiolovych skupin, vy-
Albuminy chytavaji HCIO a ONOOH
Haptoglobin Viaze hemoglobin, ¢im znizuje jeho prooxida¢né ucinky
Glukéza Vychytava hydroxylové radikaly
Bilirubin Vychytava ONOOH, ROOr, RO a singletovy kyslik
Melaniny Znizuju koncentraciu superoxidovych a peroxylovych radikalov
Melatonin Ma redukéné tcinky
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3
ENZYMOVE ANTIOXIDANTY

Enzymové antioxidanty sa vyvinuli pocas evoldcie ako rychla obrana organizmov voci poskodeniu
tkaniv kyslikovymi radikdlmi. Na rozdiel od neenzymovych antioxidantov ide o endogénne syntetizo-
vané proteiny, ktoré v§ak pre svoj mechanizmus u¢inku vyzaduju niektoré esencialne kofaktory a sto-
pové prvky. Tieto Iudsky organizmus nedokdze sam syntetizovat, a preto aj aktivita antioxidacnych
enzymov zavisi v kone¢nom dosledku od zlozenia vitaminov a minerélov v potrave.

Existuje viacero typov antioxida¢nych enzymov, ktoré su struktirne prispdsobené tak, aby bud pria-
mo metabolizovali a zneskodnili kyslikové radikaly (superoxidovy radikal, peroxid vodika), alebo sa
skor zucastnuju rozkladu uz oxidacne poskodenych biomolekul.

Do prvej skupiny enzymov sa zaraduju superoxid dismutdzy, ktoré katalyzuju dismutaciu superoxi-
dového radikalu za vzniku peroxidu vodika. Rozklad slabsieho oxidantu, peroxidu vodika nasledne
katalyzuju katalazy za vzniku vody a kyslika, ¢im dochadza k tiplnému zneskodneniu superoxidového
radikalu. Do druhej skupiny enzymov sa zaraduju truktirne a funkéne odlisné peroxidazy, ktoré zod-
povedaju za katalyticky rozklad oxida¢ne poskodenych biomolekul. Zvlastnu skupinu antioxida¢nych
enzymov tvoria také enzymy, ktorych primarnym ucinkom nie je rozklad kyslikovych a inych radika-
lov, ale v ramci ich katalytickych reakcii dochadza k spotrebe volnych radikdov, a preto sekundarne
posobia aj ako antioxidanty (indolamin-2,3-dioxygendza). Medzi antioxida¢né enzymy druhej linie sa
dalej zaraduju aj vSetky enzymové systémy, ktoré sa podielaju akymkolvek sposobom na regeneracii
primarnych antioxida¢nych enzymov a udrzuji ich v aktivhom stave.

3.1 SUPEROXID DISMUTAZY

Enzymy z rodiny superoxid dismutdz (SOD) je mozné rozdelit do Styroch hlavnych skupin, na zaklade
vazby odlisnych prvkov prechodnych kovov, ktoré umoznuju ich katalyticky mechanizmus. Existuju
dve formy SOD viazuce zinok a med, dal$ia forma viaze mangan a posledna SOD viaze Zelezo. Bola
objavena aj forma SOD viazuca nikel, ta sa vsak vyskytuje len v baktériach Streptomyces coelicolor.

3.1.1 CuZN-SUPEROXID DISMUTAZA

Prvy z dvoch CuZn-SOD enzymov, oznac¢ovany aj ako SOD1 sa nachadza takmer vo vsetkych bun-
kach eukaryotov. Pdvodne bola SOD1 objavena v cytoplazme buniek, no je aj sucastou lyzozémov,
jadra a mitochondrii. CuZn-SOD kontroluje intraceluldrne hladiny O, prostrednictvom katalytickej
dismutécie O,", ¢o pri fyziologickom pH znamena urychlenie rozkladu superoxidového radikélu az
o niekolko poriadkov. Intracelulairna CuZn-SOD je dimér, ktorého povrch nesie prevazne negativny
naboj, ¢im odpudzuje radikély O,. Cast povrchu enzymu, ktora vedie priamo ku katalytickému cen-
tru nesie pozitivny naboj, ¢im je zabezpecené vtahovanie a navigacia superoxidovych radikalov na
miesto katalyzy.

I6ny prechodnych kovov maju v CuZn-SOD odli$né ulohy. Zinok je dolezity pre zachovanie priesto-
rovej 3D $truktiry enzymu, ¢im ho stabilizuje, ale nepodiela sa priamo na katalyze. Aktivne centrum
kazdej z podjednotiek diméru viaze prostrednictvom dusikovych atémov $tyroch imidazolovych ja-
dier histidinu jeden i6n medi, ktory zabezpecuje katalyticky mechanizmus SOD1:
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SOD-Cu2*+ 0, - SOD-Cu* +0; (jedna molekula O, je oxidovana)

SOD-Cu* + 0,*" + 2H* - SOD-Cu** + H,0, (jedna molekula O, je redukovana)

2 molekuly superoxidového radikalu su teda po katalyze SOD1 premenené na peroxid vodika a kyslik:

20,* +2H* > H,0, + 0,

Inhibitormi SOD1 st azidy, kyanidy a fluoridy (tak ako u vSetkych ostatnych foriem CuZn-SOD) a na-
vyse dietylditiokarbamat, ktory viaze atomy medi a uvolnuje ich z enzymu.

Extracelularna CuZn-SOD (EC-SOD, SOD3) je tetramér, ktory sa lahko viaze na povrch buniek, pre-
dovsetkym v plicach, oblickach, na maternici a v cievach. SOD3 katalyzuje rovnaku reakciu rozkladu
superoxidového radikalu ako SOD1. Bolo dokazané, ze aktivita SOD3 stipa aj pri zvySenych hla-
dinach ‘NO. Ddévodom je zrejme snaha predchadzat interakciam medzi superoxidovym radikalom
a oxidom dusnatym a ndsledne vzniku peroxynitritu. Napriek tomu, zZe SOD3 prispieva k celkovej
extracelularnej antioxida¢nej obrane, jej znizend aktivita, zapri¢inena genetickym polymorfizmom
v$ak nema patologiké nasledky.

U CuZn-SOD boli studované aj ich prooxida¢né ucinky. Vela §tudii poukazalo na fakt, ze peroxid vo-
dika produkovany reakciami SOD je zdrojom hydroxylovych radikalov, ktoré podmienujua Fentonova
reakciu. Na druhej strane, CuZn-SOD inhibuju rychlost reakcie medzi superoxidovym radikdlom
a zelezitym kationom, ¢o udrzuje Zelezo v oxidovanom stave, v ktorom Fentonovej reakcii nepodlieha.
Z tohto pohladu je teda vysledny prooxida¢ny efekt aktivity SOD prinajmensom diskutabilny.

Dal$im mechanizmom, ktory by mohol podmieniovat prooxida¢nu aktivitu CuZn-SOD, je spitn4 re-
akcia medzi vznikajicim peroxidom vodika a iénmi medi v aktivnom centre enzymu, za vzniku supe-
roxidového alebo hydroxylového radikalu:

SOD-Cu* + H,0, > SOD-Cu?* + 0,* + 2H*

SOD-Cu* + H,0, - SOD-Cu?* + OH* + OH"

Vyssie uvedena reakcia bola dokazana len za podmienok in vitro, a to v pritomnosti milimolarnychm-
nozstiev H O, ktoré nie st typické ani za podmienok oxidacného stresu. Navyse, takéto vysoké davky
H,0, poskodzuji Struktaru CuZn-SOD oxidéciou jej aminokyselin a agregdciou, a tak je nepravde-
podobné, Ze podobné reakcie by prebiehali aj v Zivych systémoch a zasadne ovplyvnili antioxida¢ny
ucinok SOD. Vo vseobecnosti, aj napriek vysledkom $tudii, ktoré diskutuju prooxida¢nu aktivitou
CuZn-SOD, ide jednoznacne o antioxidacny enzym prvej linie, ktory ma klti¢ové postavenie pri roz-
klade superoxidového radikalu. Dokazom st aj geneticky modifikované mysi s chybajicim génom pre
CuZn-SOD, ktoré su sice zivotaschopné, no nedokazu odolavat oxidacnému poskodeniu tak dobre
ako zdravi jedinci. Mutdcie CuZn-SOD a jej zniZend aktivita sa u Iudi spdjaju so zvysenym rizikom
amyotrofickej lateralnej sklerdzy, urychlenym starnutim a zvySenym rizikom nadorovych ochoreni.

3.1.2 MN-SUPEROXID DISMUTAZA

Ludska Mn-SOD (SOD2) je tetramér, ktory nesie na kazdej podjednotke jeden atom Mn. Mn-SOD
je v bunkdch lokalizovand v mitochondridch, kde zodpoved4 za zneskodnenie radikalov O, ", ktoré st
generované najma v respiracnom retazci. Koncentracia Mn-SOD je preto vysokd najmd v tych tka-
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nivach, ktoré si bohaté na mitochondrie (napr. myokard). Mn-SOD katalyzuje rovnaku reakciu ako
CuZn-SOD, pri¢om v aktivnom centre su za mechanizmus katalyzy zodpovedné iény manganu, ktoré
osciluji medzi oxida¢nymi stupnami Mn?* a Mn?*'. Délezitost antioxida¢nej aktivity Mn-SOD pod-
poruju vysledky mnohych $tadii. Jej nezastupitelna tloha v organizme bola deklarovana u Mn-SOD
knockout mysi. Tieto geneticky modifikované zvierata sa dozivaju len troch tyzdnov, pricom u nich
bolo zaznamenanych niekolko patologickych fenotypov. Najvyraznejsie sa u Mn-SOD knockout mysi
prejavila anémia, neurodegeneracia a kardiomyopatia, ktorych pric¢inou bolo zavazné oxidacné po-
$kodenie na urovni mitochondrii. U [udi aktivita Mn-SOD sttipa pocas oxida¢ného stresu a je naopak
vyrazne redukovana pri niektorych ochoreniach (nadorové ochorenia, astma, neurodegenerativne
ochorenia, nadory), ¢i pri odmietnuti transplantovaného stepu. Nadexpresia Mn-SOD dokaze tspes-
ne potlacit tumorogenitu v réznych typoch nadorovych buniek, ¢o poukazuje na jej tilohu ako jedné-
ho z tumor-supresivnych faktorov v Sirokej skale nadorovych ochoreni.

3.1.3 SUPEROXID DISMUTAZA

Fe-SOD sa vyskytuje u baktérii, hub, vyssich rastlin a v riasach, ale tento enzym nie je pritomny u ¢lo-
veka. Fe-SOD nadobuda formu diméru, alebo tetraméru, ktory je lokalizovany v cytoplazme buniek.
Zelezo v aktivnom centre enzymu osciluje medzi oxidaénym stupfiom Fe?*a Fe**, pricom mechaniz-
mus katalyzy je zhodny s mechanizmom kovov pritomnych u vyssie spominanych SOD foriem.

Ani Mn-SOD, ani Fe-SOD nie st na rozdiel od CuZn-SOD inhibovatelné kyanidmi. Okrem inhibicie
sa jednotlivé SOD od seba li$ia aj rychlostou katalyzy reakcii v alkalickom prostredi. Kym pri fyzio-
logickom pH je rychlost katalyzy superoxidového radikalu u vsetkych SOD podobna, v alkalickom
prostredi katalyticka aktivita Mn-SOD a Fe-SOD vyrazne klesa.

V roznych baktériach a vyssich rastlinach sa nachadzaju aj iné typy struktirne odlisnych SOD, ktoré
v aktivnych centrach obsahuju idny Zeleza, manganu, alebo medi. V cyanobaktériach a streptomycé-
tach boli identifikované aj tetramérne a hexamérne SOD, ktorych katalyticky mechanizmus zabezpe-
¢uju iény niklu, oscilujiuce medzi oxida¢nym stupnom Ni** a Ni**.

Napriek tomu, Ze antioxida¢né enzymy si ludsky organizmus dokaze syntetizovat sam, mdzeme ich
prijimat” aj v potrave. Prijem stravy s vysokym obsahom antioxida¢nych enzymov tak dokaze do istej
miery ovplyvnit oxida¢ny status a posilnit antioxida¢nu obranu organizmu, podobne ako je to u nee-
nzymovych antioxidantov.

Bolo dokazané, ze prijem SOD v potrave ma pozitivny vplyv na niektoré ochorenia. Potraviny, v kto-
rych sa SOD nachddza v najvi¢§om mnozstve su kapusta, ruzickovy kel, brokolica, psenica a jacmen.
Studie sledujice ueinky exogénnej SOD preukdzali pozitivny Géinok tohto enzymu v tlohe profylakti-
ka pri poskodeni nervovych buniek pri amyotrofickej lateralnej sklerdze, zapale, popaleninach, ocho-
reni prostaty, artritide a rohovkovom vrede. Suplementacia SOD tiez eliminuje dlhotrvajice nasledky
oxida¢nych poskodeni buniek spdsobenych radia¢nym Ziarenim a ako nasledok faj¢enia. Podla vy-
sledkov studii, SOD aplikovana v topickej forme redukuje aj vznik vrasok a jaziev a prispieva k re-
dukcii pigmentovych $kvin, preto sa vyuziva aj v kozmetike. Navyse, SOD pomaha prenasat "NO do
vlasovych folikul a znizuje tak vypaddvanie vlasov, zapric¢inené genetickou predispoziciou, alebo nad-
mernou produkciou volnych radikalov. SOD eliminuje volné radikaly, ktoré spdsobuji odumieranie
vlasovych folikulov a preneseny "NO zdroven relaxuje krvné cievy, ¢im sa zvySuje privod krvi k foli-
kulom. Tento komplexny mechanizmus SOD dokaze nielen predist, ale aj zvratit proces vypadavania
vlasov.

3.2 SupreroxiD REDUKTAZY (SOR)

U prokaryotov, u niektorych druhov anaerébnych baktérii sa nachadzaju enzymy superoxid redukta-
zy, ktoré priamo redukuju superoxidovy radikal, za vzniku H,O,, bez tvorby neziaduceho O;:

47



Enzymove antioxidanty

0,"+e +2H* > H,0,

SOR st nehémové proteiny s obsahom idnov Zeleza, viazaného na $tyri molekuly histidinu a jednu
molekulu cysteinu v pentakoordinacnom cykle. Donormi elektréonov u SOR st prevazne kofaktory
NADH, alebo NADPH.

3.3 KartaLAzy (CAT)

Dismutacia superoxidového radikalu vedie k produkcii peroxidu vodika, ktory je tiez pomerene sil-
nym oxidacnym c¢inidlom. Preto st vSetky aerdbne organizmy vybavené enzymovymi systémami, kto-
ré zabezpecuju jeho rozklad. K tymto systémom patria predovsetkym katalazy a peroxidazy. Katalazy
su tetramérne enzymy, zastipené prakticky vo véetkych tkanivach, no ich najvyssia koncentracia je
v peceni a v erytrocytoch. Na subcelularnej urovni sa tieto enzymy vyskytuji v membranovo viazanej
forme v peroxizomoch, organeldch pre ktoré je typicka zvySena produkcia H,O,. U cicavcov vznikd
H,0, v peroxizdmoch ako vedlajsi produkt oxiddcie mastnych kyselin s dlhym retazcom, ktoré su
v nich ¢iasto¢ne skratené, aby mohli podstupit B-oxiddciou mastnych kyselin v mitochondridch.

Kataldzy katalyzuji dismuta¢nu reakciu H,O, za vzniku vody a kyslika:

2H,0, > 2H,0+0,

Tato reakcia prebieha v dvoch krokoch:
CAT-Fe3* + H,0, - CAT-Fe**=0 +H,0

CAT-Fe**=0 + H,0, - CAT-Fe3* + H,0 + 0,

Ako vyplyva z uvedenych reakcii, mechanizmus tc¢inku kataldz zabezpecuju idny Zeleza viazané na
tetrapyrolové jadro, pricom kazda zo Styroch podjednotiek enzymu nesie jednu takuto molekulu. Ak-
tivne centra katalaz sa nachddzaju na dne priehlbin, ktoré st lemované hydrofébnymi aminokyseli-
nymi. Su takmer vylu¢ne pristupné pre H O,, ¢im sa predchddza blokovaniu aktivneho centra inymi
molekulami. Okrem hémového Zeleza sa na kazdej podjednotke katalazy nachadza aj jedna molekula
NADPH. Jej pritomnost mo6ze byt potrebna pri nizkej koncentrdcii H,O,, kedy su Zelezité iény kata-
lazy v prvej reakcii oxidované, no nizka koncentracia H O, neumoziuje spitnd redukciu Fe** iénov
v aktivnom centre enzymu. NADPH sluzi v takomto pripade ako donor elektrénov a recykluje katala-

zu do povodného aktivneho stavu.

Nespecifickymi inhibitormi kataldz st azidy, kyanidy, peroxynitrity a kyselina chlérna. Specifickym
inhibitorom je aminotriazol, ktory inhibuje oxidovanu CAT, teda je ucinny len v pritomnosti H,O,.
U mikroorganizmov boli popisané aj CAT so Siestimi podjednotkami, v ktorych aktivhom centre st
iony Zeleza v tetrapyrolovom jadre nahradené ionmi manganu. Tieto CAT nie st inhibované azidmi,
ani kyanidmi.

V ludskej populacii sa vyskytuju mutacie veduce k znizenej, alebo dokonca chybajtcej aktivite CAT.
Doterajsie vyskumy vSak nezaznamenali u Iudi so znizenou aktivitou CAT véaznejsie klinické sympto-
my za fyziologického stavu, nakolko existujui aj iné enzymové systémy, ktoré dokazu efektivne elimi-
novat H,O, a zrejme aj plne nahradit aktivitu CAT. Experimenty na zvieratdch a bunkovych kultarach
s chybajicim génom CAT vsak poukazali na zvy$enu citlivost buniek pri oxida¢nych poskodeniach
spojenych s generovanim vysokych koncentrécii H,O,.

48



Enzymove antioxidanty

Vyuzitie CAT ako antioxidantov si naslo svoje miesto v kontaktologii, kde sa pridavaju do roztokov
na uchovavanie a Cistenie So$oviek. V dermatologii su CAT pouzivané ako zlozky masiek s obsahom
peroxidu vodika, ktoré sa pouzivaji na zvySenie oxygendcie a regeneraciu vrchnych vrstiev epidermy.
CAT st vyuzivané aj v potravinarstve na odstranenie peroxidu vodika z mlieka pri produkcii syrov
a pri baleni potravin, kde zabranuju ich oxidacii.

3.4 PEROXIDAZY

Dal3ou velkou skupinou enzymov, ktoré katalyzuju rozklad peroxidov, teda aj peroxidu vodika, st
peroxidazy. Vo vSeobecnosti ich mechanizmus ucinku spociva v prenasani elektrénov vodika na pe-
roxidy za redukcie peroxidu:

R-O-O-R" + 2e" + 2H* - ROH + R'OH

V ich aktivhom centre sa spravidla ako redoxné systémy vyskytuju molekuly hému s naviazanym Ze-
lezom, glutation, cystein, selenocystein, alebo tioredoxiny.

3.4.1 GLUTATION PEROXIDAZY (GPX)

Vyskyt izoenzymov GPx je typicky vyhradne pre Zivoci$nu ri$u, kym samostatne antioxida¢ne pdso-
biaci tripeptid GSH sa nachadza aj u rastlin a baktérii. Glutatiéon peroxidazy su selén-dependentné
enzymy, ktoré vyuZzivaji redukovany tripeptid glutation ako donor elektrénov na redukciu H,O,:

2GSH + H,0, > GSSG + 2H,0

GPx sa podielaju aj na antioxida¢nej ochrane mastnych kyselin, u ktorych redukuju oxidované hydro-
peroxidy na alkoholy:

LOOH + 2GSH - GSSG + H,0 + LOH

Zo struktirneho hladiska sa GPx1, GPx2 a GPx3 tetraméry, ktoré nest na kazdej z podjednotiek v ak-
tivnom centre okrem molekuly GSH aj atom selénu vo forme selenocysteinu, preto sa aj GPx zaraduju
medzi selenoenzymy (R.1.2 Selén)). GPx4 je monomér s jednym atémom selénu v centre, mechaniz-
mus jeho katalytického uc¢inku je v§ak zhodny s prvymi troma izoenzymami GPx. Vynimkou u glu-
tation peroxidaz je GPx5, ktory nepatri medzi selenoenzymy, a preto je aj jeho mechanizmus tc¢inku
odli$ny od ostatnych uvedenych izoenzymov.

Prekurzorom selenocysteinu v aktivnhom centre GPx selenoenzymov je selénofosfat, ktory je synte-
tizovany enzymom selénofosfat syntetazou. Tento enzym je zaroven potrebny aj na zabudovavanie
selénocysteinu do selénoproteinov. Selénocystein je sucastou katalytického reakéného mechanizmu
GPx, kde v prvom kroku reaguje selenol (GPx-Se’) s peroxidom za vzniku redukovaného produktu
a selénovej kyseliny (GPx-SeOH):

GPx-Se” + ROOH + H* - GPx-SeOH + ROH

V dal$om kroku sa GPx-SeOH regeneruje postupne naviazanim dvoch molekdl GSH za vzniku oxido-
vaného glutationu - GSSG a redukovaného selenolu:
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GPx-SeOH-GSH - H,0 + GPx-Se-SG

GPx-Se-SG + GSH - GPx-Se-SG-GSH - GPx-SeH-GSSG — GPx-Se™ + H* + GSSG

V pripade vycerpania GSH (napriklad, ak pri nadmernej zatazi organizmu xenobiotikami je GSH po-
uzity v konjugacnych reakciach) ho mozu v tychto regenera¢nych reakciach nahradit aj tioredoxinové
systémy.

U cicavcov tvori rodinu GPx pit izoenzymov s charakteristickou funkciou a odli$nou lokalizaciou
na urovni tkaniv. Intraceluldrne, v cytoséle a mitochondridch sa nachadza enzym GPxl1, ktory je za-
stupeny vo vysokych mnozstvach v erytrocytoch, oblickach a peceni. V plazme a niektorych dalsich
extracelularnych tekutinach (plicna, o¢nd, amnioticka a semennikova tekutina) sa vyskytuje iny typ
peroxidazy - GPx3. Expresia GPx3 prebieha z vicsej casti v oblickdch a miera jej aktivity zavisi od kon-
centracie GSH v uvedenych extracelularnych tekutinach. Pre bunky lemujtce gastrointestindlny trakt
je typicky vyskyt GPx2. Tento izoenzym je potrebny pre antioxidacnt ochranu hydroperoxidov mast-
nych kyselin pochadzajtcich z potravy, pripadne vznikajucich pri vstrebavani lipidov. GPx4 je typicka
pre antioxida¢nd ochranu fosfolipidovych hydroperoxidov. GPx4 je zastipena vo vysokej koncentra-
cii v cytosdle a membranovej frakeii buniek. Na trovni tkaniv sa vyskytuje predovsetkym v oblickach
a semennikoch. Tento enzym redukuje na rozdiel od ostatnych GPx aj esterifikované hydroperoxidy
mastnych kyselin a cholesterolu priamo v membranach a lipoproteinoch. Navyse redukuje aj tymin
hydroperoxid, ktory vznikd oxiddciou tyminu v DNA. Na rozdiel od GPx2 a GPx3, ktorych vyskyt
je obmedzeny takmer len na vyssie uvedené tkaniva, GPx1 a GPx4 su vo veobecnosti zastipené vo
vacdine tkaniv. Katalytickd aktivita GPx4 je v§ak v porovnani s GPx1 nizsia. Ako poslednyidentifiko-
vany izoenzym tejto skupiny bol GPx5, ktorého aktivita nie je viazana na selén. GPx5 je exprimovany
vylu¢ne v semennikoch, kde jeho tloha spociva v antioxida¢nej obrane spermii. Bunkové membrany
spermii obsahuju vysoké percento polynenasytenych mastnych kyselin, preto su extrémne citlivé na
oxidacny stres, ktory moze pri ich nadmernom poskodeni viest az k neplodnosti, ¢o poukazuje na
dolezita ulohu GPx5 pri reprodukcii.

Spolo¢nym inhibitorom vdetkych GPx je merkaptosukcindt. Vyskumy na mysiach potvrdili, Ze kym
knockout génu GPx1 a GPx2 vedie len k zvysenej citlivosti na oxida¢né poskodenie, zapalom gastroin-
testindlneho traktu a nadorom, zvierata s knockoutovanym génom GPx4nie st Zivotaschopné.

Vyssie popisany katalyticky mechanizmus GPx vysvetluje dolezitost prijmu selénu ako stopového
prvku v potrave v dostato¢nom mnozstve. Najvacsia cast selénu je v organizme viazana na glyko-
selenoprotein plazmy - selénoprotein P, ktory zabezpecuje transport selénu do periférnych tkaniv.
Vysledky experimentov poukazali aj na moznost vlastnej antioxidacnej aktivity tohto proteinu vo fo-
sfolipidovych hydroperoxidoch s vyuzitim tioredoxinov ako dondrov elektrénov. Podobné antioxi-
dac¢né ucinky ma aj selénoprotein W lokalizovany intrecelularne. Z antioxida¢nych enzymov je selén
aj sucastou metionin sulfoxid reduktazovych (MSR) enzymovych systémov, ktoré sa podielaji na
oprave (redukcii) sulfoxidovanych rezidui metioninu v oxida¢ne poskodenych proteinoch. Tieto sys-
témy pozostavaju z MSR-A enzymov, ktoré obsahuju v aktivnom centre cystein a redukuju oxidované
metionin sulfoxidya MRS-B enzymov, ktoré recykluji oxidované MRS-A. Pri redukénych reakciach
metioninsulfoxid reduktazy su vyuzivané na jej recyklaciu enzymy selénoproteiny, alebo tioredoxiny
ako sucast MRS-B enzymov. MRS su exprimované predovsetkym v dreni oblic¢iek a v peceni, pri-
¢om dovodom vysokej expresie MSR v detoxikacnych organoch by mohla byt antioxida¢na ochrana
proteinov dolezitych pre biotransformacné reakcie. MSR redukuju aj volny oxidovany metionin, ktory
je pre organizmus toxicky a zvysuju tak koncentracie metioninu dostupného pre anabolické reakcie
proteinov v tkanivach. Ukdzalo sa, Ze cyklicka oxidacia a redukcia metioninu v proteinoch predstavuje
jeden z regula¢nych modov pre riadenie niektorych ich fyziologickych funkcii, a teda MSR su aj regu-
la¢nymi enzymami. Pre vyskum antioxidacnej aktivity MSR boli vyvinuté MSR knockoutované mysi,
ktoré sa dozivali v porovnani so zdravymi jedincami nizsieho veku, boli citlivejSie na oxidacny stres
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a trpeli neurologickymi poruchami.

Pretoze kumuladcia GSSG v bunkdch je pre ne toxickd a v ¢ase oxida¢ného stresu musia bunky zabez-
pecit rychle obnovenie GSH, disponuju recykla¢nym enzymom - NADPH - dependentnou glutation
reduktazou (2.4.1 Glutation). Tento enzym je lokalizovany v eukaryotickych bunkach v cytoplazme
a mitochondridch. Pri redukcii GSSG na GSH vyuziva elektrény z NADPH, ktoré st prena$ané na
GSSG cez dalsie dve centra enzymu v jeho aktivnom centre -FAD koenzym a disulfidovy mostik:

GSSG + NADPH + H* - 2GSH + NADP*

Okrem GSSG mozu byt substratmi pre glutation reduktazu aj zmieSané disulfidy GSH s inymi tiol-
mi. Znizend aktivita glutation reduktdzy, ktord sa vyskytuje ako nasledok diéty s nizkym obsahom
riboflavinu, alebo ako neziaduci u¢inok niektorych liekov (olanzapin, pantoprazol, 5-fluoruracil, me-
totrexat), preto moze ovplyvnit priebeh reakcie organizmu na oxidac¢ny stres.

GSH je aj sucastou cytosélovych glyoxylazovych enzymovych systémov, ktoré zahrnaju dva enzymy:
glyoxylazu I (v jej strukture je inkorporovany GSH, ktory je v priebehu katalyzy reakénym partne-
rom oxidovany) a gyloxylazu II (regeneruje oxidovany GSH glyoxylazy I). Tieto systémy sa podielaju
na rychlej elimindcii prooxida¢ne posobiacich dikarbonylov glyoxalu a metylglyoxalu, ktoré vznika-
juperoxidaciou lipidov a aminokyslin, ako aj oxidacnou degradaciou sacharidov. Glyoxaly su teda
beznou sucastou intermediarneho metabolizmu, ale za podmienok oxida¢ného stresu ich produkcia
stupa. Dochddza tak k dodato¢nému vystupnovaniu oxida¢nych reakcii viacerymi mechanizmami,
kde glyoxaly:

. naru$uju mitochondridlnu respiraciu a vedud k zvysenej produkcii ROS

. alternativnou cestou glykuju proteiny a generuju produkty pokrocilej glykacie. Produkty po-
krocilej glykacie dalej rozvijaju oxidacny stres tym, Ze sluzia ako ligandy receptorov, ktorych aktivacia

vedie k zvySenej expresii enzymov generujucich ROS a RNS (SOD, NADPH-oxidaza, myeloperoxida-
za, NOS)

. chelatuju kovové iony, ¢im vytvaraju nové redoxné centra, ktoré katalyzuju tvorbu volnych
radikalov

. oxiduju DNA a vytvaraju v jej duplexe priecne vizby, co sposobuje mutacie DNA

. reaguju s membranovymi lipidmi, ¢o vedie az k disrupcii membran

Glyoxylazové systémy, ktoré rozkladaju $kodlivé dikarbonyly, st preto vyznamnou sucastou antioxi-
dacnej enzymovej vybavy organizmu.

Antioxidacnu aktivitu, podobnu glutation peroxidazam vykazuju aj S-glutation transferazy, ktoré
boli pévodne nazvané ,,neselénové glutation peroxidazy“. Tieto enzymy st lokalizované intra- aj ex-
tracelularne, pricom ich primarnou tlohou v organizme je vdzba xenobiotik a ich nasledna eliminacia
z organizmu. Primdrne ide teda o detoxifikacné enzymy, comu nasvedcuje aj ich vysoka koncentra-
cia v peceni, kde tvoria az 10% zo solubilnych proteinov. S-glutation transferazy katalyzuju rozklad
organickych hydroperoxidov (nie v8ak H,O,) reakciou s GSH za vzniku alkoholov a GSSG. Vyznam
schopné katalyzovat rozklad oxidovanych esterifikovanych mastnych kyselin a podelaju sa aj na me-
tabolizacii dal$ich rozkladovych produktov peroxidacie mastnych kyselin (napr. HNE). S-glutation
transferazy mozu tiez nahradzat aktivitu glutatién peroxidaz v pripade nizkeho prijmu selénu v diéte.
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Obrazok 20. Miesta zdsahu hlavnych antioxidacnych enzymov pri tvorbe volnych radikdlov kyslika

VolIné radikaly kyslika st degradované v reakciach katalyzovanych $pecifickymi antioxida¢nymi enzy-
mami. Superoxid dismutazy (SOD) rozkladaju superoxidovy radikal za vzniku peroxidu vodika, ktory
je degradovany katalazou (CAT), alebo glutation peroxidazou (GPx) na vodu. Kym za katalyticky uci-
nok CAT zodpovedaju iony zeleza v jej aktivhom centre, aktivita GPx je viazana na tripeptid glutation
(GSH), ktory je donorom volnych elektronov a sam je tak oxidovany na dimér glutatiénu (GSSG).
Redukciu GSSG zabezpecuje NADPH-dependentna glutation reduktaza (GR).

3.4.2 TIOREDOXINOVE ENZYMY

Tioredoxinové enzymy su zname uz niekolko desatro¢i, no ich tloha v antioxida¢nych reakciach bola
objavena len nedavno. Su to enzymy, ktoré na redukciu oxidovanych substratov vyuzivaju tioredoxi-
ny. Doposial boli zname len ako stimulanty rastu niektorych buniek a proteinovych faktorov (napr.
faktor odvodeny od leukemickych T-buniek). Tioredoxiny st antioxidacne pdsobiace proteiny per se
(2.4.2 Tioredoxiny), su vSak aj sucastou a zabezpecuji mechanizmus tc¢inku ribonukleotidovych re-
duktaz a metionin sulfoxid reduktaz. Oxidované tioredoxiny si redukované NADPH-dependentnymi
tioredoxinovymi reduktazami, selénoenzymami s FAD kofaktorom v aktivhom centre, ktoré facilituju
prenos elektréonov.

