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Volné radikaly a starnuti L.

Starnuti zahrnuje progresivni a ireverzibilni d&je v organelach, buiikach a celém
organismu, které¢ vedou k hromadéni zmén odpovédnych za sniZeni aktivity fyziologickych
funkci a zvySeni citlivosti ke stresu a chorobam. Jsou to zmény v dulezitych biomolekuléach,
jako nukleovych kyselinach, proteinech i lipidech. Nazory na starnuti jsou velice nejednotné a
meni se podle stale nove se objevujicich studiich, kdy obecné dochdzi ke zpfesnéni, rozvijeni
¢1 upraveni poznatka starSich studii.

Od zacatku 20. stoleti bylo pfedlozeno mnoho teorii starnuti. Ale zddna komplexné
neobsahovala vysvétleni vesSkerych zmén v organismu v pribéhu Zivota. Az v 50.letech 20.
stoleti pfiSel Dr. Denham Harman s teorii volnych radikald, kterd se v poptedi udrzela az do
dnesnich dnl. Avsak jako kazda teorie ma své zastance i odpiirce. Tato teorie predpoklada, ze
starnuti je vysledkem hromadéni zmén zpiisobenych velmi reaktivnimi ¢asticemi, nazvanymi
volné radikaly. NejdilezitéjSimi volnymi radikaly jsou peroxid vodiku, superoxid,
hydroxylovy radikdl a oxid dusnaty, které v organismu pilisobi jak fyziologicky tak i
patogenné.

Pro udrZeni hladiny volnych radikali v rovnovaze s pozitivnim 1 negativnim plisobeni
jsou zodpovédné endogenni antioxidaéni mechanismy organismu. Fyziologické plisobeni
volnych radikalt zahrnuje signdlni mechanismy, spravou funkci enzymil a imunitniho
systému. Patogenni plisobeni naopak zplsobuje rozvoj mnoha nemoci vcetné rakoviny a
urychluje starnuti organismu. Jestli jsou volné radikaly opravdu hlavni pficinou starnuti a

antioxidanty chrani nase t¢lo pred jejich Skodlivym piisobenim je stale diskutovano.
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Free radicals and aging I.

Aging process consists of progressive and irreversible processes in organelles, cells
and entire organism, that lead to cumulation of changes responsible for activity reduction in
physiological functions and increase sensitiveness to stress and illnesses. These are changes in
important biomolecules like nucleric acids, proteins and lipids. Ideas of aging are very
ambiguous and are changing in new studies, in which are more accurate, developed or adjust
older studies.

A lot of aging theories were translated from the start of 20. century. None of them
contained explanation of all changes in organism during lifetime. Only in 50th in 20th century
Dr. Denham Harman came with theory about free radicals, which are to the fore for todays.
This theory has defenders and opponents like each other. It suggests that aging process is
cumulation of changes caused by very reactive particles called free radicals. Most important
free radicals are hydrogen peroxide, superoxid, radical of hydroxyl and dioxide nitrogen,
which are working like physiologicaly then pathogenic in organism.

For preserving level of free radicals with positive and negative effect, endogenous
antioxidant mechanism in organism is responsible. Physiological effect of free radicals
consists of signaling mechanism, correct function of enzymes and immune system.
Pathogenous activities are causing evolution of illnesses including cancer and accelerate aging
process in organism. Is in discussing to this days if free radicals are the main cause of aging

and endogenous antioxidant preserve our body again ill-effects.
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1 UVOD A CIL PRACE

Proces starnuti organismu a mechanismy starnuti se definuji obtizné a v literatufe je
uvedeno mnoho definici. Snad by bylo mozné zestrucnit, nikoliv zjednodusit, Ze se jedné o
progresivni a ireverzibilni déje v organelach, bunkich a celém organismu, které vedou
k hromadéni zmén odpoveédnych za snizeni aktivity fyziologickych funkci a zvyseni citlivosti
ke stresu a chorobam. Jsou to zmény v dulezitych biomolekulach jako nukleovych kyselinach,
proteinech 1 lipidech. Nazory na proces starnuti a jeho pfi¢iny se méni, jsou ovliviiovany
urovni soucasnych znalosti, zvlaste¢ dikladnéjSim poznanim procest v bunikdch i organelach
tkani normalnich i patologickych (KubeSova et al. 2005). Ptitom i star$i teorie jsou cenné a
byly a jsou zdkladem pro soucasny rozvoj a zpiesnéni. Piikladem muze byt teorie starnuti
koloidi z roku 1924, teorie omylid proteosyntézy z 50. let, teorie zalozené na vlivu zanétlivych
zmén ¢i autointoxikaci organismu i teorie vlivu volnych radikalt - teorie oxida¢niho stresu
z roku 1954 (piiklady z prace KubeSova et al. 2005).

Studie procesii starnuti z riznych aspektd jsou v poslednim desetileti rozsahlejsi a
pocetngjsi. V soucasné dobé je asi 300 riznych teorii, vétS§inou zalozenych na pokusech in
vitro. Jsou stimulovany prodluzujici se délkou Zivota ¢lovéka, zvySujicim se poctem obcani
vys$siho véku v populaci, posunem a rozsifenim hranic aktivniho stafi.

Motorem vyzkumu vtomto védnim oboru je ziskat takové znalosti, které by
napomohly (s fadou jinych aktivit) k prodlouZeni aktivniho lidského v&ku ovlivnénim
nékterych procest v bunice, které zodpovidaji za starnuti organismu. Jsou to snahy, které

existuji od praddvna — vzpomeiime na elixiry Zivota.

Cilem ptedlozené prace jsou stru¢né piehledy teorii starnuti zaméfené na biologické
procesy starnuti, zvlasté podrobnéji na teorii radikalovou. Je popsan vznik volnych radikala a
jejich ovlivnéni fyziologickych funkci i jejich spolutiCast na fad¢é patologickych stavi, jak je
struéné uvedeno. V literatufe soucasné 1 neddvné zahrnuje tato radikalova teorie vyznamné

misto a je soucasti mitochondrialni teorie starnuti, glykace a dalSich.



2 TEORIE STARNUTI

Jednotlivé teorie starnuti se snazi vysvétlit zasadni otazky samostatn€, vétSinou vSak
v kombinaci s dal$imi teoriemi, takze se vzajemné propojuji i piekryvaji. Jejich spole¢nym
cilem je nachazet odpovéd’ na otazky: Pro¢ starneme? Proc€ Zijeme tak dlouho? Pro¢ umirame?
Pokud je cilem této prace zabyvat se biologickym aspektem starnuti, tak je mozné velké
mnozstvi teorii starnuti rozdélit a) na teorie programovaného starnuti, které¢ je zavislé na
biologickych hodinach coz ptedstavuji geny, které postupné a naprogramované zapinaji a
vypinaji signdly nervové, endokrinni a imunitni zodpovédné za udrzovani homeostizy a
aktivni obrany organismu b) na teorie hromadéni chyb, které se snazi poznat a popsat vlivy
prostiedi (napf. chemické toxiny, radiace, volné radikaly, glykace, ionty kovi a dalsi)
indukujici poskozeni bunék a jednotlivych biomolekul jako jsou proteiny a nukleové kyseliny
(Weinert a Timiras 2003, Best 2008). Pro sledovani biochemickych zmén v prub¢hu starnuti je
mozné rozdélit vysledky vyzkumi a jejich interpretace a) na zjistovani zmén na molekulérni,
subcelularni a bunééné urovni b) na uréeni zmén celého organismu. Nékteré z té€chto teorii
budou stru¢né popsany v dalsi kapitole. Nejdiive upozornim na teorie, které jsou obecnéjsi a

nejsou myslenkové spojeny s volnymi radikaly (ROS a RNS).

2.1 Evolué¢ni teorie

Tato teorie vysvétluje starnuti jako vysledek snizujici se schopnosti pro vybér-selekci.
Evoluce preferuje jedince s velkou reprodukéni schopnosti, ktera se s ptibyvajici délkou zivota
snizuje. Byla vyslovena v roce 1940 soucasné s upozornénim na velkou druhovou variabilitu
délky Zivota jednotlivych druhli (Weinert a Timiras 2003). Pii pozorovani a vyzkumu
dominantni letalni mutace, jejimz vysledkem je Huntingtonova choroba, bylo pozorovano, ze
vyskyt této choroby se nesnizuje, nemizi ,,pfirozenym vybérem* protoze se u jedince objevuje
az ve 30-40 letech jeho zivota, tedy v dobé¢, kdy k reprodukci vétsinou jiz doslo. Tato teorie se
doplnila o Teorii akumulace mutaci v priabéhu starnuti, které vedou k patologickych zménam a

starnuti a je dopliovana a rozSifovana fadou novych poznatki. K evolu¢nim teoriim i k jejich



modifikacim je fada argumentd podporujicich anebo kritickych. Ale vzdy jsou zajimavé,
zahrnuji napf. porovnani vlivu zivotniho prostiedi na délku zivota urcitych species
Vv podminkach, kdy chybi anebo je pfitomen predator, nebo antagonisticka pleiotropni teorie,
ktera uvadi, ze nékteré geny a produkty jejich exprese pusobi v raném veéku pozitivné a
V pozdé€jsim prispivaji k destrukci organismu. Piikladem mohou byt u ¢loveka androgeny
nezbytné pro vyvoj a funkci prostaty, zatimco v pozdéjsim véku mohou byt pticinou vyskytu
rakoviny prostaty. Autofi uvadéji 1 programovanou sebedestrukci pacifickych losostu. Tyto
ryby Zziji v oceanu 2-3 roky a poté podniknou obtiznou cestu proti proudu feky k mistu, kde
nakladou jikry. Po dokonceni této Cinnosti vyplavi velké mnozstvi glukokortikoidd, které
vedou k rychlé destrukci nositele. To je vysvétlovano jako zisk potravy pro dalsi putujici
lososy anebo pro jejich potomky (Best 2008, Weinert a Timiras 2003).

Tato teorie je samoziejmé& doplnéna udaji, které pocitaji s rozdilnym procesem starnuti
zavislé na species. Primérna délka zivota jednotlivych druht je velmi rozdilna napt.slon Zije
10-20x déle nez mys Opravdu seridzni vysvétleni neni, jde jisté o vliv genetiky a dalSich
faktori jako napt potfebou energie k udrzeni télesné teploty, k Cinnosti mozku a vSech

pochodi nezbytnych pro homeostazu.(Best 2008).

2.2 Buné¢na teorie a telomery

Bunécnd teorie starnuti byla formulovana v roce 1965 jako proces, ktery je urcen
poctem bunécnych déleni lidskych bungk, tzv. limitem replikacni aktivity, a byl popsan u
vSech bunék in vitro (v kultivaénich mediich). Vysledkem je pak bunka, ktera je zcela
zménéna ve své puvodni fyziologické funkci. Bunécné starnuti je déleno autory na starnuti
vSech bunécnych dejt, dale jako specificky typ je replikacni starnuti - spojeného se zkracenim
telomerd (bude popsano dale) a starnuti indukované stresem (stress-induced senescence SIS),
kter¢ neni limitovino DNA poSkozenim (ale poSkozeni se nevylucuje), modifikaci
heterochromatinové struktury, i¢inkem signald, které jsou produktem exprese onkogenti. Tyto
zmeény jsou pocetnéjsi u starSich buné€k v mnoha tkanich a zvysuji riziko nadorii. Tento ndzor
neni samoziejmeé bez kritickych poznamek.

Vysledky dalSich studii ukazuji, ze zmény zpusobené aterosklerosou zvysSuji starnuti

bunék (napf. patologické zmény ve fyziologii bun¢k urcitych tkani sekundarné zvysi starnuti u
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bun¢k sousednich tkani). Piikladem miZze byt popsany vliv starnoucich epitelidlnich bunék,
které zvysuji aktivitu interleukinu-la a rastového faktoru (EGF), které signifikantné zvySuji
riziko zanétu tkani a riziko rakoviny (Loison et al. 1999).

K nékterym z funkci proteinu p53 patii aktivace apoptozy, ,,replikacni senescence *,
odpovéd’ bunky na stress-induced senescence a na replikaci telomer. Znamé jsou pokusy na
mutantech mysi, které neméli funkéni p53 a jejich incidence rakoviny vzrostla 0 85%. Zdali je
tento protein i skute¢nou prevenci proti limitaci replikace a SIS (stress-induced senescence) a
je aktivngj$i ve svych funkcich u mladych bun¢k v porovnani se starnoucimi, je stéle
diskutovano.

Role telomer a telomeraz je stale v pozornosti ve vztahu ke starnuti. Piesto neni tento
vztah vyjasnén. Predpoklada se vSak, ze zkracujici se telomery mohou zpusobit i dal§i zmény
ve stabilit¢ DNA, kterd se mlze projevit i zvySenim bunééné proliferace rakovinnych bunck
Vv zavislosti na véku (Weinert a Timiras 2003).

