Temná strana síly kyslíku – volné radikály, antioxidanty

K čemu vlastně potřebujeme kyslík?
Přenos elektronu (oxidace) z organických látek na kyslík uvolňuje obrovské množství energie
C6H12O6 + 6 O2 → 6 CO2 + 6 H2O              Go’ = – 2820 kJ/mol (180 g glukosy)

Radikálové formy kyslíku
Kyslík se běžně vyskytuje ve formě O2  a vedle toho ve formě O3 (ozón). Kyslík má především oxidační účinky – tedy sám se při reakcích redukuje a přijímá elektrony.
Volný radikál je jakákoli částice schopná samostatné  existence a která má jeden nebo více nespárovaných elektronů. V organismu vznikají z kyslíku tzv. reaktivní formy kyslíku (ROS – reactive oxygen species):
·  hydroxidové (∙OH),
· hydroxoperoxydový (∙OOH), 
· superoxidový (O2•-) a další.

Tyto radikály zle odvodit postupnou redukcí kyslíku:


I v nízkých koncentracích poškozují DNA a další buněčné struktury. ROS snadno vznikají z peroxidu vodíku, který je zároveň vedlejším produktem řady metabolických reakcí v živém organismu. 
1. Vznik superoxidu		O2 + e-	 →	O2•-
2. Superoxiddismutáza		O2•- + O2•- + 2H+	→	H2O2 + O2
3. Fentonova reakce		Fe2+ + H2O2 	→	Fe3+ + OH• + OH-	
4. Haberova-Weissova reakce	O2•- + H2O2 	→	 O2 + OH• + OH-


	Reaktivní sloučeniny
	Vlastnosti

	O2•- Superoxid
	Vzniká např. v dýchacím řetězci, vzniká po požití drog, jedů a těžkých kovů; generuje další ROS

	H2O2 Peroxid vodíku
	Může difundovat; reaguje s Fe2+ - tvorba dalších radikálů, především hydroxidové

	OH• Hydroxylový radikál
	Nejreaktivnější - poškození biomolekul; vzniká Fentonovou reakcí

	ROO• peroxidový radikál
	Především napadá nenasycené mastné kyseliny – hydroxidace lipidů




Vznik ROS
Jsou dva způsoby vzniku ROS v organismu: pří enzymových i neenzymových reakcích. Nejčastějším místem vzniku ROS je v dýchacím řetězci.

1) Neenzymové cesty – sluneční a ionizující záření, zplodiny kouření
2) Enzymové cesty – především mitochondrie (dýchací řetězec), cytochrom P450, fagocytoza


[image: ]
ROS jsou sloučeniny životu škodlivé, ale i prospěšné. Organismus proto množství ROS musí regulovat a udržovat v rovnováze a to pomocí antioxidantů - látka, která chrání před oxidačním poškozením. Při porušení této rovnováhy nastává tzv. oxidační stres (nerovnováha mezi produkcí volných radikálů a antioxidanty)
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Pozitivní účinky
 – obranná funkce proti bakteriím, antigenům, parazitům, signální molekuly, detoxikace xenobiotik. Respirační vzplanutí – tvorba ROS za účelem usmrcení bakterií či patogenů, které napadají imunitní systém.

ROS vstupují do role taky například při oplodnění vajíčka spermií. Pro spermie je potřebný superoxid a peroxid vodíku. Superoxid je potřebný k porušení membrány ve vajíčku. Peroxid se tvoří ve vajíčku po oplodnění a zabraňuje dalšímu pronikání spermií. 