3.4.3 PEROXIREDOXINY

Peroxiredoxiny (Prx) su dimérne enzymy redukujice ako H,O,, tak aj organické peroxidy. Nie su
zavislé od kofaktorov, mechanizmus ich antioxida¢ného uc¢inku zabezpecuje reziduum cysteinu v ich
aktivnom centre. Tiolova skupina cysteinu je oxidovana peroxidmi za vzniku kyseliny sulfénovej (cys-
SOH). Tato reaguje s druhym tiolom za vzniku disulfidu, ktory je nasledne redukovany tioredoxinmi.
Podla regeneracie tiolu v aktivnom centre sa peroxiredoxiny delia na typické 2-cys Prx (tiol v aktiv-
nom centre je regenerovany tiolovou skupinou na druhej podjednotke), atypické 2-cys Prx (tiol v ak-
tivnom centre je regenerovany tiolovou skupinou na rovnakej podjednotke) a 1-cys Prx (nie je zname,
ako je tiol v aktivhom centre regenerovany). V sticasnosti je znamych minimalne 6 odli$nych typov
peroxiredoxinov, kategorizovanych podla subcelularnej lokalizacie. Podla vysledkov niektorych $tadii
su peroxiredoxiny dokonca vyznamnejs$imi antioxida¢nymi enzymami ako GPx a CAT, pri¢om tvoria
az do 0,8 % z celkovych solubilnych proteinov buniek.
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3.5 INDoOLAMIN-2,3-DIOXYGENAZA (IDO)

IDO je enzym, ktory oxidacne decyklizuje (degraduje) indolovy kruh viacerych metabolicky vyznam-
nych zlacenin, ako je tryptofan, tryptamin, melatonin, ¢i serotonin. Medzi antioxida¢né enzymy je
ho mozné zaradit preto, ze pri katalyze vyuziva ako kofaktor superoxidovy radikal, ktory vychytava,
najmi za podmienok, pri ktorych je aktivita SOD inhibovand. IDO je hém-dependentny, cytosélovy
enzym, ktory sa nachadza prednostne v monocytoch, makrofagoch a mikroglialnych bunkach v moz-
govom parenchyme. Bolo dokdzané, Ze k stimulacii IDO dochddza v prostredi prozapalovych cytoki-
nov, predovsetkym IFNYy, virusov, ale aj pri podani bakterialneho endotoxinu, ¢o su véetko podmien-
ky, ktoré sa spajajui so vznikom oxida¢ného stresu.

3.6 PARAOXONAZY

Nazov tejto skupiny enzymov je odvodeny od ich schopnosti hydrolyzovat estery toxickych organofo-
sfatov, ktorych typickym zastupcom je paraoxon. V sucasnosti si u fudi zname tri paraoxonazy ozna-
¢ované ako PON1, PON2 a PON3 s 60-65% homoldgiou v ich aminokyselinovej sekvencii. Napriek
tomu, Ze je zname velké mnozstvo syntetickych exogénnych zlucenin, ktoré PON hydrolyzuju, nie je
celkom jasné, ¢i tieto enzymy maju aj endogénny substrat, a teda aj konkrétnu fyziologicka funkciu.
PON enzymy su Ca**-dependentné enzymy, exprimované primarne v peceni. Iony kalcia st nielenze
nutné pre vlastny mechanizmus hydrolyzy substratov, ale prispievaju aj k stabilizacii enzymu. PON
nesu vo svojej Strukture tri tiolové skupiny. Kym dve z nich tvoria intramolekulovy disulfidovy mostik,
tretia skupina v blizkosti aktivneho centra PON zostava volna. Jej vyznam spociva v rozpoznani a vdz-
be substratu, no nepodiela sa na vlastnej hydrolyze organofosfatov. Vysledky experimentov svedcia
o tom, Ze tretia volna tiolovd skupina je klicova pre antioxida¢ny ucinok PON. Vymena tohto cysteinu
za alanin, alebo serin vedie k strate antioxidacnej aktivity PON.

HDL castice facilituju distribuciu PON do periférnych tkaniv organizmu, ktoré PON neexprimuja.
PON sa viazu na HDL castice prostrednictvom fosfolipidov, ale ich vdzbu stabilizuje najmi hlav-
ny apoliporotein HDL castic — Apo-Al. Ukazalo sa, Ze rozdiel v $truktire medzi Apo-Al a Apo-A2
(druhy najcastejsie sa vyskytujuci apolipoprotein HDL castic, tiez viaze PON) je zodpovedny za zni-
zenu stabilitu a antioxida¢nu aktivitu PON. Kym Apo-Al podporuje antioxida¢nu aktivitu PON,
Apo-A2 destabilizuje jej vaizbu na HDL a ma tak v kone¢nom désledku opacny ucinok.

Najcastejsie studovana PON je sérova PON1, ktorad je z vacsej Casti v plazme viazana na HDL castice
(¢iastocne je viazana aj na VLDL castice a chylomikrény). HDL-PON ma profylakticka funkciu pri
medou katalyzovanej oxidacii nielen HDL, ale aj LDL castic v cirkulacii. Bolo dokazané, ze PON1
predlzuje oxida¢nu ,lag fazu“ a redukuje hladiny aldehydov a peroxidov, vznikajucich oxidaciou HDL
castic. V prospech antioxidacnej aktivity PON1 vypovedaju aj vysledky in vitro studii, v ktorych PON1
inkubovana v pritomnosti lipidovych peroxidov viedla k ich rozkladu. PON1 rozklada aj peroxid vo-
dika, ktory je pri ateroskleréze produkovany bunkami ciev v najvyssej miere spomedzi vsetkych ROS.
Pri nizkej antioxida¢nej obrane je peroxid vodika v procese oxida¢ného stresu metabolizovany na
agresivnejsie hydroxylové radikaly, ktoré sa intenzivne podielaju na peroxidacii lipidov. Eliminacia
peroxidu vodika PON1 je dal$ou cestou, ktorou sa v skorej faze predchadza retazovym peroxidaciam
lipoproteinov. Vyraznu antioxida¢nu aktivitu prejavuje PON1 pri rozklade hydroperoxidov kyseliny
linolovej a oxidovanych fosfolipidov, ktorych hlavnou kyselinou je arachidonat, ale rozklada aj oxido-
vané mastné kyseliny, ktoré su sucastou cholesterylesterov. Presny mechanizmus hydrolyzy oxidova-
nych esterov mastnych kyselin paraoxonazou nie je dodnes celkom preskumany, ale podla vysledkov
studii nesuvisi s chelataciou idnov medi, ani s potencidlnym prenosom lipidovych hydroperoxidov
z LDL na HDL castice. Podmienkou antioxidacnej aktivity PON1 nie su ani i6ny kalcia, no musi si
zachovat vlastnosti enzymu, nakolko pri tepelnej inaktivacii sa straca aj jej antioxida¢na funkcia.

K antioxidacnej aktivite PON prispieva aj jej laktondzova aktivita — schopnost Stiepit laktony. Jed-
nym z jej substratov je homocystein-tiolakton (Hcy-tiolaktén), ktory vznika intracelularnou cykli-
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zaciou, reakciou medzi tiolovou a karboxylovou skupinou Hcy. Zabudovavanie Hcy do proteinov je
spdsobené chybnym vyberom aminokyseliny metionyl-tRNA syntazou, ktora zamiena aminokyse-
linu metionin za Hcy pri syntéze metionyl-tRNA. Cyklicky Hcy-tiolaktén je nestabilny intermediat,
ktory je pre bunky toxicky, najmé preto, zZe vedie k rychlej N-homocysteinylacii lyzinovych rezidui
v proteinoch a sposobuje stratu ich funkcie. U N-homocysteinylovanych LDL castic bola dokazana
ich zvySena nachylnost k oxidacii a rychlejsie odstraniovanie makrofagmi z cirkulacie. Hey-tiolakton
navys$e vyvolava aj zapalovud a autoimunitna odpoved, endotelialnu dysfunkciu a trombézu. Nakolko
Hcy-tiolaktén je endogénny produkt a PON dokazatelne zodpoveda za jeho rozklad, bolo navrhnuté,
ze toto je prava fyziologicka uloha PON v organizme a preto by sa mali tieto enzymy premenovat na
homocystein-tiolaktonazy.

Tabulka 6. Zmeny, ktoré vyvoldva knockout génu PON1 v mysiach

Zvysenie hladin oxidovanych LDL a IDL castic
Zvysena rychlost oxiddcie LDL castic a ich odstranovania z cirkuldcie

Zvysena adhézna schopnost leukocytov, zvysenie expresie adhezivnych molekul (ICAM1,
P-selektin)

Zrychleny vznik ateromat6znych plakov
Zvysené hladiny superoxidového radikélu v stene aorty

Skrateny cas trombotickej okluzie

Pretoze oxida¢ny stres a vznik peroxidovanych lipoproteinov st nezavislymi rizikovymi faktormi roz-
voja aterosklerdzy, aktivita sérovej PONI je spdjana s profylaktickym uc¢inkom pri vzniku a rozvoji
tohto ochorenia. Z pohladu patogenézy aterosklerdzy spdsobuju volné radikaly peroxidaciu lipidov
nielen v lipoproteinoch, ale aj v endotelovych bunkach ciev a makrofagoch, ktoré nakoniec infiltruja
do ateromatoznych plakov a menia sa na penové bunky. Okrem toho, Ze makrofagy s oxidovanymi
lipidmi sa ukladaja do ateromat6znych plakov, podporuju tiez vznik oxidovanych LDL castic. Preto
podpora zvyseného efluxu cholesterolu z makrofagov a inhibicia jeho oxidacie paraoxonazou 1, vedie
sekundarne k poklesu tvorby oxidovanych LDL castic v cirkuldcii. Ked uvazime, ze PON1 aktivita
je navySe dolezita aj pre znizZenie expresie adhezivnych molekul a potlacenie trombozy, je zrejmé, ze
PON1 ma celkovy protektivny Gc¢inok na kardiovaskularny systém (tab. 6).

3.7 HEM OXYGENAZA

Molekula hému je tvorend porfyrinovym (tetrapyrolovym) jadrom, ktoré viaze centralne atom Zeleza.
Hém je sucastou proteinov transportujucich kyslik (hemoglobin, myoglobin), alebo tvori prosteticka
skupinu oxida¢no-redukénych enzymov (cytochrémy), u ktorych zabezpecuje ich katalyticky mecha-
nizmus. Volny hém, ktory este nebol inkorporovany do proteinov, alebo sa uvolnuje z hémovych en-
zymov pocas oxidac¢ného stresu je pri koncentraciach prekracujucich 1 umol/l pre organizmus vysoko
toxicky. V plazme sa preto volny hém viaZe na transportny protein hemopexin, ktory je exprimovany
v peceni a jeho syntéza stupa v prvych fazach zapalovych reakcii, pri zvy$enom rozpade hémovych
proteinov. Podobnu funkciu ma haptoglobin, ktory viaze oxida¢ne posobiaci hemoglobin, uvolio-
vany pocas degradacie erytrocytov. Pri masivnej hemolyze, ked je prekrocena vazbova kapacita hap-
toglobinu, je hemoglobin rychlo oxidovany na ferrihemoglobin, z ktorého sa uvoliiuje hém. Za tychto
podmienok moze dojst aj k prekroceniu vazbovej kapacity hemopexinu a zvySeniu koncentracie vol-
ného hému. Uloha hemopexinu v ochrane pred oxida¢nym stresom bola potvrdena aj na studidch
s hemopexin knockout mysami, ktoré boli pri hemolyze viac nachylné na oxidacné poskodenie v po-
rovnani so zdravymi jedincami. Toxicia voIného hému je dand pritomnostou koordina¢ne viazanych
iénov zeleza v molekule, ktoré si schopné katalyzovat Fentonovu reakciu a zucastiuju sa na vzniku
hydroxylovych radikalov. Negativne nasledky prooxidacnej aktivity hému boli $tudované podrobnej-
$ie az v ostatnom desatroci. Vysoko lipofilny hém Iahko prenika do lipidovej dvojvrstvy membran, kde
sprostredkovava oxida¢né reakcie, vyvolavajuce narusenie cytoskeletu a destrukciu buniek. Navyse,
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hém uvolneny z methemoglobinu oxiduje priamo v krvi lipidové zlozky LDL ¢astic a vznikajtce lipo-
peroxidy spdsobuju endotelovu cytolyzu. Zistilo sa, Ze hemin (oxidovana forma hému s i6nmi Fe’*)
vedie aj k aktivacii mechanizmov vrodenej imunitnej odpovede. Po vystaveni endotelovych buniek
heminu bola zaznamenand zvysena expresia adhéznych molekul - ICAM-1, VCAM-1 a E-selekti-
nu. Hemin tieZ indukuje produkciu TNFa prozapalovymi makrofagmi a apoptézu buniek. Najnovsie
vysledky dokazali, ze hém uvolneny z hemoglobinu je jednym z patogenetickych faktorov, ktoré pri
mikrobialnych infekciach vedu k tazkej sepse. Hladiny hému v organizme musia byt preto prisne
regulované na drovni syntézy a degradacie. Degradacné enzymy, ktoré zabezpecuju rychly rozklad
volného hému je zaroven mozné povazovat za antioxidanty. V katabolizme hému je za klu¢ovy enzym
povazovana hém-oxygenaza, ktora je rychlost limitujicim enzymom celého procesu. Tento enzym sa
vyskytuje v dvoch izoformach. V peceni a slezine konstitutivne exprimovand hém-oxygenaza 1 (HO-
1) je indukovatelna viacerymi stimulmi spojenymi s oxida¢nym stresom (cytokiny, tazké kovy, hy-
poxia, hyperoxia, ROS, endotoxin). Hém-oxygenaza 2 (HO-2) je konstitutivne exprimovana takmer
vo vsetkych tkanivéch, ale jej vysoké koncentracie sa nachadzaju v mozgu, oblickach a semennikoch.
Kym HO-2 rozklada hém za fyziologickych podmienok, HO-1 je aktivna najmé pocas oxidacného
zatazenia, pri zvySenej akumulacii volného hému. Fakt, ze HO-1 je indukovana pocas oxida¢ného
stresu a odstranuje toxicky hém, ju zaradil medzi antioxidacné enzymy. HO rozkladaju hém na oxid
uholnaty (uvolnovany plucami, jeho koncentracia vo vydychovanom vzduchu udava mieru aktivity
hém-oxygenazy), iény volného Zeleza a biliverdin, ktory je nasledne redukovany na bilirubin. Za hlav-
ny antioxida¢ny mechanizmus HO-1 sa povazuje rychly rozklad hému, ale tento enzym zrejme dis-
ponuje aj inymi mechanizmami, ktoré vedu k eliminacii oxida¢ného stresu. Takéto hypotézy potvrdili
experimenty na bunkach s transfektovanym mutantom HO-1, ktory nebol schopny degradovat hém,
no napriek tomu dokazal bunky ochranit pred oxida¢nym stresom. Bolo napriklad dokazané, ze HO-1
priamo inhibuje aktivaciu tkanivovych makrofagov, ¢im dochadza k zniZeniu produkcie TNFa a IL-6
pri odpovedi na zapalové reakcie vyvolané oxidacnym stresom. Antioxida¢na aktivita hém-oxygena-
zy je teda zrejme zalozena na viacerych mechanizmoch, aj ked nie vsetky st celkom zname a na ich
objasnenie je potrebny dodato¢ny vyskum. Navyse, za sekundarny antioxida¢ny uc¢inok HO-1 mozno
povazovat aj aktivitu rozpadovych produktov hému- CO a biliverdinu, ktoré si antioxidantmi per se.

3.7.1 BILIVERDIN, BILIRUBIN A OXIDU UHOLNATEHO V ULOHE ANTI-
OXIDANTOV

Bilirubin, vznikajici redukciou biliverdinu, slizi ako biochemicky marker dysfunkcie hepatobiliar-
neho systému, alebo poskodenia metabolizmu hémovych proteinov. Volny bilirubin je pre bunky vo
vysokych koncentraciach (>335 pmol/l) toxicky, predovsetkym v centralnom nervovom systéme ve-
die jeho kumulacia v bunkach k bilirubinovym encefalopatiam. V in vitro experimentoch bol vsak
dov. Obe tieto latky maju dokonca silnejsi antioxidacny uc¢inok v porovnani s a-tokoferolom. Biliru-
bin je napriklad vo fyziologickych konecntraciach (10 nmol/l) schopny zabranit oxidacii 10 000-krat
vy$sieho mnozstva molekul peroxidu vodika. Dobré antioxida¢né ucinky boli zaznamenané u bili-
rubinu aj v reakcii so superoxidovym radikalom a niektorymi RNS. Bolo tiez dokazané, Ze bilirubin
dokaze inhibovat NADPH-oxidazu, ktora prispieva k produkcii superoxidovych radikalov. Bilirubin
a biliverdin su vysoko lipofilné latky, preto poskytuju antioxida¢na ochranu primarne v lipofilnom
prostredi membran. Navyse, bilirubin, ktory je v krvi naviazany na albumin, je tiez antioxidacne ak-
predovsetkym v nervovych bunkach, kde knockdown jeho génu zvysoval intracelularne hladiny ROS
a sposoboval apoptézu. Zaujimavé vysledky priniesol experiment, v ktorom bol porovnavany vplyv
deplécie GSH a bilirubinu na mieru oxida¢ného stresu v bunke. Zistilo sa, Ze ovela vyssie oxidacné
zatazenie buniek je spdsobené rozpadom bilirubinu, a to aj napriek tomu, ze GSH patri k prvej linii
antioxidantov v bunkach a dosahuje v nich milimolarne koncentracie. Profylaktické podavanie bili-
rubinu zvieratdm, ktoré boli vystavené oxidacnému stresu dokonca zabranilo vlastnej deplécii GSH.
Antioxidac¢ny ucinok bilirubinu potvrdzuju aj dalsie studie, v ktorych bola sledovana jeho antioxi-
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dacna aktivita pri ischemicko-reperfiznom (I/R) poskodeni tkaniv. Ukazalo sa, Ze bilirubin pri I/R
poskodeni myokardu redukuje velkost infarktového tkaniva a mitochondrialnu dysfunkciu. Rovnaké
ucinky boli zaznamenané aj pri I/R tenkého ¢reva, kde bilirubin znizil mieru peroxidacie lipidov. Pozi-
tivny ucinok bilirubinu sa prejavil aj pri astme, kde jeho zvysené koncentracie viedli k redukcii zapalu
a znizeniu infiltracie leukocytov do plicneho tkaniva.

Antioxida¢né ucinky bilirubinu vysvetluju negativnu korelaciu medzi vyskytom kardiovaskularnych
ochoreni a zvySenymi hladinami voIného bilirubinu v plazme u pacientov s Gilbertovym syndrémom
(GS). Tento syndrom sa vyskytuje asi u 3-17% ludskej populacie (v zavislosti od etnickej skupiny) a je
charakterizovany miernou nekonjugovanou hyperbilirubinémiou. GS je sposobeny vrodenou muta-
ciou génového prométora uridin difosfat glukuronozyltransferazy, enzymu, ktory umoznuje konju-
gaciu bilirubinu s kyselinou glukurénovou a jeho vylicenie z organizmu. Pri GS je hladina uridin
difosfat glukuronozyltransferazy nizka, ¢o ma za nasledok znizené uvolnovanie bilirubinu z pecene
do cirkulécie a zvy$ent koncentréaciu volného bilirubinu v plazme. Studie u pacientov s GS potvrdili,
ze bilirubin je u nich jedinym zvy$enym $tandardnym antioxidantom plazmy, a preto je pravdepo-
dobne pricinou jej zvySenej antioxidacnej kapacity. Zvysené hladiny bilirubinu sa podielajua v porov-
nani s fyziologickymi hladinami u zdravych jedincovi efektivnejsie na vychytavani volnych radikalov
a zabranuja tym vo vyssej miere peroxidacii lipidov, predovsetkym v LDL ¢asticiach, ktoré st jednou
z hlavnych pricin rozvoja aterosklerézy.

Mechanizmus antioxida¢ného pdsobenia bilirubinu je spojeny s jeho oxidaciou na biliverdin. Enzym
recyklujuci bilirubin - NADPH/NADH-dependentna biliverdin reduktaza je preto délezitym clan-
kom antioxida¢ného pdsobenia biliverdinu a patri medzi antioxida¢né enzymy.

Oxid uholnaty je tiez produktom rozpadu hému a je povazovany za toxicky plyn. Niektori autori
v8ak na zaklade vysledkov svojich §tadii navrhuju, Ze inhlacia CO vo velmi nizkych koncentraciach
ma pozitivny ucinok v experimentalnych modeloch s vyvolanym I/R poskodenim, sepsou, alebo pri
transplantaciach.

Protektivny uc¢inok CO je zaloZeny na aktivacii guanylatcyklazy, ktora vedie k relaxacii hladkého svalu
a ciev. Na druhej stane je CO aj parcialnym agonistom NO-syntazy, ¢o ma za nasledok spéatnoviazbovu
inhibiciu jej expresie. Ukazalo sa v8ak, Ze cesta aktivacie guanylatcyklazy vedie sucasne k aktivacii HO-
1, ¢o by mohol byt mechanizmus, ktorym CO uvolnovany pri rozklade hému dalej cyklicky stimuluje
HO-1. Stadium signalnych drah aktivovanych oxidom uholnatym nie je jednoduché, nakolko ide
o bunkovo $pecificky proces, ktory zavisi zaroven od typu pouzitého stresora. Jednou zo signalnych
drah, ktort CO stimuluje, je MAPK (mitogénmi-aktivovana proteinkindza), ktora riadi dolezité bun-
kové procesy ako su zapal, diferenciacia buniek, proliferacia, apoptéza a odpoved na stres. Vysledkom
aktivacie MAPK oxidom uholnatym je znizena protizapalova odpoved makrofagov pri ich stimulacii
endotoxinom. CO tiez inhibuje niektoré pro-oxida¢ne pdsobiace enzymy. Inhibiciou cyklooxygenazy
CO prispieva k zniZeniu produkcie prozapalovach prostaglandinov, ktoré podporuju oxidacény stres.
Rovnaky ucinok ma aj inhibicia cytochromu P450, ktory pocas katalyzy generuje superoxidové a hy-
droxylové radikaly a peroxid vodika.

Na zdver mozno zhrnut, Ze bilirubin, biliverdin aj CO maju r6zne antioxida¢né tcinky, ktoré nie st
ani zdaleka dostato¢ne prestudované. Napriek tomu zostava faktom, ze miera ich prinosru je dand ich
nizkou koncentraciou a pri vyssich koncentraciach sa stavaja toxickymi.
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IMARKERY OXIDACNEHO STRESU
V BIOLOGICKYCH SYSTEMOCH A ME-
TODY ICH STANOVENIA

Oxidacny stres mdze byt pric¢inou, ale aj nasledkom r6znych ochoreni, ¢o je jednym z dévodov preco
si klinicka prax, ale aj experimentalny vyskum vyzadujua identifikaciu a zavedenie metodik na stanove-
nie senzitivnych a $pecifickych biomarkerov oxida¢ného stresu. V pripade, Ze OS je pri¢cinnym fakto-
rom ochorenia, stanovenie jeho markerov pomaha blizsie charakterizovat patogenetické mechanizmy,
ktoré mozu byt vhodnym cielom pre vyvin novych liekov. Pri lie¢cbe ochoreni markery OS vypovedaju
o ucinnosti poskytovanej terapie. Ak je oxida¢né poskodenie sekundarnym nasledkom iného ocho-
renia, moze zhodnotenie OS slazit ako marker predikcie, pripadne progresie primarneho ochorenia.
Stanovenie biomarkerov oxida¢ného stresu ma teda svoj vyznam pri ur¢ovani diagnézy a prognozy
ochorenia a uc¢innosti pouzitej terapie.

Mieru oxida¢ného stresu v organizme je mozné vo vSeobecnosti zistit priamymi, alebo nepriamymi
metédami. Medzi priame metddy patri stanovenie volnych radikalov - reaktivnych molekdl (ROS,
RNS,...). ROS st priamo detegovatelné pomocou elektréonovej paramagnetickej/spinovej rezonancie
(EPR/ESR), pri ktorej sa daji monitorovat aj zmeny chemickych foriem oxidovatelnych iénov kovov,
podielajucich sa na tvorbe OS. ESR je v§ak pomerne malo citliva metdda, preto sa predovetkym na
in vivo stanovenia (u zvierat) poziva technika “spin trapping” (zachytavanie spinu). Pri tejto metode
reaguju ROS s vybranymi molekulami, ktoré maja ulohu zachytavaca, za vzniku menej reaktivnych
a stabilnych zlucenin (nadalej radikalov), detegovatelnych pomocou ESR. KedZe prekryv signalov jed-
notlivych volnych radikalov neumoznuje jednoznacne kvantifikovat konkrétne ROS, tato metdda sa
vyuziva Casto na stanovenie celkovej koncentracie ROS. Hlavnou prednostou ESR je moznost stano-
venia ROS in vivo a sledovanie ich vzniku v jednotlivych organoch. Nevyhodou priameho stanovenia
radikalov je nemoznost aplikovat tuto metédu u Iudi, nakolko voIné radikély je nutné merat in situ,
v case ich vzniku. ESR si teda vyzaduje invazivne techniky, ¢o je pre beznu klinicku prax naro¢na
poziadavka. Otazkou je, ¢i pre potreby zhodnotenia vplyvu OS je naozaj potrebné stanovovat celkové
hladiny vybranych volnych radikalov. Volné radikaly napadaju v organizme rdzne ciele, a teda ich
celkové mnozstvo nie je priamo umerné poskodeniu, ktoré spdsobuju. Preto je mozno viac opodstat-
nené merat OS nepriamymi metédami — kvantifikaciou oxida¢ne poskodenych biomolekul (proteinov,
lipidov, nukleovych kyselin). Na rozdiel od nestabilnych reaktivnych molekdl st oxida¢ne poskodené
biomolekuly dostatoéne stabilné na to, aby mohli byt stanovené ex vivo. Dalsie nepriame metddy, kto-
rymi mozno kvantifikovat OS su zalozené na detekcii hladin enzymovych a neenzymovych antioxi-
dantov a zistovani miery rezistencie, ktorou organizmus odolava zdmerne vyvolanému oxida¢nému
poskodeniu. Pre stanovenie vplyvu niektorych konkrétnych volnych radikdlov na fyziologické funkcie
boli zavedené $pecialne metodiky. Napriklad vplyv superoxidového radikalu na funkciu ciev je mozné
merat stanovenim ich roztaznosti, pretoZe je zndme, Ze O, eliminuje "NO, ktory ako je dobre zname
sprostredkovava vazodilatéciu.

Od osemdesiatych rokov minulého storocia, ked medzi populdrne metddy stanovenia OS patrili naj-
ma test TBARS (thiobarbituric acid reactive substances), ¢i stanovenie karbonylov, bolo vyvinutych
mnoho inych, presnejsich a $pecifickej$ich metdd. Napriek tomu ani v dnesnej dobe zatial neexistuje
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»zlaty Standard® na overenie oxida¢ného poskodenia/obrany v organizme a vyvoj a pouzitie ré6znych
metodik stanovenia markerov OS, ktoré st dnes zname je stale vo faze vyskumu. Je nutné si uvedomit,
ze od zvolenej metodiky stanovenia OS zavisia aj vysledky stadii, ktoré hodnotia antioxida¢ne G¢in-
kujuace latky. V tejto kapitole st zhrnuté ako priame, tak aj nepriame metddy stanovenia oxida¢ného
poskodenia, ktoré sa v sicasnosti uplatnuji v experimentalnej a klinickej praxi.

4.1 CELKOVA ANTIOXIDACNA AKTIVITA

V poslednych rokoch bolo vyvinutych niekolko druhov testov, ktoré umoznuju stanovit tzv. celkovu
antioxidacnu kapacitu (total antioxidant capacity, TAC) biologickych vzoriek. TAC testy si bezne
vyuzivané pri diagnostike a monitorovani chordb, preto sa najcastejsie uplatnuju pri plazmatickych
a sérovych stanoveniach. Z analytického hladiska je efektivita antioxidacnej uc¢innosti plazmy v tychto
testoch hodnotena na zaklade schopnosti plazmy redukovat Specifické substraty. Do tivahy je treba
brat heterogenitu vzorky, teda fakt, Ze plazma obsahuje ako hydrofilné, tak aj lipofilné kompartmenty,
ktoré obsahuju prislusné vo vode a v tukoch rozpustné antioxidanty. V biologickych vzorkach je tiez
dolezité uvazovat aj o moznych synergistickych interakciach antioxidantov.

V in vitro testoch su Casto pouzivané ako iniciatory oxida¢ného stresu azo zliceniny, ktoré nest vo
svojej molekule - N = N - skupinu. Azo zluceniny podliehaji pri zmene teploty rozkladu za vzniku
karbdénovych radikalov, ktoré bezprostredne reaguju s kyslikom za vzniku peroxylového radikalu:

R-N=N-R - N, + 2R*

R*+0, > ROO*

Vznikajice peroxylové radikaly iniciuju kaskadu peroxidacie lipidov a oxidacne poskodzuju aj prote-
iny. V zavislosti na lipofilite pouzitého azo iniciatora OS, je mozné generovat peroxylové radikaly vo
vodnej (2,2'-azobis-(2-amidinopropan) dihydrochlorid (AAPH) je hydrofilna zlucenina), alebo lipo-
filnej casti plazmy (2,2’-azobis-2,4-dimetylvaleronitril (AMVN) a 2'-azobis-(4-metoxy-2,4-dimetyl-
valeronitril) (MeO - AMVN) st lipofilné zlt¢eniny).

Vyber vhodného inicidtora volnych radikalov je ddlezity, pretoze aktivity antioxidantov pritomnych
v oboch kompartmentoch plazmy zavisia prave na mieste tvorby atakujucich volnych radikalov. Pri
pouziti hydrofilnych iniciatorov nie je mozné napriklad stanovit antioxida¢nu aktivitu karotenoidov,
ktoré st vnorené do lipofilného jadra lipoproteinov.

Z hydrofilnych testov je mozné vyuzit dva hlavné pristupy pri stanoveni antioxidacnej aktivity plaz-
my, zaloZzené na rozdielnom reakénom mechanizme. V prvom pripade je mozné zhodnotit antioxi-
dac¢nu kapacitu plazmy s pouzitim hydrofilného iniciatora, ktory ma prooxida¢né vlastnosti. V tychto
testoch sa hodnoti nachylnost plazmy podliehat oxidacii, pricom sa hodnoti oxidacia exogénne pri-
davaného substratu. Podstata testu spociva v inhibicii oxidacie exogénneho substratu antioxidantmi
plazmy, teda ¢im je vy$sia jej antioxidacna kapacita, tym ucinnejsie bude branit oxidacii exogénneho
substratu. Na tomto principe su zalozené testy TRAP (total radical trapping antioxidant parameter)
a ORAC (oxygen radical absorbing capacity), v sti¢asnosti najrozsirenejsie testy na stanovenie anti-
oxidac¢nej aktivity biologickych vzoriek. Do tejto kategorie testov patri aj menej vyuzivany CBA test
(crocin bleaching, oznac¢ovany aj ako P-carotene bleaching). Vo vietkych tychto metddach sa pou-
ziva hydrofilny induktor volnych radikdlov (AAPH) a antioxida¢nd aktivita sa hodnoti na zaklade
oxidacie 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetatu (TRAP), B-fykoerytrinu (ORAC), alebo karoténu
(CBA). 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetat a B-fykoerytrin su nefluoreskujuce zluceniny, ktoré
po interakcii s volnymi radikalmi (predovsetkym peroxylovym a hydroxylovym) tvoria fluoreskuju-
ci produkt. Nevyhodou B-fykoerytrinu je fotoblednutie, preto sa v ORAC teste povodne pouzivany
B-fykoerytrin nahradil syntetickym fluoresceinom. V CBA teste sa pouzivaju p-karotén, alebo krocin
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(karotenoid izolovany zo $afranu), ktorych molekuly obsahujt polyénovy uhlikovy retazec. Pri reakcii
s volnymi radikalmi dochadza k nasyteniu nasobnych vizieb a strate konjugacie, ¢o ma za nasledok
“blednutie” substratu, monitorované spektrofotometricky pri 445 nm (krocin) a 470 nm (3-karotén).
Vyhodou CBA testu je, Ze nim mozno merat aj lipofilné antioxidanty. Navyse touto metédou mozno
stanovit antioxidac¢nu, ale aj prooxida¢nu aktivitu plazmy. Naopak, nevyhodou CBA testu je blednutie
B-karoténu (spontanne alebo zmenou vonkajsich podmienok), ¢o moze ovplyvnit vysledky merania.
Do tejto skupiny testov sa zaraduje aj modifikovany ORAC - HORAC test (hydroxyl radical antioxi-
dant capacity), ktory vyuziva peroxid vodika na generovanie hydroxylovych radikalov reagujtcich
nasledne s fluoresceinom. HORAC test teda umoznuje Specificky stanovit antioxida¢nu kapacitu voci
hydroxylovym radikalom.