DNA eukaryotickych organismti se nachdzi v jadie nebo také v semiautonomnich
organelach. Jadernd DNA je uloZena ve formé linearnich chromozomt, které maji na svych
koncich struktury nazyvané telomery. Uloha telomer spodiva v ochrané vlastnich koncii
chromozomu, aby nebyly rozpoznavané bunénymi opravnymi mechanismy jako zlomy DNA.

Telomery se skladaji z DNA a proteinti, které ovliviiuji strukturu a funkci telomer.
DNA telomer je tvofend tandemové se opakujici kratkou sekvenci nukleotidi. U clovéka to je
sekvence TTAGGG. Délka jednotlivych telomer se 1i$i podle organismi (Cong et al. 2002).

Telomery se pfi kazdém déleni nepatrné zkrati. Zkrati-li se telomery aZ na kritickou
hranici, pfejde bunka do faze starnuti. Béhem této faze dojde ke zmeéné v expresi proteint,
zastavi se déleni a nastanou zmény v aktivité metabolismu. Cim del§i telomery, tim vic déleni
ma buiika pied sebou.

Replikaci telomerazové DNA zajiStuje specidlni enzym zvany telomeraza.
Telomeraza byla poprvé popséana v roce 1985 C. Greiderovou a E. Blackburnovou u nalevnika
Tetrahymena thermophila. Telomeraza ma 2 podjednotky — RNA podjednotku a proteinovou
katalytickou podjednotku. RNA podjednotka slouzi jako ptedloha pro syntézu repetic a
katalyticka podjednotka je zodpovédna za vlastni syntézu telomer (Cong et al. 2002).

Mechanismus uéinku telomerazy spociva v prodluzovani 3 konce matricového vlakna DNA.
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Tento d¢j probihd procesem reverzni transkripce telomerické repetice katalyzovany
proteinovou podjednotkou, pii kterém slouzi jako matrice pravé RNA podjednotka. Po syntéze
dané repetice dojde k posunu telomerazy a syntéze nové repetice. Interakce telomerazy a DNA

zéavisi na bunécném cyklu.

V lidskych bunkéach se telomeraza vaze na DNA v S-fazi bunééného cyklu. V ostatnich
fazich je telomeraza uchovavana v oddélenych jadernych strukturach mimo telomerickou
DNA. Aktivita telomerazy se v ptirod¢ dost lisi. Zalezi na véku organismu a pozorovanych
tkanich (Boroni 2008). Bylo zjisténo, ze v somatickych bunkach zivocichu je aktivita
telomerazy nulova (Cong et al. 2002). Naproti tomu jsou tkang, které si zachovavaji aktivni
telomerdzu po celou dobu Zivota jedince. Mezi n€ patii kmenové buiky kostni dfené¢ a
pohlavni buniky. U rostlin je telomerdza aktivni v meristematickych pletivech. Vysokou
aktivitu telomerazy mizeme pozorovat i v proliferujicich rakovinnych buiikach. Vice nez 85%
nadord vykazuje zvySenou aktivitu telomerdzy, kterd je pifimo spojend s jejich schopnosti

nekontrolovaného déleni (Boron 2008).

Telomeraza
templat
ANA

ONa 4 ¥ R

Nuclectid

Obr. 1 : Telomeraza (Pievzato z prace Boron 2008).

Teorie zaloZena na vysvétleni replikativniho zkracovani telomer nedokédze vysvétlit
vSechny komplexni zmény v organismu béhem starnuti, ale podava vhodny obraz z pohledu

molekularni biologie.
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2.3 Vztahy imunitniho systému a starnuti

Imunitni, nervovy a endokrinni systémy v organismu maji zasadni vliv na pieziti,
starnuti a dlouhovékost. Jsou vzajemné propojeny, ovliviiuji se navzajem a jsou v centru
zajmu, protoze se stale vice studuji vSechny systémy a interakce, které ptispivaji k udrzeni
homeostazy vnitiniho prostfedi, aby se organismus mohl pfizplisobit zméndm zivotnich
podminek. Tato kapitola je velmi vyznamna, ale mohu se o ni zminit jen strucné, jeji obtiznost
a rozsahlost presahuje nase znalosti a je nad ramec této prace.

V pribéhu starnuti dochazi ke zménam celého imunitniho systému (imunosenescenci).
Zahrnuji mnoZzstvi morfologickych i1 funkénich zmén, které s postupujicim vékem postihuji
kazdého jedince. Zmény v imunitnim systému se neprojevuji pouze samostatné, ale jsou ve
spojeni a souhie se systémy endokrinnimi a nervovymi.

Zmény v prabéhu starnuti nastavaji ve specifické bunécné imunité (T/B lymfocytech),
Vv nespecifické bunééné imunité (makrofagy, granulocyty, NK butiky) a v pribéhu starnuti se
meéni i lymfatické orgény.

Vyznamnéji jsou postizeny T bunky, snizuje se jejich pocet 1 funkénost (Michlova a
Stercl 2007). Vzhledem k rozsahlé mezibunééné komunikaci a spolupraci jednotlivych skupin
imunocytl, ovlivituji T buniky ¢innost 1 dal§ich imunitnich mechanismu. Populace T bun¢k se
s vékem meéni kvantitativné, dochdzi k velkému poklesu jejich poctu, ale 1 kvalitativné,
protoze ztraceji svoji schopnost odpovidat na antigenni podnéty. T bunky se vyvijeji v thymu,
jsou produkovany cely zivot kontinualné. Ale vzhledem k tomu, ze tkan thymu v prabéhu
zivota atrofuje (50 lety ¢lovék ma 10% tkané v porovnani s pfedpubertalnim v€kem), tak je
omezen i po¢et téchto bundk (Rychlikova a Stercl 2004).

U cytokini spo¢iva zména ve zvySené tvorbé prozanétlivych cytokinli, coz je
spojovano S nékterymi chorobami jako je aterosklerosa, osteoporosa, demence aj. Tyto zmény
jsou zna¢né rozdilné, ve vSech organismech je nelze povazovat za primarné patologické (napf.
u zdravych dlouhovékych jedincti).

NK buiiky se svoji dilezitou cytotoxickou ucinnosti ztraci vétSinou svoji aktivitu
V prib¢hu starnuti., je pozorovana vétsi vnimavost starnoucich osob k infekcim (napt. chiipky,

TBC). U jedinct se zachovalou aktivitou NK miize napomahat k delSimu preziti.
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Optimalni funkce imunitniho systému ma zasadni vyznam pro pieziti organismu a
dosazeni dlouhovekosti. Jednak je zapojen do systémd, které udrzuji homeostdzu vnitiniho

prostiedi a jednak ovliviiuji jiné systémy a pfispivaji k regulacim (Rychlikova a Stercl 2004).

3 VOLNE RADIKALY

Volné radikaly jsou velmi reaktivni atomy nebo molekuly, které obsahuji ve vnéjsi
elektronové sféfe neparovy elektron a jsou schopny samostatné existence. Vzhledem k tomu,
ze elektrony maji silnou tendenci vyskytovat se spiSe ve sparovaném stavu, nez
V nesparovaném, volné radikaly pfijimaji elektrony od ostatnich atomti a molekul nebo jim je
pfedavaji, ¢imz se sami ,,neutralizuji“, vytvofi neradikalovou &éstici, ale donor ¢i akceptor
elektronu se sam stdva volnym radikalem a vyvolava dalsi fetézovou reakci. Takto dochazi
k propagaci radikalové reakce. Teprve spojenim dvou radikalti dojde k terminaci.

V biologickych systémech maji volné radikdly mnoho forem v zavislosti na jejich
reaktivité. Né&které z nich jsou stabilni (melanin), jiné mirné stabilni (oxid dusnaty) aZz vysoce
nestabilni (hydroxylové radikaly).

Volné radikaly vznikaji Stépenim chemické vazby. Chemicka vazba, tvofena
elektronovym parem, se muze S§tépit bud heterolyticky za vzniku Kkationtu a aniontu
(R-H — R + H") nebo homolyticky za vzniku dvou radikaléi (R-H — R*® + H®). Heterolyticky
proces vede ke vzniku stabilnich iontd. Homolyticky proces vede naopak ke vzniku
nestabilnich a velmi reaktivnich volnych radikalii. Pfi¢ina rozdilu spociva v energetickych
stavech elektrontl.

Chemicka vazba je tvofena elektronovym parem. Tyto elektrony maji opacny spin a
takovato konfigurace obsahuje ve srovnani se souhrnnou energii dvou nesparovanych
elektront mnohem vétsi mnozstvi energie. Tato energeticka bilance je pii¢inou pevnosti a
stability chemické vazby. V pfipad¢ heterolytickych procest pfechazeji oba vazebné elektrony
na vznikly anion.Vzniklé ionty jsou z energetického hlediska ve stavu lokalniho minima, a

tudiz stabilni.
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V piipadé¢ homolytického rozstépeni chemické vazby pievezmou vzniklé Ccastice
Z ptivodnich vazebnych elektronti po jednom neparovém elektronu. Vysledné produkty maji
vysokou energetickou hladinu a maji tendenci se spojit do energeticky vyhodnéjsi

konfigurace. Volné radikaly maji, narozdil od neradikalovych ¢astic, nenulovy vysledny spin.

Reakce volnych radikalt se rozd¢luji na tii etapy:

1. Iniciace — vznik volnych radikali. Z gerontologického hlediska ma nejvétsi
vyznam enzymatickd katalyza vazeb pti oxidativnich procesech. Nekatalycka
homolyza ma vyznam hlavné z hlediska ptisobeni xenobiotik na organismus.
Vznik volnych radikald vlivem iradiace nesouvisi s pfirozenym procesem
starnuti a role neenzymaticky katalyzované homolyzy je nejasna (Doubal et al.
1997).

2. Propagace — neparovy elektron je predavan na dalsi atomy ¢i molekuly,
pficemz plvodni volny radikal se méni na neradikalovou ¢astici za vzniku
nového volného radikalu z ¢astice, ktera elektron pfijala.

3. Terminace — zanik volnych radikali vstupem neparovych elektrond do
chemické vazby.

Reaktivnimi formami dusiku (RNS) a kysliku (ROS) jsou oznacovany nejen volné
radikély, ale 1 molekuly, které nejsou radikdly v pravém slova smyslu. Neobsahuji neparovy
elektron, ale stavaji se substratem dalSich reakci, které vedou k produkci radikalu. Mezi tyto

latky patii peroxid vodiku, kyselina chlorna, ozon.
Volné radikaly pochazeji ze dvou hlavnich zdrojti, endogennich a exogennich.

Endogenni volné radikdly jsou v organismu vyrabény hlavné ¢tyfmi mechanismy:

1. Mitochondrie — Zde se uskute¢fiuje bunééné dychani. Energie uvolnéna pii dychani
zabezpecuje zivotni déje v bunce (viz. kapitola 5.1)

2. Leukocyty — nici viry, bakterie a parazity pomoci tvorby aktivnich kyslikovych
mediatoru. (viz. kapitola 4.2)

3. Peroxisomy — produkuji peroxid vodiku jako vedlejsi produkt degradace mastnych

kyselin (nasycenych i nenasycenych, ale pfedev§im mastnych kyselin s velmi
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dlouhym fetézcem) a dal§ich molekul. Na rozdil od mitochondrii, které oxiduji mastné
kyseliny k vyrobé ATP a vody, oxiduji peroxisomy mastné kyseliny k vyrob¢ tepla a
peroxidu vodiku.

4. Enzymova aktivita — viz. kapitola 3.3

K exogennim zdrojim volnych radikalii patii znecisténi ovzdus$i, primyslové odpady,

potrava, cigaretovy kouft, néktera 1éCiva, radiace, UV zafeni,...

3.1 Reaktivni formy kysliku

Volné radikaly Latky, které nejsou volnymi radikaly

Superoxid O,* Peroxid vodiku H,O»

Hydroxylovy radikal OH® | Ozon O3

Peroxyl ROO® Singletovy kyslik 'O,

Alkoxyl RO*® Kyselina chlorna HOCL

Hydroperoxyl HO,®

SUPEROXID 0O,*

Vznika jednoelektronovou redukci v komplexech I a III dychaciho fetézce, plisobenim
xanthinoxidazy, NADPH oxidézy, cytochromu P-450 aj. Superoxid je relativné malo reativni a
ma oxidacni 1 redukéni uc€inky. Poskozuje molekuly usnadnénim vzniku hydroxylového
radikalu a tvorbou peroxinitritu po reakci s NO®* (Koubkova 2008). Vznikly superoxid ma
kratky biologicky polocas a mize byt inaktivovan spontanné a nebo mnohem rychleji u¢inkem

peroxiddismutazy na peroxid vodiku.
Vznik superoxidu autooxidaci:

0, + Fe*" — 0, + Fe®*"
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Vznik superoxidu z xanthinl (katalyzovany xanthinoxidazou):

o o)
HN "\ XO HN N
Py [ > +ro+o, Py | >=0 + 20, + 2w
N N
° N H " N A
xanthin kys. mocova

Vznik superoxidu reakci katalyzovanou NADPH:
NADPH + 20, — 20,* + NADP" + H”
Inaktivace superoxidu:

2 02.- +2H" - H,0,+ O,

HYDROXYLOVY RADIKAL OH*®

Je extrémné reaktivni a natolik nestabilni, Ze v podstaté nedifunduje do okoli a vSechny
jeho reakce probihaji v misté¢ vzniku. Vzhledem ke své vysoké reaktivité¢ obrovskou rychlosti
reaguje se vSemi biomolekulami (sacharidy, aminokyseliny, nukleotidy, lipidy, organické
kyseliny aj.) a odnim4 jim vodik. Hydroxylové radikaly vznikaji z peroxidu vodiku
(Fentonova reakce) nebo ze superoxidového aniontu (Haber- Weissova reakce).

