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Antioxidat enzymes — biochemical markers of oxidative stress

Oxidative stress is the imbalance between the oxygen radicals and antioxidant defence sys-
tem of the organism and leads to cell damage. Antioxidant enzymes are an important part of
the defense against oxidative stress and the crucial ones are superoxide dismutase, catalase,
glutathione peroxidase and glutathione reductase. Superoxide dismutase catalyses the conver-

sion of superoxide to hydrogen peroxide, which can be further degraded by catalase to oxygen
and water. Peroxidases are enzymes catalysing the reduction of the number of peroxides to
alcohols. Glutathion peroxidases are selenium dependent enzymes using reduced glutathio-
ne (GSH) as a cofactor. They catalyze the conversion of hydrogen peroxide to water while the
reduced glutathione is oxidized. The GSH is then being renewed by the activity of glutathione
reductase, another antioxidative enzyme that reduces oxidized glutathione (GSSG) to GSH.
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Uvod

Oxidacni stres predstavuje nerovnovahu mezi
kyslikovymi radikaly a antioxida¢ni obranou
organismu a vede k poskozeni bunék. Antioxi-
dacni enzymy jsou diilezitou soucasti obrany
vici oxidaénimu stresu a mezi nedtlezitéjsi
z nich patfi superoxid dismutaza, katalaza,
glutathion peroxidaza a glutathion reduktaza.

Superoxid dismutaza (SOD)
Formy SOD a mechanismus ii¢inku
Jednim z hlavnich antioxida¢nich enzymi je
superoxiddismutaza — SOD, katalyzujici premé-
nu superoxidu na peroxid vodiku, ktery mtize
byt dal rozkladan kataldzou. Superoxidovy
aniont ma oxidacniiredukc¢nivlastnosti. Pod-
1éha dismutaci, pti které jedna jeho molekula
poskytuje elektron druhé, takze superoxid se
zaroven oxiduje i redukuje. Produkty reakce
jsou kyslik a peroxid vodiku:

20, +2H*— 0,+H,0,

Prestoze ve vodném prostredi tahle reakce
probih4, v biologickych systémech je jesté

urychlovana enzymem SOD 1, ktery katalyzu-
je proces premény superoxidu (O,) na peroxid
vodiku (ktery je méné agresivni sloucenina) a
kyslik podle nasledujicich reakci:

M®+-SOD +O,- — Mn*-SOD + O,
Mn*-SOD +0, +2H* — M®*-SOD +H,0,

Kde M = Cu (n = 1) anebo Mn (n = 2). U lidi
(ajinych savcil) existuji tfi formy SOD. SOD1 se
nachaziv cytoplazmé, SOD2 v mitochondriich
a SOD3 v extracelularnim prostoru. SOD1 a
SOD3 obsahuji méd a zinek (Obr. 1A), zatimco
SOD2 (Obr. 1B) obsahuje mangan. Superoxid
dismutaza prispiva ke sniZeni oxida¢niho stresu
atim zabranuje poskozeni DNA, RNA, proteinii
a lipida 2

Metody stanoveni SOD

Ke stanoveni aktivity SOD se pouzivaji metody
neprimé, které jsou spojeny se schopnosti SOD
inhibovat reakce rizené superoxidy. Méreni
inhibice produkce superoxidii zptisobené SOD
slouzi ke stanoventi jeji aktivity .
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H,O, pouze redukovat za sou-
Casné oxidace sekundarniho
substratu, kterym mohou byt
(pro buriky toxické) objem-
né€jsi molekuly fenolickych
sloucenin®.

Katalaza se vyskytuje u té-
méf vSech organismu s aerob-
nim metabolismem. Jeji hlavni
fyziologicka role tkvivochra-
né bunék pred mimoradné
reaktivnimi molekulami s
peroxidickou vazbou, které

Obr.1: A) struktura podjednotky Cu-Zn SOD1 izolované z hovézich vznikajijako vedlejsi produk-

erytrocytti ® B) struktura lidské mitochondrialni Mn SOD2 *

Metody se skladaji ze tri krokii:

1. Produkce superoxidii: K produkci superoxidii
se nejCasté€ji pouziva reakce xantinu s xantin
oxygenazou, NADH (NADPH) s phenazin
methosulfiatem ¢i jiné systémy.

2. Detekce superoxidii: Jako detektory super-
oxidil se nejcastéji pouzivaji nitrobluete-
trazolium (NBT), cytochrom c, pyrogallol,
6-hydroxydopamin a dal$i chromogenni sub-
straty, které po reakci se superoxidy vytvareji
barevné produkty, jez jsou spektrofotomet-
ricky méteny 7.

3. Inhibice reakci rizenych superoxidy: SOD
maji schopnost reagovat se superoxidy, cimz
dochazi k inhibici premény chromogennich
substrati na jejich barevné produkty.

Katalaza
Mechanismus u¢inku

Enzymkatalaza (EC 1.11.1.6., KAT) katalyzuje
heterolytické $tépeni dvou molekul peroxidu
vodiku za vzniku kysliku a vody 8. Pro vS§echny
dosud znamé katalazy je spolecna zakladni
reakce dismutace peroxidu vodiku podle re-
akcéniho schématu:

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

Katalaza je enzym schopny kromé redukce,
i oxidace peroxidu vodiku, ¢imz se podstatné
lisi od peroxidaz (E.C. 1.11.1.5.), které dovedou

ty katabolismu. V bunkach
eukaryontti je katalaza typic-
kym markerem subcelularnich organel, zna-
mych jako peroxisomy '*!1. Peroxisomy obsahuji
charakteristické anabolické systémy, jako na-
priklad B-oxidacny systém mastnych kyselin.
U¢inkem peroxisomalnich oxid4z vznik4 zna¢-
né mnozstvi peroxidu vodiku, ktery je odstra-
novan pusobenim peroxisomalni katalazy 2.

