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ABSTRAKT:

Alzheimerova choroba je progresivne neurodegenerativne ochorenie charakterizované
atrofiou nervového tkaniva a kognitivnym tipadkom vo forme demencie. Regulovana
bunkova smrt’ neurénov je nevyhnutny fyziologicky proces, no pri jej dysregulacii méze dojst’
k patologickému poskodeniu neurénov. Ciel’ prace je zamerany na ferroptézu — zelezom
zavisly typ regulovanej bunkovej smrti spojeny s lipidovou peroxidaciou. Zaobera sa
hlavnymi mechanizmami ferroptdzy vratane dysregulacie homeostazy zeleza, illohu
antioxida¢ného systému (GSH, GPx4), ako aj suvislostou s akumuléciou amyloidu-f a
hyperfosforylaciou tau proteinu v patogenéze Alzheimerovej choroby. Zaroven hodnoti
potencidlne terapeutické pristupy zamerané na inhibiciu ferroptdzy ako

perspektivny farmakologicky ciel’.

Klucové slova: Alzheimerova choroba; ferroptéza; bunkova smrt’; amyloid f; Zelezo;

reaktivne kyslikové radikaly

ABSTRACT:

Alzheimer's disease is a progressive neurodegenerative disorder characterized by atrophy of
nerve tissue and cognitive decline in the form of dementia. Regulated cell death of neurons is
an essential physiological process, but its dysregulation can lead to pathological damage to
neurons. The aim of this study is to focus on ferroptosis, an iron-dependent type of regulated
cell death associated with lipid peroxidation. It deals with the main mechanisms of
ferroptosis, including iron homeostasis dysregulation, the role of the antioxidant system
(GSH, GPx4), as well as the connection with amyloid-f accumulation and tau protein
hyperphosphorylation in the pathogenesis of Alzheimer's disease. At the same time, it
evaluates potential therapeutic approaches aimed at inhibiting ferroptosis as a promising

therapeutic and pharmacological target.

Key words: Alzheimer's disease; ferroptosis; cell death; amyloid B; iron; reactive oxygen

radicals



Zoznam skratiek:
AA

AD

AP
AMPK
APP
ATP
BBB
CD36
CNS
CSF
DFO
Fer-1
GCL
GPx4
GPx1
GSH
GSK-3p
HDAC6
LIP
MAPK
MAPT
MRI
NIA
NFT
NOD-like receptor
PCBPI
PCD
PET
PHF
PINK1
Pr-SSG

Alzheimerova asociacia

Alzheimerova choroba

amyloid beta

adenozin 5-monofosfat aktivovana proteinkinaza
amyloidovy prekurzorovy protein
adenozintrifosfat

hematoencefalicka bariéra

diferencia¢na skupina 36

centrdlna nervova sustava

mozgomiesny mok

deferoxamin

ferrostatin

y-glutamylcystein syntetaza

glutationperoxidéaza 4

glutationperoxidaza 1

glutation

glykogénsyntaza kinazy-3f3

histondeacetylaza 6

labilny pool zeleza

mitogénom aktivovana proteinkinaza

protein asociovany s mikrotubulmi

magnetickd rezonancia

Narodny inStitat pre starnutie

neurofibrilarne klbka

receptory rozpoznavajlce nukleotidy a oligomerizaciu
poly(rC) viazuci protein 1

programovana bunkova smrt’

pozitronova emisna tomografia

parove helikalne filamenty

kindza 1 indukovana fosfatdzovym a tenzinovym homolégom

glutationované proteiny



PUFA polynenasytené mastné kyseliny

pTau hyperfosforylovany t-protein

QSM kvantitativne mapovanie susceptibility
RAS renin-angitensin-aldosteronovy systém
RCD regulovana bunkova smrt’

Tau T-protein

TG transgénny typ

WT divoky typ

ThA thonningianin A

TNF-a faktor nadorovej nekrozy o

TRF-1 transferinovy receptor

VDAC napatovo zavislé anidonové kanaly

z-VAD-FMK karbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-[ O-methyl]-fluoromethylketon



Obsah

Uvod 1

1. Alzheimerova ChOTODA. ........cccuiiiiiiii e e 2
1.1. BUNKOVA SMIT @ J&] LYPY teeerrreeiriieiiiiieeieeeeieeeeteeesteeesiteeeseaeeesaeeesseesssseessseeenssesesssesennnes 3
1.1.1. F N 010 011072 RSSO 3
1.1.2. F N 170 224 - SRR 3
0 G TR )4 (02 SRR 3
1.1.4. PYTOPLOZA. ... eieeeeieee ettt ettt e e et e e e e e e et bae e e e nneees 4
B 21§ (0] ] (072 H PSPPSR 4
2.1, HiSEOTIA ODJAVU c..vieiiieiiieiieeiieeiie ettt ettt sttt e e ae e teeesbeesaaeesseessaesaseesaeenseessneenseas 4
2.2. Mechanizmus: lipidova peroxidacia a suvisiace drahy ...........ccocceevvevcieeciieniiienieenneennen. 5
2.2.1. TVOTba ROS ...ttt sttt et 5
2.22.  Uloha Zeleza v BUNKACH. ........cvueurverrierreirceeieeeiseseesessiseessses st essseans 6
22.2.1. Redoxnd aktivita......cocveveieiieieiieieeeseeeeee e 7
2222, Fentonova reakCia .......co.eeieeieriieieiiesiieieeesee e 7
2.2.2.3. HOmMEOStaZa ZEI1EZA ......c..eeieeiieiieieeeeee e 7
2.2.3. LipidOvA PerOXIAACIA. ....veevieeeiietieeieeiee et eite et ertte et e e e estaeebeeseaeenbeeseneenseas 8
2.3.1.1. D GO 4] 155 4o DU 9
2.3.1.2. CyKlus Cystein/CyStiN......ccccuviieciiieeiiieriie ettt 10
2.3.1.3. Glutation (GSH) ....ooiiiiiiiiiiiiee e 10
2.3.1.4. Glutationperoxidaza 4 (GPX4) ....oooeeiiiiiieieeeeee e 11
3. Vztah ferroptdzy, amyloidu-f a T-proteinu .........ceceeieriiiieriinieniieienecieneeseeeeeeeene 14
3.1 AMYIOTA-P ot 14
3.1.1. Charakteristika amyloidu B ......cccoevieriiiiniiniiiicec e 14
3.1.2. Patologia amyloidu-f3 v Alzheimerovej chorobe...........coccveeeiiniininiicnecnenen. 15
3.2 TAU PIOTEIM.c..eiiiiiieeeteet ettt ettt ettt e eanees 16
3.2.1. Fyziologicka funkcia a izoformy tau........ccccceeeveriiniiiiniiniicncecceeee 16
3.2.2. Ferroptoza a patologicka agregacia tau v AD ......ccoooeeviiiiniiiiniineccciee, 16
4. Ferroptoza ako terapeuticky Ciel pri AD ......cccoviiiiiiiiiieieeiiee e 17
4.1.1. Typické pristupy k inhibicii ferroptOZy ........eevcvveeriiieiieecieeceeee e, 17
4.2. Inovativne pristupy inhibicie ferroptOZy ........cccvvveeiiiieiiiieiieeee e 18

Zaver 20

Z0ZNAM LEETATUTY © .eviieeiiieeeieeeeieeeeiee et e e steeeseteeestteeestaeetaeeessaeesssseeesseeessseeesssaeesnseeessseesnsseens 21



Uvod

V roku 2011 Nérodny institat pre starnutie (NIA) a Alzheimerova asociacia (AA)
vytvorili vyskumnu skupinu, s cielom zjednotit’ pohl'ad na definujiice biomarkery
a ukazovatele Alzheimerovej choroby (AD). Vysledkom bola formulécia diagnostickych
smernic pre symptomatické a klinické stadia AD. Tieto smernice boli navrhnuté za uc¢elom
Standardizovat’ hodnotenie progresie ochorenia medzi jednotlivymi §tadiami pre potreby
klinickej praxe. Vzhl'adom na vyznamny posun vo vyskume bola v roku 2018 vytvorena nova
vedecka skupina, ktoréd aktualizovala existujuci vyskumny radmec s va¢§im dérazom
na novoobjavené biomarkery. Pévodne bolo ochorenie rozdelené na rannt a neskort fazu,
ale nakoniec bolo uznané, ze AD je plynuly neurodegenerativny proces, ktoré¢ho Stadia

sa prelinaju a nedaju sa jednoznaéne oddelit’ (Jack et al., 2018).