Negativní účinky
– deformace proteinů, lipoperoxidace, poškození DNA, vznik nádorových onemocnění, ateroskleróza
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Obrázek 1 - Lipoperoxidace

Regulace ROS

Množství ROS reguluje organismus pomocí antioxidantů, které ROS neutralizují.  
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Obrázek 2 - Regulace ROS

Můžeme je rozdělit do dvou základních skupin:

Enzymatické

1) Superoxiddismutáza (SOD)
· konvertuje O2•- na H2O2, ve vysoké koncentraci v erytrocytech

2) Glutathionperoxidáza a Glutathionreduktáza
· redukuje H2O2 na vodu a zároveň oxiduje glutathion
H2O2+2GSH →	GSSG+2H2O
GSSG+NADPH+H+	→	2GSH+NADP+

3) Kataláza
· katalyzuje rozklad H2O2 na vodu a kyslík: 
2H2O2 →   2 H2O + O2
4) Peroxidázy 
· katalyzují oxidaci jiných substrátů peroxidem vodíku.

V těchto enzymech je klíčová přítomnost iontu přechodného kovu v aktivním místě enzymu, který prostřednictvím změny svého oxidačního čísla katalyzuje přeměnu sloučenin kyslíku. V případě peroxidázy a katalázy je příslušným redoxně aktivním přechodným kovem hemově vázané železo.


Neenzymatické
Molekuly, které tvoří rezonančně a stericky stabilizované radikály, které jsou pak mnohem méně reaktivní než původní ROS a tudíž nejsou schopny poškodit klíčové struktury buňky.

1) Glutathion
· důležitý pro ochranu před volnými radikály
· kofaktor glutathionperoxidázy (odstraňování H2O2 v erytrocytech) 
· brání oxidaci proteinových −SH skupin
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Obrázek 3 - Funkce glutahionu

2) α-tokoferol (vitamin E)
· v membránách,  chrání před peroxidací lipidů
· přeměňuje peroxidové radikály na lipidové peroxidy, přičemž se sám mění na tokoferylový radikál
α-TocH+LO2•	    →	α-Toc•+LO2H
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Obrázek 4 - Funkce vitaminu E
			
3) Kyselina askorbová (vitamin C)
· v cytoplasmě, regeneruje vitamín E  (α-tokoferol ) v membránách
[image: ]                     [image: ]
· oxidovaný dehydroaskorbát se může zpět redukovat na askorbát pomocí GSH a NADPH.  
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Obrázek 5 - Funkce a regenerace vitaminu C




Úkoly během hodiny
1) Vysvětlete pojem homolytické štěpení vazby a uveďte podmínky, kdy k němu nejčastěji dochází včetně příkladu.

· Souměrné štěpení vazby, vznik radikálů
· Především u nepolárních vazeb, napomáhá UV, teplota či peroxidy
· Cl-Cl → 2 Cl∙

2) Co to jsou radikály? Mohou mít kladný či záporný náboj?
· Částice s nepárovým elektronem
· Mohou mít kladný i záporný náboj

3) Co se skrývá pod pojmem řetězová reakce?
· série reakcí, při kterých reaktivní produkt nebo meziprodukt vyvolá další reakci

4) Napište rovnici oxidace kyseliny L-askorbové kyslíkem (reakce je katalyzována askorbátoxidázou).
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5) Nakreslete rezonanční strukturu kyseliny L-askorbové. Jak souvisí stabilita částic s rezonancí?
[image: ]
· Čím více rezonančních struktur, tím je obvykle částice stabilnější

6) Co jsou to enantiomery – nakreslete enatiomer kyseliny L-askorbové.
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Enatiomery – stereoisomery, které si jsou vzájemně svým zrcadlovým obrazem

7) Vysvětli pojem katalyzátor, enzym a kofaktor.
Katalyzátor je látka, která ovlivňuje rychlost chemické reakce ale sama se nespotřebovává
Enzym – biokatalyzátor, obvykle bílkovina s katalytickou aktivitou. 
Kofaktor - nizkomolekularni sloučeniny potřebné pro enzymovou katalýzu, součást katalyzátoru.

8) Jaké jsou běžné oxidační stavy Fe?
ox. č. II a III.


Domácí úkol – vyhledat informace o onemocnění zvaném kurděje (příčiny vzniku, výskyt, léčba) a 4 příklady tzv. antioxidantů včetně toho, v jaké potravině na tyto látky narazíme.