Zelezo je dilezité pii toxickém kyslikovém poskozeni. Vétiina volného Zeleza je
Vv trojmocné form¢ a musi byt redukovano na dvojmocné, aby mohlo byt u¢inné ve Fentonove
reakci. Redukce mize byt podpotfena superoxidem. Vzniklé Fe®* ionty mohou dale reagovat
s peroxidem vodiku a hydroperoxylovym radikdlem OOH®, ¢imz dochazi k regeneraci Fe?*
(Koubkova 2008).

0," + H,0; —» 0, + HO + O, + OH® (Haber — Weiss)

Fe’* + H,0, — Fe** + OH "+ OH*® (Fenton)
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Fe®* + H,0, — Fe*" + H" + OOH*

Fe** + OOH® — Fe?* + O, + H" (regenerace Fe®")

PEROXID VODIKU H,0,

Peroxid vodiku neni pokladan za volny radikal. Je slab¢ reaktivni, ale diky jednoduché
vazbé mezi dvéma kysliky miize snadno piejit na vodik a hydroperoxylovy radikéal nebo na
dva hydroxylové radikély. Velice snadno pronikd bunéénymi membranami a ptsobi i daleko
od svého vzniku. Pokud jsou p¥itomny ionty Fe?* nebo Cu® podléha peroxid vodiku reakei
objevené uz koncem 19. stoleti Fentonem a produkuje hydroxylovy radikél (Koubkova 2008).
Peroxid vodiku wvznikd pfi oxidaci superoxidového radikalu superoxiddismutdzou, v

peroxisomech a ve fagocytech.

Vznik peroxidu vodiku v peroxisomech :

hD 0)
[l
R—CH;CH;C—S—CoA + FAD —> R—CH=CH-C—S—CoA + FADH,

FADH, + O, FAD + H,0,

SINGLETOVY KYSLIK 'O,

Je to molekulovy kyslik se sparovanymi spiny. Je mnohem reaktivnéj$i neZ béZny
tripletovy kyslik. Vznika pii nékterych fotochemickych reakcich, kdy latka absorbujici svétlo
pfevede tripletovy kyslik na reaktivni kyslik singletovy. I pii fyziologickych biochemickych
reakcich (napf. dychaci fetézec) vznikd malé mnoZzstvi této reaktivni molekuly (Kodicek

2007).
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OZON O3

Ozon je nestabilni molekula tvofend tfemi atomy kysliku. Ozon nachazejici se ve
stratosféte plni funkci ,,UV filtru™ a brani pronikani Skodlivého kratkovinného UV zareni
k zemskému povrchu. Troposféricky ozon, jako produkt spalovani fosilnich paliv, pisobi
Skodlivé na zivé organismy a poskozuje hlavné dychaci organy, pokozku a sitnici oka
zivocicht a ¢loveka.

Ozon vznika pfi uvoliovani kysliku rostlinami pfi fotosyntéze a jeho ndslednym
spojenim s atomem kysliku z molekuly vody, ktera se hydrolyticky rozstépila.

0,+0— 03

KYSELINA CHLORNA HOCL

Vznika v neutrofilnich granulocytech z peroxidu vodiku a chloridového aniontu.
Reakci katalyzuje myeloperoxiddza. Timto zplsobem jsou likvidovany fagocytované
mikroorganismy. Také oxiduje triolové a aminové skupiny proteinti, chloruje baze nukleovych
kyselin, inaktivuje inhibitory proteaz. Pokud reaguje se superoxidem vytvaii se hydroxylovy

radikal (Koubkova 2008). Ma silné oxidacni a baktericidni G¢inky.

H,O, + ClI" + H* — HCIO + H,O
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3.2 Reaktivni formy dusiku

Latky, které nejsou volnymi
Volné radikaly
radikaly

Oxid dusnaty NO*® Nitrosyl NO*

Oxid dusi¢ity NO,* | Nitroxid NO

Oxid duSit}'/ N,O3

Kyselina dusitda HNO;

Peroxynitrit ONOO

Alkylperoxynitrit ROONO

Nitronium NO,"

Oxid dUSIélty N,0,4

OXID DUSNATY NO°

Oxid dusnaty méa obrovsky biologicky vyznam. V téle vykazuje vyznamny
vasodilataéni ucCinek, pusobi jako neurotransmiter, podili se na regulaci kontraktility
myokardu, pusobi antiagregacné¢ a antiadhezivné na desticky, inhibuje mitochondridlni
respiraci, produkuji ho aktivované makrofadgy pii imunitnich reakcich téla. Nejveétsi mnozstvi
oxidu dusnatého se nachazi v nose a paranasalnich dutinéch.

Je rozpustny jak v hydrofilnim tak i v hydrofobnim prostiedi a mlize prochazet
plazmatickou membranou i cytoplazmou. Obsahuje nepéarovy elektron, proto se fadi mezi
volné radikaly.

V roce 1992 byl vyhlaSen oxid dusnaty ,,molekulou roku‘. Jest¢ pied par lety byl
chapan pouze jako nebezpecné znecisténi ovzdusi ptispivajici k smogu a kyselym destdm. Ale
béhem poslednich deseti let se stal nejstudovangjsi molekulou. Prvné byl pfipraven

Belgi¢anem Jeanem Babtistou van Helmontem v roce 1620 (diive nez kyslik).
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V roce 1772 byl chemicky charakterizovan Josephem Priestleyem. Poté byla objevena
jeho toxicita, a snizeni krevniho tlaku amylnitritem a zavedeni nitroglycerinu pro tlevu pfi
anginé pectoris. Dnes je jiz znamo,ze oba UCinky jsou mozné diky uvolnénému oxidu
dusnatému.

V roce 1998 ziskali Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro a Ferid Murad Nobelovu
cenu za fyziologii a lékafstvi. Ferid Murad vroce 1977 objevil, ze NO® aktivuje
guanylatcyklazu a tak zvySuje intracelularni koncentraci cGMP. Robert Furchgott objevil
endotelidlni relaxa¢ni faktor (EDRF)(1980). Louis Ignarro v roce 1987 objevil schopnost
eukaryotickych bungk tvotit NO®* (Hampl 2000).

V organismu je syntetizovan oxid dusnaty NO-syntdzou z argininu. Reakce probiha
dvoustupnové. V prvé fazi dochazi k hydroxylaci jednoho z guanidinovych dusikd
L—argininu. Vznika N-hydroxyl-L—arginin. Pfi této reakci je spotfebovana jedna molekula
NADPH a jedna molekula kysliku. Druhym krokem je tfielektronovd oxidace
hydroxyargininu. Uvoliiuje se pfi ni oxid dusnaty a L—citrulin za spotfeby jedné molekuly
kysliku a pil molekuly NADPH. Druhou c¢ast reakce mlze kromé NOS katalyzovat i
cytochrom P4z (Racek, Holecek 1998).

NO’
H;N NH HoN N—OH H;N o
N o &
T“ O, + NADPH T“ "““
THz > THZ > THz
CH, THz CHy
(I.:Hz CHZ (LHZ
Hz2N—— CH—COOH H,N—— CH—COOH H,N—— CH—COOH
arginin hydroxyarginin citrulin

Obr. 2 : Pfeména argininu na citrulin a NO*®
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K syntéze jsou tieba 4 kofaktory (tetrahydrobiopterin, FAD, kalmodulin a FMN) a 2
kosubstraty (NADPH a kyslik). Reakci katalyzuje syntdza oxidu dusnatého, kterad existuje ve
ttech isoformach (NOS | — mozkova (neuronalni), NOS II — makrofagova a NOS III —
endotelova). VSechny obsahuji v aktivnim centru hem. Jsou aktivni jako homodimery a jsou
stereospecifické. Vzajemné lisi v fizeni volnym Ca®" a v regulaci exprese.

NOS | (nNOS) - neuronalni - konstitutivni na Ca®* zavisla syntaza nachézejici se
hlavné v centrdlnich a perifernich neuronech. V menSich mnozstvich je obsazena takeé
v bunkach macula densa ledvin, v plicich, neutrofilech a v kosternim svalu. Muze se nachazet
volné v cytosolu nebo se vazat na proteiny asociované k bunééné membrané (Koubkova
2008). Ma vyznam hlavné v neurotransmisi a neuromodulaci.

NOS Il (iNOS) — makrofagova — vétsinou inducibilni na Ca®" nezavisla syntiza
obsazena v makrofazich. V menSich mnozstvich ji najdeme i v gliich, hepatocytech,
chondrocytech, srde¢nich myocytech, hladkém svalu, leukocytech, mastocytech, epitelu a
endotelu. Lokalizovana je v cytosolu. Jeji syntéza je stimulovand nékterymi cytokiny, jako je
TNF—a, interferon y, IL-1 a endotoxiny. Po uplné indukci je jeji aktivita v builkkdch az o
nékolik fada vyssi nez aktivita konstitutivni NOS (Racek, Hole¢ek 1998).

NOS Il (eNOS) — endotelova — konstitutivni na Ca?* zavisla syntza se nachazi hlavnd
v cévnim endotelu, dale pak v plicnim a renalnim epitelu, trombocytech, srde¢nich myocytech
a hippocampu. Expresi moduluje mechanické namahéani endotelovych bunék. Tato syntaza se
navazuje na membrany Golgiho apardtu procesem vyzadujici chemické modifikace enzymu,
které jsou ovladany signaliza¢ni siti bunék (Forstermann et al. 1998). Je dilezit4 pro regulaci
cévniho tonu, pratoku krve tkanémi a regulaci krevniho tlaku (Hampl 2000).

Utinky NO® na cilovou tkai:

Pti velkych mnozZstvich oxidu dusnatého v piitomnosti kysliku podléhéd autooxidaci za
vzniku oxidu dusicitého. V pfitomnosti superoxidu vznikd velmi rychle peroxynitrit, ktery sice
neni radikdlem, ale je velmi reaktivni a cytotoxicky. Takto télo zabiji 1 obtiznéji
zlikvidovatelné bakterie, houby, plisn¢, tumory a inhibuje replikaci vira.

NO® + O;* — OONO
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V nizSich koncentracich je oxidace pomald, vétSinou prevlada regulaéni plisobeni
prostfednictvim aktivace guanylatcyklazy. Tim se zvySuje v bunice koncentrace cGMP a ten
fidi napt. draslikové kandly v sitnici, moduluje fosfodiesterazu cAMP , snizuje intracelularni

koncentraci Ca®* a v hladkém svalu pfimo inhibuje kontraktilni aparat (Hampl 2000).

PEROXYNITRIT OONO

Je to patologicky nejvyznamnéjsi metabolit oxidu dusnatého. Vznikd reakci oxidu

dusnatého se superoxidem.
NO* + O, — OONO

Bunky imunitniho systému produkuji superoxid a oxid dusnaty ve vysokych
koncentracich pti zdnétlivych procesech. Za téchto okolnosti je schopen oxid dusnaty soutézit
0 superoxid se superoxiddismutazou. Za fyziologického pH (7,0) se peroxynitrit ziejmeé

rozklada na hydroxylovy radikal a oxid dusicity.
OONO + H" &» HOONO — OH"* + NO,*

Stejné jako peroxid vodiku je i peroxynitrit relativné slabym oxidantem, ale jeho
protonovana forma je vysoce reaktivni. Reaguje s prostetickymi skupinami enzymu. Hlavnim
biologickym cilem jsou aromatické kyseliny (tryptofan, tyrosin, fenylalanin) u nichz

podporuje nitrace (Koubkova 2008).

