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SOUHRN

Antioxidanty, volné radikaly, mechanizmus pisobeni a vyuziti pfi terapii yperitem navoze-
nych poskozeni

Antioxidanty plni dileZitou roli v udrZeni integrity Zivych organizmu. V poslednich letech jsou anti-
oxidanty podrobeny vysokému zdjmu z divodu jejich lé¢ebného vyuziti. Je to ddno spojovanim
vyvoje fady lidskych nemoci s oxida¢nim stresem. Tato prace dava zdkladni prehled o riznych
typech antioxidanti, reaktivnich forem kysliku a dusiku a popisuje obecné mechanizmy jejich piiso-
beni. Dal§im tématem je vyuziti antioxidantl pfi terapii poskozeni navozenych yperitem, zptichy-
fujici chemické latky pouzité jiz v prvni svétové vilce.
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SUMMARY

Antioxidants, free radicals, mechanism of action and application in the therapy of the sulfur
mustard caused injury

Antioxidants perform an important role in the maintenance of the integrity of the living organisms.
Recently, great attention has been given to antioxidants by a reason of their medical use. It is due
to the association of many human diseases with oxidative stress. The present study briefly surveys
the types of antioxidants, reactive oxygen and nitrogen species and describes the basic mechanisms
of their activity. The application of antioxidants in the therapy of the injury caused by sulfur
mustard, a vesicant type chemical warfare agent introduced in World War I, is also given.
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Antioxidanty, volné radikdly a jejich role v organizmu

Podle jedné z definic jsou antioxidanty latky, které pii
pusobeni v nizkych koncentracich ve srovnani s latkami,
jez by mély chranit, signifikantné inhibuji nebo zpoma-
luji oxida¢ni destrukci téchto latek. Diky spojovani
vyvoje a vzniku fady lidskych nemoci s piisobenim vol-
nych radikdli a oxida¢nim stresem, ziskaly antioxidanty
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velkou védeckou pozornost zejména z divodu jejich
potencionélniho 1é¢ebného vyuziti 2. Volné radikély
maji zejména dilezity fyziologicky vyznam (prostiedni-
ci prenosu energie, faktory imunitni ochrany, signdlni
molekuly bunécné regulace), ale za urCitych okolnosti
(oxidac¢ni stres) se mohou stit Skodlivymi a organizmus
poskozovat. Jejich role v patogenezi rliznych chorobnych
stavll je vSak do znacné miry proménlivi a mnohdy
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nedostatecné objasnénd. Vseobecné se predpoklada, Ze
pro spravnou funkci biologickych systému je nutné udr-
Zet rovnovahu mezi tvorbou a zdnikem reaktivnich forem
kysliku (ROS) a dusiku (RNS) 3.

Nékteré nemoci mohou byt ptfimo zpisobeny oxidac-
nim stresem. Jedna se napiiklad o rakovinu vyvolanou
radia¢nim zafenim, které generuje vysoce reaktivni hyd-
roxylové radikdly Stépenim molekul vody. U nemoci,
jako jsou ateroskleréza nebo revmatoidni artritida, neni
oxidacni stres prvotnim vyvolavajicim faktorem, ale pfi-
spiva k jejimu rozvoji. Existuje také fada nemoci, u kte-
rych se oxidacni stres sice vyskytuje, ale nepfispiva
k jejich patologii ¥. Volné radikaly hraji také duileZitou
ulohu napfiklad v patogenezi starnuti, riznych kardiova-
skuldrnich chorob, diabetu druhého typu nebo rakovi-
ny >