Jednym z charakteristickych znakov AD je vyrazna atrofia mozgu. Fyziologické odumieranie
patologicky zmenenych neurénov je regulované procesom programovanej bunkovej smrti (PCD).
Presné mechanizmy spustajice AD zatial’ nie st zname, ¢o je jednym z dovodov, preco ochorenie
zostava neliecite'né. Sti¢asny vyskum sa intenzivne zameriava na identifikaciu primarnych pricin
vzniku AD, ¢o by mohlo viest’ k vyvoju efektivnych terapeutickych stratégii. Najrozsirenejsie
hypotézy o patogenéze AD sa sustred’uji na patologicku akumulaciu B-amyloidovych plakov (AB)
a hyperfosforylovaného t-proteinu (pTau) veduceho k tvorbe tzv. neurofibrilarnych klbiek (NFT).
Vzhl'adom na obmedzenu schopnost’ regeneracie neurdnov je vyznamnd nevyhnutnost’
regulécie tohto fyziologického procesu. Pévodne bolo identifikovanych len niekol'ko typov
PCD, ¢o ul'ah¢ovalo ich klasifikdciu. Postupom Casu a napredovanim vyskumu boli odhalené

d’alsie.

Stadie preukazali zvySené hladiny Zeleza v mozgovom tkanive pri viacerych
neurodegenerativnych ochoreniach, vratane AD. Naznacuju, ze zelezo podporuje agregaciu

AP (Rottkamp et al., 2001) a aj pTau (Sayre et al., 2000).



1. Alzheimerova choroba

Alois Alzheimer sa v roku 1907 stretol s pripadom 51 ro¢nej zeny zo sanatoria vo Frankfurte
nad Mohanom. Pacientka vykazovala progresivne zhorSovanie kognitivnych funkcii,
demenciu a s nou sa viazuce psychiatrické symptomy vratane halucinacii alebo zmeny
osobnosti. Po 4,5 roku pacientka zomrela a posmrtnym vySetrenim bola zistena difiizna
atrofia mozgovej kory. Bielschowského technika umoznila identifikaciu patologickych zmien
v neurofibrilach, ktoré viedli ku vzniku NFT. Tieto patologické zmeny sa lisili od dovtedy
znamych neuropatologickych nalezov, ¢o viedlo k formulovaniu novej hypotézy popisujice;j

klinicka symptomatolégiu AD (Alzheimer, 1907 ; citované z Stelzmann et al., 1995).

Ochorenie je charakterizované zhorSenim pamdte, je sprevadzané stratou schopnosti
porozumiet’ zlozitej$im slovam, vykonavat’ naro¢nejsie a komplexnejsie tikony, az ¢lovek
strati schopnost’ planovat’, organizovat’ a vykonavat’ jednoduché kazdodenné ¢innosti.

Bola snaha definovat’ ochorenie aj po biochemickej stranke. Vedelo sa, ze si vytvarané
amyloidové agregaty, ale dlho sa nevedelo prist’ na ich zloZenie, kvoli nedostaujiicim
metddam. V roku 1986 bolo dokazané, Ze klbka st tvorené hyperfosforylovanym t-proteinom
9. Predpoklada sa, ze tato hyperfosforylacia ma suvis s AD, vzhlI'adom na to, Ze sa nachadza

v parovych Spiradlovych filamentoch, ktoré st sucastou NFT (Grundke-Igbal et al., 1986).

Podl'a tdajov z roku 2023 bola prevalencia ochorenia v skupine 65-74 rokov je priblizne 5 %,
v skupine 75-84 rokov 13,1 % a u 0s6b nad 85 rokov az 33,3 %. Incidencia, teda pocet
novych pripadov na 1 000 osob za rok, bola v rovnakych vekovych skupinach 4 v mladsej, 32
v starSej skupine a u 0sob nad 85 rokov 76. To znaci vel’ky spolocensky a medicinsky
problém prave preto, Ze toto ochorenie zasahuje najma starSich I'udi a tych v populacii
celosvetovo pribuda. O¢akava sa, Ze v roku 2050 bude pocet novych pripadov dvojnasobny

(Alzheimer’s Association, 2023).

Normilny mozog Normalny mozog starSej AD pacient

starSej osoby osoby vysoka hladina
zdravy vysoka hladina amyloidu a amyloiduat

Obr. 1: Porovnanie PET snimku
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1.1. Bunkova smrt a jej typy

Regulované bunkova smrt’ (RCD), znama aj ako programovana bunkova smrt’ (PCD)

je komplexny, bunkami riadeny proces. Ide o rozsiahlu siet’ signalnych drah, ktoré veda

k cielenému zaniku bunky. RCD mdze prebiehat’ ako stucast’ fyziologickych procesov alebo
ako patologicka reakcia pri degenerativnych ochoreniach.

Stadia z roku 1998 detailne popisala mechanizmus RCD na modelovom organizme
Caenorhabditis elegans a identifikovala signalnu drahu, ktord je vysoko konzervovana
naprie¢ evolu¢ne vzdialenymi organizmami. Preukazala, ze RCD je aktivne regulovany
proces, ktory vyzaduje Specifické gény zodpovedné nielen za spustenie bunkovej smrti, ale aj
za mechanizmy jej inhibicie. Zaroven produkty tychto génov navzajom interaguju v ramci
signalnych kaskad (Metzstein et al., 1998).

V suvislosti s neurodegenerativnymi ochoreniami, najméa AD, su najCastejSie skimané formy

PCD: apoptoza, autofagia, nekrdza, pyroptoza a ferroptoza.(Goel et al., 2022).
1.1.1. Apoptoza

Apoptdza, ako jeden z mechanizmov PCD je charakterizovanad zmenSenim bunky, tvorbou
apoptotickych teliesok a kondenzéciou jadra. MdoZe byt spustend zvonku, naviazanim
extracelularnych ligandov smrti (napr. Fas ligand, TNF-a) na Specifické receptory, alebo
zvnutra, depolarizaciou mitochondridlnej membrany v désledku poskodenia bunky. Existuje
variabilita spistacich mechanizmov, ktoré mozu v kone¢nom ddsledku viest’

ku apoptoéze (Goel et al., 2022).
1.1.2. Autofagia

Dalsim mechanizmom regulacie bunkovej homeostazy je autofagia, ktora zabezpecuje
odstraniovanie poSkodenych organel a proteinovych agregatov. Pocas nej sa tvoria
autofagozoémy, dvojmembranové Struktiry, ktoré sa spajaji s lyzozomami za vzniku
autolyzozomov. V nich dochédza k degradacii obsahu pomocou lyzozomalnych enzymov

(Fricker et al., 2018).

1.1.3. Nekroza

Zatial’ ¢o apoptoza a autofagia su regulované bunkové procesy, nekroza je pasivny typ
bunkovej smrti s dosledkom rozsiahleho bunkového poSkodenia. Mdze byt sposobena
fyzikalno-chemickym stresom, ako je zmrazenie, popalenie ¢i iné mechanické poskodenie

alebo zlyhanim odstranenia apoptickych buniek. Je charakteristicka naruSenim integrity



bunkovej membrany, opuchom bunky a uvol'nenim bunkového obsahu do extracelularneho

prostredia, ¢o vyvolava sekundarnu zapalovu odpoved’ (Goel et al., 2022).
1.1.4. Pyroptoza

Predstavuje formu RCD, ktora sa odliSuje svojim spojenim so zépalovou odpoved’ou.
Dochédza k tvorbe inflamazému, proteinového komplexu obsahujuceho prokaspazu-1, NOD-
like receptory a d’alSie proteiny, ktoré sa podiel'aji na imunitnej odpovedi. Iniciuja ju
cytosolické receptory, ktoré rozpoznavaji molekularnu podobnost’ s patogénmi. Moze vSak
prebiehat” aj bez vzniku inflamazému, napriklad pri priamej aktivacii lipopolysacharidom.
Tento mechanizmus vedie k aktivacii kaspaz, ktoré nasledne Stiepia gasdermin D. Vyskumy
ukézali, Ze pyroptdza zohrava doleziti ulohu vo vrodenej imunite, zapalovej odpovedi

organizmu a tumorovej supresii v niektorych typoch rakoviny (Fricker et al., 2018).