OXID DUSICITY NO,*

Je siln¢€ oxidacni radikal, ktery mlZe vznikat riznymi cestami. Iniciuje a podporuje
peroxidaci lipidd vcetné LDL., coz vede ke zvySeni nitrotyrosinové formace. Oxid dusicity
vznika nejen z peroxynitritu, ale i jinymi cestami vcetné enzymatickych (Stocker a Keaney
2004).
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3.3 Enzymy podilejici se na tvorbé volnych radikala
NADPH OXIDAZA

NADPH oxidaza je jeden zhlavnich enzymi katalyzujici vznik volnych radikald
Vv bunice. Je obsazena ve fagocytech a nejvyssi aktivitu vykazuji neutrofilni granulocyty,
nachazi se i v monocytech, Kupfferovych bunkéch jater, mikrogliich mozku a dokonce i
v B-lymfocytech. Pokud jsou fagocyty v klidu, je enzym neaktivni. Hlavnimi stimulatory jsou
cytokiny (TNF-a, interferon y) a fagocyt6za samotna.

Superoxid je nezbytny pro spravnou funkci fagocytujicich bunék. Ale jelikoz je tento
radikdl sam o sobé malo reaktivni je ve fagocytech pfeménovan na U€innéjsi metabolity.
Reakcei katalyzovanou superoxiddismutdazou vznika peroxid vodiku, reakci peroxidu vodiku
s chloridovymi ionty vznikd kyselina chlorna (tuto reakci katalyzuje myeloperoxidaza),
kyselina chlornd mlize reagovat s Fe?* nebo superoxidem a poskytnout hydroxylovy radikal.
Superoxid s oxidem dusnatym reaguje na peroxynitril, ktery mize $§t€penim poskytnout velmi
reaktivni radikaly oxidu dusicitého a hydroxylovy radikal.

Aktivita NADPH oxidéazy v B-lymfocytech je fddové nizsi nez aktivita tohoto enzymu
ve fagocytech. Na aktivaci tohoto enzymu se podili vazba protilatek na povrchové antigeny.
Vyznam této oxidazy neni zcela objasnén (Racek, Holecek 1998).

NADPH oxidaza se skladd ze Ctyf podjednotek. Dv€ z nich jsou lokalizovany na
membrané lysosomi: glykoproteid gp91 a glykopeptid p22. Dalsi dvé jsou umistény
Vv cytoplazmé (p47 a p67 — cisla udavaji molarni hmotnost v tisicich). Vlastni katalytickou
ucinnou Cast tvoii dvé membranové podjednotky, souhrnné nazyvané cytochromssg (Racek a

Holecek 1999).

MYELOPEROXIDAZA

Tento enzym katalyzuje reakci peroxidu vodiku s chloridovymi ionty. Vznika kyselina
chlornd, kterd ma obrovsky oxida¢ni potencial. Je to jediny zndmy lidsky enzym, ktery dokaze

vygenerovat kyselinu chlornou v téle (Heinecke 1999). Myeloperoxidaza je obsaZena

24



Vv neutrofilnich granulocytech a lysosomech monocytl. Tento enzym katalyzuje i reakce pii

kterych vznika hydroxylovy radikal a nebo singletovy kyslik.
HOCI + O, — OH* + CI' + O,
HOCI + Fe** — OH® + CI" + Fe**
HOCI + H,0, — 'O, + H,0 + HCI

Pii nadbyte¢né tvorbé HOCI dochazi k chloraci bilkovin v¢etné enzymu energetického
metabolismu (akonitaza), syntézy cholesterolu a metabolismu volnych radikalt (SOD).

Myeloperoxidaza je tetramer obsahujici dva tézké a dva lehké fetézce. Kazdy fetézec
vaze jednu molekulu hemu.

NO-SYNTAZA (viz. Oxid dusnaty)
XANTHINOXIDAZA

Je to enzym podilejici se na kone¢ném katabolismu purinid. Oxiduje hypoxanthin na
xanthin a ten pak na kyselinu mocovou. Katalyzuje i oxidaci nékterych aldehydu (acetaldehyd,
benzaldehyd) na ptislusné kyseliny. Nejvyssi aktivita xanthinoxidazy je v hepatocytech. Je to
flavoprotein (obsahuje FAD) slozeny ze dvou podjednotek. V blizkosti —SH skupin jsou
vazany molybden a Zelezo. Akceptorem elektroni je molekula kysliku. Priib&éh reakce je
mozny dvéma zpusoby za vzniku peroxidu vodiku nebo superoxidu.

Za urCitych okolnosti tentyZ enzym funguje jako xanthindehydrogenéza. Misto
molekuly obsahujici cystein je totiz schopno vazat NAD". V tomto ptipadé nevznikaji zadné
ROS. Je-li zménéna struktura vazebného mista, naptiklad Gcinkem tepla nebo protedz, jsou
elektrony misto na NAD" prenaSeny piimo na kyslik a xanthindehydrogendza se méni na
xanthinoxiddzu. K tomu dochazi naptiklad pii procesu reperfuze nasledujici po prechodné
ischemii (pti fibrinolytické 1éEbé infarktu myokardu), po transplantaci organd, adhezi

aktivovanych neutrofili na buniky pfi zanétu (Racek a Holecek 1999).
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BIOTRANSFORMACNI ENZYMY

Pii metabolismu latek télu cizich (v€etné 1ékli), mohou vznikat aktivitou enzymu
1. faze metabolismu (zvl. enzymt oxidacnich a redukénich) volné radikaly a velmi reaktivni
intermediaty, které jsou nezadoucimi produkty biotransformace (obr. 3). Mimo piimé
pusobeni mohou elektrofilni meziprodukty toxicky plsobit pomoci mechanismu zahrnujiciho
interakce s molekularnim kyslikem a tvorbu vysoce reaktivnich kyslikovych castic, jez jsou
schopné oxidovat tuky a proteiny a poskozovat DNA. Nejreaktivnéjsi z téchto cCastic je
hydroxylovy radikal OH®. Dale sem patii superoxidovy anion a peroxid vodiku (Reminek
2006).

Konkrétnim piikladem mutize byt metabolismus klinicky velmi usp&$nych cytostatik
doxorubicinu a daunorubcinu, jejichz kardiotoxicita se vysvétluje vznikem volnych radikalt a

jejich vlivem na srdecni buiiky po dlouhodobém podévani.

Xenobhiotikum Xenobiotikum

redukce oxidace

Nukleofilni radikaly Elektrofilni interm.

/\\ kationty, radikaly....

O,

Kovalentni vazby

Kovalentni vazby

|

Oxidativni stres

Obr. 3 : Biotransformace xenobiotik za vzniku volnych radikald. (Pfrevzato z prednasky

Kvasnic¢kova 2008). E — enzymy biotransformace
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Dale se tvorby ROS v organismu mohou ucastnit dal$i enzymy. Jako napftiklad
cyklooxygenéaza, 5- a 12-lipoxygendza, glukosaoxiddza, galaktatoxidaza, nitroxysyntaza a

dalsi enzymy.

4 VOLNE RADIKALY A JEJICH FYZIOLOGICKA FUNKCE

Volnym radikalim je pfisuzovana role ve starnuti, jsou pfi¢inou riznych chorob, jako
napiiklad ateroskler6zy, nemoci ob&hového systému, rakoviny, cukrovky a dalSich. Diky
obrovskym medialnim reklamnim kampanim, propagujici své produkty plné antioxidantli a
slibujici znovu navraceni zdravi a mladi, lidé zapominaji nebo viibec nevédi, ze volné radikaly
jsou pro nase télo i nezbytné dilezité. A to napfiklad v imunitnich reakcich ¢i bunécné
signalizaci. V nasledujicich kapitolach se pokusim nastinit pozitivni plsobeni volnych

radikalu na lidské télo.

4.1 Bunécna signalizace

Pochody ve vSech mnohobunéénych organismech jsou fizeny intracelularnimi 1
extracelularnimi signaly. Dochazi ke komunikaci mezi buiikami v riznorodych fyziologickych
procesech, jako jsou formovani a rast télesnych organid, udrzeni homeostazy, opravné
mechanismy pfi tkanovém poskozeni, aj. Typické extracelularni signaly spoustéjici i pienos
informaci jsou ristové faktory, cytokiny, hormony a neurotransmitery, které se vazi na
specifické bunécné receptory. Po jejich navazani na receptor dojde k vnitrobunécné odpovédi,
jako jsou naptiklad zmény na iontovych kandlech, aktivace receptori spojenych
s G-proteinem, aktivace enzymd,... Po aktivaci prvnich posll, nasleduje signalizace druhymi
posly (CAMP, Ca2+,...) a fosforylace proteinli. Diky témto aktivaénim kaskdddm dochézi
k aktivaci transkripénich faktor, které vedou k regulaci exprese specifickych gend pro

raznorodé celularni funkce.
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Antioxida¢ni systémy nikdy neodstranuji volné radikéaly zcela, ale udrzuji jejich
hladiny v urcitych mezich. Objevujici se koncepty o mechanismech ptisobeni volnych radikala
jako signalnich molekul jsou stale diskutovany a nejsou jesté zcela objasnény.

Cytokinové receptory spadaji do obrovské riiznorodé rodiny receptori, které postradaji
vnitini kindzovou aktivitu a nejsou pfimo spojeny s iontovymi kanaly ani G-proteiny.
Cytokiny jako TNF-a, IL-1 a IFN-y jsou prvnimi signaly pfi tvorbé ROS v nefagocytujicich
bunkach. V piipadé¢ TNF-a je mitochondridlni zdroj ROS potiebny pro aktivaci transkripéniho
jaderného faktoru NF-kB a NF-kB dependentniho transkripéniho genu. Objevuje se také
domnénka, ze TNF-a mutze aktivovat NF-kB mechanismem nezavislym na ROS. TNF-a
indukujici vznik mitochondridlnich ROS by mohl mit za nasledek apoptézu. IL-1 mé podobné
ucinky na buiiky jako TNF-a (Thannickal a Fanburg 2000). Tyto cytokiny téZ okrajoveé
indukuji oxygenazu-1 vV endotelidlnich bunikdch redox-dependentnimi mechanismy, které
zahrnuji protein-kindzu C, intracelularni Ca®*, fosfolipazu A, (Christi et al. 1999). IFN-y je
znamy jako aktivator NADPH oxidazy fagocytujicich bun¢k, ktery hraje dulezitou roli
V obrang proti patogennim bakteriim. IFN-y stimuluje na cyklooxygenaze zavislou produkci
ROS v hepatocytech, kde dochdzi k zastaveni rstu bakterii.

Nékteré rastové faktory spojované RTKs (receptor tyrosine kinases) by mohly
ukazovat na tvorbu intracelularnich ROS zakladnich pro mitogenetickou signalizaci. U PDGF
(platelet - derived growth factor) byla prokazana stimulace bunééné produkce peroxidu
vodiku (Thannickal a Fanburg 2000).

Sundaresan et al. (1995) demonstroval schopnost PDGF pfechodné zvySovat
intracelularni koncentraci peroxidu vodiku potiebnou pro PDGF-indukujici tyrosin
fosforylaci, aktivaci MAPK (mitogen — activated protein kinase) , syntézu DNA a chemotaxi
(Sundaresan et al. 1995, Thannickal a Fanburg 2000). PDGF se téz ticastni regulace genové
exprese cestou vazanou na superoxid (Thannickal a Fanburg 2000), stimuluje produkci
superoxidu Vv lidskych aortalnich hladkych svalovych bunikach (HSMCs), aktivuje NF-xB a
indukuje MCP-1 mRNA (Marumo et al. 1997).

Receptory serin-treonin kinazy, které jsou zatim v savéi bufice popsany, patii do
skupiny TGF-B1. Tato obrovska skupina je tvofena z mnoha cytokini zahrnujicich TGF-s,

aktivatory, inhibitory, kostni morfogenetické proteiny (BMPS), Mullerianovy inhibiéni
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hormony, myostatin, aj. Vysoce podobné isoformy TGF-B1, TGF-f2 a TGF-B3 siln¢ inhibuji
proliferaci mnoha typi bunék, vcetné epitelidlnich. K nejmocnégjsi stimulaci ristu diky TGF-3
dochazi u mezenchymalnich buné¢k. BMPs jsou silné¢ induktory formace kostni hmoty a
chrupavky a hraji dulezitou roli ve vyvoji bfiSnitho mesodermu, diferenciaci nervové tkané a
organogenezi. Aktivatory folikuly stimulujiciho hormonu (FSH) jsou znamé jako promotory
erytropoézy a hibetniho mesodermu. Zaroven ptispivaji k pfezivani nervovych bunék. Nékteré
rustové faktory patfici do rodiny TGFs hraji vyznamnou roli v tkanové homeostaze. Jejich
nepatficné fungovani by mohlo byt zapleteno do nekterych patologickych jevi, jako naptiklad
fibréza, revmatoidni artritida nebo cancerogeneze (Piek et al. 1999). U TGF-B1 byla
prokazana stimulace tvorby ROS v riznych typech bunék. Specifické molekulové cile
stimulace ROS pomoci TGF-B1 jsou neznamé, ale prooxidantni u¢inek na rizné buiky by
mohl fidit nekteré fyziologické reakce. Naptiklad apoptozu, autoindukci TGF-B, bunécnou
transformaci, syntézu kolagenu a diferenciaci myofibroblasti (Thannickal a Fanburg 2000).