Antioxidac¢na kapacita plazmy pri vys$sie popisanych testoch moze byt vyjadrend réznym spésobom,
napriklad definovanim ,lag fazy“ alebo metédou AUC (obsah plochy pod krivkou), pripadne aj kine-
ticky.

Inym pristupom ako stanovit antioxida¢nu kapacitu hydrofilnej zlozky plazmy je meranie vychyta-
vania (zhasania) stabilnych radikalov, ktoré nemaju prooxidacné vlastnosti. Medzi tieto metdody sa
zaraduje velmi znamy TEAC test (Trolox equivalent antioxidant capacity), zavedeny do praxe za-
¢iatkom 90-tych rokov 20. storocia. V tomto teste sa stanovuje antioxida¢na kapacita plazmy mera-
nim jej schopnosti redukovat radikalovy kation 2,2"-azinobis(3-etylbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS).
Zhasacia schopnost plazmy sa sleduje spektrofotometricky, poklesom absorbancie pri 734 nm, ¢o je
absorp¢né maximum radikdlového kationu ABTS. Vyhodou tohto testu je, ze ABTS je stabilny v $iro-
kom rozmedzi pH hodnét, preto je vhodny pre rozli¢né biologické vzorky. ABTS je tiez rozpustny vo
vodnych, aj organickych rozpuastadlach, preto moze byt pouzity aj na meranie TAC lipofilnej zlozky
plazmy, ako je popisané niz$ie. Navyse, pretoze ABTS radikdl ma nizky redoxny potencial je vhodny
aj na stanovenie antioxidacnej aktivity fenolov, ktoré sa tiez vyznacuju pomerne nizkymi hodnotami
redoxného potencidlu. Limitujucim faktorom TEAC testu je vysoka zavislost vysledkov od inkubac-
ného casu, ako aj od pomeru vzorky a ABTS.

Do rovnakej skupiny stanoveni ako TEAC patri aj FRAP test (ferric reducing ability of plasma), v kto-
rom sa sleduje redukcia Zelezitych iénov na Zeleznaté. Reakcia prebieha pri kyslom pH, ¢o umoz-
nuje sledovat tvorbu zafarbeného produktu - 2,4,6-tripyridyltriazin (TPTZ) zeleznatého komplexu,
pri jeho absorp¢nom maxime 593 nm. Vyhodou FRAP testu je jeho rychlost a jednoduchost, preto
je velmi rozsireny. Je vSak zalozeny na predpoklade, Ze redoxna reakcia prebieha rychlo, v ¢asovom
horizonte Styroch minat. Tato podmienka nie je splnend napriklad pri merani antioxidacnej aktivity
niektorych fenolov, ktoré reaguji pomalsie. Limitujicim faktorom FRAP testu je, Ze vzorky s redox-
nym potencialom niz$im ako 0,7 V mo6zu redukovat idny Zeleza. FRAP testom tieZ nie je mozné merat
antioxida¢nu aktivitu proteinov a tiolovych antioxidantov.

DPPH test (1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl) bol prvykrat popisany uz v roku 1958 a neskor velakrat
modifikovany. Dodnes patri k najrozsirenejsim testom hodnotiacim TAC v plazme. DPPH je stabilny
radikal, ktory je redukovany antioxidantmi plazmy. Pri tejto reakcii straca svoje fialové zafarbenie, ¢o
je mozné sledovat spektrofotometricky pri jeho absorpénom maxime 515 nm. Kedze DPPH je stabilny
radikal, jeho reaktivita v porovnani s rychlo reagujicimi radikalmi, ktoré sa bezne vyskytuju v orga-
nizme, napriklad peroxylovymi, je nizka, a teda aj reakcie antioxidantov s DPPH mozu byt pomalsie,
¢o je jeden z limitujucich faktorov tohto testu. Podobne obmedzujuci pre niektoré stanovenia moze
byt aj absorp¢né maximum DPPH, ktoré sa prekryva s absorpénym maximom niektorych antioxidan-
tov (karotenoidov). Zo stérického hladiska je radikalové miesto priestorovo objemného DPPH katio-
nu lepsie pristupné pre malé molekuly, akou je kyselina askorbovd, co moze tiez ovplyvnit vysledky
meranej TAC.

Vyssie uvedené testy zvacsa vyjadruji antioxida¢na aktivitu biologickej vzorky porovnavanim so $tan-
dardom - Troloxom. Trolox je obchodny nazov firmy Hoffman-LaRoche pre 6-hydroxy-2,5,7,8-tetra-
metylchréman-2-karboxylovu kyselinu, vo vode rozpustny analég vitaminu E. Antioxida¢na u¢innost
biologickych vzoriek sa potom vyjadruje v jednotkach ekvivalencie Troloxu.
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Pretoze aktivita antioxidantov plazmy je zavisla na lipofilite kompartmentu, v ktorom sa voIné radika-
ly tvoria, v ostatnych dvoch desatrociach sa pozornost vedeckej komunity upriamila na $tadie, ktoré
vyuzivaju ako zdroje radikalov v tukoch rozpustné zluceniny. Hydrofilné testy TAC totiz vobec ne-
zahrfnaju aktivitu karotenoidov a len minimalne zohladnujua aktivitu vitaminu E, ¢o je dané miestom
vyskytu tychto antioxidantov v plazme. Vitamin E, ktory ma svoju chromoférovu skupinu orientova-
nd smerom do vnutra lipoproteinovej membrany moze ciasto¢ne prispievat k antioxida¢nej obrane
interakciou s vo vode solubilnymi antioxidantmi. Preto celkova antioxida¢na kapacita plazmy merana
hydrofilnymi testami zahrna asi 7-9% antioxidac¢nej aktivity vitaminu E. V pripade karotenoidov, kto-
ré st hlboko vnorené do lipidového jadra lipoproteinov je vSak zrejmé, Ze ich antioxida¢na aktivita nie
je stanovitelna za experimentalnych podmienok, ktoré vyuzivaju hydrofilné testy.

Massaeli vo svojej praci dokazal, ze preinkubéacia LDL ¢astic s antioxidantmi rozpustnymi v tukoch za-
branuje ich oxidacii v pritomnosti volnych radikalov, kym vo vode rozpustné antioxidanty tento efekt
nemali. V snahe preskimat biologicky vyznam lipofilnych antioxidantov sa mnohé studie zaoberaju
prave lipofilnou zlozkou plazmy, ¢o si vyziadalo aj vyvinutie u¢innych metdd pre stanovenie antioxi-
dacnej aktivity tejto Casti plazmy.

Jednou z tychto metdd je modifikovany TEAC test, kde sa ako generator volnych radikalov méze pou-
zit ABTS kation vo vhodnom rozpustadle, tak, ze iniciuje tvorbu volnych radikalov v oboch kompart-
mentoch plazmy. Podobne bol tiez modifikovany ORAC test, kde bola rozpustnost AAPH v lipofilnej
casti plazmy docielena metylovanym p-cyklodextrinom (RMCD), sledujuc oxidaciu fluoresceinu.

Samozrejme, po tom, ako bolo potvrdené, ze je dolezité stanovovat aktivitu antioxidantov v oboch
kompartmentoch plazmy stcasne, boli vyvijané snahy najst vhodny systém generatorov a substratov,
pomocou ktorych by sa dala stanovit antioxidacna aktivita oboch jej zloziek v jednom teste. Takyto
test bol vyvinuty kombinaciou TRAP testu na stanovenie hydrofilnej antioxidacnej aktivity plazmy
s MeO-AMVN, generatorom volnych radikalov v lipofilnom kompartmente plazmy. Kyselina 4,4-di-
fluoro-5-(4-fenyl-1,3-butadienyl)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacén-3-undekanova (BODIPY581/591)
bola pouzita ako selektivny oxidovatelny lipofilny substrat. Uvedeny generator volnych radikalov, ako
aj substrat na meranie oxidacie v lipofilnej zlozke plazmy priniesli pokrok v lipofilnych metddach
stanovenia TAC v plazme. MeO-AMNYV je ovela lep$im generatorom volnych radikalov v porovnani
s AMNYV, pretoze ma vyssiu rychlostna konstantu, teda dokdze ovela rychlejsie generovat volné ra-
dikaly v porovnani s AMNV. Pouzitie substratu BODIPY581/591 je tiez vyhodné v porovnani s fluo-
resceinom a DPHPC (difytanoyl-fosfatidylcholin), nakolko tato zlicenina nepenetruje do bunkovych
membrén, ale inkorporuje sa selektivne do lipoproteinovych frakcii. Dal§im prinosom tohto testu je,
ze si vyzaduje ovela nizsie riedenie plazmy (5-10x zriedenie) v porovnani s predchadzajicimi popi-
sanymi metodikami (FRAP, ORAC, TRAP), v ktorych je nutné riedit vzorku 100-250x v zavislosti od
testu. Prave takéto vysoké riedenia plazmy vedu k nizkym koncentraciam antioxidantov v zriedenej
vzorke, ktoré mozu byt nizsie ako je potrebny detekény limit.

Okrem rozdelenia vys$ie uvedenych metdd na hydrofilné/lipofilné testy sa casto v literatire mozeme
stretnut s rozdelenim testov na zaklade reakéného mechanizmu, ktory je vyuzivany na stanovenie
aktivity OS. Z tohto pohladu sa testy delia na testy zaloZené na prenose vodika - HAT testy (hydrogen
transfer reactions) a testy zaloZené na jednoelektronovom prenose - SET testy (single electron trans-
port), pripadne moze ist o kombindaciu tychto reakénych mechanizmov. Kym HAT testy vyuzivaju 2
zlozky - generator volnych radikdlov (oxidant) a oxidovatelny substrat, v SET testoch prebieha len
jedna redoxna reakcia, a to medzi oxidantom (ktory je zaroven aj meranym substratom) a antioxidan-
tom plazmy.

Vo véeobecnosti je mozné zhrnut, Ze celkova antioxida¢na kapacita plazmy zavisi od typu volného ra-
dikalu, ktory vyvolava oxidacny stres, mnozstva a typu pritomnych antioxidantov v plazme, ako aj sy-
nergistickych uc¢inkov medzi jednotlivymi antioxidantmi. Vsetky tieto atributy je nutné zohladnit pri
vyhodnocovani TAC v plazme. Mnozstvo $tudii, ktoré hodnotia vplyv chorob, ale aj pozitivny ucinok
externe podavanych antioxidantov na TAC plazmy je realizovanych v in vitro modeloch (nie v plaz-
me), ako st membranové systémy (lipozédmy, micely), timivé roztoky, izolované LDL castice, bunkové
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kultary, ¢i izolované tkanivové preparaty. Diskutabilné vysledky tychto $tudii poukazuju na fakt, ze
tieto umelé systémy nedokazu nahradit realny biologicky systém akym je plazma/sérum, predovset-
kym v zmysle heterogenity prostredia (lipofilna a hydrofilna zlozka s vysokym obsahom proteinov),
ktoré ma zasadny vplyv na antioxida¢né kapacity. Tiez je nutné zobrat do uvahy pocetné interakcie
medzi jednotlivymi antioxidantmi v ramci lipofilnej a hydrofilnej zlozky, respektive na ich rozhrani,
ako je napriklad interakcia medzi kyselinou askorbovou a vitaminom E, ¢i karotenoidmi.

4.2 STANOVENIE AKTIVITY ANTIOXIDACNYCH ENZYMOV

Medzi rutinné laboratérne vysetrenia oxida¢ného poskodenia patria sj metody stanovenia antioxidac-
nych enzymov, ktorych zvysené aktivity vypovedaju o naraste oxidacného zatazenia.

Existuje mnoho metodik na stanovenie aktivity superoxid dismutazy (SOD), preto je Casto zlozité
porovnavat vysledky medzi jednotlivymi $tidiami. VSeobecne su testy SOD aktivity zalozené na sle-
dovani schopnosti pouzitej vzorky inhibovat na 50% reakciu superoxidového radikalu (ktory mozno
generovat viacerymi sposobmi) s detekénou molekulou. Najcastejsie sa ako systém na tvorbu supe-
roxidového radikalu vyuziva xantin/xantinoxidaza a ako detek¢na molekula cytochrém c, ktory pod-
stupuje pri reakcii s O, redukciu. Dal§imi generdtormi O, moZu byt aj Mn-EDTA/merkaptoetanol
a kyslik, ozarované flaviny a kyslik, KO, a autooxida¢ny systém adrenalin/pyrogalol. Ako detektory
aktivity SOD sa okrem cytochrému c pouzivaju aj luminol, luciferin (pri reakcii s O, emituju Ziare-
nie), nitrotetrazoliova modra (NTB), adrenalin a hydroxylamin. Nevyhodou tychto stanoveni je, ze
SOD aktivita sa meria nepriamo a nie je vylicené, Ze na inhibicii superoxidu sa podielaju aj iné latky.
Pri pouziti cytochromu c ako detekéného ¢inidla tiez hrozi, ze jeho redukovana forma je oxidovana
cytochrom oxiddzami, a teda vysledky testu su skreslené. Rovnaky oxida¢ny efekt na cytochrom ¢ ma
aj peroxid vodika generovany xantinoxidazou. Na zabranenie oxiddcie je mozné k testovanym vzor-
kam pridat katalazu (CAT), alebo acetylovat cytochrom c.

Okrem tychto metdd je mozné SOD aktivitu stanovit aj pomocou nedenaturujtcej elektroforézy v pri-
tomnosti riboflavinu a NTB. SOD inhibuje redukciu NTB, senzitizovanu riboflavinom, pri¢om na géli
vznikd modry formazan, okrem oblasti, v ktorych sa nachadzaja pasiky so SOD aktivitou. Pri rozliseni
aktivit Mn-SOD a CuZn-SOD sa vicsinou inhibuje CuZn-SOD kyanidom, alebo peroxidom vodika.
Jednoduchsie je rozlisenie jednotlivych typov SOD pri stanoveni koncentracie ich proteinov. Kedze sa
jedna o Strukturne odli$né enzymy, protilatky, ktoré sa vyuzivaji na western blot, ELISA (enzyme-lin-
ked immunosorbent assay) stanovenia a v imunohistochémii nepodliehaju skrizenej reaktivite, teda
tieto enzymy mozno jednoznacne identifikovat.

Najrozsirenej$im testom kataldzovej aktivity je spektrofotometrické stanovenie rozkladu H,O, pri
240 nm, alternativne sa v rovnakej reakcii sleduje aj vznik produktu - kyslika.

Glutationperoxidazova aktivita (GPx) sa stanovuje zvycajne v reakcii sledujticej oxidaciu NADPH
s vyuzitim glutation reduktdzy, glutatiénu a H,O,. Toto stanovenie poskytuje aktivitu selén-depen-
dentnej glutatiénperoxidazy. Celkova aktivita GPx (selén dependentnej aj indipendentnej) je mera-
telnd v pritomnosti kumén hydroperoxidu, ktory vsak zaroven zahfna aj podiel peroxidazovej akti-
vity glutation-S-trenferdz. Stanovenie glutation-S-tranferdzovej aktivity spociva v reakcii medzi GSH
a 1-chloro-2,4-dinitrobenzénom, pricom vznika S-(2,4-dinitrofenyl)-glutation, kvantifikovany spek-
trofotometricky pri 340 nm.

Niekolkymi metédami je mozné stanovit aj glutation v jeho oxidovanej a redukovanej forme (GSSG
a GSH). Okrem HPLC metodik s fluorimetrickou a elektrochemickou detekciou su k dispozicii aj
jednoduché laboratérne kity s fluorimetrickym/spektrofotometrickym vyhodnotenim. Najcastejsie
sa vyuziva reakcia GSH s 5,5 -ditiobis-(2-nitrobenzoovou)kyselinou (DTNB) v pritomnosti NAPH
a glutationreduktazy. Pri tomto stanoveni sa kvantifikuje mnozstvo oxidovaného aj redukovaného
glutationu, pretoze GSSG je redukovany glutationreduktazou na GSH. Podiel GSSG sa stanovuje v pa-
ralelnej reakcii po derivatizacii GSH s 2-vinylpyridinom, ktory s nim tvori stabilny komplex a nezu-
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Castnuje sa tak reakcie s DTNB. Vysledok testu sa udava ako pomer GSH/GSSG, ktory s oxida¢nym
stresom klesa.

4.3 IMARKERY OXIDACNEHO POSKODENIA BIOMAKROMO-
LEKUL

Pri diagnostike, resp. terapii roznych ochoreni, ktoré si vyzaduju stanovit mieru oxida¢ného posko-
denia je dolezité vybrat spravne biomolekuly ako vhodné markery. To, ¢i je vhodné sledovat oxida¢né
poskodenia lipidov, proteinov, alebo nukleovych kyselin zalezi predovsetkym od typov volnych radi-
kalov, ktoré st pri danom ochoreni generované.

Napriklad, HCIO, ktora vznika aktivitou myeloperoxidazy indukuje vznik karbonylovych skupin
a poskodenie proteinov, no nespdsobuje poskodenie DNA a lipidov. Iné ROS vs$ak majui naopak vyssi
podiel na oxidacii lipidov, ¢i DNA, a preto v tychto pripadoch je vhodné zvolit si ako marker oxidac-
ného poskodenia uvedené biomolekuly.

4.3.1 MARKERY PEROXIDACIE LIPIDOV

Zhodnotenie peroxidacie lipidov si vyzaduje diagnostika mnohych, predovsetkym civiliza¢nych ocho-
reni, pri ktorych sa oxidacia lipidov priamo podiela na ich patogenéze (ateroskleréza, kardiovasku-
larne ochorenia,...). Stanovenia peroxidovanych lipidov v potravinarskom priemysle (predovsetkym
dolezité pri konzervovanych potravinach) s zalozené na rovnakych principoch ako testy, ktoré sa
vyuzivaju v medicine. Preto je o tuto oblast analytiky vysoky zdujem a v ostatnych desatroc¢iach bolo
vyvinutych mnoho novych metdd. Niektoré z nich sa v sii¢asnosti uz nepouzivaju, nakolko ich nahra-
dili ovela presnejsie a technicky menej narocné metody.

Kedze peroxidacia lipidov je retazova reakcia, pri ktorej vznika mnozstvo intermediatov a koncovych
produktov, aj pristupy stanovenia oxidacie mastnych kyselin st zamerané na kvantifikaciu ubytku ne-
oxidovanych lipidov, intermediatov peroxidacie lipidov alebo koncovych produktov reakcie.

Z lipidov st pri OS hlavnym ciefom volnych radikdlov nenasytene mastné kyseliny (volné aj esterifi-
kované), preto jeden spdsob ako stanovit ich mieru oxidacie, je stanovit ubytok neoxidovanych mast-
nych kyselin. Princip spociva v rozklade lipidov vo vzorke a izolacii mastnych kyselin z ich esterov do
vhodného rozpustadla. Volné mastné kyseliny sa potom stanovia najcastejsie pomocou vysokotlako-
vej kvapalinovej chromatografie (HPLC), alebo su cielene degradované na prchavé uhlovodiky a sta-
novené plynovou chromatografiou (GC).

Konjugované diény mastnych kyselin, ktoré vznikaju v skorych $tadidch peroxidacie lipidov je moz-
né stanovit spektroforometricky pri 230-235 nm, kde vykazuju polyény svoje absorpéné maximum.
Vyhodou tejto metddy je jej technicka nenarocnost. Pre biologické vzorky, ktoré su heterogénnej po-
vahy vsak nie je tato metéda vhodnd, pretoze pri danej vinovej dlzke absorbuji aj mnohé iné zlaceni-
ny. Spektrofotometricky teda mozno stanovit konjugované diény len v izolovanych lipidoch. Dalsou
nevyhodou tejto metddy je fakt, Ze pri separacii konjugovanych diénov z biologického materidlu sa
ukazalo, ze velké percento z nich tvori kyselina oktadeka-9,11-diénova, derivat kyseliny linolénovej,
ktory nie je produktom oxida¢ného poskodenia. Falosné vysledky spektrofotometrického stanovenia
konjugovanych diénov mozno korigovat dodato¢nou identifikiciou diénov vo vzorke inymi metdéda-
mi (HPLC). Napriek tomu, ze uvedeny derivat linolénovej kyseliny, ktory je spolu so svojimi izomérmi
oznacovany ako CLA (conjugated linoleic acid) nepochddza z peroxidacie lipidov, bolo dokdzané, Ze
podavanie CLA u ludi vyvolava peroxidaciu lipidov. Benefit uzivania CLA vo forme vyzivovych do-
plnkov na podporu redukcie telesnej hmotnosti je teda diskutabilny.

Rozkladom hydrolipoperoxidov vznikaju ako koncové produkty oxidacie mastnych kyselin aldehydy
a ketony. Ich koncentracia in vivo je pomerne nizka, pretoze ide o nestabilné latky, ktoré sa viazu na
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proteiny a DNA. Komplexy aldehydov s proteinmi st imunogénne, preto sa daju stanovit na zaklade
zvySeného titeru protilatok proti tymto komplexom. Aldehydy, ktoré sa viazu na DNA tvoria aduk¢né
produkty, najmé s ich guaninovymi bazami. Tieto komplexy majui fluorescen¢né vlastnosti s emisiou
pri 420-460 nm. Miera ich fluorescencie je priamo imernd poskodeniu DNA, ktoré aldehydy spdso-
buju. Specifickejsie je mozné stanovit adukty aldehydov s DNA plynovou chromatografiou spojenou
s detekciou hmotnostného spektra. Vysledky studii, v ktorych bola vyuzita tato metodika ukazali, ze
zdrava pecenova bunka obsahuje az 5400 MDA-deoxyguanozinovych komplexov, u Iudi s OS sa ich
pocet samozrejme zvysuje.

K najstarsim, ale stdle vyuzivanym metédam stanovenia oxiddcie lipidov patri aj neinvazivne stano-
venie prchavych uhlovodikov vo vydychovanom vzduchu. Alkany, ktoré sa takto stanovuji su etan
(vznika z omega-3 mastnych kyselin) a pentdn (pochadza z omega-6 mastnych kyselin). Princip me-
tody spociva v tom, ze vydychovany vzduch prechadza vrstvou adsorbentu, kde dochddza k zachyta-
vaniu alkanov, ktoré st nasledne izolované a stanovené pomocou GC. Nevyhodou tejto metddy je, Ze
mnozstvo prchavych alkdnov v organizme zavisi od pritomnosti idnov tazkych kovov a koncentracie
kyslika, oba tieto parametre preto ovplyviuju vysledky testu. Navyse, je nutné pripomenut, ze alka-
ny st len minoritnym produktom degradacie lipidov a mo6zu byt metabolizované v peceni, teda ich
stanovenie vo vydychovanom vzduchu nie je reprezentativnym dokazom oxidacie lipidov v organiz-
me. Vysledky tohto testu mozu byt dalej ovplyvnené aj kontaminaciou uhlovodikov produkovanych
baktériami, ktoré osidluju pokozku a ustnu dutinu. Pred testom je tiez dolezité vdychovanim ¢istého
vzduchu odstranit uhlovodiky, ktoré st vdychované v znecistenom ovzdusi (predovsetkym velkych
miest). Napriek uvedenej technickej naro¢nosti a nepresnosti tohto testu existuje aj dnes mnoho stu-
dii, ktoré tymto sposobom hodnotia oxidaciu lipidov v organizme, pretoze je to jeden z mala neinva-
zivnych testov.

Jednoznac¢ne najznamejsia metdda stanovenia aldehydov je znama aj pod nazvom TBARS test. Jeho
princip spociva v reakcii medzi maléndialdehydom (MDA) a tiobarbiturovou kyselinou v kyslom pro-
stredi pri zvySenej teplote, pricom sa tvori ruzovy fluoreskujuci komplex MDA:TBA (1:2). Nevyhodou
TBARS testu je, Ze nie je $pecificky pre MDA, ale reaguju v nom aj iné aldehydy, ktoré nemusia (ale
mozu) pochadzat z peroxidacie lipidov (napr. HNE), takze test dava falosnd pozitivnu reakciu na
MDA. Dalsou komplikéciou TBARS testu je, ze MDA vznikd aj pri zahrievani mastnych kyselin pri
kyslom pH, teda MDA sa generuje v testovanych vzorkach dodato¢ne pocas vlastného stanovenia a jej
vysledna namerana hodnota je zvySend. Preto je ovela presnejsie ako TBARS test chromatografické
stanovenie MDA pomocou HPLC. Ale aj v tomto pripade je stale mozné namietat, ze ani vyuzitie
HPLC na analyzu MDA neodzrkadluje presny stav oxidacie lipidov v organizme. Dévodom je fakt, ze
MDA predstavuje opit len minoritna cestu rozkladu oxidovanych lipidov a navyse nie je stabilnym
produktom - dehydrogendzy redukuju MDA na prisluny alkohol. Napriek tomu, Ze TBARS metéda
ma svoje nevyhody pri hodnoteni peroxidacie lipidov, je dodnes ¢asto pouzivana, nakolko ide o jed-
noduchy a finan¢ne nenaroc¢ny test, ktory poskytuje preliminarne vysledky o oxida¢nom stave lipidov
v biologickych vzorkach.

Mnohi autori povazuju za najobjektivnej$iu metédu hodnotenia oxida¢ného poskodenia lipidov
kvantifikaciu ich kone¢nych produktov - izoprostanov (1.2.1 Peroxidacia lipidov). Izoprostany vzni-
kajuce oxidaciou arachidénovej kyseliny je mozné stanovit chromatograficky (HLPC-MS, GC-MS),
alebo imunochemicky (metodiky: western blot, ELISA). U ludi sa izoprostany stanovuju v plazme,
kde je nutné po odobrati vzorky zabranit dodato¢nej oxidécii lipidov jej spravnym skladovanim (pri
-70°C, alebo pridanim antioxidantu BHT - butylovany hydroxytoluén). Tento problém sa nevyskytuje
pri stanoveni izoprostanov v moci, kde nedochadza k dal$ej oxidacii lipidov, preto je mo¢ vhodnejsim
biologickdim materialom. Bolo zistené, Ze v moci ovplyviiuje (zvysuje) hladiny nameranych izoprosta-
nov hladovanie, ¢co moze byt spésobené zvysenym oxida¢nym stresom, alebo zvy$enym uvolfova-
nim izoprostanov z rozkladajucich sa tukov do mocu. Stanovenie izoprostanov v moc¢i kvantifiku-
je samozrejme ich celkové mnozstvo v organizme, pricom nie je zrejmé, v ktorom organe sa tvoria.
Specifickejsie vysledky v tomto smere poskytuju stanovenia izoprostanov v cerebrospinalnom moku,
synovidlnej tekutine, plicnom vypotku, zl¢i, perikardidlnom moku, pripadne aj vo vydychovanom
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vzduchu. Izoprostany sa nachadzaju v tkanivach v esterifikovanej forme, z ktorej sa uvolnuju a vo
volnej forme podliehaju rychlej metabolizacii (najzndmejsi izoprostan - 15-F, -izoprostdn je meta-
bolizovany na 2,3-dinor-5,6-dihydro-15-F, -izoprostén). Pre ziskanie o najpresnejsich vysledkov, by
sa preto mali stanovit aj metabolity izoprostanov, ¢o vsak nie je bezné pre klinicku laboratérnu prax.
Hladiny izoprostanov v organizme navyse ovplyvnuje aj koncentréacia kyslika v bunkach. Pri hyperoxii
dochadza k oxidacii monocyklického endoperoxidu mastnych kyselin za tvorby izofuranov (namiesto
redukcie endoperoxidu, ktora vedie k produkcii izoprostanov) a napriek oxidacnému stresu sa hladina
izoprostdnov nezvysuje. Preto je pri hyperoxii vhodné stanovit spolu s izoketalmi aj izofurany. Dal§ou
cestou metabolizacie prekurzoru izoprostanov je jeho izomerizacia na D2 a E2 izoketaly, ktoré vytva-
raju aduk¢né produkty s aminoskupinami proteinov, ¢im ich poskodzuju. S tiolovymi skupinami pro-
teinov reaguju a poskodzuju ich aj dehydratované cyklopentanény D2 a E2 izoketalov. Tieto adukéné
produkty proteinov sa stanovuju imunochemickymi metédami.

Okrem vyssie uvedenych testov existuje mnoho dalsich ciest ako stanovit oxidaciu lipidov. V sedem-
desiatych a osemdesiatych rokoch 20. storocia sa hydroperoxidy stanovovali takmer vyhradne pomo-
cou jodometrie. Tato metdda je zalozena na reakcii jodidového aniénu s hydroperoxidom (LOOH),
pri ktorej vznika prislusny alkohol (L-OH) a jéd. J6d sa nakoniec titruje tiosiranom sodnym, ktorého
spotreba sa s peroxidaciou kyselin zvysuje. Pre heterogénne vzorky vs$ak nie je tento test vhodny,
nakolko mnoho inych zloziek okrem alkanov moze lahko oxidovat jodid na jéd. Inym testom na sta-
novenie hydroperoxidov je spektrofotometricka metdda, kde hydroperoxidy reaguju s GPx v pritom-
nosti NADPH, ktorého oxidacia sa meria pri 340 nm:

LOOH + 2GSH + NADPH - L-OH + H,0 + GSSG + NADP* + H*

Nevyhodou tejto metddy je finan¢nd naroc¢nost purifikovaného enzymu GPx a tiez nutnost izolovat
LOOH z membran pred ich vlastnym stanovenim purifikovanou fosfolipazou. Membranové LOOH
sa preto prednostne stanovuju v oxidacnej reakcii zeleznatého komplexu s xylénovou oranzovou pri
kyslom pH. Farebny komplex Zelezitych iénov s xylenolovou oranzovou sa stanovuje spektrofotomet-
rickypri absorpénom maxime 580 nm.

4.3.2 MARKERY OXIDACNEHO POSKODENIA PROTEINOV

Pocas oxida¢ného stresu su proteiny priamo napadané volnymi radikalmi, alebo tvoria adukéné pro-
teiny s koncovymi produktmi oxidécie lipidov, pripadne podliehaju glykacii. Za $tandardny test oxi-
da¢ného poskodenia proteinov sa povazuje karbonylovy test, pri ktorom sa deteguju karbonylové
skupiny proteinov. Stanovenie karbonylovanych proteinov ma v porovnani s peroxidovanymi lipidmi
vyhodu v tom, Ze proteiny st karbonylované uz v skorych stadiach oxida¢ného stresu a st odburavané
v ¢asovom horizonte niekolkych hodin az dni, v porovnani s oxidovanymi lipidmi, ktoré si degrado-
vané v priebehu niekolkych minut. Na druhej strane, proteiny si napadané takmer vetkymi druhmi
volnych radikélov, ¢o neumoznuje zistit “zdroj” oxida¢ného stresu.

Karbonylové skupiny vznikajui oxidaciou aminokyselin volnymi radikalmi (najcastejsie Lys, Arg, Pro,
Thr), alebo mézu byt zabudované do proteinov sekundarne, reakciami medzi postrannymi nukle-
ofilnymi retazcami aminokyselin Cys, His as Lys s aldehydmi (koncovymi produktmi peroxidacie
lipidov) a karbonylovymi derivatmi (ketoaminy, ketoaldehydy), ktoré su produktmi oxidacie cuk-
rov. Karbonylovy test teda poskytuje informaciu o celkovom oxida¢cnom poskodeni proteinov, ale na
rozliSenie primarneho a sekundarneho poskodenia proteinov je nutné pouzit dalsie testy, napriklad
imunochemické stanovenie komplexov peroxidovanych lipidov s proteinmi. Vyhoda vacsiny karbo-
nylovych testov spociva v ich finan¢nej nendrocnosti a nizkych narokoch na technické vybavenie.