Katalazy a peroxidazy predstavuji esencial-
ni vybavu bunék pii prekonavani skodlivych
ucinkud oxidac¢niho stresu's. Podle novéjsich
vyzkumi katalazy tucinkuji u vétsiny pro- a
eukaryontil v primé soucinnosti se superoxid
dismutazami, které chrani pred inaktivaci vys-
$imi koncentracemi peroxidu vodiku .

Metoda stanoveni katalazy

Metody stanoveni katalazy jsou zaloZeny na
sledovanirozkladu peroxidu vodiku ptisobenim
katalaz. Tento rozklad je méten jako pokles ab-
sorbance H,0, pti 240 nm. VétSina sledovanych
metod vychazi z metody vyvinuté dle Aebi et
al 5. Metoda byla optimalizovana pro jaterni
tkan modelovych ptakii — kiepelek japonskych
(Coturnix japonica) a savcti — potkanti (Rattus
norvegicus var.alba). Metoda je zaloZena na
schopnosti katalaz rozkladat peroxid vodiku
na vodu a kyslik. Tento rozklad je sledovan
merenim poklesu absorbance smési vzorku s
H,O, v mikrokyvetich pti 240 nm .
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Glutathion peroxidaza (GPx)
Formy GPx a mechanismus uc¢inku

Intracelularni peroxidy vodiku (hydrope-
roxidy) jsou odstranovany glutathionperoxi-
dazou (GPx). Glutathion (GSH), je jednim z
najvyznamnej$ich ¢initelti antioxida¢niho
obranného systému burnky, jelikoz ve spoje-
ni s enzymy, glutathion peroxidiazou (GPx)
a glutation-S-transferazou pi (GSTpi), hraje
astiedni roli v detoxikaci a biotransformaci
chemoterapeutickych 1é¢iv °,

Peroxidazy jsou enzymy katalyzujici redukci
mnoha peroxidi na alkoholy. Glutathion pe-
roxidazy jsou selen-dependentni cytosolové
enzymy, pouzivajici GSH jako kofaktor. Ka-
talyzuji preménu peroxidu vodiku na vodu a
zaroven oxidaci redukovaného glutathionu
(GSH) na jeho oxidovanou formu (GSSG). GPx
hraji dalezitou roli v ochrané membran pred
jejich lipidovou peroxidaci ' Produkty této
reakce jsou prislusné alkoholy a voda:

GPx
2GSH+ROOH — GSSG +H O +ROH

V soucasné dobé jsou znamy 4 rtizné glutathi-
on peroxidazy: cytosolova (GPx-1), gastrointes-
tindlni (GPx-2), plasmaticka (GPx-3) a fosfolipid
hydroperoxidova (GPx-4) 8. V§echny odstranuji
peroxidy pomoci redukovaného glutathionu
(GSH), a proto maji antioxida¢ni funkci. Lisi
se svou lokalizaci a substratovou specifitou.
Vsechny GPx s vyjimkou GPx-4 se skladaji ze
Ctyt fetézctiavkazdém je jeden selenocystein®.

Metoda stanoveni GPx

Aktivita glutathion peroxidazy (GPx) je stano-
vena na zakladé méreni miry ubytku NADPH
v Case reakci vyuZivajici redukovaného glu-
tathionu GSH jako substratu. Ten je za tcasti
GPx preménén na GSSG. GSSG je okamzité a
nepretrzité redukovano prebytkem aktivity
glutathion reduktazy (GR), ktera tak zajistuje
konstantni hladinu GSH. GSSG za ucasti GR
reaguje s NADPH, ¢imz dochazik jeho tibytku
a ten je méten . Metoda je modifikovana na
mikrodestickové provedeni a vyuziva spekt-
rofotometrické koncovky pri 340 nm.

Reakce je znazornéna v nasledujicich rov-
nicich:

GPx
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH+H,0

GR
GSSG + 2NADPH — 2NADP + 2GSH

Glutathion reduktaza (GR)
Mechanismus ti¢inku

Glutathion peroxidaza (GPx) existuje ve dvou
formach: selen-dependentni a selen-indenpen-
dentni. Se-dependentni GPx katalyzuje oxidaci
glutathionu (GSH) na jeho oxidovanou formu
(GSSG) v ptitomnosti H,O,. Zpétnou redukci
GSSG na GSH zabezpecuje glutathion reduk-
taza (GR), ktera tak udrzuje v bunkach fyzio-
logicky pomér GSH/GSSG (10:1).

Metoda stanoveni GR

Glutathion reduktaza katalyzuje preménu
oxidovaného glutathionu (GSSG) na reduko-
vany glutathion (GSH) za spotifeby NADPH.
Aktivita glutathion reduktazy je stanovovana
na zakladé ubytku mnozstvi NADPH v reakci.
Metoda je modifikovana na mikrodestickové
provedeni a vyuziva spektrofotometrické kon-
covky pri 340 nm %°,

GR
NADPH + H* + GSSG —» NADP* + 2GSH

Zaveér

V prehledovém ¢lanku byly popsany nejdtile-
mista a mechanismy jejich i¢inku a principy
metod jejich stanoveni.
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