2. Ferroptoza

Predstavuje morfologicky, biochemicky a geneticky odlisny typ RCD od doposial’ zndmych
foriem. Na rozdiel od nich sa bunka nezmenSuje, nepraskd jej membrana, nie je
kondenzované jadro, netvoria sa apoptotické telieska ani autofagozomy a cytoskelet zostava
zachovany. Typickymi znakmi st zmensené mitochondrie, zmensenie alebo az vymiznutie
mitochondrialnych krist, zvySend hustota membrany a na zeleze zavisld akumulacia

kyslikovych radikdlov (ROS) v désledku naruSenia Xc~ systému (Dixon et al., 2012).
2.1. Historia objavu

V roku 2003 Dolma a spol. v rdmci svojho pokusu na tému genotypovo selektivnych
protinddorovych latok pripravili cez 23 tisic chemickych zlu€enin, ktoré selektivne zabijali
transformované nadorové bunky bez ovplyvnenia ich nezmenenych ekvivalentov. Jednou

z nich bol aj erastin. Pozorovania pod fluorescencnym mikroskopom odhalili, Ze erastin

v porovnani s captothecinom, ktory bol taktieZ medzi testovanymi latkami, sposobuje
nevratnq, relativne rychlu (12-24 hod.) neapopticku smrt’. Taktiez zistili, ze je selektivny

na RAS- a ST- syntetizujice bunky (Dolma et al., 2003). RAS je skupina génov, ktora koduje
malé GTPazy. Regulujt proliferaciu a diferencidciu a patria medzi najCastejSie mutované
onkogény v nadorovych ochoreniach. Maly T-antigén (ST-bunky) je virusovy onkoprotein,
ktory sa vyskytuje v bunkovych regula¢nych drahach.

Na tento objav nadviazali Yagoda a kol., ktori zistili, Ze v bunkéach s onkogénnym RAS
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lieCenych erastinom prebieha oxida¢na smrt’ vd’aka vzniku ROS. Taktiez znizenim expresie
génu pre dve izoformy napit'ovo zavislych anionovych kanalov (VDAC) bola odhalena
zmena permeability vonkajSej mitochondridlnej membrany, co poukazuje na jej lohu

v mechanizme ucinku erastinu. Zaver studie je, Ze ligandy interagujuce s VDAC mozu
indukovat’ neapoptoticku bunkova smrt’, ak st nositel'mi aktivaénych mutacii v MAPK

signalizacnej dréhe (Yagoda et al., 2007).

V roku 2008 boli pridané d’alSie 2 zluceniny, Ras Selective Lethal 3 (RSL3) a Ras Selective
Lethal 5 (RSLS), ktoré vykazovali podobné vlastnosti a ti€inky, ako vtedy uz znamy erastin

v pritomnosti RAS. RSL3 vyvolaval podobny typ bunkovej smrti, avSak nezavisle od VDAC.
Bunky s onkogénnym RAS vykazovali vyS$si obsah Zeleza v porovnani s ich normalnymi
ekvivalentami a dosiahli to pomocou upregulacie transferinového receptora (TRF1)

a downregulacie H- a L- retazca feritinu 1 (Yang & Stockwell, 2008).

Dixon a kol. v roku 2012 pomenovali tento neapototicky typ RCD zavisly od molekuly Zeleza
ako ferroptoza. Taktiez objavili aj silny inhibitor v rakovinnych bunkach, ferrostatin-1
a glutamatom indukovanu formu bunkovej smrti, ktord vedie k oxidacnej, na zeleze zavislej

destrukcii buniek (Dixon et al., 2012).

2.2. Mechanizmus: lipidova peroxidacia a suvisiace drahy

Dévodov preco bunky zacnu podliehat’ ferroptoze je niekol'’ko. Jednou z hlavnych pricin je
naruSenie homeostazy Zeleza. To mdze viest’ ku akumulécii lipidovych peroxidov, tvorbe ROS
a naslednému poskodeniu bunky a az jej smrti. Kompletné metabolické procesy

a mechanizmy eSte stale nie st Uplne preskiimané.
2.2.1. Tvorba ROS

V roku 1969 vznikla praca o superoxiddizmutéze a jej enzymatickej funkcii. McCord a
Fridovich objavili enzym, ktory premiena Skodlivé superoxidové radikaly na kyslik a peroxid
vodika (McCord & Fridovich, 1969). Tymto objavom polozili zdklady modernej biologie
oxida¢ného stresu.

ROS su reaktivne molekuly obsahujuce kyslik, ktoré ¢asto vznikaji ako vedlajSie produkty
aerobného metabolizmu, najmi v mitochondridch pocas oxidativnej fosforylacie. Jednym

z dosledkov je vytvorenie oxida¢ného stresu v bunke, ktory vznikd nerovnovahou medzi

volnymi radikdlmi a antioxidantmi. DalSie miesta kde sa m6Zu vyskytovat’ su peroxizomy,



cytoplazma alebo endoplazmatické retikulum. Oxidacny stres je jednym z hlavnych

patologickych znakov AD (Pryor, 1986).

Medzi hlavné typy ROS patri superoxidovy anion, peroxid vodika (H20-), hydroxylovy
radikal a singletovy kyslik. Pomocou vyskumu v roku 1973 bolo preukazané, ze izolované
mitochondrie zo srdca holuba a pecene potkana produkuji H20: za aerébnych podmienok

v metabolickom stave 4, pricom tvorba H-O: predstavovala 1-2 % celkovej spotreby kyslika
(Boveris & Chance, 1973). Metabolicky stav 4 je faza mitochondrialneho dychania s dostatkom
substratu ale nedostatkom ADP. To vytvara vysoky membranovy potencial, podporuje tnik

elektronov a tym aj ROS, ¢o potvrdili Boveris a Chance.

Odlisné ROS maju réznu Zivotnost’ a reaktivitu, v ramci prostredia, typu a koncentracie,
v ktorej sa nachddzaji. Jednym z najreaktivnejSich vol'nych radikélov je hydroxylovy radikal,
ktory ma polcas rozpadu priblizne 1 ns a pdsobi na mieste svojho vzniku (Pryor, 1976a,

1986b).

2.2.2. Uloha Zeleza v bunkach

Zelezo je esencialny prvok takmer vietkych Zivych organizmov, V centralnom nervovom
systéme (CNS) sa zelezo podiel’a na syntéze myelinu a neurotransmiterov (Yu & Chang,
2019). Vzhl'adom na jeho zasadnt ulohu v metabolizme je udrziavanie jeho homeostazy
nevyhnutné. Nedostatok aj nadbytok spdsobuji organizmu problémy. Nedostatok vedie

k anémii, d’alej moZze viest’ ku poruchdm kognitivneho vyvoja a oslabeniu imunitnych
mechanizmov. Nadbytok moze spdsobit’ poskodenie buniek, ked’ze Zelezo svojou
schopnost’ou akceptovat’ a odovzdavat elektrony prispieva k tvorbe vol'nych radikalov.
Najznamejsim a hlavnym prenaSacom je transferin. Je to jednoretazcovy glykoprotein, ktory
ma dvojlaloént Struktiru s vysokou, pH citlivou afinitou ku Fe*, ktora je reverzibilna (Baker
& Lindley, 1992). Udrziava zelezo v biologicky dostupnej a menej reaktivnej forme, ked’ze
pH v okoli je na irovni toho plazmatického (Galy et al., 2024).