Jednym zo zauzivanych sposobov stanovenia karbonylovanych proteinov je ich reakcia s biotin hydra-
zidom. Proteiny su nasledne izolované chromatograficky, naviazanim biotinu na kolénach, pripadne
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moze byt vizualizované na géloch pomocou fluorescen¢ne oznaceného avidinu (bielkovina viazuca
biotin).

Senzitivnym testom na stanovenie proteinovych karbonylov je derivatizacia karbonylovej skupiny
2,4-dinitrofenylhydrazinom, za tvorby 2,4-dinitrofenylhydrazénu (DNP). KedZze DNP tvori adi¢né
produkty aj s nukleovymi kyselinami, pred vlastnym stanovenim karbonylov proteinov musia byt
nukleové kyseliny odstranené. Stabilny DNP produkt moéze byt kvantifikovany viacerymi sposobmi,
najjednoduchsie spektrofotometricky, pri 370 nm. Limitujicim faktorom je pritomnost zluc¢enin v bio-
logickych vzorkéch, ktoré absorbuju Ziarenie rovnakej vinovej dizky. Spektrofotometrické stanovenie
v spojitosti s HPLC frakcionaciou proteinov je vhodné pri stanoveni Specifickych, oxida¢ne poskode-
nych proteinov v ich zmesiach (napriklad tkanivovych homogenatoch, alebo bunkovych extraktoch),
no neumoziuje stanovit viac proteinov s podobnou molekulovou hmotnostou. Jeho vyhoda oproti
klasickému spektrofotometrickému stanoveniu spociva vo vysokej senzitivite a nizsej spotrebe vzorky.

Na cielenu identifikdciu poskodenych proteinov a ich aminokyselinovych rezidui boli vyvinuté imu-
nochemické testy ELISA so Specifickou anti-DNP protilatkou. Ich vyhodou je vysoka citlivost a nizka
spotreba vzorky. Predovietkym v experimentalnom vyskume sa anti-DNP protilatky vyuzivaju na
stanovenie karbonylov proteinov vo western blot analyze, ktora je v porovnani s ELISA metddou sice
finan¢ne menej naro¢na, no kladie vyssie poziadavky na minimalny detekény limit proteinov.

Oxidaciu proteinov indukuju mnohé volné radikaly a potencidlne mozu byt v proteinoch oxidované
postranné retazce kazdej z aminokyselin. Na stanovenie tohto $irokého spektra oxida¢ne poskode-
nych aminokyselin vSak neexistuje univerzalny marker. Niektoré oxidacné reakcie su vysoko $peci-
fické pre danu aminokyselinu a vznik produktu, kym iné vedu k oxidécii réznych aminokyselin, za
vzniku mnohych typov produktov. Vyhodou stanovenia Specifického poskodenia aminokyselin je
identifikacia volného radikalu, ktory je stcastou $tudovaného procesu oxida¢ného stresu. Prikladom
$pecifického poskodenia proteinov je oxiddcia aminokyselin kyselinou chlérnou a vznik chlorotyro-
zylovych rezidui a aduktov na lyzine, ktoré su typické pre aterosklerotické 1ézie. Pritomnost kyseliny
chldérnej zase poukazuje na tlohu neutrofilov a monocytov pri tomto type oxida¢ného stresu. Podob-
ne, pritomnost 3-nitrotyrozinu (3-NT) v proteinoch je $pecifickym markerom oxida¢ného poskode-
nia, zapri¢ineného peroxynitritom. Dal$im prikladom $pecifického poskodenia aminokyselin je vznik
dityrozinu z tyrozinu, alebo 3-chlértyrozinu, vznikajiceho v pritomnosti HCIO. Veobecnou kompli-
kaciou pri stanoveniach Specificky poskodenych aminokyselinovych rezidui je, Ze modifikované je len
malé mnozstvo aminokyselin, a preto metody ich stanovenia musia byt vysoko senzitivne. Napriklad
jedna molekula dityrozinu, ktory sa tvori v aterosklerotickych léziach aorty pripadd na 3 000 intakt-
nych rezidui tyrozinu, ¢o si vyzaduje jeho stanovenie pomocou vysoko citlivej hmotnostnej spektro-
metrie. Pri ne$pecifickej modifikacii je zasiahnuté vysoké percento aminokyselin, a teda metédy na
ich stanovenie nie s naro¢né na senzitivitu, pripadne mnozstvo vzorky.

4.3.3 IMARKERY OXIDACNEHO POSKODENIA DEOXYNUKLEOVEJ KYSE-

LINY

Z vyskumov vyplyva, Ze oxidacné poskodenie DNA je spojené s vyskytom mnohych ochoreni, s vy-
sokym podielom pri nadorovych ochoreniach. Oxida¢ne poskodena DNA je teda na prvom mieste
predmetom zaujmu vyskumnych vedeckych timov, ktoré studuja vplyv faktorov ovplyviujucich po-
$kodenie DNA pri oxida¢nom strese v spojitosti s nddorovymi ochoreniami.

Metddy stanovenia poskodenej DNA sa vztahuju k mechanizmom, resp. vyslednym produktom, ktoré
vznikaju pri modifikacii nukleovych kyselin. Najvhodnejsi ciel pre identifikdciu oxida¢ného poskode-
nia DNA st modifikované bazy nukleotidov. Z tejto skupiny testov sa najcastejsie stanovuje pritom-
nost 8-hydroxydeoxyguanozin (80HdG), ktorého vznik indukuje Siroké spektrum volnych radikalov.
Nakolko na eliminacii 80OHdG sa v bunke podiela sti¢asne niekolko mechanizmov, je zrejmé, ze ide
o vysoko nebezpecny produkt oxidacie DNA, a teda jeho mnozstvo je v priamej timere s negativ-
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nymi nasledkami oxida¢ného stresu. Pretoze 80OHAG je len minoritnym produktom pri poskodeni
DNA a navy$e guaninové rezidud su oxidované aj za vzniku inych produktov ako 2,6-diamino-4-hy-
droxy-5-formamidopyrimidin (FAPyG), nemozno posudzovat narast OS na zaklade kvantifikacie
80HdG. Pomer vzniku 8OHAG a FAPyG v bunkach zavisi jednak od redoxného stavu a jednak od
pritomnosti iénov tazkych kovov. Teda oba tieto faktory zdsadne ovplyviuju vysledok stanovenia
80HJdG. V neposlednom rade treba zvazit aj fakt, ze 8OHdG, oxidovany este vicsou rychlostou nez
guanin je velmi nestabilnym produktom oxida¢ného poskodenia DNA. Napriek tomu, ze 8OHdG je
mozné stanovit pomerne jednoduchou metodikou pomocou HPLC, z vyssie uvedenych dovodov je
pre lepsie vyhodnotenia oxida¢cného poskodenia DNA vhodné stanovit aj jeho oxida¢né produkty,
pripadne iné markery DNA oxidacie. Stanovenie viacerych Specifickych markerov poskodenia DNA
umoznuje podobne ako pri Specifickom poskodeni proteinov, identifikovat typ volnych radikalov, kto-
ré sa na oxidacnom poskodeni zucastnuju (kapitola 1, 1.2.3 Oxida¢né poskodenie nukleovych kyse-
lin). Vhodnou metédou na identifikiciu oxida¢ne modifikovanych baz je hmotnostna spektrometria,
ktora umoznuje stanovit aj adi¢né produkty baz s proteinmi.

Ak je DNA izolovana z buniek a poskodené bazy stanovené v takychto vzorkach ide o stanovenie “ste-
ady-state damage”, teda ziskava sa prehlad o tom, ¢i sa zvysilo mnozstvo poskodenej DNA v bunkach,
¢o vSak moze vypovedat aj o zmene rychlosti syntézy DNA, alebo spomaleni jej repara¢nych mecha-
nizmov. Izolacia DNA z mocu a stanovenie jej poskodenia je presnejsia metdda, pokial sa jedna o zis-
tenie celkového oxida¢ného poskodenia “total oxidative DNA damage” Mocom sa vylucuje niekolko
poskodenych baz, vratane 8OHdG, 80OHG, tyminglykolu, 5-hydroxymetyluracilu, 8-hydroxyadeninu
a 7-metyl-8-hydroxyguaninu. Kvantifikacia poskodenych baz v mo¢i je normalizovana na kreatinin.
Priemerné hodnoty 80OHAG u zdravych ludi udavaju teda isty standard medzi reparaciou a poskode-
nim DNA, ktory je ¢asto v $tudiach porovnavany s hodnotami 80OHdAG pri roznych ochoreniach, pri-
padne st na zaklade tohto Standardu hodnotené antioxidac¢né ucinky zlicenin, alebo vplyv zivotného
$tylu na poskodenia DNA.

Zakladnym problémom pri analyze oxidacného poskodenia DNA v bunkach je jej izolacia a pripra-
va vzorky na stanovenie, pocas ktorej je DNA hydrolyzovana. Pri tomto procese je DNA vystavena
vysokym koncentraciam kyslika (v porovnani s koncentraciou kyslika v jadre) a uc¢inku iénov pre-
chodnych kovov, teda podmienkam, ktoré podporuju jej oxidaciu. Pri GC-MS stanoveni je nutné
analyzovanu vzorku pri derivatizacii zahrievat, ¢o tiez sposobuje oxidaciu DNA. Izolacia a priprava
bunkovej DNA na analyzu je teda kritickym krokom a zaroven dévodom, pre¢o sa namerané hodnoty
80HAG medzi jednotlivymi $tudiami liSia aZ o cely poriadok. Znizit riziko oxidacie je mozné pridava-
nim antioxidantov k izolovanej vzorke, pripadne chelata¢nych ¢inidiel na vychytavanie iénov kovov,
alebo izolovat DNA pod dusikovou atmosférou. Izoldcii DNA je mozné sa celkom vyhnut pri imu-
nohistochemickych metédach, s pouzitim protilatok proti 8OHdG, alebo inym oxidovanym bazam.
Velmi popularnou metédou na stanovenie zlomov vlakna DNA, ktora tiez nevyzaduje izolaciu DNA
je kométovy test (comet assay). Pre potreby tohto testu je nutné pripravit suspenziu jednotlivych bu-
niek v agarézovom géli, ktory sa nanasa na mikroskopické sklicko. Bunky v géli st nasledne lyzované
a podrobené elektroforéze. Po elektroforéze sa sklicka zafarbia fluorescen¢nou farbickou, ktora viaze
DNA. Princip tejto metddy je zaloZeny na vzniku “chvostov” — frakcii zZlomenych vlakien DNA, ktoré
vychadzajua z jadra lyzovanych buniek pri elektroforéze. V procese elektroforézy zlomy na DNA vlak-
ne umoznuju jeho relaxaciu a rychlejsi pohyb smerom k andéde. Mnozstvo DNA v “chvoste” potom
odzrkadluje frekvenciu zlomov vo vlaknach DNA. Alternativne sa v kométovom teste daju detegovat
aj oxidované bazy. Na ich stanovenie sa sklicka po lyze buniek inkubuju s FAPy-glykozylazou, endo-
nukledzou III a inymi DNA-repara¢nymi enzymami. Endonukledza III $tiepi DNA na mieste oxidacie
pyrimidinovych baz, kym FAPy-glykozyldza v mieste 8OHdG a inych oxidovanych purinov. V. DNA
tak po pdsobeni enzymov vznikaju dalsie zlomy a porovnanie chvostov medzi bunkami s a bez pri-
davanych enzymov umoznuje zistenie pritomnosti oxidovanych baz. Najjednoduchsie vyhodnotenie
kométového testu moze byt len empirické, kedy sa zhodnoti, ¢i vznikli “chvosty” vychadzajtce z jadier
buniek. Presnejsie je meranie vzdialenosti migrujucej DNA od stredu bunkového jadra. Vyhodno-
tenie, ktoré sa oznacuje “tail moment” zohladiiuje nielen dizku “chvosta’, ale aj pocet zlomov DNA,
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reprezentovany intenzitou zafarbenia DNA v “chvoste”.

K dal$im metédam identifikacie/kvantifikacie zlomov v DNA patri polymerazova retazova reakcia,
pri ktorej dochadza k zastavaniu amplifikacie DNA v miestach zlomu vlakna. Na géli sa potom nacha-
dza namiesto jedného vacsi pocet pasikov, zodpovedajtci priamo tmerne intenzite zlomov v DNA.
V HALO teste (HALO assay) sa interkaluje fluorescen¢né farbivo propidium jodid alebo etidium
bromid do DNA helixu a vyvoldva tak zmeny v stave jej superspiralizécie. Struktirne pozmenena
DNA moze byt potom pozorovana v tvare “svitoziare” (anglicky ,,halo®), ktorej priemer sa meni s po¢-
tom zlomov v DNA. Princip TUNEL testu (deoxyribonucleotidyltransferase mediated deoxyuridine
triphosphate nick end labeling) spociva v detekcii fragmentacie DNA pomocou znacenia jej volnych
koncov modifikovanymi bazami. Zlomy v DNA generuji volné 3°-OH konce nukleotidov, ktoré sa
enzymaticky oznacia modifikovanym nukleotidom (napr. fluorescen¢ne znac¢enym). Modifikované
nukleotidy sa nakoniec deteguju na zaklade fluorescencie, alebo pomocou protilatky. V. ARP teste
(aldehyde reactive probe) reaguje N’-aminooxymetylkarbonylhydrazino-D-biotin s aldehydovymi
skupinami oxida¢ne poskodenej DNA, ktoré vznikaju otvorenim cyklov purinov a pyrimidinov (AP
miesta). V reakcii sa na AP miesta viaze biotin, ktory je dalej kvantifikovany spektrofotometricky.

4.4 STANOVENIE VOLNYCH RADIKALOV

Pre potreby experimentalneho vyskumu boli vyvinuté mnohé metody, ktoré umoznuju priame mera-
nie volnych radikalov. Tieto metddy sa neuplatnuju pri beznych laboratérnych vysetreniach, nakolko
su technicky naroc¢né, navyse stanovenie nestabilnych volnych radikalov musi prebehnit okamzite po
odobrati biologického materialu.

Spin trapping, metdda popisana v tivode kapitoly, ktora vychadza z ESR sa uplatiiuje pri stanoveni
viacerych typov volnych radikdlov po ich reakcii s inou molekulou, ktora volny radikal stabilizuje.
Princip ESR metddy je zalozeny na existencii spinu (uhlového momentu) volnych elektrénov (spi-
nové Cislo elektronu moze byt +1/2 alebo -1/2). V magnetickom poli sa preto elektrény orientuju
paralelnym, alebo antiparalelnym smerom, v dvoch moznych energetickych hladinach. Po vystaveni
elektronov elektromagnetickému Zziareniu dochddza k jeho absorpcii a presunu elektrénu z nizsej na
vyssiu energeticku hladinu. Takto sa mdze zaznamenat charakteristicky zaznam absorpéného spektra
daného volného radikalu. Pri spin trapping metdde sa postupuje rovnako, s tym rozdielom, zZe sa de-
teguje spektrum v stabilnom komplexe (volny radikal reaguje s molekulou, za vzniku stabilnejsieho
volného radikalu s delokalizovanymi elektréonmi).

Molekuly, ktoré plnia v reakciach tlohu stabilizatora volnych radikalov by mali splnat isté poziadavky,
aby ich pouzitie bolo ¢o najefektivnejsie. Predovsetkym by mali so zvolenym meranym volnym radika-
lom reagovat rychlo a $pecificky, za tvorby nemetabolizovatelnych a dostato¢ne stabilnych produktov.
Idealne stabilizatory by po reakcii s volnym radikalom mali poskytovat jednozna¢ne identifikovatelné
absorpcné spektra, bez prekryvu pikov. V sti¢asnosti sa vyuziva na tento ucel viacero zlicenin, no ani
jedna z nich nespla kritéria idedlneho stabilizatora. Najznamejsie stabilizatory su:

DMPO - 5,5-dimetylpyrolin-N-oxid

DEPMPO - 5-dietoxyfosforyl-5-metyl-1-pyrolin-N-oxid
PBN - alfa-fenyl-terc-butylnitrén

EMPO -5-etoxykarbonyl-5-etyl-1-pyrolin-N-oxid

Tieto zliceniny sa pouzivaju v in vivo zvieracich experimentoch na stanovenie hydroxylovych, ¢i su-
peroxidovych radikdlov. U Iudi sa vzhladom na toxicitu in vivo nepouzivaju, je ich vSak mozné apliko-
vat na stanovenie volnych radikalov v biologickych vzorkach ex vivo. Limitujucim faktorom pri ex vivo
detekcii je miera reaktivity radikalov — napriklad hydroxylovy radikal je prili§ reaktivny, aby na jeho
stanovenie mohla byt pouzita tito metdda. Stabilnejsie radikaly, alebo aj sekunddrne produkty reakcii
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volnych radikalov s biomolekulami je mozné stanovit aj ex vivo. Pri priprave biologickych vzoriek je
nutné vyhnut sa pouzitiu organickych rozpustadiel, ktoré lahko podliehaju oxidacii volnymi radikal-
mi (napr. metanol).

Spin trapping sa pouziva ¢asto v experimentoch na overenie t¢innosti antioxidantov vo¢i volnym ra-
dikalom, predovsetkym hydroxylovym, superoxidovym a thiylovym. DMPO reaguje aj s radikalmi na
proteinoch a DNA, po naviazani vznika adukény produkt, ktory sa deteguje $pecifickymi protildtkami.
Ak je cielom zistit miesto, kde je DNA napadnuta radikdlmi, vhodnymi metédami st hmotnostna
spektrometria, alebo sekvenovanie DNA.

4.4.1 STANOVENIE KYSLIKOVYCH VOLNYCH RADIKALOV

Okrem ,,spin trapping“-u existuju aj iné metddy ako stanovit in vivo vysoko reaktivny hydroxylo-
vy radikal. V experimentoch boli na tento ucel pouzité tereftalova kyselina, ftalylhydrazid, kuma-
rin-3-karboxylova kyselina a benzoova kyselina, reagujiuce s OH* za vzniku fluorescen¢ného produk-
tu. Inym pristupom je podavanie zlicenin, ktoré st hydroxylované prostrednictvom OH" (antipyrin,
tryptofan, kofein) na pozicidch netypickych pre ich biotransforma¢né reakcie. Specifické produkty sa
potom kvantifikuji adekvatnymi analytickymi metédami.

Na stanovenie superoxidového radikalu sa vyuzivaju okrem spin trappingu rovnaké, alebo modifiko-
vané metodiky ako pri stanoveni aktivity SOD (oxidacia cytochréomu ¢, NTB, adrenalinu), superoxi-
dové elektrddy, ¢i akonitdzovy test (O, uvoliiuje i6ny Zeleza z [4Fe-4S]** komplexu akonitdzy, ¢im
enzym strdca svoju aktivitu). Histochemicky bol O, stanoveny v tkanivach perfiziou s tetrazoliovymi
zluc¢eninami, kde sa sledovalo modré zafarbenie vyzrazaného formazanu.

Pri detekcii peroxidu vodika sa casto vyuziva fluorimetria. Schopnost fluorescencie ziskavaju niektoré
zluceniny (7-hydroxy-6-metoxykumarin, skopoletin, kyselina homovanilinovd, Amplex red (N-ace-
tyl-3,7-dihydroxyfenoxazin)) peroxidaciou sprostredkovanou H O, - dependentnou HSR (horsera-
dish peroxidase). Mnozstvu H O, zodpoveda aj miera vzniku komplexov, ktoré tvori s cytochrém c
oxidazou, vyuzivajucou peroxid vodika pri oxida¢nych reakciach. Existuje mnoho dalsich spdsobov
kvantifikdcie H O, zaloZenych na stanoveni peroxidom oxidovanych exogénne podavanych zltcenin.
Tieto metddy viak nie st vacsinou Specifické pre H O, pretoze podévané zliiceniny st oxidované aj
inymi volnymi radikdlmi. Superoxidové elektrédy umoznuji po pridani kataldzy (rozkladd H O, na
vodu a kyslik) tiez stanovit nepriamo obsah H O, vo vzorke, kym elektréda na priamu detekciu H,O,
sa ukdzala ako nedostato¢ne senzitivna. Princip reakéného mechanizmu rozkladu H, O, kataldzou
vyuzivaju aj dalSie pristupy stanovenia H,O, v organizme. Prikladom je inhibicia kataldzy aminotria-
zolom v pritomnosti H O, kde sa hladiny H O, stanovia na zéklade mnozZstva aminotriazolu potreb-
ného na inhibiciu kataldzy.

Detekcia singletového kyslika na principe fotosenzitiza¢nych reakcii, ktorych sa zacastnuje nie je
vhodna, nakolko pri nich vznikaju volné radikaly. Priamo je mozné singletovy kyslik detegovat iden-
tifikaciou jeho emisného spektra, ktoré pochadza z rozpadu jeho molekuly. Spektrum spada do infra-
cervenej oblasti (1 270 nm), kde je mala pravdepodobnost interferencie so spektrami inych molekul.
Na overenie chemizmu 'O,, pripadne jeho tcasti v reak¢nych procesoch sa pouzivaju molekuly, ktoré
majut tlohu vychytévacov singletového kyslika. Po naviazani 'O, na vychytdvac sa predpoklada inhi-
bicia reakcie, ak sa jej singletovy kyslik predtym zucastnil. Ako uvedené vychytévace 'O, sa pouZzivaju
DABCO (difenylbenzofurdn), histidin a azid. Nizka Specifita tychto latok v reakcidch s 'O, a vysoka
reaktivita s inymi volnymi radikalmi v§ak nezarucuje reprodukovatelné vysledky. Spolahlivejsie su
vychytavace, ktoré reaguju s 'O, za vzniku fluorescencného produktu (9,10-difenylantracén).

4.4.2 STANOVENIE VOLNYCH RADIKALOV DUSIKA
Zo skupiny dusikovych radikalov sa velka pozornost venuje vyvinu metodik, ktoré by dokazali spolah-
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livo stanovit hladiny "NO in vivo. ‘NO je nestabilna molekula, ktora sa lahko oxiduje za vzniku mno-
hych sekundarnych produktov, ¢o je dovod, preco dodnes nebola vyvinuta idedlna metdda na jej sta-
novenie. Predovsetkym v experimentalnom vyskume by detekcia "NO in situ pomohla lepsie vysvetlit
eSte neobjasnené funkcie prislichajice tejto molekule. Doterajsie metody sa zakladaju na reakciach
‘NO s farbivami, hémovymi zlti¢eninami, ozénom, alebo vyuzivaju spin trapping. Na elektrochemické
stanovenia sa pouzivajui "NO elektrody. *NO sa viaze na Ni**-porfyrin adsorbovany na andde, kde je
elektrochemicky oxidovany. Nepriamo sa "NO stanovuje s pouzitim inhibitorov NOS, alebo po oxida-
ciina NO, v Griessovej reakcii. V tomto stanoveni NO, reaguje so sulfanilamidom v kyslom prostredi
N-(1-naftyl)-etyléndiaminu za vzniku zafarbeného azo produktu.

Na stanovenie velmi agresivneho peroxynitritu sa vyuzivaju nitroderivaty aromatickych aminokyselin
(tyrozin, tryptofan, fenylalanin). Velka pozornost sa venuje detekcii 3-nitrotyrozinu (3-NT), ktorého
zvy$ené hladiny sprevadzaji rozne ochorenia (nadorové, nervové, zapalové, plicne, kardiovaskularne,
mocového systému,...). Tyrozin podlieha nitracii peroxynitritom az po uvodnej oxidacii inymi vol-
nymi radikalmi, ktoré peroxynitrit generuje v prvej faze. 3-NT sa mo6ze stanovit spektrofotometricky,
alebo presnej$imi analytickymi metédami - GC-MS, HPLC, elektrochemicky, z ktorych MS deteguje
aj miesto nitracie sledovaného proteinu. Na imunochemické a imunohistochemické stanovenia sa
pouzivaju Specifické protilatky proti nitrovanym proteinom.

4.4.3 STANOVENIE HALOGENOVYCH VOLNYCH RADIKALOV

Velmi silnym oxida¢nym a chlora¢nym c¢inidlom je kyselina chlérna, ktord rozklada 3-NT a pri jeho
stanoveni tak zniZuje jeho skuto¢né koncentracie. Preto boli vyvinuté viaceré metédy stanovenia
HCIO. V reakcii s taurinom dava HCIO chléramin, ktory v druhom kroku reaguje s ZIto zafarbenou
tionitrobenzoovou kyselinou za vzniku bezfarebného DTNB, stanoveného spektrofotometricky. Ked-
ze HCIO chléruje vo vysokej miere tyrozin, no podobne sa sprava aj NO,Cla NO, je vhodné stibezne
stanovit jeho chldr - aj nitroderivaty (HPLC alebo MS), ak je Ziaduce identifikovat zdroj poskodenia
tejto aminokyseliny.
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5
OXIDAENY STRES A ZIVOTNY STYL

V predchadzajucich kapitolach bol popisany vplyv volnych radikalov a oxida¢ného stresu (OS) na
rozne biomolekuly, ktorych poskodenie sa nasledne odzrkadluje v pozmenenych biochemickych pro-
cesoch. Pri nedostato¢nej antioxidacnej obrane nedokdze organizmus v potrebnej miere odolavat OS
a vyvija sa patologicky stav. Velka cast chorob, u ktorych zohrava OS jednu z hlavnych tloh st choroby
vyplyvajuce z nezdravého zivotného $tylu, takzvané , lifestyle diseases®. Preto, okrem vyskumu anti-
oxidantov, ktorych prijem podporuje eliminaciu volnych radikalov, existuje aj mnozstvo takych stadi,
ktoré skiimajua vplyv zivotného Stylu na vznik a rozvoj OS a s nim spojené patologickeé stavy. Tato ka-
pitola podava prehlad najnovsich poznatkov o tom, ako mozno prostrednictvom urcitého zivotného
$tylu ovplyvnit OS, a to nielen v negativnom, ale aj v pozitivnom smere.

5.1 VpLYV POHYBOVEJ AKTIVITY NA OXIDACNY STRES

Pri naro¢nejsej pohybovej aktivite dochadza k zvysenej spotrebe kyslika, ¢o vedie nasledne k zvysenej
tvorbe kyslikovych radikalov a posunu redoxného stavu v bunkach smerom k oxidacii. Na rozdiel od
pozitivnych ac¢inkov pohybovej aktivity, ktoré boli preukdzané najmaé vo vztahu ku kardiovaskularne-
mu systému (zniZenie krvnych lipidov, rizika hypertenzie, diabetu,...) nastava preto otazka, ¢i pohy-
bova zataz nie je naopak vo vztahu k OS a chorobam, ktoré s nim suvisia kontraproduktivna. Navyse
pravidelny pohyb by pre organizmus mohol znamenat opakovany, teda chronicky OS, ktory presahuje
kapacitu antioxidantov pre neutralizaciu kyslikovych radikalov, ¢o by znamenalo, ze prave pravidelny
pohyb, ktorého pozitivne ucinky su tak ¢asto zddraznované, je este skodlivejsi nez narazova pohybova
zataz. Pocet $tudii zaoberajucich sa vplyvom cvicenia na OS vzrastol najma v obdobi, ked sa experi-
mentalne potvrdila aj zvysena peroxiddcia lipidov pocas aerébneho cvicenia. Doraz na experimenty
hodnotiace OS generovany pocas fyzickej zataze kladie aj $portovy priemysel. V sti¢asnosti sa kladu
vys$ie naroky na vykon najma u profesionalnych $portovcov a ochrana ich zdravia si vyzaduje prinos
novych poznatkov o vhodnej skladbe a davkach antioxidantov pred, pocas a po narocnej fyzickej zata-
zi. K tomu prispievaju nielen klinické studie s pouzitim doteraz znamych antioxidantov, ale aj stadium
novych latok s antioxida¢nymi uc¢inkami a mechanizmov, ktoré pocas fyzickej zataze vedd k posunu
redoxného stavu buniek.

Mechanizmus zvy$enej tvorby ROS pocas fyzickej aktivity sa vo v§eobecnosti pripisuje vzostupu in-
tenzity:

. mitochondrialnej respiracie (inik elektrénov pri elektrénovom transporte a vznik superoxi-
dového radikalu)

. metabolizmu prostanoidov

. autooxidacie katecholaminov

. enzymovej aktivity oxidaz (NADP(H) oxidaza, xantin oxidaza)

Okrem tychto zékladnych metabolickych dréh boli identifikované aj iné cesty vzniku reaktivnych fo-
riem kyslika (ROS), a to v zavislosti od typu (aerébna, anaerébna), dizky a intenzity fyzickej aktivity,
ako aj narokov na spotrebu energie, ktort je nutné vynalozit. Nemaly podiel na vzniku radikdlov ma aj
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vysledny mechanicky stres, ktory je pri fyzickej aktivite vyvijany na tkaniva. Pri destrukcii tkaniv tak
dochadza medzi inym aj k naruseniu $truktury proteinov nesucich Zelezo, ktoré je dobrym katalyzato-
rom pri tvorbe ROS. Ddlezité je bezpochyby aj mnozstvo spotrebovaného kyslika.

Prvé experimenty, ktoré vo vedeckych kruhoch otvorili diskusiu o vplyve fyzickej aktivity na OS, boli
skor zamerané na vyskum negativnych nasledkov. Novsie $tudie vSak poukazuju skor na pozitivne
nasledky produkcie ROS ako na jednu z ich alternativnych funkcii, ktorou sa organizmus adaptuje na
tyzicka zataz. Samozrejme takyto vyskum umoznili aj nové, modernejsie metddy testovania volnych
radikalov a OS.

Vsetky vyskumy sa zhoduju vo fakte, ze pri zvysenej fyzickej aktivite dochadza k zvysenej tvorbe vol-
nych radikalov, ktoré maju potencial poskodzovat biomakromolekuly. Do akej miery sa takato oxida-
cia prejavi aj v klinickej forme a ¢i vobec vyusti do patologického stavu je diskutabilné a v sic¢asnosti
neexistuju stadie, ktoré by potvrdili priamy vztah medzi OS generovanym pocas cvicenia a konkrét-
nym ochorenim. Existuju vsak dokazy o adaptacii antioxidacnej vybavy organizmu na opakovany OS
pocas cvienia. Tieto mechanizmy su spojené nielen s dlhodobo zvy$enou syntézou antioxidantov, ale
aj s posunom redoxnej rovnovahy za pokojového stavu v prospech redukcie, aby sa organizmus pocas
cvicenia nedostaval do stavu extrémnej oxidacie. Takato adaptacia prebieha za predpokladu, ze OS
pocas fyzickej zataze je dostatocne velky na to, aby sposobil poskodenie Specifickych biomakromo-
lekdl a vyvolal antioxida¢nu reakciu. Preto pri kratkej fyzickej zatazi s nizkou intenzitou nedochadza
k popisanej adaptacii a neimerné zvy$enie intenzity, alebo predlZenie fyzickej aktivity moze v kone¢-
nom désledku spdsobit poskodenie tkaniv.

5.1.1 AEROBNA FYZICKA AKTIVITA A OXIDACNY STRES

Vyskumy réznej dlzky a intenzity fyzickej aktivity u zvierat aj fudi potvrdili, Ze pri aerébnom cviceni
dochadza k tvorbe volnych radikalov a zvysenej oxidacii lipidov, proteinov a nukleovych kyselin, ako
aj glutationu, predovsetkym pri akutnej fyzickej zatazi. ZvySeny prijem antioxidantov dokaze do istej
miery predist oxida¢nému poskodeniu, a to najma pri kratkodobej fyzickej aktivite, kym pri dlhodo-
bej zatazi je ich ochrana sporna. Z publikovanych studii je zrejmé, Ze najcastejsie sa aplikuje vitamin C,
E a -karotén, ale aj koenzym Q10, N-acetylcystein, kyselina mocova a dal$ie antioxidanty, pripadne
ich kombinacie. Treba vSak pripomentt, ze u Iudi st tieto stidie ovplyvnené do velkej miery potravou,
ktort prijimaji a mnozstvom v nej obsiahnutych antioxidantov. Protokoly podavania antioxidantov
v §tadiach sa pohybuju od dlhodobych (niekolko tyzdnov) az po kratkodobé s narazovym prijmom
1-2 dni pred zvy$enou fyzickou aktivitou.