Zdrojem ROS a RNS jsou biochemické, fotochemické
nebo radiacni reakce endogenniho i exogenniho ptivodu.
Mohou to byt naptiklad léky (néktera chemoterapeutika).
Vyznamnymi inicidtory vzniku radikald jsou také pfe-
chodné prvky (Zelezo, méd), jelikoZ snadno podléhaji
redoxnim reakcim. Mezi ROS a RNS se tadi jednak vol-
né radikaly, napf. oxid dusnaty (NOe), superoxidovy
(O,#), hydroxylovy (OHe), peroxylovy (ROQe) nebo
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alkoxylovy radikal (ROe) a jednak latky neradikalové
povahy, napf. nitroxid (NO), peroxid vodiku (H,0O,),
kyselina chlorna (HOCI) nebo ozon (O,). K zachovani
oxidoredukéni rovnovahy a zamezeni zvySené tvorby
ROS a RNS vyuzivd organizmus riznych mechanizmi
umozilujicich vychytavani jiz existujicich ROS (RNS),
zamezovani jejich novotvorby regulaci enzym, které je
tvori, vyuziti podpory antioxida¢nich enzymu nebo inak-
tivaci pfechodnych kovli podporujicich tvorbu radikala.
Na antioxidac¢ni ochrané se podileji také obecné reparac-
ni mechanizmy poskozenych biomolekul .

Antioxidacni enzymy

Systém antioxidacni ochrany vyuzivd enzymatické
i neenzymatické antioxidanty télu vlastni, tzv. endogen-
ni antioxidanty, tak i antioxidanty exogenni. Mezi hlav-
ni enzymy antioxidacni ochrany se fadi superoxiddis-
mutasa, glutathionperoxidasy, glutathiontransferasy
a katalasy. Superoxiddismutasa se podili na odstranéni
prebytec¢ného superoxidového radikdlu podle nasleduji-
ci reakce:

20,2 +2H*—>HO0,+ 0,

CH, L IL.
HO OH
HaC o) CH; —
CH
CHs 3 HO OH
111. V.
o) CHs CHs, CH, H,C. CH;  CHs CHs
0
HsC = = ZCH, ‘\\\\OH
HaC.
oo CH;, CH;,
o)
2
o) o)
NH,
CHz L.
o}
H
N
\
N
H

Obr. 1. Nizkomolekuldrni endogenni antioxidanty

(L) a-tokoferol, (II.) kyselina askorbovd, (II1.) koenzym @, (IV.) retinol, (V.) glutathion, (VI.) kyselina lipoovd, (VII.) melatonin,

(VIIL.) bilirubin, (IX.) kyselina mocovd
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Deaktivace superoxidového radikdlu je dulezita
zejména z divodu jeho mozné redukce na velmi reaktiv-
ni hydroxylovy radikal ¥.

Oxida¢nim stresem vzniklé intracelularni hydroper-
oxidy mastnych kyselin a fofsoflipidové hydroperoxidy
jsou odstrafiovany glutathionperoxidasami: cytosolovou-
GSH-glutathion-peroxidasou a fosfolipidhydroperoxid-
-GSH-peroxidasou. Skupina enzymt zvanych glutathi-
ontransferasy se podili nejen na detoxifikaci nékterych
xenobiotik, ale také na odstranovani produkti lipidové
peroxidace. Katalasa je enzym zajiStujici dismutaci per-
oxidu vodiku na vodu a kyslik podle rovnice * % 19

2H,0, ~ 2 H,0+ 0,

Na antioxida¢ni ochrané organizmu se také podili
stopové prvky. Vyznamnou roli ma napfiklad zinek,
selen nebo méd. Zinek a méd jsou kofaktory enzymu
superoxiddizmutasy, selen je kofaktorem glutathion-
peroxidasy ¥.

Antioxidacni neenzymové proteiny

Do skupiny vysokomolekularnich neenzymovych
endogennich antioxidantll lze zatadit proteiny schopné
vazat prechodné prvky (Zelezo, méd). V tomto smyslu
jsou jako antioxidanty chapény transferrin, laktoferrin,
ferritin, ceruloplazmin a albumin. Prooxida¢né aktivni
hem a hemoglobin jsou vychytivany hemopexinem,
resp. heptaglobinem, které je proto mozno také povazo-
vat za antioxidanty !'-19.