Pokus
Kataláza je jedním z katalyticky nejdokonalejších enzymů vůbec, téměř každá srážka molekuly enzymu s molekulou peroxidu vodíku v roztoku vede k reakci. Kataláza obsahuje hemově vázaný iont železa a je obsažena zejména ve svalové tkáni a krvi. Kápněte kapku krve nebo dejte malý kousek syrového masa do kádinky se 70 ml 3 % peroxidu vodíku z lékárny. Peroxid okamžitě začne „šumět“ unikajícím kyslíkem stejně jako šumí na ráně, když je použit jako dezinfekce. Katalyzátor může nejen zrychlit (či zpomalit, v tom případě mu říkáme inhibitor) reakci, ale může i ovlivnit jaký produkt vznikne, je-li více možností. Podobně peroxid vodíku je enzymem peroxidázou rozkládán na reaktivní peroxidové radikály, které pak mohou oxidovat jiné organické látky. Velmi vysoký obsah peroxidázy má kořen křenu. Nastrouhejte kousek (cca 20 g) kořene křenu a rozmíchejte ho s 50 ml vody. Tuto kaši pak přefiltrujte přes filtrační papír a filtrát, obsahující peroxidázu, použijte dále pro pokus. Ve zkumavce rozpusťte špetku soli metolu (obvykle k dostání jako síran) nebo hydrochinonu v 5 ml vody a tento roztok rozlijte do dvou zkumavek. Do jedné zkumavky dejte několik kapek roztoku peroxidázy a pak do obou zkumavek přidejte po 2 ml 3 % peroxidu vodíku z lékárny. Zkumavka s peroxidázou zhnědne vznikajícím chinonem mnohem rychleji než zkumavka s nekatalyzovanou reakcí.
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Kontrolní test
1) Jakou úlohu hrají v lidském organismu ROS? Lokalizujte místo a uveďte při jakém ději vznikají především?
-obranná funkce proti bakteriím, antigenům, parazitům, signální molekuly, detoxikace xenobiotik
- především mitochondrie (dýchací řetězec)
2) Co označujeme pojmem oxidační stres?
nerovnováha mezi produkcí volných radikálů a antioxidanty
3) Vyjmenuj jeden příklad enzymatického a jeden neenzymatického antioxidantu.
Enzymatické – např. superoxiddismutáza, peroxidáza…
Neenzymatické – vitamín C, vitamín E….
4) Jaký atom kovu obsahuje enzym kataláza a jakou funkci zde hraje?
Ionty Fe, kofaktor, poskytují elektrony 
5) Jaký je princip působení neenzymatických antioxidantů?
tvoří rezonančně a stericky stabilizované radikály, které jsou pak mnohem méně reaktivní než původní ROS
6) Uveď 3 příklady negativního působení ROS na lidský organismus? 
deformace proteinů, lipoperoxidace, poškození DNA, vznik nádorových onemocnění, ateroskleróza


Zdroje:
old.lf3.cuni.cz/chemie/cesky/materialy_A/volne_radikaly_pm.ppt
http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/1999_12_774-780.pdf
https://www.youtube.com/watch?v=pm7x0pTHuis





















Didaktické poznámky
Téma: Volné radikály, antioxidanty
[bookmark: _GoBack]Organizační forma: 1,5  s experimentem VH (70 min)
Učivo určené na seminář rozšiřující vědomosti žáků.
Objasnění nových pojmů – volné radikály, oxidační stres, antioxidanty.
Zopakování pojmů – stabilita částic, oxidace a redukce, radikálové reakce, katalyzátory, enzymy, inhibice, rezonance, enantiomer.
Cílem je zopakovat na nových příkladech z biochemie znalosti nabyté v chemii organické a obecné. Přiblížit význam pojmu z běžného života -  antioxidant -  a  mechanismus jejich účinků.  
Motivace 
Úkol – kurděje a antioxidanty v potravinách
Otázka kde se berou v lidském těle radikály a jsou či nejsou prospěšné?
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