Pri kratkodobej fyzickej aktivite (< 2 hodiny) sa ukazalo, Ze samostatné podavanie vitaminov C, E
a p-karoténu pri cviceni vedie k znizeniu oxida¢ného poskodenia, aj ked nie vSetky namerané markery
OS boli znizené. Pozadovany ucinok vitaminov C a E na niektoré markery OS sa ukazal byt zavisly
od pouzitej ddvky a ¢asu suplementdcie. Napriklad antioxida¢ny vplyv vitaminu E na F -izoprostany
sa pri cvic¢eni dostavil az po 16 tyzdnoch podavania pri minimalnej davke 1 600 IU/den. Je mozné, ze
aj iné antioxidanty, u ktorych $tudie antioxida¢ny uc¢inok nepreukazali, si vyzaduju ,len” nastavenie
dlhodobého podavania dostato¢ne vysokej davky. Pri narazovom podavani (je iba malo $tudii tohto
typu) sa tiez preukazal antioxida¢ny ucinok u mnohych z testovanych antioxidantov (vitamin C, vi-
tamin E, N-acetylcystein, multivitaminové preparaty, $tavy z hrozna, malin a ¢ervenej repy), ale iba
u vybranych testovanych markerov OS.

Epidemiologické studie potvrdzuju, ze dlhotrvajuca fyzicka aktivita (> 2 hodiny) je jednym z riziko-
vych faktorov pre vznik kardiovaskularnych ochoreni, pricom OS v tomto ohlade zrejme vyznamne
prispieva k negativnym tc¢inkom dlhého cvicenia. Preto ma aj vyskum antioxidantov pri dlhotrvaju-
com cviceni rozhodne svoje opodstatnenie. Idedlnymi objektmi pre vyskum dlhodobej fyzickej akti-
vity st maratdnci, triatlonisti, pripadne cyklisti, ktori podsttpia niekolkohodinové fyzické zatazenie.
U tychto $portovcov bol vo véacsine stadii zaznamenany zvyseny OS potvrdeny prostrednictvom bio-
markerov oxiddcie lipidov (TBARS, MDA, F,-izoprostany, oxidované LDL), proteinov (karbonyly),
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DNA (kométovy test, 8-hydroxydeoxyguanozin) a oxidovaného glutationu. Tieto zmeny boli vo vacsi-
ne $tudif sprevadzané aj zvysenim antioxida¢nym enzymov (superoxid dismutdza, katalaza, glutation
peroxidaza, glutatién reduktaza) a fluktuaciou koncentracii vybranych antioxidantov (vitaminy A,
C, E). Na rozdiel od kratkodobej fyzickej aktivity dlhodobé podavanie antioxidantov nepreukazalo
pri dlhotrvajucej fyzickej aktivite Ziaden protektivny ucinok. Jednou z tedrii je, ze pri dlhotrvajtce;j
tyzickej aktivite v uvedenych $tadiach bolo mnozstvo generovanych ROS tak velké, ze v skuto¢nos-
ti presiahlo antioxida¢ny efekt exogénne podavanych antioxidantov. Na druhej strane, u niektorych
$portovcov v uvedenych studiach neboli zaznamenané zvysené hladiny ROS. Vysvetlenie tohto feno-
ménu by mohlo spocivat okrem zlozenia potravy, alebo uzivania nesteroidnych antiflogistik aj v nedo-
stato¢nej intenzite fyzickej zataze, tak, aby bolo mozné ju vykonavat po cely pozadovany ¢asovy tsek
(napr. maratén). V takomto pripade by vSak nemohla nastat ani uvazovana nadpriemerna generacia
ROS. Vysledky studii teda nie si konzistentné a aby bolo mozné ich relevantne vyhodnotit, je v tejto
oblasti potrebny rozsiahlejsi vyskum a zjednotenie podmienok, za ktorych je vykonavany.

5.1.2 ANEROBNA FYZICKA AKTIVITA A OXIDACNY STRES

Vyskumy anaerébnej fyzickej aktivity v spojitosti s OS nie st velmi casté. Napriek tomu, Ze pojem
anaerdbny znamena ,,za podmienok bez kyslika®, v Sporte sa tento pojem pouziva napr. pre silovy tré-
ning, ktory si nevyzaduje vysoku spotrebu kyslika ako aerébne aktivity (beh, cyklistika). Teda napriek
tomu, ze vzostup kyslika nie je tak vysoky ako pri aerébnych aktivitach, aj pri anaerébnom tréningu
dochadza k zvyseniu mnozstva kyslika v organizme a tvorbe volnych radikalov. Pre vznik OS platia
vyssie uvedené mechanizmy, ktorych aktivacia sa predpoklada aj pri aerdbnej fyzickej aktivite. Pri
silovom tréningu sa navy$e pri intenzivnej svalovej kontrakcii vyskytuju kratke, opakované ischémie,
striedajuce s fazami reperfuizie a mechanicky stres. Tieto podmienky vyvolavaju dodato¢nti nadmernua
tvorbu volnych radikalov a migraciu protizapalovych buniek (fagocyty, ktoré su dal$im zdrojom vol-
nych radikalov) do postihnutej oblasti tkaniva.

Protokoly $tudif anaerébnych cviceni st zamerané na rozne typy tréningov, pri ktorych sa svaly stahu-
ja, alebo len predlzujd, pripadne na izotonické cviky, pri ktorych sa dlzka svalu nemeni. Vo vieobec-
nosti sa vo vSetkych stadiach potvrdilo zvysenie OS, a to predovsetkym prostrednictvom peroxidacie
lipidov, proteinov, oxidovaného glutatiénu, znizenej antioxidacnej kapacity a v niektorych pripadoch
aj poskodenim DNA. Podavanie antioxidantov (vitaminy E a C, N-acetylcystein) zabranilo OS len do
istej miery, nie vSak u vSetkych sledovanych biomarkerov. Zo $tudii vyplynulo, Ze antioxida¢ne uc¢inné
st prevazne kombinacie antioxidantov, kym ich samostatné podavanie nevedie k zmene oxida¢ného
statusu.

Podla vysledkov, ktoré mame v sucasnosti k dispozicii, nie je mozné jednoznac¢ne odpovedat na otaz-
ku, ¢i je OS vznikajuci pri zvySenej fyzickej aktivite rizikovym faktorom ochoreni. S velkou pravde-
podobnostou bude platit, Ze existuje istd miera OS, ktora vedie k adaptacii antioxida¢nej odpovede,
¢o ma z dlhodobého hladiska pre organizmus pozitivny uc¢inok. Teda pravidelna, stredne dlha (30
- 60 minut) fyzicka aktivita strednej intenzity, vedtica k posilneniu antioxida¢nej obrany organizmu,
by mohla byt vysvetlenim pre pokles rizika kardiovaskuldrnych ochoreni u pravidelne $portujucich
jedincov. Napriek tomu, ze mechanizmy pri adaptacii na OS st pomerne dobre popisané na moleku-
larnej urovni, nie je zname, aké je optimalne mnozstvo ROS, ktoré tieto antioxidacné mechanizmy ak-
tivuju. Je tiez diskutabilné, ¢i podavanie antioxidantov pred $portovou aktivitou ma vyznam, ak tieto
suplementy v podstate brania aktivacii fyziologickych antioxida¢nych systémov a postupnej adaptacii
organizmu na OS. V pripade, ak OS pri fyzickej aktivite presiahne urciti mieru a vysoké mnozstva
ROS nevedu k adaptacnej odpovedi, suplementdcia antioxidantmi ma svoje opodstatnenie, aj ked pri
dlhotrvajucej fyzickej aktivite podavanie antioxidantov nepreukazalo znizenie OS.
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5.2 VpPLYV STRAVY NA OXIDACNY STRES

Rozsah OS je mozné c¢iastocne ovplyvnit $irokou $kalou exogénne podavanych neenzymovych a en-
zymovych antioxidantov, ktorych zékladny prehlad a ucinky boli popisané v predchadzajicich ka-
pitolach. Dnes sa da zakupit nespocetné mnozstvo doplnkov vyzivy s obsahom réznych kombinacii
antioxidantov, ktorych podavanie sa odportca bud ako prevencia ochoreni, alebo pri liecbe ochoreni
ako podporny farmakologicky pristup. Napriek tejto moznosti je viak lepsie zabezpecit dostatocny
prijem antioxidantov vo vyvazenej diéte. Kedze nevyvazené zlozenie stravy mozeme povazovat za
jeden z rizikovych faktorov viacerych civiliza¢nych ochoreni (ateroskleréza, diabetes mellitus, hyper-
tenzia, obezita, metabolicky syndrém,...), ktorych pri¢inou je aj OS, mnohé vyskumy sa zamerali na
posudenie vplyvu konzumacie tychto nezdravych diét na jeho vznik.

Aj v dnesnej dobe je tazké definovat, o presne je idedlna diéta a ako by sme sa mali stravovat, aby
sme zabezpecili pre organizmus vsetko, ¢o potrebuje. Tabulky udavajtice priemerné denné davky po-
trebnych zivin pre muzov, zeny, pre deti a star$ich Iudi predstavuju to, ¢o oznacujeme ako ,idealne
zloZenie stravy®. Je tu vSéak mnoho dal$ich faktorov (napr. vyska, denna fyzicka aktivita ...), ktoré treba
individualne zohladnit, tak aby sme prijimali stravu, ktora nam vyhovuje a nesposobuje zdravotné
problémy. Ako ,nezdravé diéty” sa vSeobecne oznacuju diéty s vysokym dennym prijmom kalérii,
dodavanych najmi v podobe tukov a cukrov, ktoré navyse obsahuji len malo vitaminov a mineralov
a nepokryvaju zakladné naroky organizmu na zabezpecenie fyziologickych funkcii. Pri takomto zlo-
zeni stravy je z dlhodobého hladiska pravdepodobné, Ze bude viest k niektorému z vyssie uvedenych
civilizacnych ochoreni. Vyskumy sa preto ¢asto zameriavaju na vplyv hyperkalorickej diéty s vysokym
obsahom tukov alebo cukrov na OS a jeho nasledky v spojitosti s uvedenymi ochoreniami, rovnako
ako na vyskum ucinku exogénne podavanych antioxidantov v tychto podmienkach.

Ziskavanie energie zo Zivin v potrave je zaloZené na oxidacnej fosforylacii, ktorej reakény mechaniz-
mus je zalozeny na zabudovani molekuly kyslika do substratov, ¢o je proces spojeny s produkciou
volnych radikalov. V zdravom organizme st volné radikaly generované touto cestou eliminované pro-
strednictvom antioxida¢nych mechanizmov. Ak v$ak antioxida¢na obrana pri spracovani potravy nie
je dostacujuca, nastava ,,nutri¢ny oxidacny stres®. Pojem ,,postprandialny oxida¢ny stres vyjadruje
potom zvy$enu tendenciu organizmu pretrvavat v stave OS po konzumacii jedla s nadpriemerne vy-
sokym obsahom cukrov alebo tukov. Zo zivin prijatych v strave st najlahsie oxidovatelné tuky, najma
tie, ktoré obsahuju polynenasytené mastné kyseliny. Cim vicsie je ich mnozstvo, tym vyssia je prav-
depodobnost ich oxiddacie a nedostacujucej antioxida¢nej ochrany. Bolo dokazané, ze postprandialne
su oxidované prednostne LDL castice, o ktorych je zndme, Ze s jednym z hlavnych patogenetickych
faktorov ateroskler6zy. Ak teda dochadza k pravidelnej konzumacii jedla s vysokym obsahom tukov
niekolkokrat denne, organizmus sa nachadza v podstate v stave nepretrzitého postprandialneho OS,
¢im sa riziko aterosklerézy a s nou suvisiacimi ochoreniami este zvysuje. Prijem lipidov bohatych na
polynenasytené mastné kyseliny vedie k vzniku velkého mnozstva hydroperoxidov, ktoré vyvolavaju
retazové oxiddcie dal$ich molekal. Pri strave s vysokym obsahom lipidov mdze prist k ich oxidécii
eSte pred ich konzumaciou a do organizmu sa tak dostavaji uz vo forme volnych radikalov. V potra-
vindrskom priemysle sa preto venuje velka pozornost vyskumom peroxidacie lipidov pri spracovani
potravin a vyuzivaju sa rozne lipofilné antioxidanty. Ak sa do organizmu prijatou potravou dostavaja
uz peroxidované lipidy, tieto st ic¢inne redukované gastrointestinalnou glutatién peroxidazou pri ich
vstrebavani. Tento enzym vs$ak nedokaze redukovat vSetky peroxidované lipidy, a to najma ak ich
mnozstvo presahuje enzymové kapacity. Isté percento peroxidovanych lipidov sa preto dostava priamo
do krvného obehu. Vyskumy potvrdili, Ze mnozstvo lipidovych hydroperoxidov v plazme po prijme
potravy je priamo umerné aktivite gastrointestinalnej glutatién peroxidazy. Oxidované lipidy v potra-
ve navyse vyvolavaju retazovymi reakciami vznik sekundarnych volnych radikalov, ktoré po vstreba-
ni z gastrointestinalneho traktu potencuji OS. Okrem pridania antioxidantov, ktoré sa pozivaju pri
priprave potravinarskych vyrobkov, je mozné zabranit OS aj si¢asnym dodanim antioxidantov pocas
konzumdcie jedla napriklad vo forme doplnkov vyzivy, alebo konzumaciou jedla s vysokym obsahom
antioxidantov. V $tudii, v ktorej sa skiumali uc¢inky cerveného vina (obsahuje antioxidanty prokyanidi-
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ny) u diabetickych pacientov sa zistilo, Ze jeho konzumacia s jedlom zabranuje postprandialnemu OS.
Podobné antioxida¢né ucinky boli zaznamenané aj pri vyskume roznych inych polyfenolov.

Tak ako strava s vysokym obsahom lipidov, aj strava s vysokym obsahom cukrov vyvolava OS. Cukry
ale v porovnani s lipidmi nepodliehaji vo velkej miere oxidacii, ich zvySeny prijem vyvolava teda OS
inymi cestami, pricom zrejme pdjde o kombinaciou viacerych mechanizmov. V jednom z experimen-
tov, ktoré sa zaoberaju touto problematikou, bola zaznamenana nadpriemerna produkcia ROS v leu-
kocytoch pri zvy$enom prijme glukdzy. KedZze sti¢asne bola pozorovana aj zvysena expresia NADPH -
oxidazy a jej selektivna inhibicia inhibovala produkciu ROS aj pri vysokych hladinach glukdzy, autori
sa domnievaju, ze NADPH-oxidaza zohrava pri OS vyvolanom hyperglykémiou zasadna ulohu.

Kombinacia vysokého mnozstva lipidov a cukrov v jednom jedle nesie so sebou kombinaciu vyssie
uvedenych rizik vzniku OS. Ak ¢lovek dostava takuto stravu opakovane, uz za 4 dni sa zvysuje aktivita
vacsiny antioxidacnych enzymov (predovsetkym peroxiredoxinov a Mn-superoxid dismutazy), kym
aktivity katalazy a CuZn-superoxid dismutdzy ostavaju nezmenené. Adaptacny mechanizmus dany
zvySenim antioxida¢nych enzymov po opakovanom prijme vysokokalorickej stravy sice vedie k zni-
zeniu hladin vybranych volnych radikélov, no hladiny niektorych biomarkerov OS rastu, ¢o vypoveda
o zvy$ujucom sa OS a nedostatocnej antioxidacnej obrane.

Zo $tadii jednoznacne vyplyva, zZe zlozenie diéty ovplyviuje redoxnu rovnovahu v organizme. Na
rozdiel od inych faktorov veducich k rozvoju OS, ktoré st tazko ovplyvnitelné (napr. smog v ovzdusi,
uzivanie liekov) je v pripade potravin mozné si vybrat. A kedze vac¢sinu dna sa organizmus nachadza
v podstate v postprandialnom stave, vhodnou volbou potravy je mozné oxida¢nu zataz organizmu
aspon do istej miery regulovat.

5.3 VPLYV NAVYKOVYCH LATOK NA OXIDACNY STRES

K zZivotnému $tylu modzeme zaradit aj uzivanie niektorych navykovych latok, ktoré su charakterizo-
vané aj ako ,,Jahké drogy.“ Medzi ne zaradujeme nikotin a kofein, ktorych uzivanie je spojené nielen
s psychickou, ale aj fyzickou zavislostou.

5.3.1 KOFEIN A JEHO VPLYV NA OXIDACNY STRES

Kofein je na svete najcastejsie uzivana psychostimula¢na latka. Najviac kofeinu sa nachadza v kave,
¢aji, ,kolovych® napojoch a ¢okolade (s vysokym obsahom kakaa). Kofein je aj sucastou mnohych
bezne pouzivanych viaczlozkovych liekov ako st analgetika, spazmolytika, antialergika a lieky pouzi-
vané pri prechladnuti. V modernej spoloc¢nosti je teda konzum kofeinu beznym javom, pricom jeho
priemerny denny prijem u dospelych je okolo 200 - 300 mg. V malych mnozstvach kofein stimuluje
mozgovu koru, potlaca inavu a vedie k zvy$eniu mentalnej koncentracie. Mechanizmus centralnych
ucinkov kofeinu nie je dodnes znamy, uvazuje sa vsak nad antagonizaciou adenozinovych recepto-
rov a zvySenim uvolnovania katecholaminov. Vo vysokych davkach pdsobi kofein kontraproduktivne,
vyvolava nervozitu, nespavost, tremor a dalie negativne ucinky. Pri dlhodobej konzumacii malych
davok kofeinu sa zavislost na tejto latke prejavuje abstinenénymi priznakmi, ktoré st charakteristické
aj pre jeho konzumaciou vo vysokych davkach - bolesti hlavy, inava, podrazdenie, poruchy sustre-
denia, nauzea, zvracanie a u niektorych Iudi boli dokonca pozorované aj depresivne epizddy a navaly
paniky. Abstinenc¢né bolesti hlavy by mohli byt vysvetlené na zaklade zvy$eného prekrvenia mozgu
po »vysadeni® kofeinu.

Co sa tyka vztahu kofeinu k oxida¢nému stresu, je mnoho $tadii, ktoré prinasaja vysledky o antioxi-
dacnych ucinkoch kofeinu. V in vitro $tudii bolo dokdzané, ze kofein pdsobi antioxida¢ne pri peroxi-
daciilipidov v LDL ¢asticiach, ktora bola experimentalne vyvolana r6znymi druhmi volnych radikalov.
V stadii boli pouzité fyziologicky prijatelné davky kofeinu, pricom jeho antioxida¢ny efekt bol priamo
tmerny k pouzitej dévke. Uloha kofeinu v OS bola sledovan aj v in vivo §tadidch. V rdmci vysku-
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mu kofeinu a jeho u¢inkov v centralnom nervovom systéme sa zistilo, ze znizuje peroxidaciu lipidov
v mozgu potkanov. Na antioxida¢né ucinky kofeinu sa odvolavali aj studie, ktoré skumali jeho anti-
kancerogénny efekt dokazany pri koznych nadoroch mysi a rakovine zaludka u potkanov. Kedze kofe-
in je $truktdrne podobny kyseline mocovej, ktora je fyziologickym antioxidantom, dobre u¢inkujicim
voci hydroxylovym a peroxylovym radikalom, niektori vedci sa domnievaju, ze kofein ma podobné
antioxida¢né vlastnosti. Studie vsak preukazali antioxidaény t¢inok kofeinu voéi hydroxylovym radi-
kalom az pri milimolarnych mnozstvach, ¢o je priblizne tisickrat vyssia koncentracia, nez v ktorej sa
vyskytuje v organizme. V mikromolarnych mnozstvach sice kofein nepreukazal antioxida¢né ucinky,
no vykazovali ich niektoré jeho metabolity. V dalSej $tadii bol po podéavani kofeinu dokazany pokles
peroxidacie lipidov stanoveny pomocou maléndialdehydu a pokles pokrocilych produktov oxidacie
proteinov (AOPP) v srdci a peceni potkanov. V tejto istej $tudii sa zaroven sledoval aj vplyv kofeinu
na hladiny oxidu dusnatého. Po podavani kofeinu jeho koncentracia signifikantne stipla v peceni,
kym v srdci neboli zaznamenané Ziadne zmeny. Vzostup oxidu dusnatého po konzumacii kofeinu
bol zaznamenany aj v mozgu mysi a potkanov, pricom jeho zvysené hladiny by mohli byt vysvetlené
sucasnym zniZenim aktivity arginazy v mozgu. Elimindcia volnych radikalov v centralnom nervovom
systéme po podani kofeinu bola tiez dokazand mnohymi vyskumnymi skupinami, ktoré sa zaobera-
ju neurodegenerativhymi ochoreniami, pri ktorych OS zasadne prispieva k ich progresii a zrejme je
jednym z patogenetickych faktorov. Na zaklade vysledkov tychto $tudii by teda bolo mozné povedat,
ze kofein je dobrym antioxidantom a jeho konzumacia ma pozitivne u¢inky. Netreba vsak zabudat, ze
kofein posobi na niekolkych dalsich drovniach, pricom vysledky experimentov poukazuju ¢asto aj na
negativne dopady jeho uzivania. Napriklad podla niektorych studii kofein zvys$uje stresovi odpoved
(prostrednictvom hormonalneho, adrenergného a imunitného systému), ovplyvnuje kardiovaskular-
ny systém (zvy$uje krvny tlak a riziko infarktu myokardu, sposobuje arytmie), zhorsuje podmien-
ky gastrointestinalneho systému (podporuje vznik vredov zalidka a zvysuje riziko vzniku syndrému
drazdivého creva). Publikovand bola dokonca aj $tudia, ktora poukazala na negativny antioxidacny
vplyv kofeinu na bunkovych kultirach neurocytov. Cielom experimentu bolo testovat u¢inky vyso-
kych davok kofeinu v tzv. ,vysokoenergetickych® napojoch, ktoré vicsinou obsahuju aj dalsie navy-
kové latky, ¢asto vytazky z guarany, ktora obsahuje okrem kofeinu aj iné metylxantiny, potencujtce
»povzbudivy“ ti¢inok tychto ndpojov. Antioxida¢ny uc¢inok kofeinu v tychto vysokych davkach viedol
v neurocytoch k eliminacii volnych radikalov az pod ich fyziologické hodnoty, ktoré s dolezité pre
zabezpecovanie fyziologickych funkcii buniek. Jednou z nich je aj stimulacia fyziologickej aktivity an-
tioxidacnych enzymov, ktoré v pripade OS st schopné zabezpecit dostato¢nu antioxida¢na odpoved.
Pri vysokych davkach kofeinu vsak boli aktivity antioxida¢nych enzymov (SOD, CAT) vyrazne zniZe-
né. Tento stav bol zaroven sprevadzany stratou zivotaschopnosti buniek a zvy$enim proapoptickych
markerov, preto autori oznacili kofein vo vysokych davkach za priam cytotoxicky.

5.3.2 COKOLADA A OXIDACNY STRES

Kvalitna ¢okolada s vysokym obsahom kakaa (tmava/horka ¢okoldda) moze pdsobit ako dobry anti-
oxidant. Mnohé $tudie sa zaoberali antioxida¢nymi tc¢inkami hlavnych obsahovych latok kakaovych
bobov, z ktorych sa ¢okolada vyraba. Kakaové boby obsahuju asi 380 znamych chemickych kompo-
nentov, z ¢oho 10 predstavuju psychostimulacné latky (metylxantiny — kofein, teobromin, teofylin
a iné) a zvysok st polyfenoly (flavonoidy), ktoré su pri¢inou extrémne horkej chute kakaovych bébov.
Spracovanim kakaovych bobov dochadza k postupnému znizovaniu mnozstva flavonoidov a vo vy-
slednych potravinovych produktoch, ako je kakao alebo ¢okoldda, sa nachadza z povodnych 100 %
flavonoidov priblizne iba 10 % a imerne klesa aj percento metylxantinov. Spektrum flavonoidov v ¢o-
kolade preto zavisi od pouzitych vyrobnych postupov, ako aj typu kakaovnika, z ktorého sa kakaové
boby ziskali. V cerstvych kakaovych boboch st zastipené hlavné tri skupiny flavonoidov: katechiny
(37 %), antokyanidiny (4 %) a proantokyanidiny (58 %), no ako bolo uvedené, ich pomer sa vyrobnym
procesom meni. Flavonoidy z ¢okolady (primarne monoméry —epikatechin) sa v gastrointestinalnom
trakte dobre vstrebavaji a majui dostatocne vysoku biodostupnost, na ¢o poukazuju aj stadie, v kto-
rych bola dokazana korelacia medzi mnozstvom konzumovanej ¢okolady a hladinou epikatechinu
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v krvi. Bezprostredne po konzumacii 80 g ¢okolady koncentracia epikatechinu v krvi u ludi dosiahla
az 355 nmol/l a za 6 hodin bolo v krvi dobrovolnikov nameranych stéle este 103 nmol/L.

Rozne polyfenolové extrakty kakaa boli testované in vitro na ich antioxida¢nu aktivitu, pricom sa po-
tvrdilo, Ze dokazu vychytavat volné radikaly (superoxid, hypochlorid, peroxynitrit). Sti¢asne polyfe-
noly v ulohe chelatorov iénov kovov zabranuju aj peroxidacii lipidov. Bolo tiez dokazané, ze kakaové
flavonoidy znizuju peroxidaciu lipidov aterogénnych LDL castic a miera ich antioxida¢ného uc¢inku
je priamo tmerna davke flavonoidov. Spojitost medzi davkou ¢okolady a antioxida¢nym tc¢inkom sa
potvrdila aj pri merani dal$ich markerov OS. Napriklad pri stanoveni celkovej antioxida¢nej kapa-
city krvi sa ukazalo, Ze kym 2 a 6 hodin po konzumacii bezného jedla (chlieb) celkova antioxida¢na
kapacita krvi klesa, po pridani ¢okolady (27 g) ostala nezmenena, alebo sa zvySovala s narastajicou
davkou ¢okolady (53 g a 80 g). ZvySovanie peroxidacie lipidov stanovené pomocou TBARS testu bolo
zastavené pri niz§ich davkach ¢okolady (27 ga 53 g), ale po konzumadcii 80 g ¢okolady bol pozorovany
zretelny pokles peroxidacie lipidov. V tej istej $tudii boli merané aj hladiny 8-izoprostanu v plazme, na
ktorého koncentracie vSak nemal prijem potravy bez a s cokoladou ziaden vplyv. V dlhodobej studii,
v ktorej sa sledoval vplyv diéty s kazdodennou konzumaciou 22 g kakaového prasku a 16 g tmavej
¢okolady pocas 4 tyzdiov, bola tiezZ zaznamenand mierne zvySena antioxidacna aktivita. Prijem kakaa
a ¢okolady viedol k narastu celkovej antioxida¢nej kapacity plazmy a poklesu hladin prostaglandinu
PGFla v modi, kym zniZenie oxidacie LDL castic nebolo jednoznacne dokazané (bola zaznamenana
iba prediZena ,lag faza“ (oneskorenie) oxid4cie LDL ¢astic). Napriek zvysenému prijmu kalérii v diéte
nedoslo v skupine konzumujucej kakao a ¢okoladu k narastu telesnej hmotnosti, ani zhorseniu lipido-
vého profilu v krvi, naopak u tychto Iudi boli zaznamenané zvysené hladiny HDL cholesterolu.

Okrem flavonoidov obsahuje tmava cokolada aj kofein a dal$ie metylxantiny, ktorych obsah zavisi od
druhu kdvy a ¢okolddy. Cim viac kakaa ¢okolada obsahuje, tym je obsah metylxantinov vyssi. Jedna
salka espressa obsahuje asi 80 mg kofeinu, ¢o je rovnaké mnozstvo, ktoré sa nachadza v 100 g 85%
tmavej cokolady. Vysledny antioxida¢ny ucinok v ¢okolade treba preto pripisat nielen flavonoidom,
ale aj metylxantinom. Mozno teda zhrnut, ze podla vysledkov studii, ktoré st dnes k dispozicii, konzu-
macia niekolkych desiatok gramov kvalitnej tmavej ¢okolady eliminuje negativne dopady oxidacného
stresu.

5.3.3 NIKOTIN A CIGARETOVY DYM VO VZTAHU K OXIDACNEMU STRE-
SU

Nikotin je rastlinny alkaloid a ligand nikotinovych receptorov vegetativneho nervového systému, pre
ktoré je fyziologickym ligandom acetylcholin. V malych davkach posobi nikotin v centralnom nervo-
vom systéme stimulac¢ne, zvysSuje koncentraciu a ma anxiolyticky efekt, kym jeho vyssie davky su letal-
ne. U chronickych faj¢iarov vsak bola preukazana tolerancia na nikotin, takze davky, ktoré by boli pre
nefajciarov letalne moézu byt u chronickych faj¢iarov beznymi dennymi davkami nikotinu. V ostat-
nych rokoch sa experimentdlny vyskum sustredil na vplyv podavania nikotinu ako lieciva pri choro-
bach centralneho nervového systému (Alzheimerova a Parkinsonova choroba, depresia, schizofrénia).
Nikotin bol podavany pacientom s tymito ochoreniami v niekolkych klinickych §tudiach, no jeho
pouzitie v uvedenych indikacidch zatial nie je schvalené Ziadnou $tatnou autoritou. V st¢asnosti sa
nikotin vyuziva iba pri odvykacej terapii pri zavislosti na faj¢eni cigariet, a to vo forme naplasti, ktoré
postupne uvolnuji malé davky nikotinu, ¢im maju postupne znizovat potrebu nikotinu prijimaného
fajcenim cigariet. Nevyhodou néplasti je, ze neliecia aj pridruzenu psychicku zavislost, a tak ¢asto od-
vykacia terapia ndplastami zlyhava, pretoze neriesi komplexny problém zavislosti. Fajcenie cigariet je
nebezpecna zavislost, ktora zvysuje riziko plucnych ochoreni, ako st chronicka bronchitida, emfyzém,
pneumonia a karcindm plic. Zvysené riziko nadorov pri fajceni sa vsak tyka aj dal$ich organov dy-
chacieho systému (larynx, pharynx), mocového systému (oblicky, mocové cesty), traviaceho systému
(ustna dutina, pazerdk, pankreas, pecen, zaludok, ¢revo). Fajcenie navyse narusa cievny endotel, pod-
poruje agregaciu trombocytov a vasokonstrikciu, ¢o vedie k poskodeniu ciev a zdvaznym nasledkom,
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ktoré sa manifestuju najcastejsie ochoreniami kardiovaskularneho systému (aterosklerdza, hyperten-
zia). Za uvedené $kodlivé nasledky fajcenia nezodpoveda primarne nikotin obsiahnuty v cigaretach,
ale skor sposob, akym sa dostava do organizmu - vdychovanim cigaretového dymu. Cigaretovy dym
obsahuje viac ako 4000 zlucenin, z ktorych st mnohé kancerogény a volné radikaly, alebo produkciu
volnych radikalov stimuluja. Prehlad vybranych zloziek cigaretového dymu uvadza tabulka 7.