Receptory spojené s G-proteiny patii do nejvétsi skupiny povrchovych receptort
charakterizovanych u savct. Nékolik ligandi, které se spojuji v tyto receptory maji schopnost
vytvatet ROS v rlznych bunéénych systémech. Naptiklad angiotensin II, serotonin,
bradykinin, trombin a endotelin.

ANG II je vasoaktivni peptid, ktery ma proliferativni a hypertroficky efekt na cévni
hladky sval. U ANG II byla prokazana stimulace produkce ROS ve svalovych,
glomerularnich, endotelialnich bunikach, v buiikach renalnich proximalnich tubuli (Thannickal
a Fanburg 2000). ANG II stimuluje regeneraci superoxidu aktivaci NADH/NADPH oxidazy
v hladkych svalovych bunikach (Griedling et al. 1994, Zafari et al. 1998). Z vysledku studii
provadénych kolektivem kolem Zafariho (1998) vyplynulo, Ze ROS mohou zprostfedkovat
hypertrofickou odezvu a tak ovliviiovat patogenezi cévnich onemocnéni.

5-HT je vasoaktivni peptid, ktery zplisobuje hyperplazii a hypertrofii v cévnich
hladkych svalovych bunkéch a funguje jako neurotransmiter v nervovych bunkach. Ackoliv se
5-HT vaze na G-proteinové receptory, vyskytuji se v bunikach 1 5-HT receptory. Po navazani
5-HT na receptor dojde k fosforylaci tyrosinu diky GTPasovému aktivaénimu proteinu a to je
spojeno se vznikem superoxidu NADPH oxidazou (Thannickal a Fanburg 2000).
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Bradykinin zprostfedkuje rozsifeni cév uvolnénim mediator, jako je naptiklad NO®.
Je také schopny vytvaret ROS v cévnich endotelidlnich buiikach a keratinocytech. Produkce
ROS v endotelidlnich bunkéach se zda byt spojena s pfeménami kyseliny arachidonové a to
cestou cyklooxygendzy nebo PGH syntazy (Thannickal a Fanburg 2000).

Receptory zalozené na principu iontovych kanalt zprostfedkovavaji rychlé synoptické
signalizovani mezi buitkami na zéklad¢ otevirani a zavirani iontového kanalu. Ligandem,
ktery po nasednuti na receptor otevie ¢i zavie iontovy kanal je neurotransmiter, jako napiiklad
ACH, 5-HT, glutamat, glycin ¢i GABA. O ROS signalizovani pfes iontové kanaly je znamo
velmi malo. Glutamat zprostiedkuje produkci ROS v nervovych buitkdch a to mechanismy,
které jsou zavislé i nezavislé na zméndch v hustoté iontd uvnitf bunék. ACH je schopen
aktivovat ATP senzitivni K™ kanaly a zvysit tvorbu mitochondrialnich ROS, které funguji jako
intracelularni signal v kardiomyocytech (Thannickal a Fanburg 2000).

Oxid dusnaty ptsobi ve tfech funkcnich oblastech, odpovidajicich pfitomnosti jeho
jednotlivych syntaz. V CNS a autonomnim nervovém systému existuje neurotransmiter (ACH,
noradrenalin, aminokyseliny) v synaptické Stérbiné nékolik milisekund, nez je rozlozen nebo
odstranén. Oxid dusnaty perzistuje n¢kolik sekund a jako snadno difundujici latka z jedné
synapse zasahne oblast s nckolika miliony synapsi. Pusobi tedy spiSe jako modulétor
ovlivityjici oscilaéni chovani neuronalni sité. Jako neurotransmiter je NO® nezbytny pro
vasodilataci cév corpus cavernosum. Stimulace panevnich nervii uvolni z neurontt NO®, ktery
difunduje do cévniho svalstva corpus cavernosum, kde aktivuje guanylatcyklazu, tim zvysi
hladinu ¢cGMP a snizi fosforylaci lehkého fetézce myozinu. Vysledna vasodilatace je
podstatou erekce penisu (Stipek et al. 2000).

NO® produkovany NOS III je vyznamnym vasodilatdtorem, inhibitorem agregace a
adheze trombocyti a inhibitorem leukocytii na povrch endotelovych bunck. Ma i
antiproliferativni u¢inek. V krevnim ob&hu plsobi jako zvlaStni hormon. Dvouatomova
molekula NO® vSak nemize informaci ulozit do své struktury, sdéluje ji pomoci své
koncentrace. Endotel produkuje 10-40x vice NO®, neZ je potfeba k aktivaci guanylatcyklazy a
k vasodilataénimu efektu. V&tSinu vSak pohlti erytrocyty, nebot’ NO® je rychle vychytavan
zelezem oxyhemoglobinu (Stipek et al 2000).
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ROS vyznamné vstupuji do role i pii oplodnéni vaji¢ka spermii. Pro spermii je
potiebny superoxid a peroxid vodiku. Superoxid narusi membranu vajicka, aby se spermie
mohla dostat dovnitt. Peroxid vodiku se tvofi ve vajicku po oplodnéni a zabranuje dalSimu
pronikani spermii. Pokud se vytvoii nadmérné mnozstvi radikald, zméni se fyziologicka
funkce spermie. Snizenou schopnost oplodnéni vaji¢ka zpisobuje nizka koncentrace peroxidu
vodiku (Richterova 2008).

Ptikladi vztahu mezi VR a bunéc¢nou signalizaci je nepfeberné mnozstvi, a vénovani

se jim dopodrobna by vydalo na samostatnou praci.

4.2 Imunitni ochrana

Fagocytoza je nejvyznamnéjsi ¢ast pfirozené imunity proti mikroorganismim. Je to
slozity mnohastupniovy d¢j vyznacujici se celym spektrem mezibunéénych interakci
zprostiedkovanych cytokiny a membranovymi molekulami, na jehoz konci je snaha o
eliminaci mikroorganismil, starnoucich bun¢k a dalStho endogenniho materidlu.
Mikroorganismy maji na svém povrchu molekuly, které jsou evoluéné vysoce konzervované.
Buiiky nespecifické imunity identifikuji tyto molekuly pomoci svych receptori (PRR) .
Fagocytujicimi buiikami jsou neutrofilni granulocyty, ni¢ici prevazné extracelularni bakterie,
monocyty — makrofagy ni¢ici poziistatky vlastnich bunék, intracelularni bakterie a dendritické
bunky.

Aktivace fagocyti probiha stimulaci Fc-receptoru, lektind, C3b a C5a slozkami
komplementu a dal$imi ptusobky. Po tzv. opsonizaci adheruji bakterie k povrchu fagocytt a
jsou obklopeny povrchovou membranou fagocytu a uzavieny do nové vzniklé
vakuoly — fagosomu. Uz béhem vytvaieni fagosomu a hlavné po jeho ukonceni dochazi k jeho
fuzi s lysosomy, a vznikne fagolysosom. Uvniti fagolysosomu dochazi k destrukci pohlcené
castice za vzniku siln€ kyselého prostfedi hydrolyzami, myeloperoxidazou, defensiny a
sérovymi proteiny, kolagenazou, gelatindzou a dal§imi na kysliku nezavislymi procesy.

Dojde také k interakci Fc-receptorti a komplementovych receptor s opsonizovanymi
Casticemi, coz vede krychlé aktivaci membranového enzymu NADPH oxidazy. Ten

katalyzuje reakci, pfi niz NADPH reaguje s kyslikem za vzniku NADP" a superoxidového
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radikdlu. Z n¢j dalSimi reakcemi vznikéd singletovy kyslik, peroxid vodiku a hydroxylovy
radikal. Tato velmi reaktivni oxidaéni Cinidla narusuji strukturu biopolymert mikroorganismil,
nici aktivitu jejich enzymu a poskozuji DNA. Vznikly peroxid vodiku reaguje s chloridovym
aniontem za vzniku baktericidnich chlornanovych aniontti. Déje zahdjené aktivaci NADPH
oxidazy se nazyvaji oxidacni vzplanuti, nebot’ jsou provazeny velkou spotiebou kysliku.
Dal$im u¢innym mikrobicidnim prostfedkem fagocyti je oxid dusnaty, ktery produkuje
enzymovy komplex NOS. K aktivaci tohoto komplexu dochazi zejména v makrofazich pod
vlivem cytokint produkovanych lymfocyty Tyl (IFN-y, TNF-a). NADPH oxidazovy systém
je ucinny v niceni pohlcenych extracelularnich patogeni, oxid dusnaty je hlavnim nastrojem
zabijeni intracelularnich paraziti makrofagy. Tyto produkty se mohou dostdvat i mimo
fagocyty a zptsobuji destrukce vlastnich tkdni v misté zanétu (Hotej$i a Bartiinkova 2005).

Velkou roli v imunitnich reakcich hraji i lymfocyty. Ty jsou aktivovany nasednutim
antigennich peptidi na pfisluSné receptory. Funk¢ni aktivita T-lymfocytd je silné zvySena
pritomnosti ROS. Superoxid nebo fyziologicky vyznamna hladina peroxidu vodiku zvysuji
produkci I1L-2 a tak povzbuzuji aktivitu T-lymfocytd (Droge 2002).

Patogeny zplsobi masivni produkci ROS makrofagy v misté zanétu. Pokud nékteré
patogeny uniknou destruktivnimu ptisobeni makrofagli, béhem nékolika dni dojde k jejich
obrovskému nartistu. Antigenni peptid produkovany uvniti aktivovaného makrofagu ptitomny
na MHC se pfipoji na antigenni receptor T-lymfocytu. Tato interakce spusti proliferaci a
diferenciaci T-lymfocyti. Namnozené bunky se ihned za¢nou zapojovat do imunitnich reakci
(viz. obrazek 4). ROS produkované makrofagy pii zanétu zvySuji AR zprostiedkované
signalni kaskady a snizuji tim prah pro aktivaci T-lymfocyti. Bez tohoto ucinku by T-
lymfocyty vyZadovaly pro aktivaci relativné vysoké koncentrace antigennich peptidi. Tim by

dochazelo k velkym ¢asovym ztratam v boji proti patogenim (Droge 2002).
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Obr. 4 : Funkce ROS v imunologické odpovédi zpisobené patogeny. (Upraveno z Droge
2002). AP — antigenni peptid, AR — antigenni receptor

4.3  Volné radikaly jako nastroj oxidaz a oxygenaz

Soucasné formy zivota potfebuji na pokryti svych energetickych vydaji velké
mnozstvi volné energie. Tu Ize uvolnit pouze ptfenosem elektronl ze zivin na kyslik. Funkéné
poslednim enzymem dychaciho fetézce ve vnitfni mitochondridlni membrané je
cytochromoxidéza, kterd pfijima elektrony pochézejici ze Zivin a pfedava je na molekularni
kyslik. Redukuje ho ¢tyfmi elektrony za vzniku dvou molekul vody, pfic¢emz se uvolni energie
pro syntézu ATP. Redukce kysliku na aktivnim centru enzymu probihé ve ¢tyfech stupnich .
Podstatné je, ze toxické meziprodukty (peroxid vodiku a superoxid), zlstavaji navazany na
enzym. Mimo néj by ihned tvofily reaktivni metabolity a poskozovaly by okolni biomolekuly.
Monooxygenazy podobnym zplsoben aktivuji kyslik v endoplazmatickém retikulu nebo
v mitochondriich nadledvinek. V tomto ptipad¢ je kyslik redukovan tiemi elektrony na uroven

hydroxylového radikalu, ktery je pouzit k hydroxylaci fady endogennich a exogennich latek,
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véetné 1€kt (aromatické uhlovodiky, aminy, steroidy,...). Tato hydroxylace je vyznamnou
reakci pfi syntéze cholesterolu a pfi jeho pfeméné na zluCové kyseliny. Xenobiotika se po
hydroxylaci mohou konjugovat s hydrofilnimi latkami, stanou se rozpustnéjs$i ve vodé a

snadnéji se vyloudi z t&la ven (Stipek et al. 2000).

5 VYZNAM VOLNYCH RADIKALU V PROCESU
STARNUTI

5.1 Mitochondrie

Soucasné formy zivota potrebuji na pokryti svych energetickych vydaji velké
mnozstvi volné energie. Tu lze uvolnit pouze pfenosem elektronii ze zivin na kyslik.
Metabolismus vSech aerobnich organismi je tedy zavisly na spojeni dychaciho fetézce a
oxidativni fosforylace.

Mitochondrie vyrabéji asi 90% energie spotiebovavané buiikami, tkanémi a organy.
Podileji se na komplikovanych respiracnich reakcich builky, jejichZ kone€nym produktem je
molekula ATP, jejiz makroergni vazby slouzi jako nosi¢ energie. Oxidoredukénich reakei se
vV mitochochondriich ucastni ¢tyfi komplexy proteind, koenzym Q a cytochrom C. Kazdy
komplex se sklada ze 13 proteini kodovanych mitochondridlni DNA.