Zelezo, ktoré sa aktivne nezapaja do biologickych procesov je ukladané vo feritine. Feritin
tvori 24 bielkovinovych podjednotiek typu H a L, ktoré spolu vytvaraja heteropolymérnu
Struktaru podobnu Skrupine. Této Struktira umoziuje skladovat’ zelezo v biologicky
dostupnej forme, ktoré nie je toxicka. Tazky H-ret'azec obsahuje di-iron centrum s 2 atdmami
zeleza, ktoré katalyzuju oxidaciu Fe**. Dahky L-retazec na druhu stranu poskytuje nukleaéné
miesto, ¢o ulahcuje premenu i6nov zeleza na ich nerozpustnu, bezpecne ulozent formu, ktora
zabranuje toxicite. Kombinécia pomerov H- a L- ret'azcov sa meni v zdvislosti od typu buniek

(Galy et al., 2024).



2.2.2.1. Redoxna aktivita

Zvlast nebezpecna je interakcia ROS so zelezom, ktoré moze katalyzovat’ tvorbu vysoko
reaktivneho hydroxylového radikalu prostrednictvom Fentonovej reakcie. Prave tato suvislost’ je

klacova vo ferroptoze.
2.2.2.2. Fentonova reakcia

Uz v 1894 autor H. J. H. Fenton pozoroval, ze ked’ vodny roztok kyseliny vinnej reaguje
s ur¢itymi oxida¢nymi ¢inidlami v pritomnosti stopového mnozstva zeleznej soli, vznikne
roztok, ktory po pridani silnej zasady ziska fialovu farbu (Fenton, 1894). Tento jav
predstavuje historicky zéklad pre dnesné chépanie Fentonovej reakcie, kde i6ny Zeleza

katalyzuju rozklad peroxidu vodika.
Fe** + H:0: — Fe** + OH™ + *OH

Iniciacia reakcie je jadrom celej Fentonovej reakcie. Zeleznaty ion (Fe**) reaguje s peroxidom
vodika (H20:) za vzniku vysoko reaktivneho hydroxylového radikalu (OHe). Ten je hlavnou
pri¢inou oxida¢ného poskodenia v bunkach. Nasleduje pokracovanie ret'azovej

reakcie, autokatalyza a jej ukoncenie reakciou Fe?". V roku 1934 Haber a Weiss rozsirili tieto
poznatky o tzv. Haber-Weissovu reakciu, v ktorej superoxid (Oz¢") reaguje s H20: za vzniku
OHe (Haber & Weiss, 1934). Reakcia sama o sebe prebiecha pomaly, pri¢om jej priebeh je
katalyzovany i6onmi zeleza prostrednictvom Fentonovej reakcie. Moderné chapanie Fentonovej
reakcie sa opiera o tieto zaklady a rozSiruje ich o aspekty, ako je poSkodenie molekul a rozne

faktory ovplyviiujace reaktivitu.
2.2.2.3. Homeostaza Zeleza

Predpoklada sa, Ze Zelezo sa do mozgu dostava hlavne v dvoch formach, v zelezo-
transferinovom komplexe a komplexe nezdvislom na transferine, prendSanom transportérom

dvojmocnych kovov.

Homeostdzu zeleza v CNS cicavcov reguluje hematoencefalickd bariéra (BBB), ktort tvoria
astrocyty, pericyty a mikrovaskularne endotelové bunky. Zelezo z krvi najprv vychytavaji
mikrovaskularne endotelové bunky prostrednictvom transferinového receptora 1, ¢im
zabranuju jeho nekontrolovanému prestupu. Nasledne sa Zelezo transportuje cez BBB
pomocou Specifickych proteinov zapojenych do metabolizmu Zeleza (Yu & Chang, 2019).
Ked’ sa Zelezo uvol'ni z prendsacov v mozgovych cievach, m6zu ho prijat’ koncové vybezky

astrocytov, ktoré zabezpecuji homeostazu a vyzivu neurénov v mozgu. Ako bolo zistené



v roku 2022, astrocyty boli negativne na farbenie v pritomnosti zeleza, ¢o podporuje
myslienku, ze ho skor transportuji do inych buniek, nez aby ho hromadili v sebe (Dringen et

al., 2007; Cheng et al., 2022).
2.2.3. Lipidova peroxidacia

Labilny pool Zeleza (LIP) je malé mnozstvo voI'ného, redoxne aktivneho Zeleza, ktoré

sa nachadza v cytosodle, mitochondridlnej matrix a lyzozémoch. Je slabo alebo nie je vobec
viazané na transportéry, takze moze reagovat’ s inymi molekulami (napriklad peroxidom
vodika), ¢o znamena4, Ze je dostupné pre Fentonovu reakciu. Hydroxylovy radikal (¢OH)

z Fentonovej reakcie napada polynenasytené mastné kyseliny (PUFA), ¢o vedie k vzniku
lipidového radikalu (Le), ktory reaguje s kyslikom (Le + O2 — LOOQO¥). Tento vznikuty
peroxylradikal potom napada d’alsiu PUFA (LOO< + LH — LOOH + Le), ¢im sa reakcia Siri,
az kym ju nezastavi glutationperoxiddza 4 (GPx4) (redukciou LOOH na LOH) alebo iné
antioxidanty. Tato kaskada je jadrom poskodenia pri ferroptdze (Porter et al., 1995).
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Obr. 2: Graficka schéma lipidovej peroxiddacie, prevzaté z Wikimedia Common, Vickers, T. (2007), upravené v
aplikacii Biorender



2.3.1.1. Xc¢ systém

Xc™ systém, tiez znamy ako cystein/glutamat transportér je bunkovy transportér nachadzajuci
sa najma v astrocytoch, ktory sprostredkuva vymenu extracelularneho cystinu (oxidovana
forma cysteinu) za intracelularny glutamat v pomere 1:1. Je zlozeny z dvoch podjednotiek -
I'ahkého ret'azca xCT, ktory sprostredkuva transport a z tazkého ret'azca 4F2hc (Sato et al.,
1999). Lahky retazec je kodovany génom SLC7AT11 a je Specifickejsi pre Xc¢™ ako tazky,
ktory je koédovany SLC3A2 a je skor vnimany ako regulator v rdmci Xc~ transportného
systému. St prepojené pomocou disulfidického mostika. Exprimuje sa najmi v mozgu, ale aj
v pankrease a v kultivovanych bunkéch (Bassi et al., 2001). Jeho hlavnou tlohou je udrziavat’
intracelularnu hladinu glutationu (GSH) a rovnovahu cysteinu/cystinu. Fungovanie

a dolezitost’ tohto systému boli zname in vitro, ale nie in vivo. Pre lepSie pochopenie bola
vyslachtend mys s nedostatkom xCT. Vysledkom mutécie bol zna¢ny posun redoxnej
rovnovahy v plazme a pokles GSH v porovnani s mySou divokého typu. Naznacuje to,

ze bunky z mutovanych mysi v kultivaénom médiu odumieraju v désledku oxida¢ného stresu,
ktory je za beznych podmienok redukovany antioxidantom ako GSH alebo vitaminom E.

In vivo boli bunky schopné fungovat’ aj s niz§im mnozstvom GSH, ked’Ze si ho vedeli
kompenzovat’ z inych zdrojov (rdzne typy buniek sa vedia vysporiadat’ so stresom inak alebo
boli v obohatenom médiu s prekurzormi cysteinu). Pre in vitro bunky to neplati a zdsah

do tohto systému bol zasadny (Sato et al., 2005). Problémovost’ nespravnej funkénosti Xc~
transportéra (konkrétne v astrocytoch) d’alej potvrdzuje aj vyskum z roku 2007, ktory hovori
o vzniku excitotoxicity vd’aka akumulécii extracelularneho glutamatu, v dosledku zvysenej
aktivity systému Xc~ a zniZenej absorpcie glutamatu, ktory moze prispievat’ k rozvoju

a postupu poskodenia mozgu (Fogal et al., 2007).

Glutamat

Cystin

Glutamat Cystin

Intracelularny
priestor

Obr.3: Xc - transportér, prebrané z (Martis et al., 2020) a upravené pomocou aplikacie Biorender



2.3.1.2. Cyklus cystein/cystin

Cystein je semi-esencialna aminokyselina, ktora moze byt ziskavana zo stravy alebo
syntetizovana de novo. Je syntetizovana enzymom cystationin y-lydzou z cystationinu

a cystationin B-lydzou z homocysteinu a serinu. Nedostatok biosyntézy vedie k zavislosti
na exogénnom prijme. Cystationin y-lydza je dynamicky regulovany enzym, ktory reaguje
na Siroku Skalu podnetov a jeho deplécia sposobuje oxidacny stres, vaskularne deficity

a hyperhomocysteinémiu (Paul et al., 2018).