Tabulka 7. Hlavné zlozky cigaretového dymu

Faza Hlavné chemické komponenty
dusik, amoniak, oxidy dusika a uhlika (NO, NO,, CO, CO,), sulfdn, metdn, prchavé
Plyn aldehydy (etanal, akrolein, formaldehyd, kroténaldehyd), benzén, toluén, aceton, vi-

nylchlorid, nenasytené uhlovodiky, metylamin, nitropropan

decht, nikotin, iény kovov (kadmium, olovo, hlinik, nikel, Zelezo, mangan, chrém,
Castice | arzén), fenoly, chinény, semichinény, kancerogénne uhlovodiky (benzpyrén, ben-
zantracén, chryzén), nitrézaminy, mastné kyseliny

Jeden vdych cigaretového dymu obsahuje az 10'* molekul volnych radikélov, predovsetkym superoxi-
dovy radikal a oxidy dusika v plynnej faze a hydrochindny a semichinény v pevnom podieli, ktory
predstavuju castice. Hydrochindny st mimoriadne agresivne, nakolko sa dostavaji priamo do jadra
buniek, kde oxiduji molekuly DNA a spdsobuju ich mutacie. Decht, ktory vznika tepelnym rozkla-
dom organickych zlucenin bez pristupu vzduchu, obsahuje velké mnozstvo iénov kovov (kadmium,
arzén, nikel, med,...), ktoré urychluju oxida¢né procesy. Tento efekt je podporovany viacerymi druh-
mi volnych radikalov z cigaretového dymu, ktoré zvysuju hladiny i6nov Zzeleza tak, ze ho uvolnuju
z feritinu. Vo vSeobecnosti dochadza pri faj¢eni k redukcii celkovej antioxidacnej intra- a extracelu-
larnej kapacity, pretoze sa vycerpavaju zasoby antioxidantov (vitamin C, kyselina mocova, a-tokoferol
¢i B-karotén). U fajciarov st preto potrebné vyssie davky vitaminov, nez u nefajc¢iarov. Najma hladiny
vitaminu C su u faj¢iarov pomerne nizke, preto by ich denné davky mali byt vyssie. Podobne ,,zrych-
leny“ je aj metabolizmus a-tokoferolu, ktory je délezity pre ochranu pred peroxidaciou lipidov. Jeho
znizené hladiny u fajc¢iarov sa dokdzu normalizovat aj zvySenymi davkami vitaminu C, avsak stadie
ukazali, Ze ani zvySenie hladin a-tokoferolu u faj¢iarov neviedlo k zniZeniu markerov peroxidacie li-
pidov. Pri chronickom fajceni sa zistili adaptacné mechanizmy na zvyseny oxidacny stres, indikované
zvy$enymi hladinami glutatiénu a antioxida¢nych enzymov (superoxid dismutdza, kataldza, glutation
peroxidaza). Tieto mechanizmy ale nestacia na to, aby pokryli potrebnu antioxida¢nti obranu pri vy-
¢erpani inych antioxidantov pri zvySenom napore OS a zabranili postupnému odumieraniu alveolar-
nych buniek. Z hladiska mechanizmov, ktorymi $kodlivé latky v cigaretach prispievaju k patogenéze
chorob, hra oxidacény stres jednu z hlavnych tloh, aj ked to neplati explicitne pre vsetky zlti¢eniny v ci-
garetovom dyme (niektoré nemaju ziaden vplyv na OS). Zakladné mechanizmy, ktorymi volné radi-
kaly cigaretového dymu zasahuju do fyziologickych funkcii organizmu, mozno definovat nasledovne:

1. Peroxylové radikaly a radikaly dusika priamo oxiduju proteiny, lipidy a DNA, ¢o bolo potvrdené
zvy$enymi markermi ich oxida¢ného poskodenia v krvi, v moci a vydychovanom vzduchu fajciarov.

2. Aldehydy, predovsetkym akrolein, nenasytené aldehydy, acetaldehyd a formaldehyd, rozkladaja
tiolové skupiny a aminoskupiny, znizujuc tak hladiny dostupného glutationu.

3. Hydrochindény a chinény generuju semichinény, pricom sucasne vznika sueproxidovy radikal
a peroxid vodika.
4. Zapalové procesy, ktoré vdychovanie drazdivého cigaretového dymu vyvolava, st spojené so zvy-

$enou aktivitou alveolarnych makrofagov produkujicich volné radikaly. Pri zapale do pltuc rychlo
infiltruju aj neutrofily, ktoré su zdrojom hypochloérnej kyseliny.

5. Volné radikaly generované pri fajceni deaktivuju surfaktanty a inhibitor o -proteindzy, ktorého
nizke hladiny nedokazu regulovat mnozstvo elastazy uvolnenej z makrofagov a neutrofilov. Uvedeny
mechanizmus a zvySena prozapalova aktivita elastazy destruuje alveolarne bunky, co moze byt prici-
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nou plicneho emfyzému.

6. Nizky prijem antioxidantov v diéte u fajc¢iarov v kombindcii s vyc¢erpanim fyziologickych anti-
oxidantov vedie k nedostato¢nej antioxidacnej obrane organizmu, ¢o prehlbuje oxida¢né zatazenie
organizmu.

VoIné radikaly z cigaretového dymu v kone¢nom dosledku poskodzuju proteiny, lipidy aj nukleové
kyseliny, dokonca uz po jednorazovom vdychovani cigaretového dymu. V roznych $tadiach sa preto
testovali markery OS vo vydychovanom vzduchu, v krvi a v bronchoalveolarnej tekutine po vyfajceni
jednej cigarety. U fajciarov bol v tychto vyskumoch zaznamenany narast hladin 8-izoprostanov a pe-
roxidu vodika vo vydychovanom vzduchu a superoxidového radikalu v bronchoalveolarnej tekutine.
Animalne modely a in vitro experimenty zase poukazali na znizenie hladin glutationu, zvysené hladi-
ny peroxidu vodika a superoxidovych radikalov, ako aj na ndrast hladin oxidu dusnatého. V $tudiach
na ludoch a zvieratach boli zvysené predovsetkym markery peroxidacie lipidov, kym in vitro sa ich
primarna oxiddacia nepotvrdila. U chronickych faj¢iarov sa organizmus snazi vyrovnat s kazdoden-
nou zatazou OS aj adaptacnymi mechanizmami. ROS vo vdychovanom dyme zvysuju expresiu tran-
skrip¢ného faktora AP-1, ktory stimuluje tvorbu ochranne posobiaceho mucinu v dychacich cestach
a zaroven zvysuje hladiny enzymu y-glutamylcystein syntazy, rychlost udavajiceho enzymu pri tvorbe
glutationu. U fajciarov bol v plucach zaznamenany aj narast expresie génov glutation peroxidazy 2 a 3,
glutation reduktazy, tioredoxin reduktazy a glutation-S-transferazy. Poskodenie DNA je minimalizo-
vané zvy$enou aktivitou jej repara¢nych enzymov, ¢o vsak, ako vypovedaju epidemiologické studie,
nie je dostacujuce na to, aby sa zabranilo rozvoju nadorovych ochoreni.

Fajcenie ako také sa netyka len aktivnych fajciarov, ale aj ludi, ktori st donuteni vdychovat v pri-
tomnosti faj¢iarov dym z cigariet a zdroven nimi vydychovany vzduch. Pasivni faj¢iari dychaju dym
s obsahom volnych radikalov a st vystaveni riziku rovnakych ochoreni, aké sa vyskytuju u chronic-
kych aktivnych faj¢iarov (r6zne plucne ochorenia, nadory, choroby kardiovaskularneho systému,...).
Mnohé $tudie potvrdili zvyseny vyskyt uvedenych ochoreni u deti, ktoré ziji v domacnosti s rodi¢mi
faj¢iarmi. Okrem iného, u tychto deti stpa trojnasobne riziko, ze sa u nich niekedy v budtcnosti vy-
skytne nadorové ochorenie.

5.4 ZNECISTENE OVZDUSIE A OXIDACNY STRES

Zamorené ovzdusie je celosvetovym problémom, ktory sa tyka coraz vacsej casti ludskej populacie.
K miernemu zlep$eniu kvality ovzdusia vo vyspelych statoch prispel v poslednych rokoch vytrvaly
natlak ekologickych aktivistov a prisnejsie zakony, ktoré znizili povolené limity koncentracie niekto-
rych toxinov v ovzdusi. PretoZe nie vSetky $taty pristupuju k otazke riesenia ekologickych problé-
mov s rovnakou zodpovednostou a nezavadzaju opatrenia, ktoré by viedli k zlep$eniu sicasného sta-
vu, v globalnom ponimani sa kvalita ovzdusia nezlepsuje. Nasledkom vysokej koncentracie toxinov
v ovzdusi tak dochadza k poruseniu rovnovahy v ekosystémoch a zavaznym klimatickym zmenam
na celej planéte. Toxické latky, ktoré sa nachadzaju vo vzduchu a denne ich dychame, mozu tiez vaz-
ne poskodit zdravie, dokonca az zapricinit smrt. Epidemiologické studie uz dokazali spojitost me-
dzi vysokym stupnom znecistenia zivotného prostredia a vyskytom kardiovaskularnych ochoreni ¢i
ochoreni dychacieho systému. Reakéné mechanizmy, ktoré zodpovedaju za skodlivé ucinky toxinov,
su roznorodé a Cast z nich je sprostredkovana aj volnymi radikalmi. Oxida¢ny stres vyvolavaji volné
radikaly, ktoré sa nachadzaju vo vdychovanom vzduchu alebo vznikaji az neskor v organizme pri
reakcidach toxinov neradikalovej povahy (i6ny tazkych kovov, organické polycyklické aromaty, endoto-
Xin,...) s biomolekulami. Znecistené ovzdusie je preto jednoznacne jednym z hlavnych faktorov, ktoré
ovplyvnuju vysledny oxida¢ny status v organizme.

Oz0n, ktory je stcastou ozonosféry ma v podstate antioxida¢ny ucinok, pretoze chrani pred UV zia-
renim, ktoré je potencidlnym generatorom volnych radikalov. V atmosfére je v$ak pritomnost vyso-
kych koncentracii ozénu neziaduca a $kodlivd. Do atmosféry sa 0zén dostava tinikom zo stratosféry,
radiaciou, alebo fotochemickymi reakciami s organickymi vyparmi. Koncentracie ozénu v interiéroch
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zvysuje Casté pouzivanie fotokopiriek, laserovych tlaciarni, ¢i elektrostatickych ¢isticiek vzduchu. Pri
dychani vzduchu s vysokym mnozstvom ozénu je zabezpecena jeho elimindcia antioxidantmi, ktoré
sa nachadzaju v kvapaline pokryvajtcej dychaci trakt. Hlavnym antioxidantom v tejto kvapaline je
glutation a podpornu tlohu ma aj askorbat a kyselina mocova. Od miery antioxidacnej ochrany v kva-
paline pokryvajucej dychaci trakt zavisi miera oxida¢ného stresu, ktory o0zén vyvola tvorbou sekun-
darnych volnych radikalov. Ak sa totiz 0zén vyhne antioxidacnej bariére, rychlo reaguje s tiolovymi
skupinami lipidovo-proteinovej dvojvrstvy buniek lemujucich dychaci trakt. S nenasytenymi mastny-
mi kyselinami tvori 0z6n ozonidy, ktoré sa dalej rozpadaju na toxické aldehydy. Ozon tiez stimuluje
tvorbu vysoko reaktivnych superoxidovych a hydroxylovych radikalov. Nasledkom oxida¢ného stre-
su, ktory vznika v plicach vdychovanim ozénu, dochadza k aktivacii prozapalovych mediatorov, o
z dlhodobého hladiska vedie k trvalému poskodeniu plicneho epitelu. Ci dodatoény prijem antioxi-
dantov - najma vitaminu C a vitaminu E - dokaze potlacit OS vyvolany ozénom nie je jednoznacné,
pretoze vysledky $tudii sa v tomto bode rozchadzaju. Ukazalo sa vsak, ze vystavovanie zvierat ozénu
vedie k adaptacnej reakcii organizmu na vyssiu zataz OS.

V oblastiach s vysokou hustotou dopravy je dominantnym toxinom v ovzdusi oxid dusicity, ktory
sa uvolnuje pri spalovani pohonnych latok v automobiloch. V interiéroch stupaju koncentracie oxi-
du dusicitého najmai v zafaj¢enych priestoroch zasluhou cigaretového dymu. Reakciou medzi kysli-
kom a atmosférickym dusikom vznika v atmosfére oxid dusnaty, ktory moze byt oxidovany na oxid
dusicity. Dalsia oxiddcia, ¢asto spdsobend atmosférickym ozénom je zakonéend tvorbou nitrdtového
radikalu. Vysoko reaktivny oxid dusicity reaguje v pliicach najma s lipidmi a proteinmi, ktoré sa na-
chadzaju v kvapaline lemujtcej dychaci trakt, kym nitratovy radikal vyvolava najcastejsie peroxidaciu
polynenasytenych mastnych kyselin.

Drazdivo posobia na horné dychacie cesty aj vysoké koncentracie plynného oxidu siri¢itého, ktory sa
dostava do atmosféry spalovanim organickych latok s obsahom siry. V dychacom trakte vyvolava ten-
to plyn bronchokonstrikciu, ¢o moze byt mimoriadne nebezpecné pre pacientov s astmou. V plucach
sa oxid siricity, ktory nema povahu radikalu, rozpasta na sulfity a bisulfity. Ich oxidaciou vznikaju pri-
slusné radikaly a ako dalsie produkty oxida¢nych reakcii sa uvolnuju superoxidovy radikal a peroxid
vodika, ¢im sa potencuje rozvoj OS.

V ovzdusi sa nachadzaju aj dalsie zluceniny, ktoré st vysoko reaktivne a na ludsky organizmus po-
sobia toxicky. Pri vdychovani toxinov st vystavené ich skodlivym tuc¢inkom v prvom rade bunky dy-
chacieho traktu a tekutina, ktord ich pokryva. U¢innost antioxidantov, ktoré sa nachadzaju v tychto
kompartmentoch preto rozhoduje o tom, aké mnozstvo volnych radikalov sa dostane do organizmu.
V plucach spustaju voIné radikaly zapalova odpoved sprevadzant infiltraciou protizapalovych buniek
(makrofagy, neutrofily), ktoré su tiez producentmi volnych radikalov, ¢im sa OS umocnuje. U Tudi,
ktori travia vela ¢asu na miestach so zamorenym ovzdus$im, sa tieto mechanizmy neustale cyklicky
opakuju a zvysuje sa tak u nich riziko vyskytu choréb dychacieho systému. Antioxidanty podavané
[udom zijicim v znecistenom ovzdusi nemaju podla $tudii dokazatelny pozitivny vplyv na zniZenie
hladin biomarkerov oxida¢ne poskodenych molekul ¢i Gpravu funkcie plic narusenej OS.

Spdsob akym zijeme, teda nas zivotny $tyl ovplyviuje do velkej miery oxidacné zatazenie, ktorému
sme vystaveni. V tejto kapitole st uvedené len niektoré vybrané faktory zivotného $tylu a ich vplyv na
oxidacny stres, v skutoc¢nosti je ich vsak nespocetné mnozstvo. Okrem zivotného prostredia a zlozenia
stravy je napriklad dolezita aj psychicka kondicia, pretoze nedostatok spanku, hluk ¢i psychicky stres
potencuju OS. Volba takého zivotného stylu, ktory je spojeny s co najmensim vystavenim organizmu
volnym radikalom je zaroven aj dobrou profylaxiou voci ochoreniam, ktorych patofyziologia suvisi
s nadmernym oxida¢nym zatazenim.
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6

ULOHA OXIDAENEHO STRESU PRI
VZNIKU A ROZVOJI VYBRANYCH
OCHORENI

Ludsky organizmus je denne konfrontovany s velkym mnozstvom volnych radikalov, ktoré sa do-
stavaju do organizmu z vonkajsieho prostredia, alebo vznikaju pri metabolickych reakciach zabez-
pecujucich zakladné fyziologické funkcie. Ulohou antioxidaénych systémov je zabezpecit eliminéciu
volnych radikalov v takej miere, aby bola dosiahnuta poévodna oxidacno-redukéna rovnovaha, ktoru
pre eukaryotické bunky charakterizuje mierny stav redukcie. Isté mnozstvo volnych radikalov je viak
v organizme potrebné - nielenze ich ucast je nutna v roznych biochemickych procesoch (imunitny
systém, signalna transdukcia, vazokonstrikcia, génova expresia,...), ale podielaju sa aj na udrziavani
oxida¢no-redukénej rovnovahy s cielom zachovat bazalnu aktivitu systémov antioxida¢nej obrany.
A pretoze kyslik nie je rovnomerne distribuovany vo vsetkych tkanivach a bunkach, na niektorych
miestach vznikd uzito¢ny, fyziologicky oxidacény stres. Pri su¢asnom zivotnom style ludi v rozvinutych
krajinach (pohyb na miestach s vysokou hustotou dopravy, konzumacia nezdravej stravy, radia¢né
zatazenie,...) je vSak oxida¢né zatazenie natolko vysoké, Ze rastie aj pravdepodobnost rozvoja nezia-
duceho, patologického OS.

Pozitivne a negativne uc¢inky volnych radikalov st teda vymedzené hranicou ich koncentracie, kto-
ra sa stanovuje nepriamo, markermi oxida¢ného poskodenia makromolekul. Vyskumy v ostatnych
rokoch ukazali, Ze v podstate vacsina ochoreni je sprevadzana vzostupom vybranych markerov OS,
¢o podnietilo diskusie o tlohe OS v patogenéze a progresii narastajuceho poc¢tu ochoreni. Je zna-
me, ze pri OS volné radikaly poskodzuju biomakromolekuly, ktoré tak nie su schopné zabezpecit
biologické procesy, na ktorych sa podielaju. Na zaklade tychto vysledkov vychadzajtcich prevazne
z experimentalneho vyskumu sa uskutoc¢nili klinické $tudie, v ktorych boli podavané antioxidanty
s ciefom prevencie, alebo doplnkovej liecby sledovanych ochoreni. Zavery tychto klinickych $tudii sa
vsak vacsinou kontroverzné a len velmi mala ¢ast z nich poskytla jednozna¢ny dokaz o tom, ze OS je
primarnym patogenetickym faktorom studovaného ochorenia. Za zmienku stoji fakt, Ze doposial sa
nepodarilo vyliecit ani jedno ochorenie vylu¢ne s pouzitim antioxidac¢nej terapie a z vysledkov klinic-
kych $tadii skor vyplyva, Ze uloha OS sa pri vdc¢sine ochoreni precenuje. Ako mozné dovody sa uva-
dzaju ,.falo$ne pozitivne dokazy“ stanovenia markerov OS, nedostato¢né vedomosti o molekularnych
mechanizmoch OS v jednotlivych tkanivach a OS vyvolany farmakoterapiou. V neposlednom rade
netreba zabudat na to, Ze dodnes nie su k dispozicii ani uspokojivé metodiky pre stanovenie OS. Preto
kauzalita medzi OS ako patogenetickym ¢initefom a konkrétnym patologickym stavom bola dokazana
len pri velmi malom pocte ochoreni. Medzi tieto patria:

1. Chronicky nedostatok vitaminov alebo mineralov v potrave. Tento stav mdze byt sposobeny
napriklad podvyzivou alebo poruchami vstrebavania tukov v ¢reve, co znemoznuje aj vstrebavanie
v tukoch rozpustnych vitaminov.

2. Narusena homeostaza ionov kovov - ich kumuldcia v organizme podporuje oxida¢né reakcie
(Wilsonova choroba — kumulécia medi, talasémia — kumuldcia Zeleza).

3. ZvySena oxidacna zataz sposobena volnymi radikalmi v Zivotnom prostredi (znecistené ovzdu-
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Sie, ziarenie (radiacné, UV),...).

Pri ochoreniach, u ktorych sa zatial len uvazuje o moznosti, ze OS hra kltcovi ulohu v ich patogenéze,
To je velmi komplikovana tloha, pretoze o OS ako primarnom patogenetickom ¢initelovi sa uvazu-
je najcastejsie u takych ochoreni, pri ktorych dochadza k sekundarnej produkcii volnych radikalov
s centralnym postavenim v progresii ochorenia. A tak nastava cyklus, v ktorom volné radikaly podne-
cuju patologické mechanizmy s vyslednou produkciou dalsich volnych radikalov. V ostatnych rokoch
aj napriek tomu enormne stuplo mnozstvo relevantnych dékazov o kluc¢ovej tlohe OS v patogenéze
velkého mnozstva ochoreni. Podnetom pre takyto vyskum bolo zavedenie presnejsich metodik sta-
novenia biomarkerov OS, spolu s potrebou novych terapeutickych pristupov, a to najma u ochoreni
s neznamou etiopatogenézou a doposial len symptomatickou liecbou.

V nasledujuicej Casti textu su popisané najznamejsie ochorenia, ktoré uzko suvisia s OS. U mnohych
z nich uz boli popisané na molekularnej urovni aj konkrétne mechanizmy, ktorymi volné radikaly
prispievaju k vzniku tychto ochoreni.

6.1 OXIDAENY STRES AKO RIZIKOVY FAKTOR METABOLIC-
KEHO SYNDROMU

Subor nezavislych kardiometabolickych rizikovych faktorov, ktoré zvysuju pravdepodobnost rozvo-
ja aterosklerotického kardiovaskuldrneho ochorenia, sa oznacuje ako metabolicky syndrom (MSy).
Kardiovaskularne ochorenia st hlavnou pri¢inou smrti v USA, Eurdpe, krajinach Blizkeho vychodu,
Indii a Singapure a postupne preberaju prvenstvo v rebrickoch umrtnosti aj v dalsich castiach sveta.
Je zname, Ze na rozvoji aterosklerdzy sa volné radikaly podielaju oxidaciou lipidov (najma LDL castic)
v bunkdch cievneho endotelu a v makrofagoch pri vzniku penovych buniek uz v uvodnych fazach
aterosklerézy (3.6 Paraoxonazy). Druhy volnych radikalov, ktoré oxiduju LDL castice, nie je mozné
presne definovat. Rozne $tudie uvadzaju, Ze na oxidacii LDL castic sa zucastiuju volné radikaly kys-
lika, dusika a chloru. Oxidaciu LDL castic podporuju tiez zvysené koncentracie idonov kovov (zelezo,
med,...), tak ako aj narast aktivity lipoxygenaz, ktoré oxiduju mastné kyseliny za vzniku hydroperoxi-
dov. Oxidované LDL ¢astice majui chemotakticky uc¢inok na T-bunky a monocyty, posobia ako mito-
gény cievnych svalovych buniek a makrofagov a zvysuju produkciu adhéznych molekul v svalovych
bunkach ciev. Makrofagy vychytavajua oxidované LDL castice, ktoré rozpoznavaji pomocou Specific-
kych receptorov. Pohltenie oxidovanych LDL ¢astic v makrofagoch u nich stimuluje kumuldciu este-
rov cholesterolu a premenu na penové bunky. Tieto produkuju prozépalové cytokiny a lipoxygenazy,
ktoré dalej prispievaju k rozvoju OS. Makrofagy pri oxidacnom pretazeni podliehaju apoptoze a tvoria
nekrotické centrum aterosklerotického plaku. V dalSich fazach aterosklerézy vznikaju fibrézne plaky,
ktoré tvoria z vacsej ¢asti bunky hladkych svalov a spojivové tkanivo (kolagén, elastin, proteoglykany).
Nakoniec dochadza v plakoch k ich kalcifikacii, nekréze buniek, pripadne k ich rupture. Lumen ciev
v mieste aterosklerotického loziska sa postupne zuzuje a hrozi az tplné upchatie cievy vytvorenim
trombu.

Prevencia ochoreni MSy je zdkladnym predpokladom pre znizenie vyskytu kardiovaskuldrnych ocho-
reni. V sticasnosti v§ak prevalencia MSy dosiahla v USA a Eurépe cca 20-30% a ma stpajicu ten-
denciu. Vo vieobecnosti vyskyt MSy sttipa s vekom, ale v ostatnych rokoch nim stale castejsie trpia aj
mladistvi a deti. Napriek tomu, Ze nie st stanovené jednoznacné kritéria pre diagnostiku MSy, tento
syndrém sa definuje na zaklade obezity, inzulinovej rezistencie alebo diabetes mellitus 2. typu, dysli-
pidémie (zvysené hladiny triacylglycerolov a LDL cholesterolu a znizené hladiny HDL cholesterolu)
a hypertenzie. S MSy sa spdja aj zdpal a zvySend zrazanlivost krvi. Spolo¢nym sprievodnym znakom
véetkych ochoreni MSy je zvySeny OS. Pre pacientov s MSy su charakteristické znizené hladiny vi-
taminu C a a-tokoferolu, znizend aktivita SOD, zvy$ena peroxidacia lipidov, zvy$ena aktivita xantin
oxidazy a zvysena tvorba proteinovych karbonylov. Ak ulohu zohrava OS vznikajtci nasledkom jed-
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notlivych rizikovych faktorov MSy pri rozvoji aterosklerotickych kardiovaskularnych ochoreni nie je
dodnes celkom jasné. Kratke zhrnutie vysledkov $tudii, ktoré sa zaoberali touto témou je popisané
v nasledujucom texte.

6.1.1 OXIDACNY STRES A DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus (DM) sprevadza zvySena produkcia volnych radikalov, no uloha OS pri vzniku
ochorenia je diskutabilnd. Pre diabetickych pacientov je typické zvysenie peroxidovanych lipidov a F,
izoprostanov v plazme, oxidovanych DNA baz v leukocytoch a 8-hydroxydeoxyguanozinu v moci.
V plazme boli tiez zaznamenané znizené koncentracie vitaminu C. Existuje viacero hypotéz, ktoré
vysvetluju mechanizmy zvysenej produkcie volnych radikalov v DM:

1. Zvysené hladiny lipidov v plazme zvysuji pravdepodobnost ich oxidacie.

2. Nadbytok glukézy vyustuje do zvySenej produkcie NADH spojenej s pretazenim dychacieho re-
tazca, ¢im dochadza k zvySenému tniku elektréonov pri ich transporte v membrane mitochondrii.

3. K zvySenym hladinam NADH a uniku elektrénov prispieva aj oxidacia nadmerného mnozstva
mastnych kyselin v mitochondriach.

4. Stimuldcia proteinkinazy C vedie k aktivécii endotelidlnej NADPH oxidazy.
5. Produkciu volnych radikalov podporuje aj zvysend aktivita cytosolovej laktat dehydrogenazy.

Typickym markerom hyperglykémie pri DM su vysoké hladiny glykovaného hemoglobinu. Glykacia
proteinov prebieha za fyziologickych podmienok aj spontanne otvorenim cyklu glukézy a prechodom
do linearneho aldehydu. Pri zvyseni koncentracie glukozy v plazme rastie suc¢asne podiel jej aldehydo-
vej formy a glykacia postihuje vacsie mnozstvo proteinov, ¢im ich ¢asto vyraduje z funkcie. Glykovany
je napriklad aj enzym CuZnSOD v erytrocytoch, ¢i enzymy dychacieho retazca v mitochondriach. Na-
rusenie enzymovych funkcii antioxida¢nych enzymov prispieva k dal§iemu zvySeniu hladin volnych
radikalov. Glykované molekuly navyse lahSie podliehaju oxidécii za vzniku koncovych produktov po-
krocilej glykacie. Glykacia apolipoproteinu B a lipidov v LDL casticiach preto urychluje ich oxida-
ciu. U pacientov s DM sa koncové produkty pokrocilej glykacie nachadzaji vo vysokej koncentracii
takmer vo vsetkych tkanivach. Alternativnou cestou tvorby koncovych produktov pokrocilej glyka-
cie je priama oxiddcia glukdzy, pricom vznikd peroxid vodika, hydroxylovy a superoxidovy radikal
spolu s toxickymi karbonylmi, ktoré potom dalej reaguju s inymi biomolekulami.

Vo viacerych $tudiach boli hodnotené ucinky antioxidantov u pacientov s DM. Kym podavanie a-to-
koferolu nemalo Ziaden pozitivny ucinok, kyselina a-lipoova zlepsila funkcie cievneho endotelu.
Kyselina a-lipoova ale zdroven neredukovala hladiny volnych radikalov. Predpoklada sa teda, Ze jej
ucinok je zalozeny na inom nez antioxidacnom mechanizme. Zaujimavé, ale prekvapujuce vysledky
priniesli $tudie, v ktorych pacientom s DM podavali vitamin C. Napriek tomu, Ze jeho hladiny st pri
DM dlhodobo znizené, v skupine pacientov, ktora dostavala vitamin C, boli zaznamenané Castejsie
komplikacie DM. Dévodom takéhoto vysledku su pravdepodobne glyka¢né ucinky vitaminu C.

Nakolko produkcia volnych radikalov pri DM je spojena najma s hyperglykémiou, najlepsim spdso-
bom ako bojovat s OS je obmedzit prijem glukoézy v strave.

6.1.2 OXIDACNY STRES A OBEZITA

Obezita je ustrednym komponentom pre rozvoj MSy, pretoze moze viest k rozvoju vSetkych ostatnych
rizikovych faktorov MSy a zaroven podporuje rozvoj OS. Bolo dokdzané, ze mnozstvo podkozného
tuku a obvod pasu pozitivne koreluju s endotelidlnou dysfunkciou vyvolanou OS, aktivitou CAT, hla-
dinami 8-isoPGF2a, oxidovanymi LDL ¢asticami, TBARS a dal$imi markermi OS. Pri MSy dokonca
hladiny 8-isoPGF2a vykazuji najvyssi stupen korelacie s mnozstvom viscerdlneho tuku. Pri zniZeni
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telesnej hmotnosti pacientov s MSy o 10 % pomocou redukénej diéty a aerébneho cvicenia bol zazna-
menany pokles OS. Zaujimavé je, Ze v inej $tudii, v ktorej obéznych pacientov podrobili diéte a pra-
videlnej Sportovej aktivite, bol tiez zaznamenany pokles markerov OS, a to este predtym, nez dosiahli
signifikantny ubytok hmotnosti. Pokles OS mohol byt teda v oboch pripadoch spdsobeny zlepsenim
endotelidlnych funkcii, vzostupom *NO, alebo zvySenim antioxida¢nej obrany, ku ktorym dochadza
na zaklade upravy stravy a cvicenia.

Jeden z mechanizmov, ktoré by u obéznych Iudi mohli spdsobovat dodato¢né oxida¢né zatazenie,
je zvySena produkcia prozapalovych cytokinov vo visceralnom tukovom tkanive. V experimentoch
na obéznych mysiach sa podarilo produkciu volnych radikalov v tukovom tkanive zredukovat aj bez
znizenia tukovych zasob inhibiciou NAD(P)H oxidazy. Jej inhibicia sa prejavila nielen zniZenou pro-
dukciou volnych radikalov, ale aj zlepSenim metabolizmu glukdzy a lipidov.

6.1.3 OXIDACNY STRES A DYSLIPIDEMIE

Typickym obrazom dyslipidémii u pacientov s MSy st zvy$ené hladiny triacylglycerolov a LDL ¢astic,
kym protektivne HDL castice st zastipené v mensom mnozstve nez u zdravych jedincov. Suc¢asne bola
u ludi aj zvierat popisana korelacia medzi vyssie uvedenymi zmenami hladin lipidovych parametrov
a OS. Napriklad u geneticky modifikovanych mysi s chybajiicim LDL receptorom sa podavanie stravy
bohatej na cholesterol odzrkadlilo vo zvysenych hladindch LDL ¢astic, pricom sa nasledne vyvinul aj
OS, ktory priamo vznika v dosledu oxidacie LDL.

6.1.4 OXIDACNY STRES A HYPERTENZIA

Vyvazena oxida¢no-redukénd rovnovaha je jednym z fyziologickych regulatorov krvného tlaku. Anti-
oxidanty poskytuju ochranu pred vaskularnym OS neutralizaciou volnych radikalov, pricom dolezité
je zachovat potrebné koncentracie ‘NO, ktory nielen zabezpecuje vazodilataciu, ale ma protektivny
inok aj na dalsie funkcie ciev. Uloha OS pri hypertenzii bola §tudované viacerymi vyskumnymi sku-
pinami, no jednoznacné zavery stale chybaju. Kym v jednej $tudii neboli zistené rozdiely v markeroch
OS medzi normotenznou a hypertenznou skupinou, iné vyskumy zvysenie OS stresu u hypertenznych
subjektov dokazali. Podavanie antioxidantov v§ak v dvoch $tudiach (vitamin C a a-tokoferol) viedlo
k zniZeniu krvného tlaku, tuhosti artérii a zlepseniu endotelidlnych funkcii. Hypertenzia je multifak-
torialne ochorenie s pomerne $irokym spektrom etiologickych komponentov. Ukazalo sa, ze zvySenie
OS pri sekundarnej hypertenzii pravdepodobne suvisi aj s jej dominantnym etiologickym komponen-
tom (ktory je u kazdého pacienta individualny), ¢o by vysvetlovalo nekonzistentné vysledky nezavis-
lych stadii.