ATP se vbunce tvofi oxidativni fosforylaci, ktera navazuje na Krebsuv cyklus.
Oxidativni fosforylace je proces bunécného dychani, kdy je energie uvolnénd oxidaci zivin
vyuzita k tvorbé ATP. Napiiklad energie vazand v 1 molekule glukosy se pfeméni na
makroergni vazby 38 molekul ATP. Energie z ATP je uvoliiovana hydrolytickou degradaci na
ADP. Konverzi ATP na ADP se ziska energie o hodnot¢ asi 20,3 kJ/mol.

Funkce mitochondrii vyplyva zjejich bohatého enzymatického vybaveni. Vnitini
membrana obsahuje slozky dychaciho fetézce a enzymy tvorby ATP.

Dychaci fetézec predstavuje sled na sebe napojenych redoxnich part nachazejici se na

vnitini mitochondrialni membrané ptenasejici atomy vodiku a poté jeho elektrony na
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atmosféricky kyslik. Posledni skupinu pfenasecii tvoii enzym cytochromoxidéza, ktery na
kyslik postupn& prenese 4 elektrony. Vznikly anion O ihned reaguje s okolnimi protony za
vzniku dvou molekul vody. Uvolnéna energie je vyuzita pro tvorbu ATP.

Mitochondialni dychaci fetézec je slozen z nékolika komplexii oxido-redukénich
center, ze kterych mohou elektrony uniknout na kyslik a stat se tak zdrojem superoxidu. Za
produkci superoxidu v plicni a srde¢ni tkani se zda byt odpovédny komplex III a v mozkové
tkani komplex I (Koubkova 2008).

Komplex I produkuje vétSinu superoxidu nejspiSe v pribéhu reverzniho pienosu
elektrond ze sukcindtu na NAD". Avsak vznik superoxidu diky komplexu I nebyl jesté zcela
objasnén. Vysledky studii naznacuji, Ze zahrnuje FeS centrum N2 a souvisejici ubiginonova
(koenzym Q) vazebna mista (Brand et al. 2004).

Soucasti komplexu III je koenzym Q, ktery je plné¢ redukovany na vnitini strané
mitochondridlni membrany a poté migruje na vné&j$i stranu membrany a piinasi s sebou 2H",
které jsou dulezité pro udrzeni ADP fosforylace. Na vné&jsi strané¢ membrany je jeden elektron
premistén do cytochromu c; a ma za nasledek formaci Qe. Druhy elektron je pouzit k redukci
cytochromu b. Muze se stat, ze néjaky elektron unikne na kyslik a dojde k jeho redukci na
superoxid a cytochrom b nemiize byt redukovan. Actimycin, inhibitor dychaciho fetézce
vazici se na cytochrom b, miize zvySovat koncentraci Q¢ a tim i vznik superoxidu. Koenzym Q
je zdrojem superoxidu, kdyz je redukovan pouze Ccaste¢né (semichinonova forma), a
antioxidantem je-li redukovan zcela (Turrens 2003).

Redukci vznikajiciho superoxidu vznikaji dalsi reaktivnéjsi volné radikaly. Proto maji
mitochondrie antioxida¢ni mechanismy, které zabranuji naslednému poSkozeni bunck.
V matrix mitochondrii se nachazi MnSOD, coz je superoxiddismutaza, kterd ve svém aktivnim
centru obsahuje mangan. Je to enzym skladajici se ze 4 proteinovych podjednotek. Tento
enzym pieménuje vznikly superoxid vznikly v komplexech I a III na méné reaktivni peroxid
vodiku a kyslik. V intermembranovém prostoru se o deaktivaci peroxidu vodiku staraji
CuzZnSOD a cytochrom-c a dochazi zde i ke spontanni dismutaci superoxidového radikalu
(Turrens 2003).
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Obr. 5 : Vznik superoxidu v mitochondriich a jeho inaktivace (pfevzato z prace Turrens 2003)

Vétsina zivociSnych bunék obsahuje stovky az tisice mitochondrii. Jsou to jediné
organely, které maji vlastni DNA (mtDNA). Je kruhova a obsahuje 37 genti: 22 pro tRNA, 2
rRNA a 13 transmembranovych proteini, které jsou podjednotkami komplext I, III, IV a V.
Ostatni proteiny jsou kédovany nukledrni DNA. Mnozstvi mtDNA je v porovnani s jadernou
podstatné nizs$i (asi 1%). Je pravdépodobné, ze vzhledem k hydrofobnimu charakteru
syntetizovanych proteinti, mize mtDNA byt transportovana do jadra a pak utilizovana
v mitochondriich pro rychlou potiebu jejich funkci.

Komplex I dychaciho fetézce obsahuje 7 mtDNA pro kodovani proteind. Struktura a

funkce téchto molekul je poSkozovana vzristajicim poctem volnych radikalti v pribéhu
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starnuti. D&je se tak rychleji a intenzivnéji v porovnani s ostatnimi proteiny komplexu II a IIL
Cytochrom ¢ oxidaza také snizuje svoji aktivitu stafim bunék, coz se projevuje zvysujici se
produkeci superoxidu a peroxidu vodiku. Uvedené zmény ve struktuie membranovych proteina
zasadné ovliviiuji oxidativni fosforylaci v mozku a svalech (encefalomyopatie) a tak se dale
Znovu zvysuje oxidacni posSkozeni proteinti vnitini mitochondridlni membrany i zvySeni poctu
volnych radikalt (pravdépodobné jedna z pricin Parkinsonovy choroby). Prozatim nebylo
zcela prokazano, ze vysledkem uvolnéného superoxidu z komplexu je poSkozeni mtDNA.

Nefunk¢éni mitochondrie jsou Stépeny lysosomy a eliminuji se z buiky. Aktivita
lysosomti vSak klesa stafim bunc¢k a i méné funkéni mitochondrie zdstavaji, méni tvar a
snizuje se jejich mnozstvi.

Lipidy mitochondrialni membrany, nezbytné pro udrzeni jeji struktury a funkce jsou
poskozeny uvolnénym superoxidem zvlasté¢ z komplexu III. Ten zplsobi lipoperoxidaci
vnitini membrany i poskozeni mtDNA a pfi masivnim vyskytu i nukledrni DNA. Zna¢n¢ se
méni membranovy potencial, jeho zvySeni zvySuje produkce radikalu. V roce 1997 a 1998
byly snahy najit biomarkery starnuti v bunikach létaciho svalu hmyzu, protoZe enzymy syntézy
ATP a akonitdza jsou v téchto bunikach vyrazné a rychle oxidovany.

Dalsim ptenaSecem elektronit v dychacim mitochondridlnim fetézci je CoQ. Jeho
mnozstvi klesd s pfibyvajicim v€kem organismu. 80-ti lety ¢lovék ma poloviéni mnozstvi
tohoto koenzymu ve srovnani s 20-ti letym. Vysledkem je nizsi zisk energie a postizeny jsou
nejdiive buiky tézce pracujicich organti: srdce, ledvin, kosterniho svalu a nervovych bunégk,
které maji nejvétsi spotiebu ATP pro udrzeni stalé aktivity Na/K pumpy. Z toho vyplyva, Ze
prvnimi pfiznaky snizené funkcnosti mitochondrii jsou pozorovany v nervovych a svalovych
bunkach (Best 2008).

Mitochondrialni teorie starnuti poukazuje na skutecnost, ze zmény mtDNA jsou 20x
Cast¢jS$i nez nDNA. Tato nukleova kyselina neméd ochranny obal histont a jeji reparacni
systém je méné vykonny, nez enzymy reparace nDNA. Barja (2000) uvadi vysledky porovnani
délky zivota a mnozstvim markerii oxidativniho poSkozeni (mitochondrialniho superoxidu,
peroxidu vodiku a poSkozené mtDNA v srdci a mozku) u dvou skupin. Prvni skupinou byla
bézna laboratorni zvifata a druhou tvofili nehuménni priméati. Nalezl shodu mezi velikosti

piirozeného oxidativniho stresu a délkou preziti zkoumanych jedinct.
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V mnoha pracich je dokumentovano nebo jen zminéno oxidativni poskozeni dulezitych
biomolekul v mitochondriich, které ptispivaji ke starnuti organismu hlavné tim, Ze nejsou
funkcéné aktivni a nesyntetizuji dostatek molekul ATP, kterd by pokryla energetické naroky

bunék.

5.2 Glykace

Glykace (Maillardova reakce) je neenzymova glykosylace, kdy redukujici cukr reaguje
s volnou aminoskupinou aminokyseliny peptidického fetézce za tvorby specifickych produktii.
Nejcastéjsi aminokyselinou je lysin a arginin a prib¢h reakce je schematicky znazornén na
obr. 6. Glukdza nebo jiny monosacharid (a-hydroxaldehydy) vytvoti s volnou aminoskupinou
nestabilni Schiffovu bazi. Intermolekularnimi pfesmyky vznikd stabilnéjsi Amadoriho
produkt, ktery naslednou oxidaci pfechazi na kone¢ny product glykace Advanced Glycation
End product(s) — AGEs. Tato posledni faze je nevratna a AGE je termodynamicky stabilni.

Monosacharidy , které se Uc€astni glykace jsou schopny existence v linearni forme ,
ktera je vice reaktivni. V pokusech in vitro jsou rizné aktivni v porovnani s glukézou :
galaktoza 5x, fruktdza 8x, deoxyglukdza 25x, rib6za 100x a deoxyriboza 200x aktivnéjsi (Best
2008)

V podminkach in vivo a in vitro byla od roku 1971 studovana glykace hemoglobinu a
kolagenu a brzy byl zjistén jeji vyznam pro patogenezi riznych onemocnéni. Souvislost mezi
glykaci a diabetem byla prokézana zjiSténim, ze adukty bilkovin o¢ni ¢oCky a hexdz mayji
stejné vlastnosti jako adukty izolované z Cocek postizenych kataraktou (Obsil a Pavlicek
1997). Dalsi souvislosti byly nalezeny pii studiu autooxidace glukozy a oxidace Amadoriho
produkti, které produkuji peroxid vodiku a volné radikély, a vznikem a velikosti oxidativniho
stresu. Lipoperoxidace lipidové ¢asti LDL, fosfolipidi membran a proteint hraji velkou roli ve
starnuti bunék.

Rychlost Maillardovy reakce a akumulace AGEs jsou v pfimé souvislosti s mnozstvim
volnych radikéld, coz podporuje radikdlovou teorii starnuti. Best (2008) povazuje AGEs za

univerzalni marker starnuti kiize, plic, svala, ledvin a krevniho fecisté.
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Obr. 6 : Struéné schéma glykace

I nizka aktivita glykace zpusobuje fyzikalni zmény kolagend. Vysledkem jsou zmény
pruznosti a permeability membran doprovazejici starnuti bunck a zmény membran
napt. ledvinnych bunék s naslednym selhanim ledvin. Rychlost Maillardovy reakce a tvorby
AGEs je urychlovana az 50x volnymi radikaly (Obsil a Pavli¢ek 1997 a http://www.anti-
aging-guide.org/glycation-theory-of-aging.html 2009).

5.3 Ocxidacni stres a poSkozeni biomolekul

Oxidoredukéni stav butiky je definovan kapacitou antioxidacniho systému, dostupnosti
redukénich ekvivalentl a intenzitou oxidaéni zatéze, které je burika vystavena pfijmem ROS a
RNS z okoli i z intracelularnich zdroji. Oxida¢ni stres je stav, kdy je narusena rovnovaha
mezi témito faktory a dochazi k oxidacnim poskozenim, indukovanych volnymi radikaly.
Oxida¢ni stres je vyvolan nadmérnou produkci ROS nebo RNS, nedostate¢nou funkci

antioxidac¢nich systému (SOD) nebo spojenim obou faktorti.
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5.3.1 Peroxidace lipidi

Peroxidace lipidii je autooxidacni radikalova fetézova reakce, ktera vede k jejich
poskozeni. Této reakci podléhaji hlavné polynenasycené mastné kyseliny (PUFA), obsahujici
dvojné vazby nachylné k peroxidaci. Stejné jako ostatni radikalové reakce je peroxidace lipida
sloZena ze tii krokd. Iniciace, terminace a propagace.