Mnozstvo cysteinu je jeden z limitujucich faktorov syntézy GSH . Tvori strednu Cast’ jeho
molekuly a obsahuje reaktivnu tiolova (—SH) skupinu, ktora je zodpovedna za antioxida¢né
vlastnosti. Prave cez —SH skupinu cysteinu sa neutralizuju reaktivne molekuly ako peroxidy
a radikaly. Do astrocytov sa dostava vo forme cystinu pomocou antiportéra Xc~ vymenou

za glutamat (Bannai & Tateishi, 1986). Po vstupe je cystin redukovany na cystein, ktory

sa nasledne ucastni syntézy GSH spolu s glycinom a glutamatom. Astrocyty zabezpecuju
dostupnost’ cysteinu pre neurdny nepriamym spdsobom. Exportuji GSH, ktory je nasledne
extracelularne hydrolyzovany na jeho prekurzory vratane cysteinu. Tie mézu neurony vyuzit
na syntézu svojho vlastného GSH (Dringen et al., 1999; Endo & Olsen, 1993).

V jednom z pokusov, bola pouzita bunkova kultira s nadmernou expresiou xCT transportéra.
Bunky boli vysoko odolné voc¢i oxidacnému stresu aj ked’ boli deplétované o znacné
mnozstvo GSH. To naznacuje, Ze systém Xc~ chrani bunku pred oxidaénym stresom
vytvaranim redoxného extracelularneho prostredia prostrednictvom cystein/cystin cyklu

(Banjac et al., 2008).

2.3.1.3. Glutatién (GSH)

GSH predstavuje jeden z najvyznamnejSich intraceluldrnych antioxidantov, ktory chrani
bunky pred oxida¢nym stresom. Prvé pozorovania jeho Struktiry sa datuja do 20. rokov 20.
storocia. Je to tripeptid zloZeny z aminokyselin glutamat, cystein a glycin, syntetizovany
enzymom y-glutamylcystein syntetazou (GCL). Ten zohrava ddleziti tllohu v regulécii
mnozstva vytvoreného GSH. GCL pozostava z dvoch podjednotiek — vel'kej a malej. Vel'ka
podjednotka je enzymaticky aktivna, mé4 vizbové miesta pre L-glutamat, L-cystein, ATP a je
regulovana priamo GSH (Seelig et al., 1984). Mal4 podjednotka reguluje aktivitu velke;.

V redukovanej forme dokézal GSH obnovit’ enzymatickt aktivitu niektorych enzymov a ten
isty vysledok bol dosiahnuty cysteinom a cystinom. To poukazuje na to, Ze -SH skupina je pri
aktivacii niektorych enzymov klI'icova zlozka a GSH mdze aktivne ochranovat’ enzymatické
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Struktary (Hopkins & Morgan, 1938). Glutationovy systém je klI'aiCovy pri regulacii redoxne;j

rovnovahy.

Ak je GSH vycerpany, tak hlavny antioxida¢ny enzym v nervovych bunkach
glutationperoxidaza 4 (GPx4) straca svoju antioxida¢nu funkciu a vysledkom je akumulacia
lipidovych ROS a spustenie ferroptdzy. Znizena schopnost’ bunky neutralizovat’ ROS

v dosledku nedostatku GSH vedie k poskodeniu. Dixon a kol. tieto dva momenty priamo
prepojili aj vo svojej praci zdverom, ze vznikd medzera v antioxidacnej obrane bunky vd’aka
vychytavaniu cystinu systémom Xc~ a to v kone¢nom dosledku vedie ku RCD zavislej

od zeleza (Dixon et al., 2012).

V stadii z roku 2012 boli zistované hladiny GSH (v oxidovanej aj redoxnej forme)

a glutationovanych proteinov (Pr-SSG) v mozgu a v krvi troch rozne starych mysi (1, 5a 11
mesiacov). Boli vyuzivané transgénne mysi (TG) s AD a mysi divokého typu (WT). Taktiez
boli skiimané aj tkanivové rozdiely v hladinach GSH v oblastiach hipokampu, mozgovej kory
a mozocku. Vysledky preukdzali vyznamné vekom podmienené znizenie pomeru oxidovane;j
a redukovanej formy GSH a tym aj narusenie samotného GSH vo vsetkych meranych
oblastiach mozgu u jedenastmesacnych TG mysi (v porovnani s pdtmesanymi

TG jedincami). MnoZstvo GSH v mozgovej kdre a mozocku bolo tieZ zniZzené a Pr-SSG
hladiny zas zvysené u jedendstmesacnych TG mysi v porovnani s WT jedincami. To moze
byt’ dosledok vysSieho oxidativneho stresu u TG mysi.

U jednomesa¢nych WT mysi bol Pr-SSG namerany iba v hipokampe, zatial’ o u TG mysi
boli jeho hladiny zvySené uz v tomto ranom veku. Bazalna hladina Pr-SSG bola vyssia

v hipokampe bez ohl'adu na genotyp, ¢o zas naznacuje nachylnost’ tejto oblasti na oxidativny
stres. To podporuje prepojenie s AD vzhl'adom na to, Ze jednym z typickych znakov je strata
kognitivnych funkcii. Mozocek je z pozorovanych tkaniv najodolnejsi vo¢i AD. AvSak
celkovo Studie, ktoré sa zaoberaju hladinou GSH v r6znych oblastiach mozgu sa nezhoduju
na jednom konkrétnom zavere. Tato nezhoda moZe byt sposobend r6znymi faktormi,

od vyberu druhu mysi az po podmienky, v ktorych sa nachadzali (Zhang et al., 2012).
2.3.1.4. Glutationperoxidaza 4 (GPx4)

Selenoenzym GPx4 je kI'icovy enzym zabezpec€ujici antioxida¢ni ochranu lipidov, priamo
redukuje fosfolipidové hydroperoxidy a lipoproteiny v membrane s pomocou vitaminu E.
Zatial’ su zname 4 izoformy: cytosolova, mitochondridlna (Januel et al., 2006), spermo-
nukledrna (Pfeifer et al., 2001) a relativne novo objavena v mySich hipokampalnych HT22

bunkéch (Casanas-Sanchez et al., 2014).

11



GPx4 je zavisla na GSH, ktory redukuje lipidové hydroperoxidy na lipidové alkoholy.
Lipidové hydroperoxidy su reaktivne molekuly, ktoré vznikaji oxidaciou PUFA
v membranach. GPx4 potlacuje lipidova peroxidaciu indukovant 12/15-lipoxygenazou, ktora

spusta alternativny typ PCD v nervovych bunkéch (Seiler et al., 2008).

GPx4 je nevyhnutna pre vyvoj, ¢o potvrdil aj pokus z roku 2003, v ktorom z 284
heterozygotnych potomkov mysi nebol ani jeden homozygotny knockoutovany jedinec (Yant
et al., 2003). Jej dolezitost” d’alej potvrdili Yoo a kol., ktori charakterizovali GPx4 pomocou
RNA interferencie, kde cielene zniZili jej hladinu. Specialne NIH 3T3 bunky s inhibovanou
GPx4 vykazovali stabilné hodnoty vnutrobunkovych ROS, zaroven doslo k zvysenej tvorbe
vedlajsich produktov oxidovanych lipidov (napr. malondialdehyd). Ciasto¢né
downregulovanie spdsobilo morfologické zmeny, zatial’ ¢o totalna inaktivacia v zasade
zastavila rast buniek. Ani enzym glutatién peroxidaza 1 (GPx1) z rovnakej rodiny enzymov,
ktora ako hlavna odstranuje peroxid, ju nebol schopny zastupit’ a nezredukovala hladinu
lipidovych peroxidov (Yoo et al., 2010). GPx4 sa ukazala ako esencialna pre prezitie
neurénov v roznych Castiach CNS, vratane motoneurdnov (L. Chen et al., 2015),

¢o poukazuje na jej potencidlny vyznam aj v inych formach neurodegeneracie.