6.2 AUTOIMUNITNE OCHORENIA A OS

Spolo¢nym znakom vsetkych autoimunitnych ochoreni (AO) je intolerancia imunitného systému (IS)
voci proteinom vlastného organizmu. Mechanizmus vzniku AO je neznamy a ako o moznych pri-
¢inach zmeny aktivity IS sa uvazuje predovsetkym o genetickych predispoziciach, zvysenej aktivite
B-lymfocytov a skrizenej reaktivite medzi cudzimi a vlastnymi antigénmi. Spusta¢om produkcie cu-
dzich antigénov vo vlastnom organizme mdze byt mnoho faktorov, medziinym infekcie, zapaly, ¢i
uzivanie niektorych liekov. Jedna z hypotéz povazuje za primarnu pric¢inu vzniku AO modifikacie
vlastnych antigénov organizmu volnymi radikalmi, ktoré IS nasledne nedokaze rozpoznat a snazi sa
ich zneskodnit. Preto reakcie volnych radikalov, ktoré vedu k poskodeniu mnohych proteinov tvorbou
stabilnych produktov (napriklad 3-chlértyrozin, alebo 3-nitrotyrozin), ovplyviuju nielen ich biolo-
gické funkcie (blokada fosforylacie tyrozinu), ale zaroven menia aj ich antigénny profil, ¢im velmi vy-
znamne naru$ujt imunitni odpoved. Ci je mozné OS ako taky povazovat vo vieobecnosti za primar-
nu pri¢inu AO nie je zatial jasné, ale je to malo pravdepodobné, kedze kazdé AO ma svoje $pecifika.
Nakolko pri vietkych AO je stimulovany IS a zapalova odpoved, st sprevadzané zvysenymi hladinami
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volnych radikalov, co komplikuje overenie vyssie uvedenej hypotézy. V ostatnych rokoch sa vsak vol-
nym radikalom venuje velka pozornost v suvislosti s tvorbou autoimunitnych protilatok. Jednotlivé
AO st sprevadzané vyskytom charakteristickych protilatok, ktoré zaroven umoznuju ich diagnostiku.
Antigény, proti ktorym sa tieto protilatky tvoria, si priamo spojené s patogenézou len u niektorych
AO, kym u inych ostava ich vztah k AO nejasny. U chronickych zapalovych AO, ako je reumatoidna
artritida (RA), alebo systémovy lupus erythematosus (SLE), sa v tkanivach typicky ukladaji komplexy
DNA s anti-DNA protilatkami, ktoré stimuluju zépal, infiltraciu fagocytov do tkaniva a opatovnu pro-
dukciu volnych radikalov tymito bunkami. Anti-DNA protilatky u pacientov so SLE sa viazu na DNA
poskodent volnymi radikalmi s ovela vys$sou afinitou, nez na intaktnd DNA. Ukazalo sa, Ze volnymi
radikalmi experimentalne modifikovana DNA je vysoko imunogénna a indukuje tvorbu protilatok,
ktoré sa viazu s rdznou afinitou aj na intaktna DNA. Vysoké hladiny markerov oxida¢ného posko-
denia DNA (8-0x0dG) u jedincov so SLE preto podporuju domnienky o zapojeni sa OS do etiologie
tohto ochorenia.

6.2.1 REUMATOIDNA ARTRITIDA

Reumatoidna artritida je autoimunitné chronické polyartikularne zapalové ochorenie, ktorého typic-
ky klinicky obraz sa vyznacuje stuhnutostou a opuchmi kibov s ich postupnou deformaciou a stratou
funkcie. RA je sprevadzana zvySenym oxidacnym statusom, ktory sa prejavuje vzostupom aktivity
oxida¢nych enzymov a poklesom hladin antioxidantov v sére aj synovialnej tekutine. U pacientov
s RA potvrdili viaceré studie vyskyt oxida¢ne poskodenej DNA a jej repara¢nych systémov, ¢o vedie
k vzniku mnohych mutdcii. Zvysené hladiny markerov oxidacného poskodenia DNA, predovsetkym
8-0x0-7-hydro-deoxyguanozinu, boli zaznamenané v leukocytoch a sére. Pre vznik RA by mohla byt
kluc¢ova mutacia génu, ktory zodpoveda za expresiu p53 tumor supresorového proteinu. Tento protein
ovplyvnuje reparacie DNA prostrednictvom rast regulujucich génov, inhibiciou G1 fazy bunkového
cyklu, interakciou s DNA repara¢nymi mechanizmami a zasahom do apoptézy. V plazme a synovi-
alnej tekutine pacientov s RA boli zaznamenané aj zvysené extracelularne hladiny mitochondrialne;
DNA. Experimenty na mysiach ukazali, ze oxidovana mitochondtidlna DNA dokaze vyvolat u zvierat
artritidu, potencialne ide teda o molekulu, ktora by mohla priamo spajat negativne ucinky volnych
radikalov s patogenézou RA. Mitochondridlna DNA je velmi citliva na oxidaciu, pricom na rozdiel
od jadra maju mitochondrie k dispozicii len niekolko DNA repara¢nych systémov. Aj malé mnozstva
volnych radikalov teda fahko vyvolavajui oxidacie mitochondrialnej DNA, ¢o vedie k strate jej funkcie,
zastaveniu rastu bunky a apoptdze.

Vo zvysenej miere podliehaju oxidacii pri RA aj mastné kyseliny, ktoré pochddzaju zo systémovej li-
polyzy stimulovanej kontinualnou produkciou prozapalovych cytokinov. Oxidacia lipidov je zaroven
rizikovym faktorom pre rozvoj pridruzenej aterosklerézy u RA pacientov. Volné radikaly v synovii
oxiduju LDL ¢astice, ¢im je potencovana lokdlna zapalova odpoved a infiltracia adhéznych molekul a
chemokinov. Monocyty pohlcujtce oxidované LDL castice sa menia na penové bunky, ktoré sa ukla-
daji priamo v synovii, kde z nich vznikaja aterosklerotické plaky. Ukazalo sa, ze stupen peroxidacie
lipidov koreluje aj s degradaciou extraceluldrneho matrixu synovialneho tkaniva stimulovanymi me-
taloproteazami. Podavanie vitaminu E dokazalo tento proces potlacit.

Dolezity podiel volnych radikalov na destrukcii kibov deklaruju v synovidlnom tkanive markery oxi-
dac¢ne poskodenych foriem kyseliny hyalurénovej, lipidov a LDL castic, ako aj velké mnozstva kar-
bonylov pochadzajucich z oxidacie proteinov. Ukazalo sa, Ze OS ovplyviuje syntézu, ale aj rozklad
spojivového tkaniva kibov (chrupky). Volné radikély pdsobia inhibi¢ne v procesoch syntézy zloziek
synovialneho tkaniva, vratane kolagénu, proteoglykanov a chondrocytov. Rozklad komponentov
chrupky je vyvolany bud priamou oxiddciou makromolekul, alebo nepriamymi mechanizmami. Jed-
nym z nich je degraddcia extraceluldrnej matrix prostrednictvom aktivacie metaloprotedz, ¢im sa na-
rusuje funkcia chondrocytov a podporuje ich apoptdza.

Tak ako u inych zapalovych ochoreni, aj u RA je pozorovatelna koreldcia medzi intenzitou systémovej
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zépalovej odpovede a tvorbou glyoxylovanych imunoglobulinov, ktoré patria medzi koncové produkty
pokrocilej glykacie. Vylu¢ne u pacientov s RA vsak boli detegované aj protilatky proti glyoxylovanym
imunoglobulinom, ¢o podporuje tvahy o tcasti OS v etiopatogenéze tohto ochorenia. Dalsia z tedrii
vzniku RA, tykajuca sa OS, vychadza z vysledkov studii, podla ktorych je synovitida, zapal synovial-
neho tkaniva, zaloZeny na cyklicky sa opakujicej hypoxii a reoxidacii. Synovialna tekutina sa vyzna-
¢uje kyslym pH, hypoxiou, nizkymi hladinami glukézy a vysokymi hladinami laktatu, co poukazuje
na prevladajici anaerdbny typ metabolizmu. Nizke hladiny kyslika priamo namerané v synovialnom
tkanive potvrdili, Ze pri synovitide je chronicka hypoxia kompenzovana anaer6bnym metabolizmom.
Je zname, ze v anaerébnych podmienkach dochadza v ramci adaptacie metabolickych dejov k akti-
vacii roznych génov, pricom klucovu tlohu pri expresii tychto génov ma transkripény faktor HIF-1a
(hypoxiou indukovany faktor la). Tymto mechanizmom sa bunkdm umoznuje ziskavanie energie
z anaerdbneho metabolizmu, stimuluju sa alternativne cesty prijmu kyslika (napr. angiogenéza) a in-
hibuje sa apoptéza. Niektoré studie sa zaoberali vplyvom OS na HIF-1a, ale ich vysledky st protichod-
né. Podla jednej z hypotéz volné radikaly produkované NADPH oxidazou riadia funkciu HIF-1a tym,
ze inhibuju jeho aktivaciu. Preto v stave hypoxie, ked je produkcia volnych radikalov nizka, je HIF-1a
aktivovany. Podla inej hypotézy je vsak tlohou volnych radikalov produkovanych v mitochondriach
aj v stave hypoxie stabilizovat HIF-1a a podporovat expresiu génov, ktoré riadi. Obe hypotézy st pod-
porené vysledkami experimentov a nevylucuje sa, ze rozdiely v regulacii HIF-1a volnymi radikalmi
vyplyvaju z intenzity a dlZky hypoxie, ako aj typu buniek, v ktorych k hypoxii dochddza.

Zo zaverov epidemiologickych $tudii vyplyva, Ze medzi prijmom antioxidantov v diéte a vyskytom
RA existuje inverzna korelacia. Tak ako u inych ochoreni, aj pri RA deklaruji mnohé stadie pozitivne
uc¢inky podavania réznych antioxidantov. Napriklad polyfenoly obsiahnuté v zelenom ¢aji s vysokym
obsahom epigalokatechin-3-galatu dokazali zabranit experimenalne vyvolanej artritide. Uvedeny ka-
techin inhiboval zapalové reakcie sprostredkované IL-1f, vratane produkcie "NO v chondrocytoch.
V studiach, kde boli pacientom podavané vitaminy A, E a C boli sice zaznamenané zvy$ené mnozstva
antioxidantov v plazme a pokles markerov OS, no nedoslo k zlepseniu klinického stavu RA.

6.2.2 SYSTEMOVY LUPUS ERYTHEMATOSUS

Systémovy lupus erythematosus je multifaktoridlne autoimunitné ochorenie, ktoré sa vyskytuje pre-
vazne u Zien (70-90%). Klinické prejavy SLE zahtfaja opuchy a bolesti kibov, unavu, vypadavanie vla-
sov, citlivost na slne¢né ziarenie, opuchy lymfatickych uzlin a typické vyrazky v tvare motyla na tvéri.
Pri taz$ich formach ochorenia zasahuje SLE aj iné organy, najma srdce, pltica, oblicky a nervovu ststa-
vu. Etioldgia ochorenia je neznama, doterajsi vyskum predpoklada ucast genetickych, hormonalnych
a enviromentalnych faktorov, no molekuldrne mechanizmy spojené so vznikom SLE st zndme len
z malej Casti. V uplynulych rokoch sa v patogenéze SLE stale astejsie zvazovala tloha volInych radika-
lov, k ¢omu viedli poznatky o zvy$enom OS u pacientov so SLE. Vysledky viacerych $tudii, v ktorych
bola u zvierat inhibovana aktivita induktabilnej "NO syntazy, sa zhoduju, Ze aktivita tohto enzymu zo-
hrava ulohu v patogenéze AO. U SLE koreluje postupne narastajtca aktivita induktabilnej NO syntazy
a "NO s progresiou ochorenia. "NO vytvara v pritomnosti superoxidového radikalu peroxynitrit, silné
nitra¢né ¢inidlo, ktoré modifikuje proteiny a meni ich antigénne vlastnosti, ¢o vedie k stimulacii autoi-
munitnych reakcii. Pre pacientov so SLE su tiez typické vysoké hladiny protilatok proti imunogénnym
aduktom proteinov s aldehydmi, ktoré vznikaju oxidaciu lipidov. Zvyseny vyskyt tychto protilatok
naznacuje, ze zvySena peroxidacia lipidov ma priamy vztah k patogenéze alebo progresii SLE.

6.2.3 CROHNOVA CHOROBA

Crohnova choroba (CD) je chronické zapalové ochorenie, ktoré sa vyznacuje opakovanymi ulcera-
ciami vo vSetkych castiach gastrointestinalneho traktu. Klinicky sa CD prejavuje diareou, zvySenou
teplotou, stratou hmotnosti a bolestami brucha v prislusnej oblasti. Po¢as CD dochadza v gastroin-
testindlnom trakte ku kaskdde imunologickych reakcii, ktoré st stimulované uvolnenim prozapalo-
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vach cytokinov v postihnutom mieste. Imunitny systém odpoveda na signalizovany zapal aktivaciou
T-buniek a infiltraciou zapalovych neutrofilov do mukoéznej vrstvy ¢reva. Neutrofily produkuju velké
mnozstvo volnych radikalov, ktorych vysoka lokalna koncentracia poskodzuje bunky ¢revnej muko-
zy. Neustdla produkcia voInych radikalov v ¢reve vedie k vycerpaniu zasob antioxida¢nych enzymov,
ako aj nizkomolekulovych antioxidantov, ¢o potvrdili stadie u pacientov s CD na lokalnej (¢revna
mukdza), ale aj systémovej trovni. Postupne sa tak u pacientov s CD vyvija OS. Kym volné radikaly
jednoznacne podporuju progresiu CD, ich u¢ast na vzniku ochorenia je zatial len hypoteticka, pretoze
vysledky $tudii si v tomto smere kontroverzné.

6.2.4 CELIAKIA

Permanentnad intolerancia gluténu charakterizuje celiakiu, chronické autoimunitné zapalové ochore-
nie ¢reva, u ktorého bola preukazana aj geneticka predispozicia. Glutén je zmes zasobnych proteinov
pritomnych v potravinach vyrabanych z psenice. Imunogénnou zlozkou gluténu je gliadin, v ktoré-
ho $truktdre na nachadzaju $pecifické sekvencie zodpovedné za imunomodulacné alebo cytotoxické
ucinky. Vysoké percenta prolinu a glutaminu v primarnej $truktdre gliadinu st dévodom, preco pro-
teazy v reve nedokazu gliadin rozlozit az na jednotlivé aminokyseliny. Oligopeptidy, ktoré pri rozkla-
de gliadinu vznikaji, mdzu posobit u jedincov s genetickou predispoziciou toxicky, pricom vécésina
z ich ucinkov je sprostredkovana stimulaciou tvorby volnych radikélov a zvySenym OS. Nasledkom
tychto zmien sa narusuje permeabilita epitelovej bariéry enterocytov a oligopeptidy gliadinu prenika-
ju do buniek. Oligopeptidy s imunomodula¢nymi G¢inkami sa viazu na antigén prezentujice bunky,
¢o stimuluje imunitna odpoved.

V experimentoch s bunkovymi kultirami gliadin stimuloval oxidaciu lipidov a glutatiénu, kym nao-
pak mnozstvo volnych tiolovych skupin v bunkach kleslo. Na molekuldrnej trovni gliadiny spustajua
OS aktivaciou cyklooxygenazy, NO syntazy a zvy$enim expresie transkripéného faktora NF-kB, ktory
stimuluje transkripciu prozapalovych cytokinov.

Povod OS je teda pri celiakii spaty s cytotoxickou a imunomodula¢nou aktivitou rozkladovych pro-
duktov gliadinu, ale jeho tloha v patogenéze ochorenia nie je zatial potvrdena.

6.2.5 ViTiLiGo

Nedostatocna antioxidacna obrana a zvysené hladiny volnych radikalov su pravdepodobne stcastou
patologickych mechanizmov autoimunitnych koznych ochoreni.

Vitiligo je strata pigmentdcie koze, ktord vznikd nasledkom selektivnej destrukcie melanocytov. Prog-
resia ochorenia je spojena s narusenou funkciou dychacieho retazca v mitochondriach, vyvinom au-
toimunitnych reakcii, ako aj vzostupom OS, ale jej jednoznac¢na etiopatogenéza nie je znama. Uvazuje
sa, Ze vitiligo vznika ako nasledok postupne narastajuceho OS v melanocytoch, ¢o je sposobené poma-
lymi mechanizmami obnovy melanocytov a ich kontinualnym vystavenim enviromentalnemu stresu.
Zvysené riziko tvorby volnych radikalov v melanocytoch je dané aj biosyntézou melaninu, $pecifickou
pre tento typ buniek. Za istych okolnosti moze melanogenéza vyvolat silny OS a narusit oxida¢no-re-
duként rovnovéhu. Je pozoruhodné, ze podobné mechanizmy zlyhavania antioxida¢nej obrany a ku-
muldcia toxickych produktov v pritomnosti neuromelaninu sa skiimajui ako potencialne patogenetické
faktory Parkinsonovej choroby a dalsich neurodegenerativnych ochoreni. Napriek tomu, Ze v melano-
cytoch dochadza k neustalej produkcii volnych radikdlov a na génovej Grovni je stimulovana expresia
antioxida¢nych enzymov, hladiny ich proteinov ostavaju paradoxne nizke. Prehlbujtci OS vyvolava
zapal, preto je u pacientov s vitiligom v postihnutych léziach koze stimulovana expresia prozapalovach
cytokinov TNFa a IL-1.

Narast OS je pri vitiligu pozorovany lokalne, kde sa v epidermalnej vrstve postihnutej casti koze aku-
muluje peroxid vodika, ale aj na systémovej urovni. Nedavno publikované vysledky klinickej stadie
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prvykrat dokazali, Ze pouzitim enzymu pseudokatalazy sa da dosiahnut uplna repigmentacia koze.
Podobné vysledky sa dosiahli aj pri strate vlasového pigmentu, teda Sedivejucich vlasoch. Pseudokata-
laza je modifikovana katalaza, ktora rozklada peroxid vodika, je vSak aktivovana UVB Zziarenim.

6.3 NEURODEGENERATIVNE OCHORENIA A OXIDACNY
STRES

Centralny nervovy systém (CNS) ¢loveka spotrebuje v pokojovom stave asi 20 % z celkového mnoz-
stva kyslika v organizme. Preto je CNS vysoko citlivy na nizke mnozstva antioxidantov, vysoké kon-
centracie polynenasytenych mastnych kyselin a kovovych iénov, teda faktory, ktoré podporuju tvorbu
volnych radikalov a vSeobecne oxidaciu. Nie je teda prekvapujuice, ze OS je diskutovany ako jeden
z moznych primarnych mechanizmov rozvoja neurodegenerativnych a zapalovych chorob CNS.

Neurodegenerativne ochorenia su progresivne ochorenia charakterizované stratou urcitych neurd-
novych populdcii a kumulaciou proteinovych agregatov. Ich spolo¢nym sprievodnym znakom je tiez
oxidacny stres, ktory podporuje degenerativne procesy. Z tohto poznatku sa odvija mnozstvo expe-
rimentalnych a klinickych $tudii, ktoré skiimaji mechanizmy neurodegeneracie vyvolanej volnymi
radikdlmi, ako aj moznosti vyuzitia antioxidantov v terapii tychto ochoreni.

Jednym z dominantnych rizikovych faktorov neurodegenerativnych ochoreni je narastajici vek. So
zvysujucim vekom zaroven stupa mnozstvo kovovych iénov (najmé medi a zeleza) v mozgu. Predpo-
klada sa, Ze kumulacia tychto kovov v mozgu pdsobi toxicky a vyvolava neurodegenerativne procesy.
Pretoze i6ny kovov st dobrymi katalyzatormi reakcii, v ktorych vznikajua volné radikaly, vyskum OS
v patogenéze ochoreni CNS ma svoje opodstatnenie.

6.3.1 ALZHEIMEROVA CHOROBA

Alzheimerova choroba (AD) je progresivne neurodegenerativne ochorenie, pri ktorom dochadza
v mozgu k postupnému ubudaniu cholinergickych neurénov a synapsii. Charakteristickym znakom
AD je strata kognitivnych funkcii, ktoré klesaju priamo timerne so znizujicim sa mnozstvom do-
stupného acetylcholinu. Pri¢ina AD nie je dodnes zndma, existuje niekolko hypotéz, z ktorych vsak
ani jedna nebola doposial potvrdena. Jedno z moznych vysvetleni vzniku AD je toxicita amyloidnych
plakov ktoré sa kumuluji v mozgu. Ich hlavnou zlozkou je amyloidny-f-peptid (Ap), ktory vznika
$tiepenim membranového amyloidného prekurzorového proteinu s doposial neznamou funkciou. To-
xicita amyloidnych plakov by mohla spocivat v tom, Ze sa v nich hromadia velké mnozstva kovovych
iénov, predovsetkym zinku, medi a Zeleza. In vitro bolo dokdzané, Ze vSetky tieto i6ny vo zvysenych
koncentraciach podporuju agregaciu AP a tym aj tvorbu amyloidnych plakov. Koncentracia tychto
iénov ako aj ich vazbovych proteinov je v neurénoch AD pacientov 3-5-krat vyssia v porovnani so
zdravymi Iudmi. Prave vysoké koncentracie iénov Zeleza a medi naviazanych na AB by mohli byt
hlavnymi generatormi volnych radikalov a OS, ktory je pri¢inou destrukcie neurénov. AP su schop-
né prostrednictvom troch histidinovych rezidui koordina¢ne viazat mednaté a Zelezité idny, pricom
dochadza k redukcii oboch iénov a sticasnej oxidacii kyslika za vzniku peroxidu vodika. Redukované
iony medi a Zeleza v blizkosti vznikajuceho peroxidu vodika vytvaraju dalej idealne podmienky pre
Fentonovu reakciu, ktorej vysledny produkt — hydroxylovy radikal - je vysoko neurotoxicky. Okrem
histidinovych rezidui bolo na Ap identifikovanych niekolko dalich miest s niz§ou vézbovou afinitou
pre i6ny kovov, z ktorych minimalne jedno je redoxne aktivne a mohlo by prispievat k produkcii vol-
nych radikélov.

Reakciou medzi mednatymi iéonmi a AP dochadza tiez k oxidacii siry na rezidue metioninu (Met35)
a vytvoreniu krizovej vézby, ¢o vedie k vzniku solubilnych oligomérov AP. Oxida¢na modifikacia A
zvys$uje ich solubilitu a podporuje ich uvolniovanie z membrany. Tieto solubilné formy AP koreluju
u AD pacientov s pridruzenou demenciou.
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6.3.2 PARKINSONOVA CHOROBA

Parkinsonova choroba (PD) je progresivne neurodegenerativne ochorenie, ktoré charakterizuje strata
dopaminergnych neurénov v substantia nigra a intracelularna kumuldcia Lewyho teliesok, ktorych
hlavnou zlozkou je protein a-synuklein. Jednou z fyziologickych uloh a-synukleinu je udrziavanie
vysokého distribu¢ného pomeru dopaminu medzi vezikulami a cytoplazmou neurénov. Geneticka
mutacia tohto proteinu je pri¢inou familiarne sa vyskytujucej PD. Jej nasledkom dochadza k vazbe
a-synukleinu na transportny protein dopaminu v intracelularnych vezikulach, ¢o zabranuje vstupit
dopaminu do vezikul a pri nervovom vzruchu tak nemoze byt transportovany do nervovej synapsy.
Redoxne aktivny dopamin sa tak hromadi v cytoplazme a stava sa lahko pristupny pre chelataciu
kovovych iénov. Pri ich prechode do koordinacnej vézby sa iony kovov redukuju, sucasne dochadza
k oxidacii kyslika za vzniku peroxidu vodika, ktory podlieha Fentonovej reakcii. Touto cestou sa zvy-
$uje produkcia volnych radikalov, pricom s vekom sa zvysujtice koncentracie kovovych iénov v mozgu
uvedeny proces urychluju. Zmutovany a-synuklein na rozdiel od nezmutovanej formy tiez nedokaze
inhibovat syntézu dopaminu a jeho koncentracie v cytoplazme sa o to viac zvysuju. Fyziologicka tiloha
a-synukleinu nie je celkom znama, ale vysledky popisanych experimentov nasvedcuju, ze tento pro-
tein riadi metabolizmus a distribiciu dopaminu na viacerych urovniach. Ukazalo sa, zZe u zdravych
Tudi pritomnost vysokej koncentracie kovovych iénov v cytoplazme neurénov podporuje agregaciu
a-synukleinu, ktory tak straca svoju aktivitu a narusena homeostaza dopaminu moze smerovat az
k vzniku PD.

U pacientov s PD bol v substantia nigra zaznamenany aj ubytok buniek s tmavohnedym pigmen-
tom neuromelaninom, u ktorého bolo popisanych niekolko afinitnych miest pre vazbu idénov Zeleza.
Mnozstvo neuromelaninu u zdravych ludi stipa s narastajicim vekom, ¢o nasvedc¢uje tomu, Ze tento
pigment ma za ulohu viazat redoxne aktivne Zelezo a idny inych kovov, ktoré podporuju oxidacné
reakcie. Ukdzalo sa v8ak, Ze antioxida¢ny ucinok neuromelaninov zrejme zavisi od mnozstva iénov
kovov, ktoré viazu. Kym neuromelaniny s nizkym mnozstvom naviazanych iénov Zeleza pdsobia anti-
oxidacne, vysoké mnozstva naviazaného zeleza v neuromelaninoch st spajané s prooxidacnou aktivi-
tou. Naviac, ked koncentracie kovovych idnov presiahnu vdzbovu kapacitu neuromelaninu, pigment
straca aj svoju ochrannu antioxida¢nu funkciu, dochadza k zvysenej tvorbe voInych radikalov a vyvija
sa OS. Zvysenie OS podporuje oxida¢ni degradaciu neuromelaninu, uvoliluji sa na nom naviazané
iény kovov a neuromelanin sa stava pre bunky v kone¢nom désledku cytotoxickym.

Neuromelanin je polymér s nie celkom jednoznacne charakterizovanou struktirou, ale je zname, Ze
pozostava z medziproduktov syntézy dopaminu. Ukazalo sa, Ze ak a-synuklein straca svoju funkciu
a dopamin sa kumuluje cytoplazme, reakciou medzi tymto neurotransmiterom a iénmi Zeleza docha-
dza aj k syntéze neuromelaninu. Predpoklada sa, Ze pri strate funkcie a-synukleinu sa bunky touto
cestou brania neurotoxickym uc¢inkom dopaminu.

OS spojeny s PD vyplyva teda z narusenia fyziologickych funkcii a-synukleinu, dopaminu, a neuro-
melaninu v substantia nigra, ktoré zapri¢inuje najma kumulacia kovovych iénov.
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Obrdzok 21. Oxidacny stres pri Parkinsonovej chorobe

Neurotransmiter dopamin (DA) je skladovany v nervovych zakonc¢eniach synaps vo vezikulach, kde
nepodlieha redoxnym reakciam. Po uvolneni do cytoplazmy je dopamin schopny koordinacne viazat
iény kovov a podlieha redoxnym reakciam, ktorych vysledkom je tvorba volnych radikalov a neuro-
melaninu (NM). Tak ako DA, aj NM tiez viaze iény kovov a jeho zvySené koncentracie zodpovedaju
za zvy$enu produkciu volnych radikalov. Skladovanie dopaminu vo vezikuldch nervovych zakonceni
riadi protein a-synuklein, ktorého mutdcie zabranuju vstupu DA do veizkul, ¢im stupa jeho podiel
v cytoplazme. Mutacie a-synukleinu st spojené tiez s tvorbou agregatov a stratou funkcie.

6.3.3 AMYOTROFICKA LATERALNA SKLEROZA

Amyotroficka lateralna skleréza (ALS) je ochorenie vyplyvajuce zo straty motorickych neurd-
nov v mieche a mozgovej kore. Familiarna forma ALS je spojend s pocetnymi mutaciami enzymu
CuZn-superoxid dismutazy (CuZnSOD), ktorého modifikované formy nadobudaju toxické ucinky.
Toxicita zmutovanych enzymov CuZnSOD nie je presne definovana. Podla niektorych hypotéz by
mohla vyplyvat zo zmenenej priestorovej Struktiry enzymu s naslednou tvorbou agregatov, alebo su-
visi s nadobudnutim novych prooxida¢nych vlastnosti CuZnSOD, ktoré vedu k produkcii volnych ra-
dikalov. V experimentoch na bunkovych kultirach a mysiach dokazali chelatory iénov medi spomalit
priebeh ALS, av$ak dalsie experimenty vylucili moznost, ze vznik ochorenia je spojeny s kumulaciou
medi, ktora je viazana v aktivnom centre enzymu. Preto boli na CuZnSOD identifikované iné redoxné
centra, ktoré viazu iény kovov a mohli by zodpovedat za jej prooxida¢na aktivitu. Pri jednej z mutdcii
CuZnSOD (H46R) bolo identifikované reziduum cysteinu, ktoré ma schopnost koordina¢ne viazat
redoxne aktivne mednaté katiény. V porovnani s aktivoym centrom CuZnSOD je sice afinita tohto
cysteinu k mednatym kationom nizsia, ale jedna z tedrii vzniku ALS predpoklada, ze so stipajicim
vekom a kumulaciou medi dochadza k postupnému obsadeniu nizkoafinitnych cysteinov na CuZn-
SOD a tak aj k zmene jej aktivity na prooxida¢nu (Obrazok 22).
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Na bunkovych kultirach sa podavanie antioxidantov ukazalo ako nadejna podporna terapia v preven-
cii a liecbe neurodegenerativnych ochoreni. Vysledky klinickych experimentov vSak nepotvrdili vset-
ky pozitivne ucinky antioxidantov, ktoré boli pozorované na bunkovych kulturach. a-tokoferol bol
podavany pacientom s AD ako aj PD. U PD nemal Ziaden uc¢inok, u pacientov s AD jeho podavanie
predlzilo fazu pred nevyhnutnou hospitalizaciou a dobu prezivania o 230 dni. a-tokoferol ale nezlepsil
kognitivne funkcie pacientov.

Pri neurodegenerativnych ochoreniach sa na obrane nervovych buniek velmi vyznamne podielajui ne-
urotrofiny. Su to proteiny, ktoré reguluji prezivanie neurdnov, axonalny rast a neurotransmisiu. Uka-
zalo sa, Ze ich neuroprotektivna aktivita je spojend s vyraznym znizenim OS, ¢o znizZuje neurotoxicky
ucinok volnych radikalov. V sti¢asnosti sa hladaji sposoby ako dosiahnut, aby syntetické neurotrofiny
prestupovali hematoencefalickou bariérou a dosiahli cielové miesto posobenia. Alternativne sa uva-
zuje aj nad ovplyvnenim mechanizmov, ktoré vedu k zvyseniu aktivity, alebo produkcie neurotrofinov
v CNS. Pri tychto vyskumoch sa ukazalo, ze zvy$enie neurotrofického faktoru odvodeného z moz-
gového tkaniva sa da dosiahnut jednoduchym obmedzenim prijmu kaldrii v diéte. Znizenie kaldrii
sposobi v CNS mierny OS, ¢o vyvold antistresovii odpoved, ktord je v CNS zabezpecena aj zvySenou
produkciou neurotrofinov. Dal$im pristupom pri hladani novych farmakoterapeutickych moznosti
liecby neurodegenerativnych ochoreni je syntéza proteinov, ktoré by vychytavali volné iény kovov,
¢im by sa predchadzalo ich naviazaniu na iné proteiny v CNS a ich toxickym efektom. Tieto latky sa
nazvali ako ,,metal-protein attenuating compounds® (MPAC, kov-protein oslabujuce zluceniny) a ich
ulohou na rozdiel od klasickych chelatorov kovov je degradovat vazby medzi kovovymi iénmi a biolo-
gicky aktivnymi proteinmi. Prototyp tejto skupiny - cliochinol podavany transgénnym mysiam s AD
u nich viedol znizeniu AP az o 49 %, pri¢om nespdsobil systémovy pokles kovovych iénov. Zluc¢eniny
zo skupiny MPAC su momentalne testované v klinickych $tudiach na ludoch, nielen v indikacii AD,
ale aj PD. U AD pacientov vyrazne redukuji progresivne kognitivne poskodenie a mnozstvo Ap v po-
rovnani s placebo skupinou.
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Obrdzok 22. Hypotéza vzniku oxidacného stresu pri amiotrofickej laterdlnej skleroze
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Za tyziologickych podmienok katalyzuje CuZnSOD reakciou, v ktorej dochadza k zneskodneniu su-
peroxidovych radikalov za vzniku peroxidu vodika. Pri ALS nadobida CuZnSOD prooxida¢né vlast-
nosti, ¢o suvisi s kumulaciou i6nov medi v organizme. Vysoka koncentracia iénov medi spdsobuje,
ze sa viazu na povrchové miesta enzymu, ktoré maju za fyziologickych podmienok len velmi nizku
afinitu voci kovovym iénom, no po ich naviazani tvoria nové redoxné centra. Tvorba novych redox-
nych centier vedie k naruseniu funkcie CuZnSOD a zmene redoxného stavu, ¢o suvisi so zvysenou
produkciou volnych radikalov a tvorbou oxida¢ného stresu.