Radikalovou reakci mlize iniciovat jakakoliv latka, kterd mé schopnost vytrhnout atom
vodiku z methylenové skupiny uhlovodikového fetézce polynenasycené mastné kyseliny, tedy
i ROS (OH®, 0,*, RO®, ROQ"®,...). Mastna kyselina (LH) se zméni na uhlikovy radikal (L°).
Po vytrzeni vodiku se elektrony v uhlovodikovém fetézci usptradaji tak, ze se strida
jednoduché vazba s dvojnou a vznikne konjugovany dien. Ten se spoji S molekularnim
kyslikem za vzniku peroxylového radikdlu (Ambrozova 2008). Peroxylovy radikal (LOO®)
nachdzejici se uvnitt uhlikatého fetézce mastné kyseliny miize podlehnout cyklizaci a pfeméni
se na cyklicky peroxid, ktery po sekundarni cyklizaci a sparovani s kyslikem piechazi
endoperoxid a ten na malondialdehyd, ktery je schopen reagovat s DNA bazemi a na buiiky
plusobi mutagenné. Peroxylovy radikdl muaze také vytrhnout elektron ze sousedni mastné
kyseliny a takto vytvofit hydroxyperoxid (LOOH). Ten dale reaguje s redoxnimi kovy (napf.
Fe?*, Fe3+) a dochazi k produkci alkoxylovych (LO®) (Koubkova 2008) nebo peroxylovych
radikald. Po rozstépeni se mohou vytvaiet molekuly, které jsou makery peroxidace lipida (viz.
obrazek 7). K terminaci dochazi pii styku radikalu s jinym radikalem nebo vitaminem E, ktery
je zabudovan do bunééné membrany.

V organismu probihaji 2 typy peroxidace lipidad. Jeden Skodi a druhy slouzi
fyziologickym pochodiim.

Neenzymova peroxidace lipidd je vyvolana nespecifickym, mnohdy patologickym
faktorem a probihad vySe popsanym zpusobem. Dava smés riiznych produktli, nebot’ fetézce
modifikovanych mastnych kyselin se snadno $té€pi na kratSi produkty, vcetné uhlovodikd,
které vydechujeme (ethan, pentan) a toxickych aldehydtd (MDA a 4-HNE), které se pevné
navazuji na proteiny a méni jejich Zivotnost a funkci. Takové peroxidace méni fluiditu
membran, zvySuji jejich propustnost pro ionty a tak pisobi lyzu bun¢k a snizuji membranovy

potencial.
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Enzymova peroxidace lipidi probihd na aktivnich centrech hydroperoxidaz a
endoperoxidaz (COX, lipooxygenaza) a produkuje stereosecifické a biologicky aktivni latky
(prostaglandiny a leukotrieny), dilezité v fizeni bunénych dé€jti a v imunitnich procesech.
Volné radikaly jsou nezbytnymi meziprodukty téchto syntéz, nejsou vSak uvoliiovany
zenzymu a tak neSkodi. Kromé toho vznikaji i silné oxidanty, které jsou uvolnovany do

prostiedi a zneskodiiovany antioxidaénim systémem organismu (Stipek et al. 2000).
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Obr. 7 : Schéma lipidové peroxidace. (Pievzato zprace Stipek et al. 2000).
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5.3.2 PoSkozeni proteinii

Mechanismy spojené s oxidaci proteinti ROS byly objasnény studiemi, ve kterych byly
aminokyseliny, jednoduché peptidy a proteiny vystaveny ionizujicimu zareni tak, aby se
vytvorily ROS (hydroxylovy radikal, superoxid). Vysledky téchto studii ukézaly, ze reakce
S hydroxylovym radikdlem vedou k odnéti vodikového atomu z a-uhliku aminokyseliny a
vytvoteni radikalu, ktery pohotové reaguje s kyslikem za vzniku peroxylového radikalu.
Peroxylové radikaly jsou pak ptfevedeny na alkylperoxidy reakcemi s protonovanou formou
superoxidového radikalu. Za nepfitomnosti ionizujicitho zafeni mohou byt reakce zahajeny
hydroxylovym radikalem vyprodukovanym Fentonovou reakci. Za nepfitomnosti zafeni jsou
proteiny odolné proti Skodlivosti peroxidu vodiku, pokud nejsou pfitomny kovy (Fe, Cu).

Poskozeni proteind, katalyzované kovy, zahrnuje oxidativni S$tépeni, ztratu
histidinového zbytku, zesiténi tyrosinl a formace proteinii. Aminokyselinové zbytky proteint
jsou nachylné k oxidaci ionizujicim zafenim a reakci s volnymi radikaly. Zbytky prolinu,
histidinu, argininu, lysinu a cysteinu jsou velmi citlivé k oxidaci reduk¢énimi kovy (Fe,
Cu).Zelezo se navaze vazbou na protein. Fe?*-proteinovy komplex reaguje s peroxidem vodiku
Fentonovou reakci a tvofi hydroxylovy radikal.

Oxid dusnaty reaguje rychle se superperoxidovym radikdlem na vysoce toxicky
peroxynitrit, ktery nitruje cystenové sulthydrylové skupiny proteinli , nitruje tyrosinové a
tryptofanové zbytky proteinli a oxiduje metioninové zbytky na methioninsulfoxid. Nicméné
proces modifikace proteinl peroxynitritem je siln€ potlaeny fyziologickou koncentraci CO».

S nim peroxynitrit rychle reaguje za vzniku ONOOCO;  (nitroperoxykarbonatu).
ONOO + CO; — ONOOCOy

Nitrace tyrozinovych zbytkl je ireverzibilni proces a pravdépodobné piedchdzi fosforylaci
nebo adenylaci tyrosinovych zbytka regula¢nich proteind.

Cysteinové a metioninové zbytky proteini jsou zvlasté nachylné k oxidaci ROS.
Nicmén¢ oxidace sirnych aminokyselin jsou reverzibilni. Oxidované produkty cysteinu , intra-
(R-S-S-R) a intermolekularni (R1-S-S-R;) proteinové zkiizené vazby derivati mohou byt

opraveny disulfidovymi vyménnymi reakcemi katalyzovanymi thioltransferazou. Oxidace
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metioninového zbytku proteinu vedou ke vzniku smési S- a R-izomerti methioninsulfoxidu.
Met-(S)-SO a Met-(R)-SO.
Met + ROS —Met-(S)-SO + Met-(R)-SO + produkty

Protoze téméi vSechny formy ROS jsou schopny oxidace methioninového zbytku proteinu na
methioninsulfoxid, je ptedpokladano, Ze cyklickd oxidace a redukce methioninovych zbytka
slouzi jako antioxidac¢ni ochrana bunék pted oxidativnim poskozenim (Valko et al. 2006).

S membranovymi proteiny a s proteiny lipoproteinovych ¢astic (VLDL, LDL) reaguji
krom jednoduchych ROS a RNS téZ alkoxylové a peroxylové radikaly lipidia (LO®, LOO®),
které vznikaji pfi lipoperoxidaci. Proteiny jsou poskozovany také zelezem koordinovanym na
jejich strukturu. Lyzylovy zbytek v proteinu (R-CH,-NH;) slouzi jako jeden z ligandu
schopnych vézat Fe?*, takZe s peroxidem davé Fentonovu reakci a hydroxylovy radikal hned
na mistd svého vzniku vytvoii alkylovy radikal (R-*CH-NH,). Piesun elektronu na Fe®'
zregeneruje Fe?* a zradikdlu vznikne Schiffova béze (R-CH=NH), ktera spontinné
hydrolyzuje na R-CHO a NHs;. Modifikovany protein je substratem fady nespecifickych
proteaz, které ho odstrani (Stipek et al. 2000).

Pti zanétu produkuji neutrofily superoxidovy radikal a také uvoliuji myeloperoxidazu,
ktera katalyzuje konverzi peroxidu vodiku a chloridového aniontu na kyselinu chlornou. HOCI
oxiduje methionin, chloruje tyrosin, dava vznik chloraminovym derivatim aminoskupin
lysinu, oxiduje sulfhydrylové skupiny. Dalsi reakce HOCI se superoxidem vede k produkci
hydroxylového radikalu, ktery ptedstavuje dal$§i mechanismus iniciace oxidace proteint
(Koubkova 2008).

Oxidované proteiny jsou casto neaktivni a jejich odhaleni je spojeno se zvySenim
vnimavosti k proteazam. Takto buniky mohou odstranit oxidované proteiny proteolyzou. Ale
ne vSechny poskozené proteiny dokazi buiiky odstranit. Ty se postupné hromadi v buiikach a
promitnou se ve starnuti a patologickych stavech. Naptiklad cukrovka, ateroskleréza a
neurodegenerativni onemocnéni. Oxidace proteini muze n¢kdy hrat kontrolni roli v ristu a
vyvoji bunék. Proteiny jsou tedy klicovymi cily pii samopoSkozovani v misté¢ zanétu

(Dean et al. 1997).
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V piipad¢€ poskozeni proteint se neodstartuje fetézova reakce jako u peroxidace lipidd,
poskozeni se vSak zndsobi tim, ze proteiny ztrati svoji enzymovou, signalni ¢i transportni

funkci (Koubkova 2008).
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Obr. 8 : Schéma oxidace proteinové kostry polypeptidi volnymi radikaly. (Pfevzato
z prace Koubkova 2008).

a, b — vznik hydroxylového radikalu

Cc — vytrZzeni vodiku z a-uhliku aminokyseliny a vytvofeni radikdlu na centralnim
uhliku

d — v pfitomnosti kysliku vznikne peroxylovy radikal

e, f — reakci s proponovanou formou superoxidového radikalu nebo vytrzenim atomu
vodiku z dal$i molekuly je pfeménén na alkylperoxid

h — dalsi reakce s proponovanym superoxidem mohou vést ke vzniku alkoxylového
radikalu

] — konverzi alkoxylového radikalu vznikaji hydroxyderivaty

g, i, k — pfi nepfitomnosti ionizujiciho zafeni jsou stejné procesy zahajeny Fentonovou
reakci, ktera je hlavnim zdrojem hydroxylovych radikali. Zelezo je schopno nahradit
protonovany superoxid v reakcich vedoucich ke vzniku alkylperoxidu, alkoxylového radikalu
a hydroxyderivati

| — v nepfitomnosti kysliku spolu radikaly aminokyselin reaguji za vzniku zk#iZzenych
vazeb
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5.3.3 Poskozeni DNA

ROS jsou v bunkach tvofeny riiznymi cestami. Je odhadovano, Ze lidska burka je
vystavena denné az 1,5.10° oxidativnich zasahi. Hydroxylovy radikal reaguje se vSemi
soucastmi molekuly DNA. Dochézi k poSkozovani purinovych a pyrimidinovych bazi. Stala
modifikace genetického materidlu, vyplyvajici z téchto poskozeni, je prvnim krokem
k mutagenezi, karcinogenezi a starnuti. Poskozeni, které vyvolavaji volné radikaly, se
vyskytuji v nejriznéjsich rakovinnych tkanich. Pfi oxidaci DNA bylo identifikovano vice nez
100 rtznych produktd. Poskozeni indukovana ROS zahrnuji zlomy DNA v jednom ¢&i obou
vlaknech, purinové, pyrimidinové modifikace a vznik ptekiizeni mezi molekulami DNA. Tyto
poskozeni DNA mohou vést k zastaveni transkripce, k indukci signélnich cest, celkové
nestabilité genomu a replikacnim chybam, coz vS§e muze vést k rozvoji rakoviny (Valko et al.
2006).

Primarni reakci hydroxylového radikdlu s DNA je vyjmuti vodikového atomu
z deoxyribozy, coz vede k destrukci sacharidu a pteruseni fetézce. Hydroxylovy radikal je
schopen addovat Kk purinovym a pyrimidinovym bazim a tak je zménit na hydroxy- a
oxoderivaty. Nejvice jsou prostudovany nasledky vzniku 8-hydroxyguaninu (viz. obr. 9)
(Stipek et al. 2000). Jeho piitomnost v lidské moci byla poprvé zaznamenana Amesem a jeho
spolupracovniky. Sledovani hladin 8-hydroxyguaninu je dulezité, protoze jeho zvySené

mnozstvi je makerem poSkozeni DNA (Koubkova 2008).

0 o 0
2 _N_ OH
HIN |- N\> + .OH —_— )\ >< oxidation HN \%OH
HNTNTTN HN HNT N
guanine (G) C8-OH-adduct radical 8-hydroxyguanine
of guanine (8-OH-G)

Obr. 9 : Reakce guaninu s hydroxylovym radikalem. (Pfevzato z prace Valko et al.
2006).
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Tato modifikace nastane pfiblizng v jednom z 10° guaninovych zbytcich v normalni
lidské bunce. Tabakovy kouf a ostatni karcinogenni zdroje ROS zvySuji oxidativni poskozeni
DNA o 35-50%. Odhaduje se to z hladiny 8-oxoguaninu v leukocytech a z jeho exkrece mo¢i.
Kasai a kolektiv demonstroval, jak tézka fyzicka prace, denni a no¢ni smény, koufeni a nizky
pfijem masa zvusuji hladinu 8-oxoguaninu. Naopak leh¢i fyzicka aktivita (napf. sport) jeho
hladinu redukuje. Tyto vysledky pfi porovnani s ptfedchozimi daty ziskanymi ze studii
s krysami ukazuji, ze zivotni styl mize vyznamné ovlivnit uroven oxidativniho poskozeni
(Valko et al. 2006).