V Brazilii prebehla jedna z prvych studii s ciel'om ozrejmit’ polymorfizmus GPx1 a GPx4

s poruchami pamdte pri AD alebo miernej kognitivnej poruche. Nasli isté asociacie pre GPxl1,
ale pre GPx4 neboli vysledky medzi skupinami Statisticky vyznamné, hoci naznacovali
mozny trend ochrannej funkcie. Autori sa zhodujt, Ze dant problematiku treba skimat’ dlhsie,
vzhl'adom na postupné 5-10% zhorSovanie kognitivnych funkcii spojenych s rozvojom
demencie (Mitchell & Shiri-Feshki, 2009). Zaroveii uznali potrebu navysit’ pocet jedincov vo
vyskumnej skupine ked'’Ze dokazy na zvieratach sice su, ale na 'ud’och chybaju (Da Rocha et

al., 2018).

Hambright a kol. vo svojej praci skimali neurony v mozgovej kore a hipokampe, ktoré st
Casto zasiahnuté AD a zaoberali sa ich citlivost'ou na ferroptézu. Vytvorili mysi model
GPx4BIKO s indukovanym knockoutom GPx4 v prednom mozgu. Do podania tamoxifénu
bola GPx4 exprimovand normalne, po podani vSak doslo k jej Specifickej deaktivacii

v cielovej oblasti mozgu. Po 12 tyzdinoch podavania zacalo byt viditeI'né vyrazné zhorSenie
kognitivnych schopnosti (priestorové ucenie a pamét boli hodnotené pomocou Morissovho
vodného bludiska) v porovnani s kontrolnou skupinou. Toto zhorSenie sprevadzala

aj neurodegeneracia, hlavne v oblasti CA1 hipokampu. Boli pozorované znaky ferroptozy ako
lipidperoxidécia a neurozapal, ale nebolo spozorované aktivovanie kaspazy-3, ¢o naznacuje

absenciu apoptdzy. Zrychlena degeneracia bola pozorovana pri odstraneni vitaminu E
12



zo stravy — uz po 1 tyzdni od podania tamoxifénu (mys$i so Standardnou stravou vykazovali
poskodenie az po priblizne 15 tyzdiioch) (Hambright et al., 2017). Tieto vysledky podporuju
hypotézu, ze GPx4 chrani neurdny pred ferroptdzou a jej stratou vzniké kognitivne

poskodenie a podobna neurodegeneracia ako pri AD.
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Obr. 4: Schématické zobrazenie mechanizmu ferroptozy a uloha GPx4, upravené v programe Biorender
prebrané z PeerJ, (Li et al., 2024)
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3. Vztah ferroptozy, amyloidu-p a t-proteinu

Ako bolo spomenuté v tivode, jednymi z najtypickejsSich biomarkerov AD st Ap a pTau
akumulovany v NFT. V roku 2019 bola publikovana studia tychto biomarkerov

v mozgomieSnom moku (CSF) v suvise so skorym odhalenim rizika vytvorenia a zhorSenia
AD. Pomocou $pecialnych diagnostickych Elecsys CSF imunochemickych testov (pouzivaji
sa na meranie biomarkerov v CSF pri AD) boli merané AP (1-42), celkové mnozstvo pTau
(tTau) a pTau. Na zdklade porovnania ich hladiny a hrani¢nych hodnot boli pacienti rozdeleni
do dvoch skupin: Biomarker (BM)-pozitivni a BM-negativni. BM-pozitivni pacienti vykézali
zhorSenie v kognitivnych testoch a pravdepodobnost’ vzniku AD bola vyssia ako pri BM-
negativnych pacientoch. SignifikantnejSie vysledky ziskali ked’ porovnavali pomery
tTau/AP(1-42) a pTau/AB(1-42), ako jednotlivé biomarkery separatne. Pomer pTau/AP(1-42)
sa ukazal ako najlepsi indikator klinického zhorSenia pri pacientoch s miernou kognitivnou
poruchou pocas 24 mesiacov (Blennow et al., 2019). Takze vzt'ah AP k jednotlivym
mnozstvam pTau moze byt silnym ukazovatel'om v ramci skorej diagnostiky AD a inych
neurodegenerativnych ochoreni. Tieto poznatky zdroven otvaraji otdzku, do akej miery

sa patologicka aktivita AP a pTau proteinu moZe podielat’ na spustani oxida¢ne podmienene;j
bunkovej smrti, ako je ferroptdza, ktora je Coraz CastejSie skimana v suvislosti

s neurodegeneraciou

3.1. Amyloid-p

3.1.1. Charakteristika amyloidu

V 80. rokoch 20. storocia bol AP opisany ako peptid z priblizne 40 aminokyselin, ktory

je hlavnou zlozkou amyloidovych plakov vytvaranych v mozgu pacientov s AD (Glenner &
Wong, 1984; Masters et al., 1985). Sti¢asné poznatky tieto zistenia roz$iruju a spresiuju — A
ma 39-43 aminokyselin a vznika proteolytickym Stiepenim amyloidového prekurzorového
proteinu (APP) (Kang et al., 1987). V plakoch pacientov sa vyskytuje najmi Ap42. Tato
myslienka bola potvrdend v roku 1994 in situ Stadiou, v ktorej boli AB40 a AB42(43)
oznacené monoklonalnymi protildtkami. V mozgovom parenchyme boli difuzne plaky
pozitivne na AB42(43) a negativne na AB40 u pacientov s AD a Downovym syndromom,

pri ktorom sa takéto patologické zmeny Casto vyskytuja. Difuzne plaky boli povazované

za najskorsie Stadium ukladania AP (Iwatsubo et al., 1994). Vzhl'adom na kl'a¢ovu ulohu AP pri

vzniku AD sa pozornost’ vyskumu prestiva aj k jeho vplyvu na mechanizmy bunkovej smrti.
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3.1.2. Patoléogia amyloidu-p v Alzheimerovej chorobe

V roku 2020 Huang a kol. ako jedni z prvych vyuzili tri omické analyzy (proteomika,
transkriptomika a metabolomika) na to, aby lepsie pochopili fenotyp ferroptdzy indukovanej
AP. Ferroptoza vyvoland AP v bunkdch MC65 bola prepojend s drdhami, ktoré vyvolavaju
zapal a rakovinu. Tieto drahy sa aktivovali napriek tomu, ze bunky boli v hypometabolickom
stave v reakcii na stres vytvoreny AP (Huang et al., 2020). Tieto nalezy naznacuju, ze bunky
sa snazili adaptovat’ na nedostatok energie, Co ich zaroven robi zraniteI'nejSimi voc¢i oxida¢nému
stresu. Tieto celkové zmeny pozorované na trovni -omik mozu byt sposobené Specifickymi

interakciami AP s konkrétnymi typmi buniek a molekularnymi drahami.

Nizka davka AB1-40 sposobuje zvysenie hladiny zelezitych i6nov a lipidovych ROS

v pericytoch, ¢o vedie k zvySenej miere ferroptozy. Pericyty zohravaju klI'ai¢ovu tlohu

pri reguldcii BBB a v komunikécii medzi nervovymi a cievnymi bunkami. Receptor CD36
je exprimovany na mikrogliach a pericytoch v mozgu. Viaze sa na fibrilarny A a je sucast’ou
tvorby zapalovej odpovede vrodenej imunity na AD (El Khoury et al., 2003). Naviazanie
APB1-40 na ich povrch vedie ku zvySenej priepustnosti BBB a tym naruSeniu tesnych spojov.
Dosledkom mdze byt narusend permeabilita a homeostdza mozgového prostredia. Zaroven
toto naviazanie aktivuje mitochondridlnu autofagiu v pericytoch prostrednictvom aktivacie
CD36/PINK1/Parkin drahy a tato mitofagia nasledne prispieva ku ferroptdze. Inhibicia A}
by zabranila aktivacii tejto drahy a naslednému zacatiu mitochondrialnej autofagie (J. Li et
al., 2022). Zapal a mitochondrialny stres, spust'ané interakciou A} s bunkami ako st pericyty

a mikroglie, su teda klI'i€ovymi procesmi, ktoré mozu viest’ k poskodeniu BBB a podporovat’

ferroptoticki RCD v mozgu.