Nizkomolekuldrni endogenni antioxidanty

Nizkomolekularnimi endogennimi antioxidanty jsou
napiiklad kyselina askorbové (vitamin C), o-tokoferol
(vitamin E), ubichinon (koenzym Q), retinol (vitamin A),
thioly (tripeptid glutathion), kyselina lipoova, melatonin,
kyselina mocova nebo bilirubin (obr. 1). Tyto antioxi-
danty puasobi prevazné jako lapace radikald, pricemz
samy tvofi stabilnéjsi, méné nebezpecné radikalové
struktury. Jednotlivé slozky antioxida¢niho systému Cas-
to podminuji ucinek dalSich slozek, napiiklad kyselina
askorbovd vychytéava radikdly, ale také regeneruje toko-
ferol. Vznikly méné reaktivni askorbylovy radikal je pte-
ménén za Ucasti glutathionu zpét na askorbat. Tokoferol
chrani lipidy membran tim, Ze pfeménuje lipidové alkyl-
peroxidy na hydroperoxidy, a ty jsou pak odstranény glu-
tathionperoxidasou. Ubichinon vychytavd peroxylovy
a alkoxylovy radikél a podobné jako askorbat regeneruje
tokoferol. Glutathion, kromé duleZité role v regeneraci
tokoferolu a askorbatu, chrani sulthydrylové skupiny
cysteinu, ubichinonu a proteind. Je také nezbytnym sub-
stratem glutathionperoxidas . Kyselina lipoova jako
antioxidant zhasi rzné typy radikald a podili se rovnéz
na regeneraci tokoferolu, askorbatu nebo glutathionu 4.
Melatonin je hormon, ktery vykazuje kromé jinych funk-
ci také silnou antioxidacni aktivitu. Snadno prochazi
hematoencefalickou bariérou a na rozdil naptiklad od
vitaminu C nepodléhd opakovanym redoxnim reakcim
a nepusobi tak prooxidac¢né ' 19, Kyselina mocova
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vychytava alkoxylovy radikal a kyselinu chlornou, a vaze
Zelezo a méd tak, aby nekatalyzovaly radikalové reak-
ce ¥. Bilirubin, koneény produkt metabolizmu hemu, je
silnym lapa¢em RNS 7. Z uvedenych piikladu je zfejmé,
Ze systém antioxidani ochrany organizmu je tvofen
fadou vzdjemné se ovliviiujicich slozek a funguje velmi
komplexné.

Exogenni antioxidanty

Soucasti systému antioxidacni ochrany mohou byt
také antioxidanty exogenni, a to jak syntetické, tak pfi-
rodni. Mezi syntetické antioxidanty patii napiiklad
potravni aditiva BHA (smés izomert 2-z-butyl-hydroxy-
anizolu a 3-r-butyl-hydroxyanizolu), BHT (3,5-di-z-
-butyl-4-hydroxytoluen), PG (propylgallat) a né&ktera
1é¢iva, napf. hypolipidemikum probucol, nebo chelator
7eleza deferoxamin (obr. 2) 3.

Existuje mnoho typu latek rostlinného pivodu, které
vykazuji rozmanité biologické ucinky. Velky zdjem je
zejména o polyfenoly, které byly a jsou Siroce zkouméany
z divodu potenciondlniho pouziti ve zdravotnictvi jako
ucinné antioxidanty. Polyfenoly jsou rozsihld skupina
sloucenin, ktera zahrnuje vice nez 8000 latek od jedno-
duchych struktur, jako jsou fenolické kyseliny (napf.
kyselina kavova), ptes flavonoidy (napf. quercetin), aZ po
polymerni latky charakteru tfislovin (napf. punicalagin,
obsaZeny v granatovych jablcich) (obr. 3) 82D, Mezi
zakladni mechanizmy puasobeni polyfenoll se fadi zha-
Seni volnych radikald, chelatace pfechodnych kovd, inhi-
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Obr. 2. Syntetické antioxidanty
(1) probucol, (I1.) deferoxamin

Obr. 3. Prirodni polyfenoly
(1.) kyselina kavova, (I1.) quercetin, (I11.) punicalagin
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bice prooxidacnich enzymi a podpora antioxidacnich
enzymu 22,

Antioxidanty vs. yperit

Netradicni sférou vyuZiti antioxidantd je jejich poten-
ciondlni aplikace ve vojenském zdravotnictvi, a to pfi
terapii zranéni zpisobenych zpuchyfujicimi latkami.
Typickym a nejznaméjsim predstavitelem téchto latek je
yperit, chemicky bis(2-chlorethyl)sulfid. Tato bojova lat-
ka byla poprvé pouZita némeckou armidou v 1. svétové
vélce. K relativné neddvnému bojovému pouZiti yperitu
doslo také béhem iransko—iracké vélky a také prvni val-
ky v Perském zdlivu. V posledni dobé se znovu zvysil
zajem o uplné objasnéni mechanizmu plisobeni yperitu
a potlaceni jeho toxickych tc¢inkt, a to hlavné z divodu
mozného zneuZiti teroristy. Primarnim divodem inten-
zivniho vyzkumu je pak doposud neuspokojivé vyfesena
optimalni terapie 2.