6.3.4 SKLEROZA MULTIPLEX

Skleréza multiplex (SM) je autoimunitné zapalové ochorenie vedice k demyelinizacii nervov central-
neho nervového systému. Kym v minulosti sa vyskum etiolégie SM zameriaval na zapalové procesy,
existuje stale viac dokazov, ze proces demyelinizacie je iniciovany volnymi radikalmi a OS, ktorych
povod nesuvisi so zapalom.

U pacientov so SM boli zaznamenané zvysené hodnoty vacsiny markerov OS, ktoré vypovedajui o oxi-
da¢nom poskodeni lipidov, proteinov aj DNA. Antioxida¢nd kapacita v sére pacientov so SM je zni-
zena, kym v cerebrospinalnom moku stupa. Korelacie boli zaznamenané medzi mnozstvom nitritov
a nitratov v cerebrospinalnom moku a stupniom poskodenia hematoencefalickej bariéry a koncentra-
ciou 8-izoprostanov v cerebrospinalnom moku a stupniom zavaznosti ochorenia. Zvy$ené markery
OS pri SM nie su dokazom o etiopatolégii tohto ochorenia. Navyse je zrejmé, Ze volné radikaly vzni-
kaju nasledkom zapalovych procesov, ktoré st podstatou SM. Vysledky experimentov vsak potvrdili,
ze volné radikaly vznikaju pri SM aj mechanizmami nezavislymi od zapalu. Tieto mechanizmy st
spojené s abnormalnou funkciou mitochondrii, excitotoxicitou glutamatu a narusenim homeostazy
metabolizmu Zeleza. Odhliadnuc od pdévodu volnych radikélov, ddlezity je poznatok, Ze zohravaju
vyznamnu ulohu pri progresii SM.

V ramci vyskumu OS boli u pacientov so SM zaznamenané rézne abnormality vo funkcii mitochon-
drii, ktoré sa prejavuji mutaciami mitochondrialnej DNA (mtDNA), poruchami génovej expresie
v mitochondridch, narusenim DNA-repara¢nych mechanizmov, $truktirnymi zmenami mitochon-
drii, zmenami aktivity mitochondrialnych enzymov a zvysenou produkciou volnych radikalov. Ako
jedna z mutacii mtDNA bola popisana mutdcia génu pre odpajajuci protein 2 (UCP2, uncupling pro-
tein 2), ktory umoznuje transfer aniénov z vnuatornej strany mitochondrialnej membrany na vonkaj-
$§iu a prenos proténov opacnym smerom. Polymorfizmus tohto génu je jednym z predispozi¢nych
faktorov SM. Podobne aj mutacie génov pre komplexy I, III a IV, ktoré st sucastou dychacieho retazca
mitochondrii mézu ovplyvnit zapalova odpoved v CNS a modzu byt pricinou SM. Narusena aktivita
komplexov dychacieho retazca vedie k vzniku volnych radikalov, ktoré poskodzuju mtDNA a tym sa
opat produkuji nové volné radikaly. Ide o cyklicky mechanizmus, ktory by mal byt zastaveny reparac-
nymi mechanizmami. mtDNA je ovela citlivejsia na voIné radikaly ako jadrova DNA, pretoze je menej
chranena histénmi a mitochondrie tiez nedisponuji takym spektrom repara¢nych mechanizmov ako
je to u jadrovej DNA. mtDNA reparacné mechanizmy zavisia aj od typu buniek. Kym napriklad v as-
terocytoch je zmutovana mtDNA rychlo odstranena glykozylazami, v inych gliovych bunkach a neu-
rénoch je jej aktivita nizka. Ukazalo sa, Ze cielene zvysena expresia reparacného enzymu DNA glyko-
zylazy 1 (hOGG1) v mitochondrialnych oligodendrocytoch redukuje mnozstvo poskodenej mtDNA
a predchadza tak apoptickej signalizacii. Stimulacia repara¢nych mechanizmov mtDNA preto pred-
stavuje novu stratégiu pre liecbu SM. Dal$im cielom sti¢asného farmakoterapeutického vyskumu SM
st péry na membrane mitochondrii. Ich klu¢ovym regulatorom je cyklofilin D, ktory ma zaroven
dolezita ulohu pri bunkovej smrti indukovanej OS. Mysi, u ktorych bol odstraneny gén pre cyklofilin
D odolavali v experimentalnom modeli SM ovela lepsie OS, nez skupina bez genetickej modifikacie.
Predpoklada sa, Ze patologicka aktivacia mitochondridlnych poérov vedie k uvolneniu velkého mnoz-
stva volnych radikalov do bunky, ¢o stimuluje OS a apoptozu.

Nemenej zaujimavé st aj vysledky $tudii, ktoré skimaju excitotoxicitu ako jeden z moznych etiopato-
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genetickych faktorov SM. Excitotoxicita vyvolava bunkova smrt po nadmernom drazdeni CNS. Vzni-
ka v dosledku narusenia rovnovahy medzi excitacnymi procesmi mediovanymi glutamatom a inhi-
bi¢nymi procesmi mediovanymi glycinom a y-aminobutyrovou kyselinou (GABA). ZvySenie hladin
extracelularneho glutamatu vedie k akumulacii vysokych koncentracii vapenatych iénov v nervovych
bunkach. Extrémne mnozstva vapenatych ionov vyvolavaju kaskadu procesov na membrane, v cyto-
plazme a jadre, ktoré podmienuju toxicitu v oligodendrocytoch a neurénoch. Medziinym dochadza
k extrémnej aktivacii velkého mnozstva enzymov, ktoré vedu k tvorbe volnych radikalov (fosfolipa-
za A, NO-syntaza). ZvySené mnozstva extracelularneho glutamatu boli potvrdené v cerebrospinalne;
tekutine SM pacientov a bolo identifikovanych niekolko mechanizmov, ktoré vedu k tomuto stavu
(uvolnovanie glutamatu prozapalovymi leukocytami, blokdda membranovych transportérov volnych
radikalov). Podnetom pre vyskum excitotoxicity, jej indukcie a toxickych mechanizmov boli experi-
menty, pri ktorych podavanie blokatorov glutamatovych receptorov dokazalo zredukovat poskodenie
oligodendrocytov a axénov v modeli SM. Dalsie vyskumy ukézali, Ze blokdda glutamétovych recep-
torov predchadza strate az 60 % oligodendrocytov v porovnani s kontrolnou skupinou bez experi-
mentalnej terapie a excitotoxicita je hlavnou pri¢inou bunkovej smrti oligodendrocytov, pricom jej
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uc¢ovym mechanizmom je vyvolanie OS.

Podobne ako u inych neurodegenerativnych ochoreni aj u pacientov so SM boli v CNS pozorované
vysoké hladiny iénov kovov, najma zeleza. Depozity iénov Zeleza su pritomné v neurénoch a oligo-
dendrocytoch, pricom intraceluldrne st lokalizované prednostne v mitochondriach. Bolo dokdzané,
ze agregaciu idnov zeleza v mitochondriach podporuji prozapalové cytokiny TNFa a IL-1. Povodom
vysokych hladin zeleza v CNS je destrukcia buniek (oligodendrocytov) a ich proteinov, ktoré viazu
zelezo. K naru$eniu homeostdzy metabolizmu Zeleza prispievaju aj zmenené funkcie metaloproteinov.
Koncentracia redoxne aktivnych iénov Zeleza v CNS koreluje s mnozstvom produkovanych volnych
radikalov, pricom oxidéacia pritomnych katecholov vedie k vzniku mimoriadne toxickych chinénov
a semichindnov. V experimentoch sa ukazalo, ze akumuldcii Zeleza v mitochondriach asterocytov
predchadza zvysena expresia hém oxygenazy 1 (HO-1), ktoru zrejme indukuju prozapalové faktory
(volné radikaly, cytokiny). Po inhibicii HO-1 bunky stimulované rovnakymi prozapalovymi faktormi
iony Zeleza neakumuluju, teda zvySenad aktivita HO-1 md podiel na vzniku OS pri SM.

Nedavno bolo dokazané, ze SM je spojend s chronickou zilovou cerebrospinalnou nedostato¢nostou,
ktora vedie k tvorbe kolateral v cerebrospindlnej cirkulacii. Podla tejto hypotézy st zmenené hemo-
dynamické pomery pri¢inou zvyseného extravaskularneho prieniku erytrocytov a stavaju sa hlavnym
zdrojom akumulovaného Zeleza v CNS.

Znizena aktivita antioxidac¢nej obrany u pacientov so SM bola dé6vodom pre realizaciu experimentov,
ktoré sa zaoberali vplyvom antioxidantov na priebeh a zlep$enie klinického stavu pacientov so SM. Vy-
sledky pouzitia niektorych antioxidantov v experimentalnej liecbe su sice velmi pozitivne, no existuje
len malo klinickych stadii, ktoré by ich mohli potvrdit. V jednej $tudii bol podévany inozin, prekurzor
kyseliny mocovej, ktord je dobrym fyziologickym antioxidantom. U relaps-remitujtcich pacientov so
SM sa po dvojro¢nom podavani vyvinula asymptomaticka hyperurikémia, pricom nebolo zaznamena-
né zlepSenie priebehu ochorenia v porovnani s klasickou lie¢bou interferénom . Dobré vysledky pri
eliminacii OS sa dosiahli pri podévani N-acetylcysteinu a jeho analégu N-acetylcysteinamidu, ktory
ovela lahsie prenikd hematoencefalickou bariérou. Tieto latky oslabili klinické symptémy experimen-
talnej SM, redukovali infiltraciu mononuklearnych buniek do CNS, inhibovali syntézu prozapalovych
cytokinov a NO-syntazu v CNS. N-acetylcystein tiez inhibuje peroxidaciu, zvysuje hladiny glutatiéonu
a md chelata¢né schopnosti. N-acetylcysteinamid dokonca tplne dokédzal zabranit u zvierat rozvoju
experimentalne evokovanej SM. Podobné vysledky boli zaznamenané aj po podavani tymochinénu,
ktorého antioxida¢na aktivita sa prejavila aj zvySenim hladin glutatiénu a zniZzenou expresiou NF-kB.
SIubné vysledky sa dosiahli u zvierat aj liecbou bilirubinom, ktory chrani integritu hematoencefalickej
bariéry pred poskodenim voInymi radikalmi. Tento mechanizmus zabranuje infiltracii prozapalovych
buniek do CNS este pred vyvinutim SM, ale u zvierat s uz indukovanou SM zapal v CNS eliminovat
nedokaze. Napriek tomu, podavanie bilirubinu vyrazne znizuje oxida¢né poskodenie CNS, ¢o je do-
lezité pre progresiu SM. Bilirubin md aj imunomodulac¢né ucinky, pri SM potlaca imunitna odpoved
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polyklonalnych buniek a $pecifickych T-lymfocytov. O dolezitosti antioxida¢ného tc¢inku bilirubinu
vypovedaju jeho nizke koncentracie v sére pacientov so SM. Pri vyskume SM sa zistilo, Ze znizena
expresia niektorych antioxida¢nych enzymov je spdsobena inhibiciou transkripéného faktora Nrf2
(nuclear factor erythroid 2-related factor 2). U SM pacientov peroxynitrit inhibuje Nrf2, ktory je tran-
skripénym faktorom aj pre enzymy syntézy GSH, preto su ich hladiny znizené. V stcasnosti je v kli-
nickom skudsani latka, ktora uc¢inkuje podobne ako Nrf2. Doposial ziskané vysledky klinickej stadie
potvrdili, ze stimulacia antioxida¢nych responzivnych elementov, na ktoré sa protein Nrf2 viaze, vedie
k potlaceniu zapalovej odpovede a aktivacii neuroprotektivnych mechanizmov.

Nahodne bol objaveny aj neuroprotektivny ti¢inok naloxonu, antagonistu opioidnych receptorov. Jeho
ucinok bol dokazany na neurogliovych bunkovych kultirach, u ktorych inhiboval produkciu TNFa,
IL-1pB, *"NO a superoxidového radikalu. Mechanizmus posobenia naloxonu je zatial neobjasneny, ale je
uz zname, Ze nie je sprostredkovany antagonizmom opioidnych receptorov.

6.4 NADOROVE OCHORENIA A OXIDACNY STRES

Potencial vyvolat nadorové ochorenie vyplyva z oxida¢nych reakcii volnych radikélov, ktoré posko-
dzuju DNA za vzniku réznych typov mutacii. Mnohé stadie potvrdili zvySenie hladin vysoko muta-
génneho 80OHAG (8-hydroxydeoxyguanozinu) v tumoroch. Faktom ale zostava, ze tento marker sa
vyskytuje aj pri inych, ako nadorovych ochoreniach. Navyse k mutaciam, ktoré vyvolava 8OHdAG,
dochadza aj pri replikacii DNA, alebo pdsobenim inych kancerogénov. Aj tumory samé o sebe produ-
kuja velké mnozstva volnych radikalov, a to bez ohladu na typ kancerogénu, ktory ich vznik evokoval.
Iba na zaklade pritomnosti markerov poskodenej DNA v tumoroch preto nie je mozné s istotou kon-
Statovat, Ze OS je povodcom nadorovych ochoreni. Podiel OS na vzniku nadorovych ochoreni vsak
podporili aj experimenty, v ktorych bol u mysi, bez génov pre CuZnSOD, GPx1 a 2 a peroxiredoxiny
zaznamenany vyssi vyskyt nadorovych ochoreni.

Priama oxidacia DNA a vznik mutacii nie st jedinou moznou cestou, ktorou volné radikaly zasahuju
do karcinogenézy. Predovsetkym karcinogenéza je niekolkostupnovy proces transformacie zdravej
bunky na abnormalnu, ktory je ovplyvneny mnohymi faktormi a jedind mutacia DNA nestaci na to,
aby vznikol nador. Karcinogenéza zacina inicia¢nou fazou, v ktorej dochadza k poskodeniu DNA (na-
priklad reakciou s volnymi radikalmi) a vyzaduje si minimalne jednu replikdciu DNA nasledovanu
proliferaciou, aby repara¢né mechanizmy nedokazali mutaciu odstranit a stala sa ireverzibilnou. Dru-
ha faza je oznacovana ako promdcia. Mnohé karcinogény su zaroven aj promatory tumorov, ale ¢asto
su promotormi aj latky, ktoré sami o sebe karcinogenézu nedokazu iniciovat. Prométory stimuluju
expresiu latentného fenotypu iniciovanych buniek tak, ze stimuluju ich proliferaciu, alebo zabranuju
ich apoptoze. Odstranenie promdtora z bunky moze viest az k navratu tkaniva do pévodného stavu
(aj ked mutacia DNA uz ostava zachovanad a pritomnost prométora moze opat spustit karcinogenézu).
V poslednej, progresivnej faze sa zo zdravych buniek stavaju definitivne bunky maligne, DNA podstu-
puje dodato¢né mutacie, bunky rychlo a agresivne rasti a metastazuju. Progresivna faza je na rozdiel
od promocie ireverzibilna.

6.4.1 OXIDACNY STRES V PROCESOCH KARCINOGENEZY

VolIné radikaly sa zucastnuju takmer na vsetkych procesoch suvisiacich s karcinogenézou, jedna sa
predovsetkym o bunkovu proliferaciu, programovant smrt bunky, metastazovanie a angiogenézu.
Kazdy z tychto procesov je riadeny prostrednictvom celého suboru molekul (signalne molekuly, tran-
skrip¢né faktory,...), pricom len niektoré z nich st pre dany proces klucové a riadia ho. Ak volné
radikaly poskodzuju gény, ktoré exprimuju tieto klucové molekuly, stipa aj riziko rozvoja nadorového
ochorenia.

Proliferaciu buniek ovplyviiuje OS na arovni viacerych signalnych proteinov, akymi su Nrf2, Keapl
(inhibitor Nrf2), Ras, Raf a mnohé MAP-kinazy - ERK1/2, MEK, p38, INK, c-myc, p53, proteinkina-
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za C. Nrf2 je povazovany zaroven za hlavny regula¢ny faktor antioxida¢nej odpovede a jeho mutacie
preto ovplyviujt (zvy$uji) aj OS. Dalsi protein zodpovedny za kontrolu mechanizmov proliferécie je
p38a, ktory potlaca karcinogenézu blokovanim proliferacie a urychlenim apoptdzy. Proliferacia bu-
niek je bezpochyby najintenzivnejsie regulovana proteinom p53. KedZe ide zaroven aj o najznamejsi
tumor-supresivny gén, jeho tloha pri karcinogenéze bude popisana nizsie.

Na to, aby mohli bunky metastazovat, musia prejst procesom epitelialno-mezenchymalnej tranzicie
(EMT), v ramci ktorého podstupuju biologicko-chemické zmeny umoznujice vznik agresivnejsieho
mezenchymového fenotypu. EMT je spojena s aktivaciu Specifickych ECM proteinov (proteiny extra-
celularnej matrix), ktoré podporuju migra¢nu schopnost buniek a ich transport krvnym rieciskom.
K aktivacii mnohych z ECM proteinov dochadza ¢asto po stimuldcii voInymi radikalmi. V jednej z pr-
vych $tadii, ktoré potvrdili u¢ast OS na EMT procesoch bol popisany vzostup TGE-f (transformujuci
rastovy faktor ) po stimuldcii volnymi radikalmi. Volné radikaly stimuluji aj MMP-3 (matrixova
metaloproteindza 3), ktora ulahc¢uje migraciu buniek rozkladom extraceluldrnej matrix a jej zvysené
hladiny su typické pre nadory prsnika.

Tumory a metastazy su schopné existencie na zaklade privodu dostato¢ného mnozstva zZivin, ktoré st
privadzané novovzniknutymi cievami, vytvorenymi uz z preexistujucich ciev. Tento proces sa oznacu-
je ako angiogenéza. Tumory preto produkuju vela proangiogénnych faktorov ako VEGF (vaskularny
endotelovy rastovy faktor) a jeho receptor VEGFR, MMP (matrixové metaloproteinazy), FGF (fibrob-
lastovy rastovy faktor), IL-8, PDGF (rastovy faktor odvodeny od trombocytov) a TGF-f. VEGE kto-
ry je vysoko exprimovany takmer u vSetkych nadorovych ochoreni je rychlost udavajicim faktorom
angiogenézy. Bolo dokazané, ze okrem stavu hypoxie, cytokinov a rastovych faktorov zvysuju jeho
hladiny aj voIné radikaly. Pri rychlo rastucich tumoroch tvorba ciev zaostava a preto sa v nddorovych
bunkach vyvija hypoxia. Z faktorov, ktoré zabezpecuju adaptaciu buniek na hypoxiu je stimulovany
volnymi radikalmi najma HIF-1a. Volné radikaly tak paradoxne podporuju prezitie tumoru.

6.4.2 OXIDACNY STRES, ONKOGENY, TUMOR-SUPRESOROVE A STABI-
LIZACNE GENY

Ako uz bolo uvedené, vznik nadorov je postupny niekolkofazovy proces. DNA buniek je denne vysta-
vena velkému muta¢nému tlaku, ¢i uz pésobenim kancerogénov, alebo chybami v jej replikacii. Bun-
ky prave preto disponujui obrovskym mnozstvom kontrolnych a repara¢nych mechanizmov, ktoré st
zodpovedné za to, aby mutacie DNA opravili. Pripadne, ak kontrolné mechanizmy odhalia, Ze bunka
vykazuje zndmky abnormality, musi podstupit kontrolovand smrt - apoptézu. Na to, aby sa mutdcie
DNA prejavili vo forme nadoru musi prist aj k poskodeniu kontrolnych mechanizmov, teda mutaci-
am viacerych typov génov. Vo vdcsine nadorovych ochoreni st zmutované onkogény, tumor-supre-
sorové gény a stabilizacné gény. Ako proto-onkogény st oznac¢ované gény, ktoré exprimuju proteiny
podielajice sa na bunkovom raste a diferencidcii, pripadne ich kontrolnych mechanizmov (gény pre
rastové faktory, signalne molekuly, gény riadiace apoptozu,...). Z proto-onkogénov vznikaju mutacia-
mi, alebo kontinudlnou expresiou onkogény. Aktivacia proto-onkogénov prebieha pri karcinogenéze
nepretrzite, kym u zdravych buniek su proto-onkogény pod prisnou kontrolou tumor-supresorovych
génov, ktoré mozu aktivaciu proto-onkogénov zastavit a zabranit nekontrolovatelnému rastu. Pri mu-
taciach tumor-supresorovych génov je vsak tato kontrola ,vypnuta®, bunky nadalej rastu a delia sa.
Ulohou proteinov, ktoré st kddované stabilizaénymi génmi, je udrziavat DNA v neposkodenom stave.
Tieto proteiny sa podielaju na opravach poskodenej DNA a tiez zabezpecuju dohlad nad spravnou
segregaciou chromozémov a bunkovym delenim. Ked st stabiliza¢né gény zmutované, ovela lahsie
podliehaju mutaciam aj proto-onkogény a tumor-supresorové gény. Pri dedi¢nom recesivnom ocho-
reni xeroderma pigmentosum su naru$ené mechanizmy pre opravu DNA poskodenej UV Zziarenim.
U Tudi trpiacich tymto ochorenim je vysoké riziko vzniku nadorového ochorenia koze pri vystavovani
sa slne¢nému Ziareniu.

Zmutované proto-onkogény sa nachadzaju vo vicsine nadorov, predovsetkym mutacie ras génu st
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velmi Casté. Ras gén exprimuje Ras protein s GTPazovou aktivitou, ktora je pri mutacii potlacena. Hla-
diny GTP v bunke stipaji a podporuju sa len signalne drahy, ktoré vyzaduju fosforyla¢ny mod. Medzi
dalsie proto-onkogény u Iudi patria gény kinaz (src, abl, erb-B, raf), zlozky transkripénych faktorov
(fos, jun), ¢i gén transkripéného faktoru myc.

Najznamejsi gén, ktory sa nazyva aj ,,strazca genomu“ je p53. Exprimuje transkrip¢ny faktor, ktory
zastavuje bunkové delenie. Protein p53 je aktivovany fosforylaciou pri akomkolvek poskodeni DNA
(napr. volnymi radikalmi), alebo ak bunka registruje abnormalne rastové signaly. p53 tiez stimuluje
expresiu génov, ktoré riadia jeho vlastnu destrukciu, ¢ize sam reguluje svoje hladiny. Ak su hladiny
proteinu p53 v bunke nizke, podielaji sa na udrziavani oxida¢no-redukénej rovnovahy tym, Ze riadia
expresiu niektorych antioxida¢nych enzymov. Zvysené hladiny proteinu p53 naopak stimuluja hladi-
ny volnych radikalov, ¢im dochadza aj k sekundarnej aktivacii p53 a umocneniu jeho cytostatickych
a proapoptickych ucinkov. Strata funkcie p53 spdsobuje, ze bunky s poskodenou DNA moézu vstupit
do dalsieho bunkového cyklu. U Iudi sa pri nadorovych ochoreniach objavuje mutdcia génu p53 velmi
casto. Aj v pokusoch na mysiach, ktorym chyba p53 gén, sa potvrdilo, Ze u tychto zvierat sa rychlo
vyvija nadorové ochorenie. Aj ked najcastejsie je zmutovany pri nadorovom ochoreni priamo gén p53,
jeho funkcia moze byt porusend aj pri mutaciach génov, ktoré riadia jeho expresiu. Jednym z nich je
mdm2, ktory riadi destrukciu p53 proteinu. Preto, ak dochadza k nadexpresii mdm2, protein p53 ne-
dokaze zastavit delenie buniek s poskodenou DNA.

6.4.3 VOLNE RADIKALY V NADOROVYCH OCHORENIACH

Zrychleny metabolizmus nadorovych buniek je sprevadzany aj va¢sou produkciou volnych radikalov,
ktora vSak nadorové bunky neohrozuje tak, ako je to u zdravych buniek. Dévodom je vysoka adap-
tacna schopnost nadorovych buniek. Pri zvysenych hladinach volnych radikalov dokazu napriklad
indukovat vznik novej redoxnej rovnovahy, vyustujicej k bunkovej proliferacii a adaptacii. Adaptacna
schopnost nadorovych buniek na zvyseny OS je jednym z najdolezitejsich adaptacnych mechanizmov,
ktory im umoznuje odolavat tlaku volnych radikalov.

Mutécie génov v nadorovych bunkdch suvisia s priamou a nepriamou reguldciou volnych radikélov.
Na genetickej urovni je produkcia volnych radikalov pod prisnou kontrolou Nrf2 a jeho inhibito-
ra Keapl. U niektorych nadorov su gény pre uvedené faktory zmutované. Pri nadoroch prsnika je
zmutovany aj supresorovy gén pre rakovinu prsnika 1 (BRCA1), ktory zodpoveda za reparacie DNA
a kontroluje antioxida¢nu odpoved prostrednictvom Nrf2 a Nf-xB. Takéto mutacie nesuvisia teda len
s rozvojom nddorovych ochoreni, ale aj s poruchami v regulacii OS. Dalsim génom, ktory podlieha
bodovym mutaciam asi v 30 % nadorovych ochoreni, je ras. Zmutovany ras zvysuje prostrednictvom
aktivacie NADPH oxidazy (Nox) produkciu volnych radikalov, ktoré potom oxiduju DNA a prispie-
vaju k transformacii buniek na nadorové. Zistilo sa, Ze vo vSeobecnosti je expresia prooxida¢nych
enzymov, napriklad aj uvedenych NADPH oxidaz (Nox1-Nox5) v nddorovych ochoreniach zvysena.
Nadexpresia Nox1 je typickd pre nadory prostaty a ¢reva, dochadza pri nej k stimulacii tvorby peroxi-
du vodika, ¢o vedie ndsledne k zvySenym hladindm VEGF a angiogenéze.
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Z0OZNAM SKRATIEK

3-NT- 3-nitrotyrozin

8-isoPGF2a - 8-izoprostan PGF2a

8-OH-Ade - 8-hydroxyadenin

8-OH-Gua - 8-hydroxyguanin

8-0x0dG - 8-hydroxydeoxyguanozin

AAPH - 2,2"-azobis-(2-amidinopropan) dihydrochlorid
ABTS - 2,2'-azinobis(3-etylbenzotiazolin-6-sulfonat)
AMVN - 2,2'-azobis-(2,4-dimetyl-valeronitril)

Ap - amyloidny-B-peptid

AD - Alzheimerova choroba

ADMA - asymetricky N, N-dimetylarginin

Amplex red -N-acetyl-3,7-dihydroxyfenoxazin

AO - autoimunitné ochorenia

AOPP - pokrocilé produkty oxidacie proteinov

AP miesto - apurinové/apyrimidinové miesto
Apo-A -apolipoprotein A

ARP - aldehydovy reagent pre detekciu AP miest
AUC - obsah plochy pod krivkou

BHT - butylovany hydroxytoluén

BODIPY581/591 - kyselina 4,4-difluoro-5-(4-fenyl-1,3-butadienyl)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacén-3-
undekanova

CAT - katalaza

CBA test - krocin bieliaci test

CD - Crohnova choroba

CLA - konjugovana kyselina linolénova
CNS - centralny nervovy systém

CuZnSOD - CuZn dependentna superoxid dismutaza



Zoznam skratiek

MnSOD - Mn dependentna superoxid dismutaza
DABCO - difenylbenzofuran

DEPMPO - 5-dietoxyfosforyl-5-metyl-1-pyrolin-N-oxid
DHA - dehydroaskorbat

DHKL - dihydrolipoova kyselina

DM - diabetes mellitus

DMPO - 5,5-dimetylpyrolin-N-oxid

DNA - deoxyribonukleova kyselina

DNP - 2,4-dinitrofenylhydrazénu

DPHPC - difytanoyl-fosfatidylcholin

DPPH - 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl

DTNB - kyselina 5,5"-ditiobis-2-nitrobenzoova
ECM - extracelularny matrix

EDREF - relaxac¢ny faktor odvodeny od endotelu
ELISA - enzymova imunoabsorb¢na analyza
eNOS - endotelova syntaza oxdidu dusnatého
EMPO -5-etoxykarbonyl-5-etyl-1-pyrolin-N-oxid
EMT - epitelidlno-mezenchymalna tranzicia

EPR - elektréonova paramagneticka rezonancia
ESR - elektronova spinova rezonancia

FAD - flavinadenindinukleotid

FapyG - 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin
FGF - fibroblastovy rastovy faktor

FRAP - feroredukéna schopnost plazmy

GABA - kyselina y-aminobutyrova

GC - plynova chromatografia

GC-MS - plynova chromatografia spojena s hmotnostnou spektrometriou
GPx - glutatiénperoxidaza

GS - Gilbertov syndrém

GSH - glutatién

GSSG - oxidovany glutation (hexapaptid)

hOGGT! - 8-oxoguanin DNA N-glykozylaza

HAT - reakcie prenosu vodika
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HDL - lipoproteiny svysokou hustotou

HIF-1a - hypoxiou indukovany faktor la

HO-1 - hém-oxygendza 1

HO-2 - hém-oxygenaza 2

HORAC - antioxidac¢na kapacita pre hydroxylovy radikal
HPLC - vysokotlakova kvapalinova chromatografia
HPLC-MS - vysokotlakova kvapalinova chromatografia spojena s hmotnostnou spektrometriou
ICAM - 1 - intercelularna adhézna molekula 1

IDL - lipoproteiny intermedidrnej hustoty

IFNYy - interfer6n y

IL-1 - interleukin 1

IL-1p - interleukin 1§

IL-8 - interleukin 8

iNOS - induktabilna syntaza oxdu dusnatého

IS - imunitny systém

KL - kyselina a-lipoova

LDL - lipoproteiny s nizkou hustotou

MeO - AMVN - 2’-azobis-(4-metoxy-2,4-dimetyl-valeronitril)
MDA - maléndialdehyd

MMP-3 - matrixova metaloproteinaza 3

MPAC - kov-protein oslabujtce zlti¢eniny

MS - hmotnostna spektrometria

MSy - metabolicky sydrom

MSR - metionin sulfoxid reduktaza

mtDNA -mitochondrialna DNA

NADH - nikotinamid adenin dinukleotid

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotidfosfat
nNOS - neuronalna syntdza oxidu dusnatého

Nox - NADPH oxidaza

Nrf2 - nuklearny erytroidny faktor typu 2

NTB - nitrotetrazoliova modra

ORAC - absorb¢na kapacita pre kyslikovy radikal

OS - oxidacny stres
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p53 - protein 53

p38 - protein 38

p38a - protein 38a

PBN - alfa-fenyl-terc-butylnitrén

PD - Parkinsonova choroba

PDGF -rastovy faktor odvodeny od trombocytov
Prx - peroxiredoxiny

RA - reumatoidna artritida

RMCD - metylovany -cyklodextrin

RNS - reaktivne formy dusika

ROS - reaktivne formy kyslika

SDA - semidehydroaskorbat

SET - jednoelektrénovy prenos

SLE - systémovy lupus erythematosus

SM - skleréza multiplex

SOD - superoxid dismutaza

TAC - totdlna antioxida¢na kapacita

TBA - kyselina tiobarbiturova

TEAC - antioxida¢na kapacita ekvivalentna Troloxu
TGEF- - transformujuci rastovy faktor

TNFa - faktor nekrotizujici tumory a

TPTZ - 2,4,6-tripyridyltriazin

TRAP - antioxida¢ny parameter totalneho zachytu radikalov
Trolox - kyselina 6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchréman-2-karboxylova

TUNEL - znacenie deoxyuridintrifosfatového konca sprostredkované deoxyribonukleotidyl transfe-
razou

UCP2 - odpédjajuci protein 2

VCAM - 1 - vaskuldrna adhézna molekula 1

VEGEF - vaskuldrny endotelovy rastovy faktor

VEGER - receptor pre vaskuldrny endotelovy rastovy faktor
VLDL - lipoproteiny s velmi nizkou hustotou

VR - volné radikaly
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