Majernikova a kol. skiimali prepojenie medzi AP a drahou ferroptdzy pri progresii AD. Bolo
skimané postmortalne tkanivo Brodmanovej oblasti mozgu ¢.17 0sdb s roznym Stadiom AD
a kontrolnych pacientov. V oblastiach s AP plakom boli pozorované vyssie hladiny feritinu,
niz$ie hladiny feroportinu, GPx4, NCOAA4 (receptor pre feritofagiu), 4-HNE (toxicky produkt
lipidovej peroxidécie) a cytochromu c ako v oblastiach bez plakov. Rovnako bola pozorovana
zmena expresie proteinov v bielej a Sedej hmote, kde v Sedej sa expresia GPx4 znizovala
spolu s progresiou AD.

Zaroven boli vytvorené mozgové organoidy a ich kontroly. Organoidy mali mutaciu v géne
PSENT1-A9, ktory zvysuje produkciu neurotoxickej formy AP — najméd AB42. Boli zistené
zmeny, ktoré by mohli stivisiet s ferroptézou. V organoide boli pozorované nizsie hladiny
cytochromu c, feritinového t'azkého retazca a vyssia hladina poly(rC) viaZzuceho proteinu 1

(PCBP1). Podl'a autorov nizsie hladiny feritinového t'azkého retazca indikuji naruSené
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ukladanie zeleza a vysSie hladiny PCBP1 naznacuju zvySenu potrebu viazat’ Zelezo, ¢o mdze
naznacovat nadmernu akumuléciu Zeleza a nachylnost’ na ferroptdézu. Organoidy
neobsahovali astrocyty ani mikroglie, ¢o mohlo pokus zna¢ne limitovat’ (Majernikova et al.,

2024).
3.2. Tau protein

3.2.1. Fyziologicka funkcia a izoformy tau

Tau je s mikrotubulmi-asociovany protein Specificky pre nervovy systém, kde zohrava
doélezitt ulohu pri zostavovani a stabilizacii mikrotubulov (Cleveland et al., 1977b, 1977a;
Weingarten et al., 1975). U ¢loveka je kddovany génom MAPT (microtubule-associated
protein tau), ktoré¢ho alternativny zostrih mRNA vedie k tvorbe viacerych izoforiem (Goedert
et al., 1989; Kosik et al., 1988). V dospelom mozgu sa nachadza Sest’ izoforiem tau proteinu

a liSia sa od seba v pocte tandemovych opakovani v C-terminalnej doméne a pritomnost’ou 29
alebo 58 aminokyselin v N-terminélnej oblasti (Himmler et al., 1989).

Za normalnych podmienok je tau mierne fosforylovany, aby mohol dynamicky regulovat’
svoju interakciu s mikrotubulmi. Grundke-Igbal a kol. sa venovali hyperfosforylacii, ktora

sa objavuje pri AD. Zistili, Ze pri tejto modifikéacii sa meni priestorova Struktura tau,

v dosledku ¢oho sa niektoré epitopy stavaji nepristupnymi pre Specifické protilatky.
Abnormalne fosforylovany epitop tau bol nedostupny pre monoklondlnu protilatku tau-1 (v
zdravych neurdnoch je tento epitop dostupny). Rovnaky efekt bol pozorovany aj pri
izolovanom pTau z mozgu pacientov s AD a v parovych helikalnych filamentoch (PHF), ktoré

vznikaju agregaciou pTau v mozgu (Grundke-Igbal et al., 1986) a tvoria NFT.
3.2.2. Ferroptoza a patologicka agregacia tau v AD

Vzt'ah medzi agregaciou Zeleza a pTau este nie je Uplne jasny. Stadia z roku 2020 sa zamerala
na ich vztah in vivo a skiimala ho pomocou zobrazovacich metéd. Analyzy pomocou
kvantitativneho mapovania susceptibility (QSM) na MRI a tau-PET zistili asocidciu medzi
zvysenou hladinou Zeleza a silnejSim signalom tau-PET v oblastiach postihnutych AD.
Abnormalne hodnoty zeleza by mohli sposobit’ toxické prostredie a chybni konformaciu
pTau, ¢o by nasledne mohlo viest’ ku hromadeniu Zeleza a oxidacnému stresu. Nie je vylucena
ani moznost’, ze zvySena hladina Zeleza sposobuje nespravne zlozenie pTau (Spotorno et al.,
2020), ¢im by sa pTau a zelezo vzajomne podporovali v patologickom procese AD. In vitro
boli tieto hypotézy potvrdené uz v roku 2005, kedy oxidativny stres vyvolany Zelezitymi

iontami 1 peroxidom vodika zvysil fosforylaciu pTau (Lovell et al., 2004).
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Zatial’ ¢o predchadzajtca Studia poukazovala najma na asociaciu medzi pTau a akumulaciou
zeleza, in vitro experiment Wang a kol. poskytol priame dokazy o tom, ze ferroptéza moze
indukovat patologickt agregaciu tau. Na tento ucel pouZzili mysie neuroblastové bunky N2a,
v ktorych bola vyvolana ferroptdza pomocou erastinu. Indukoval abnormalnu agregéaciu pTau
v cytoplazme, ¢o bolo potvrdené Western blot analyzou. Sti¢asne sa zaznamenala zvySena
aktivita enzymu glykogénsyntazy kindzy-3p (GSK-3f) — jednej z hlavnych kindz
zodpovednych za fosforylaciu tau. Podanie inhibitora ferroptdzy ferostatinu-1 potlacilo tato
aktivaciu, ¢o naznacuje suvislost’ medzi ferroptotickymi mechanizmami a GSK-3f. Bol
ovplyvneny aj ubikvitin-proteazomovy systém, ktory degraduje chybne zlozené proteiny.
Zvysena ubikvitinacia tau poukazuje na narusenie tohto systému a znizenu efektivitu
degradacie pTau. Zo zaveru Studie vyplyva, ze feroptdza indukovana erastinom vedie

k hyperfosforylacii a agregécii pTau v bunkach N2a. Tento proces je spojeny s aktivaciou
GSK-3p a inhibiciou proteazomového systému ¢o moze predstavovat’ potencidlny
terapeuticky ciel' (Wang et al., 2022).

Praca od Wanga a kol. priamo ukazuje, ze ferroptoza aktivuje GSK-3p, o vedie

k abnormalnej hyperfosforylécii a néslednej agregécii tau. Praca od Lovella a kol. nepriamo
podporuje tuto suvislost’ tym, ze ukazuje, ako oxidacny stres, ktory je sucast'ou ferroptozy,

zvysuje aktivitu GSK-3 a pTau.

4. Ferroptoza ako terapeuticky ciel’ pri AD

4.1.1. Typické pristupy k inhibicii ferroptozy

V stcasnosti je schvalenych len niekol’ko liekov na potlacenie AD. Aktualne je schvéalenych
pat’ symptomatickych liekov, ktoré st urcené pre stredné az pokrocilé §tadia. Funguju ako
acetylcholinesterazové inhibitory. Acetylcholin je kI'iCovy neurotransmiter podiel’ajuci sa na
procesoch ucenia a pamiti. V zdravom mozgu je syntetizovany cholinacetyltransferazou

a degradovany acetylcholinesterazou. U pacientov s AD je syntéza acetylcholinu zniZena
(Perry et al., 1978) a v terapii sa tento deficit kompenzuje inhibiciou jeho rozkladu. Dalsie
dva schvalené lieky v USA sa zameriavaji na AP. V Eurdpe je aktudlne schvaleny jeden

z nich a stal sa tak druhym liekom na AD (Alzheimer’s Association, 2023)

Zastavenie progresie AD sa eSte stale nepodarilo a tak sa pozornost’ vyskumu obracia aj k
mechanizmom neurodegeneracie, ako je ferroptoza, ktora sa javi ako sl'ubny terapeuticky

ciel. Medzi najznadmejsie inhibitory ferroptdzy patri ferrostatin-1 (Fer-1) a chelatory zeleza.
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Neuroprotektivny u¢inok a terapeuticky potencial Fer-1 bol dokazany v §tadii z roku 2022.
Mysi s posttraumatickou epilepsiou vyznamne chranil pred akutnymi zachvatmi a zhorSenim
pamiti. Dokonca zlepsil kognitivne schopnosti a zmiernil poSkodenie hipokampu indukované
zachvatmi (K.-N. Chen et al., 2022).