Mezi hlavni molekuldrni mechanizmy ptsobeni yperi-
tu se fadi alkylace, kdy dochazi k reakci yperitu s nuk-
leofilnimi skupinami, jako jsou karboxylova, hydroxylo-
va nebo aminoskupina v proteinech nebo nukleovych
kyselinach. Dochazi tak k destrukci bunéénych struktur
az k celkovému zaniku bunék. Jednim z projevi probi-
hajicich patologickych jevl je zvySend tvorba ROS
a RNS. K oxida¢nimu stresu pfispiva také indukce dep-
lece glutathionu a nédsledné zvySena lipidova peroxidace.
Jednim z pfistupd jak optimalizovat terapii yperitem
navozenych poskozeni by tak mohlo byt podavani anti-
oxidanti 2¥.

Pfi hledani optimalni terapie yperitem navozenych
poskozeni byl zjistén pozitivni vliv rdznych antioxidan-
td. Ve studii, ktera se zabyvala 1é¢ebnymi icinky nékoli-
ka antioxidantd proti toxickému piisobeni inhalacné
a perkutdnné podaného yperitu mySim, bylo uvedeno, Ze
podéani flavonoidu quercetinu, glutathionu a analogu
vitaminu E zvySilo dobu pfeZiti mysi a chréanilo jatra
a plice pred oxida¢nim poSkozenim. Dochazelo také ke
snizené akumulaci metabolitd purinu, které jsou
vyznamnym markrem alkylace DNA po intoxikaci ype-
ritem 24,

Existuje studie, kterd prokazala protektivni ucinek
extraktu z rakytniku feSetlakového (Hippophae rhamno-
ides) proti oxida¢nim tc¢inkiim yperitu. Bylo zjis$téno, Ze
perkutanni aplikace yperitu testovanym zvifatim vyvola-
la oxidacéni stres, ktery byl nasledné potlacen podanim
extraktti bohatych na flavonoidy. Bylo tak docileno sni-
Zeni tibytku hmotnosti, znovuvyrovnani hladin glutathio-
nu a snizeni hladin malondialdehydu, produkovaného
béhem oxidaéniho stresu 2.

Jiné studie potvrdila zmirnéni negativnich ac¢inki ype-
ritu na plice krys pdsobenim antioxidacnich enzymi
PEG-katalasy, PEG-superoxiddismutasy a redukujicich
sloucenin N-acetylcysteinu, glutathionu a resveratrolu
(polyfenol vyskytujici se hojné ve vinu) 29,

Lécba zrakového poskozeni kralikd po aplikaci yperitu
byla testovana u komplexu deferoxaminu se zinkem. Defe-
roxamin, cheldtotvornd sloucenina pouZivand bézné pri
otravach Zelezem, zmensil svym antioxida¢nim pisobenim
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poskozeni zraku pii samostatném podani a zejména pak

Podavani antioxidantti pfi poranénich zpisobenych
yperitem je jednim z pfistupd jak mirnit jeho toxické
ucinky. Tato potenciondlni 1é¢iva pulisobila pfiznivé jak
pfi mistnim, tak systémovém podani, a to jak v preven-
tivni tak v 1é¢ebné aplikaci. Kromé antioxidanti pouZzi-
tych v uvedenych studiich Ize pfedpokladat pozitivni vliv
také u ostatnich latek zabranujicich zvysené tvorbé vol-
nych radikalti. Otevira se tak moZnost pro vyzkum a tes-
tovani Sirokého spektra antioxidanti jak pfirodniho, tak
syntetického piivodu jako potenciondlnich 1éciv otrav
yperitem.
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