Chelatory zeleza viazu vol'né zelezo ¢im zabraiuju spusteniu ferroptdzy. Jednym z nich je aj
prirodny chelator deferoxamin (DFO), ktory zmiernil poskodenie neurénov indukované
maltolatom hlinika, ktory je neurotoxicky. Potkanom, ktorym bolo podané DFO sa zlepsila
pamit’ a ucenlivost’, zmiernili morfologické zmeny hipokampu spdsobené ferroptozou
a zabranilo sa vzniku oxidacnému stresu (Zhu et al., 2022).

V roku 2023 bola realizovana $tudia, v ktorej boli tieto latky porovnané este s pridanim
inhibitora pan-kaspaz z-VAD-FMK, ktory zabranil apoptoze. U potkanov s dishomeostazou
Zeleza zistili zvySeny pomer koenzymu A ligazy 4/GPx4 (markery ferropt6zy) v porovnani
s kontrolnou skupinou. DFO a Fer-1 obnovili pomer oboch markerov ferroptdzy ¢im ju
potlacili. z-VAD-FMK obnovil iba hladinu koenzymu A ligazy 4 ¢im ovplyvnil ferroptozu.
DFO aktivne chranil pred stratou pamaiti nezavislej od hipokampu prostrednictvom
zmiernenia rozpadu BBB, obnovil homeostaticku hladinu Zeleza a zabranil apoptoze
aj ferroptoze. Fer-1 a z-VAD-FMK sice nezabranili nahromadeniu Zeleza, no preukazali
vyraznu ochranu neurénov. Boli schopné uplne obnovit’ kognitivne funkcie zavislé
aj nezavislé od hipokampu, ¢o naznacuje vacsi neuroprotektivny u€inok v porovnani s DFO

(Sripetchwandee et al., 2023).
4.2. Inovativne pristupy inhibicie ferroptozy

Okrem syntetickych zlu¢enin sa pozornost’ vyskumu sustred’uje aj na prirodné latky

s potencialom inhibovat’ ferroptdzu a spomalit’ neurodegeneraciu pri AD. Yong a kol.

sa zamerali na zlu¢eninu thonningianin A (ThA) ziskanu z rastlin Thonningia sanguinea a
Penthorum chinense. Ukazal sa ako silny inhibitor ferroptézy vd’aka niekol’kym vlastnostiam.
Je schopny naviazat’ sa na GPx4 a stimulovat’ aktiva¢nl signalnu drahu AMPK/Nrf2.
Aktivacia AMPK prostrednictvom ThA prispela k aktivéacii Nrf2 a naslednej inhibicii
ferroptozy. V bunkovych modeloch vyznamne zmiernil mitochondridlne poskodenie a znizil
hladiny lipidovych peroxidov a ROS. M4 aj silnti afinitu ku Fe*" a viaze voI'né Zelezo. Tieto
ucinky boli potvrdené v bunkovych modeloch a v modeli AD na Caenorhabditis elegans.
Zaroven preukazal vysoku biologickll bezpecnost’ v nizkych az strednych koncentraciach
(Yong et al., 2024). Tieto zistenia poukazuji na terapeuticky potencial ThA pri liecbe AD

a zdoraziuju dolezitost’ d’alSieho vyskumu jeho uc€innosti v predklinickych a klinickych
Stadiach.
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Tretim inovativnym a odliSnym pristupom je kombinovana liec¢ba, ktora cieli nielen

na ferroptdzu, ale zaroven aj na d’alSie patologické procesy spojené s AD. Lu a kol. zvolili
inovativny pristup, ktory kombinuje inhibiciu pTau a ferroptozy. Skumali potencial
kombinovanej lieCby inhibitora HDAC6 (WY 118) a inhibitora GSK-3f3 na bunkove;j kulture.
HDACS6 je enzym, ktory odstranuje acetylové skupiny a v AD byva nadmerne exprimovany,
¢o z neho robi vhodny terapeuticky ciel. Liecba tiez inhibuje fosforylaciu pTau
sprostredkovanu MAPK signalnou drahou, ¢im ovplyviiuje jednu z kI'i€ovych patologii AD.
Zaroven zvysila intracelularne hladiny GSH a znizila hladiny malondialdehydu, ktoré su
znakom prebiehajucej ferroptozy. Okrem toho sa znizila akumulacia ROS a zvysila expresia
transportéra SLC7A11 a enzymu GPx4. Transkriptomickou analyzou sa zistilo, ze liecba
ovplyvnila expresiu 802 génov, pricom mnohé z nich boli zapojené do MAPK signalnej drahy
a ferroptozy. Tieto zmeny pravdepodobne zohravaju kI'icovu tlohu v mechanizme u¢inku
liecby. ZlepSenie kognitivnych funkcii sa potvrdilo aj in vivo na mysiach, spolu s vyraznejSou

ochranou neurénov (Lu et al., 2025).

Ferroptdza predstavuje sl'ubny terapeuticky ciel’ pri AD. Vzhl'adom na schopnost’ viacerych
testovanych latok ovplyvnit’ délezité mechanizmy neurodegeneracie ponuka potencial pre

budtci vyvoj ucinnejsich lieCebnych stratégii.
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Z.aver

Alzheimerova choroba je progresivne neurodegenerativne ochorenie. Zasahuje najma starSiu
Cast’ populacie. Vzhl'adom na fenomén starnutia populacie sa zvysuje pocet jedincov, ktorych
mozeme zaradit’ ku starSej vekovej kategorii. Zdoraziuje to potrebu ndjdenia kauzalne;j
pri¢iny a naslednej vhodnej terapie. S pokrokom vyskumu sa objavuju aj nové pohl'ady na

vyuzitie RCD ako sl'ubného terapeutického ciel’a a jednym z nich je aj ferroptéza.

Ferroptoza je Specifickd forma regulovanej bunkovej smrti zavisla od zeleza, lipidovej
peroxidacie a reaktivnych foriem kyslika. KI'ai¢ovym regulaénym bodom je systém Xc-, ktory
zabezpecCuje vymenu extracelularneho cystinu za glutamat. Cystin je nasledne v astrocytoch
redukovany na cystein — esencidlny pre syntézu glutationu, hlavného antioxidantu v mozgu.
Enzym GPx4, ktorej aktivita zavisi od glutationu, je schopna detoxikovat lipidové peroxidy a
tym branit’ spusteniu ferroptozy. Stadie preukazali, ze strata GPx4 vedie k neuronalnej smrti s
morfologickymi aj kognitivnymi znakmi AD.

Dalsie $tudie poukazuju na to, Ze Ap mdze indukovat’ ferroptoticka smrt’ prostrednictvom
naru$enia Xc~ systému a zvySenej produkcie reaktivnych foriem kyslika. Rovnako bol
opisany vplyv ferroptdzy na pTau, ¢o moze podporit’ jeho agregaciu. Oba tieto proteiny tak
moézu nielen stvisiet’ s ferroptézou, ale aj byt jej sicast'ou ako spustace a nasledky.

Medzi najperspektivnejsie terapeutické latky patria inhibitory lipidovej peroxidacie (napr.
ferrostatin-1), chelatory zeleza (deferoxamin) a prirodné latky (napr. thonningianin A), ktoré

vykazuji neuroprotektivne u€inky v experimentalnych modeloch AD.

Na zéklade ziskanych poznatkov je moZzné konStatovat’, ze ferroptéza predstavuje potencidlny
kl'a€ovy mechanizmus neurodegeneracie pri AD a javi sa ako sl'ubny terapeuticky ciel’.
Vzhl'adom na to, Ze sti¢asné dokazy pochddzajii nayjma z vyskumu na bunkovych kultarach a
zvieracich modeloch, je nevyhnutné d’alSie podrobné skiimanie tychto mechanizmov priamo
na l'udskych pacientoch. Objasnenie vztahu medzi ferroptotickymi drédhami a patologiou AP a
pTau by mohlo predstavovat’ vyznamny mil'nik vo vyskume a viest’ k vyvoju novych,

efektivnejSich liecebnych stratégii.
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