Bylo zjisténo, ze i RNS, jako peroxinitrity a oxid dusnaty, poSkozuji DNA. Reakci
peroxinitritu s guaninem vznika 8-nitroguanin. Jeho spojeni s Kancerogenezi nebylo zatim
prokazano.

V procesu kancerogeneze hraje roli i oxidativni poSkozeni mMtDNA. Mutace a
pozménéna exprese mitochondridlnich gent, které koduji komplexy I, III, IV a V byly
nalezeny u riznych typt rakovin (Valko et al. 2006). V porovnani s NDNA je mtDNA vice
nachylna k oxidaci, ma limitovanou opravnou kapacitu a neni chranéna histony. MnoZzstvi
informaci ze studii MtDNA podporuje Gc¢ast mitochondrii na vzniku rakoviny. Dosud to vsak
nebylo uspokojivé dokazano (Koubkova 2008).

Buniky vSak disponuji opravnymi mechanismy, které jsou schopny néktera poskozeni
DNA opravit. Na zlomy v fetézci DNA se navaze poly(ADP)ribozapolymeraza (PARP).
Soucasné¢ je indukovdna syntéza transkripéniho faktoru p53, ktery se jako produkt
supresorového genu piesune do jadra, aby zastavil bunéény cyklus. V tomto stadiu se signalni
mechanismy bunky rozhoduji, zda lze opravit DNA nebo spiSe aktivovat kaskadu
cysteinovych proteaz, ktera odstrani PARP a spusti apoptézu. Pokud se bunka rozhodne
k opravam, PARP sama sebe modifikuje (poly(ADP)ribozylace), oddéli se od DNA a
poly(ADP) se odboura. Do procesu vstoupi reparacni enzymovy systém, ktery zlom opravi.
Proces je viak energeticky naroény a miize skonéit nekrozou buiiky (Stipek et al. 2000).

V nDNA je az 90% oxidovanych bazi opraveno jednonukleotidovou excizi a
jednonukleotidova bdzova elize je primarni cestou opravy 8-hydroxyguaninu (Koubkova
2008).
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Zatimco opravné mechanismy NDNA jsou dostate¢né prozkoumdny, o opravnych
mechanismech mtDNA vime jen malo. Ve srovnani s opravnymi mechanismy nDNA je
reparacni kapacita MtDNA velmi nizka. Coz castéji vede k mitochondridlnim dysfunkcim a
vzniku degenerativnich nemoci (Valko et al. 2006).

Nyni védci z University of Michigan zjistili, z2 RNA-polymeraza II nejen provadi
ptepis z DNA do mRNA, ale rovnéz je schopna aktivovat protein p53, pokud narazi na urcita
poskozeni DNA. RNA-polymeraza II neustale béhem ,,své prace* projizdi DNA. Pokud narazi
na né&jakou nesrovnalost, zastavi transkripci a vysle signal, ktery aktivuje protein p53, ktery
bud’ zastavi bunééné deléni (pokud se bunka déli) a zatidi opravu poskozeného mista nebo
uvede buitku do kaskady reakci vedoucich a apoptdze, pokud je oprava nemozna (Sipek
2007).

6 ONEMOCNENI SPOJENA S OXIDATIVNIM STRESEM

Oxidativni stres je poruseni rovnovahy mezi produkci oxidacnich latek a antioxidacni
kapacitou buniky. Oxidativni stres je spojovan se vznikem mnoha onemocnéni (DM, rakovina,
kardiovaskularni onemocnéni, neurodegenerativni poruchy, onemocnéni GITu, starnuti, ...).

Charakteristickym rysem muze byt prooxidativni posun v thiol/disulfidovém redoxnim
stavu a sniZeni clearence glukozy. Tento stav se nazyva ,,mitochondridlni oxidativni stres®,
kde hlavnim zdrojem ROS jsou mitochondrie kosternich svalii. Do této skupiny patii DM a
rakovina. Druhou skupinu tvofi onemocnéni vyznacujici se zdnétlivé-oxidacnimi podminkami
(inflamatory oxidative conditions) a zvysenou aktvitou NAD(P)H oxidazy nebo XO. Sem patii
hlavn¢ kardiovaskuldrni onemocnéni — ateroskleréza, hypertenze (Koubkova 2008).

Onemocnéni, jejichz pfi¢inou mize byt nadmérna produkce volnych radikala je

mnoho. Zamé&fim se jen na n€kolik z nich.

48



6.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus je onemocnéni charakterizované hyperglykémii, ktera je zpisobena
nedostatkem inzulinu nebo rezistenci bunék na n¢j. RozliSujeme 2 typy. Diabetes 1. typu
(IDDM) vznika v dusledku selektivni destrukce B-bunék pankreatu vlastnim imunitnim
systémem, coz vede K absolutnimu nedostatku inzulinu. Jelikoz je ni¢eni bunék zakoédovano
v genetické informaci, fadi se DM L. typu mezi autoimunitni choroby. Trpi jim asi 10%
pacientli a rozviji se vraném v€ku. Typ II (NIDDM) postihuje zbylych 90% pacientii a
nejcastéji se rozviji u starSich, obéznich pacientli. U tohoto typu DM je sice vytvaien inzulin,
ale nedostava do bun¢k — tzv. inzulinova rezistence.

DM je vzdy provéazen oxida¢nim stresem. V krvi a tkénich je prokazatelné vyssi tvorba
ROS a lipoperoxidi a soucasné¢ snizené hladiny antioxidacné pulsobicich latek a
antioxidacnich enzymu. Podle soufasnych nazort hraje oxidacni stres vyznamnou roli
V etiopatogenezi DM obou typi a ma klicovy vyznam pro vznik a rozvoj diabetickych
komplikaci (Stipek et al. 2000).

V krvi nemocnych s DM a u diabetickych potkanii je prokazateln€ vys$i tvorba
volnych radikalt a lipoperoxidil. Pfi¢iny zvySeného oxida¢niho stresu pti DM nejsou zcela
objasnény. Zdrojem volnych radikald mize byt COX, 15-lipoxygenaza nebo NOS, ktera pii
nedostatku substratu nebo kofaktord pro syntézu oxidu dusnatého produkuje volné radikaly.
Dal§im vyznamnym zdrojem reaktivnich metabolitl pfi inzulinové rezistenci muize byt
zvySend aktivita protein kindzy C indukovana neesterifikovanymi mastnymi kyselinami nebo
hyperglykemii. Stimulace protein kindzy C vede ke zvySené aktivit¢ NADPH oxidazy, ktera je
povazovana za hlavni zdroj volnych radikall (Kazdova et al. 2008).

Vyznamny podil na zvySeni oxidativniho stresu pti DM muze mit hyperglykémie
spojend s oxidaci glukozy. Glukoéza a jeji metabolity reaguji s peroxidem vodiku za
pfitomnosti iontl zeleza nebo médi a vytvaii se hydroxylovy radikal. Kone¢nym produktem
glukozy jsou reaktivni dikarbonylové slouceniny, které se mohou podilet na fragmentaci
polypeptidovych fetézch (Kazdova et al. 2008). Aldehydicka skupina glukézy mize piimo
reagovat s volnymi aminoskupinami proteinti a lipidi — tzv. glykace, ktera pii zvySenych

koncentracich gluk6zy dosahuje patologické urovné. Vznika Shiffova baze, ktera se po urcité
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dobé pfeméni na Amadoriho produkt (vytvari se intramolekularnim pfesmykem Shiffovy baze
za vzniku ketoaminu, ktery je vlastné derivatem fruktosaminu). Pokud tato sloucenina
pretrvava tydny az mésice dochazi ke tvorbé AGES (Koubkova 2008). AGES jsou rozpoznany
specifickymi receptory (RAGE) na povrchu monocytt, makrofagt, lymfocyti, endotelovych
bunék, bunék hladké cévni svaloviny a fibroblastii (Stipek et al. 2000). Po jejich navazani na
RAGE dochazi k uvolnéni cytokinid (IL-1, IL-6, IL-18 a TNF—a), které mohou pusobit na
trombocyty a negativné ovlivnit fibrinolyticky systém (Kazdova et al 2008). AGEs také
stimuluji syntézu adhezivnich molekul v endotelovych buiikdch a zvysSuji tak adhezivitu
monocytdl a jejich prostup do cévni stény, ¢imz se podileji na aterogenezi (Stipek et al. 2000).
Nejvice se glykace projevuje u proteinti s dlouhym polo¢asem Zzivota jako je kolagen,
jehoz porusend funkce vyznamné piispivd k ateroskleréze. Z dalSich komplikaci to je
diabeticka retinopatie projevujici se funkénimi a morfologickymi zménami V bazalni
membrané pericytl — bunék, které se nachazeji na vnéjsi sténé vlasecnice a maji schopnost
kontrakce a tedy regulace pratoku krve. Dale diabetickd nefopatie, kterd se manifestuje

hromadénim depozit AGES, coz vede ke glomeruloskler6ze (Koubkova 2008).

6.2 Neurodegenerativni onemocnéni

Pienos informace nebo signdlu je zajiStovan pomoci neurotransmiteri
(ACH, dopamin, aj), které je pifendSeji mezi jednotlivymi synapsemi. Pii degeneraci
nervovych bun¢k dochézi k nedostatku téchto neurotransmiterd a rozvoji ptiznakt choroby.

V posledni dobé se pozornost obraci na spolutc¢ast ROS na etiopatogenezi téchto
onemocnéni. Neurodegenerativni onemocnéni jsou chronicka degenerativni onemocnéni CNS,
pii kterych zanikaji nékteré populace neuronll a to ma pak za nasledek vazné neurologické a
psychickeé ptiznaky. Ty psychické se projevuji ztratou paméti a rozumovych schopnosti,
poruchami chovani az celkovym tUpadkem osobnosti, ty neurologické se tykaji hlavné
koordinace a fizeni pohybu a feci. PfiCiny a patofyziologie téchto onemocnéni jsou doposud
malo znamé. Moznosti 1éCeni jsou nedostatecné, prognozy Spatné. Piesto 1ze mluvit o ur€itém
pokroku. Nadéji vzbudil vyzkum zaméteny na lepsi pochopeni biologické a genetické podstaty

onemocnéni. Pfi¢inou byva genetickd abnormalita, kterd vyvold omezeni produkce nékteré
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potiebné bilkoviny nebo dochdzi k modifikaci jeji struktury. Buiika mize vyprodukovat i
protein vyloZzen¢ toxicky. Porucha metabolismu bunky vede k morfologickym odchylkam a ke
ztraté funkci poSkozenych populaci neuronii. VétSina neurodegenerativnich onemocnéni je
dédi¢nd, ale dédicnost neni u vSech chorob stejn¢ vyznamna. U Huntingtonovy choroby je
vyrazna, u Parkinsonovy se uplatiiuje méalo. Mutace zasdhne bud’ jeden gen nebo zméni delsi
usek DNA a zasdhne tak 1 geny sousedni. Pro Alzheimerovu chorobu jsou typické mutace
nekolika genil na riznych chromozémech.

Podle biochemickych dusledkli genetické mutace je lze rozdélit do dvou kategorii:
1) polyglutaminovd onemocnéni a 2) a-synukleinopatie a taupatie. Stranou stoji
napt.: Wilsonova choroba a amyotroficka lateralni skleréza.

Polyglutaminovd onemocnéni jsou charakteristické vyskytem mutaci, pti nichz se
patologicky zvysi pocet sekvenci ur¢itych triplett v jednom genu (expanze trinukleotidovych
repetitivnich sekvenci). Opakujici se triplet CAG zplsobuje pfi transkripci patologickeé
zvySeni glutaminu v kdédovaném proteinu. V jadrech neuronti se hromadi polyglutaminové
inkluze a vedou k poruseni jejich funkce. Expanze tripletu CAG se podili hlavné na rozvoji
Huntingtonovy choroby (¢im vice repetic, tim dfive choroba za¢ina). Krom¢ Huntingtonovy
choroby patfi to této skupiny spinobulbarni svalova atrofie a nékteré druhy spinocerebralnich
ataxii.

Druhd skupina neurodegenerativnich onemocnéni je spojena s hromadénim dvou
patologickych proteinli. Proteinu Tau, ktery vytvaii v neuronu jakysi smotek a neuronu
a-synukleinu, ktery vytvaii v téle neuronii Lewyho téliska. Hromadéni proteinu tau je
charakteristickd pro Parkinsonovu chorobu, Alzheimerovu chorobu, progresivni
supranukledrni obrnu a nékterd prionova onemocnéni. Lewyho téliska se objevuji u
Parkinsonovy choroby, nékterych forem Alzheimerovy choroby a nékterych prionovych
onemocnéni (Horacek a Motlova 1999).

Ptredpoklada se, ze vyznamnou roli pii vzniku neurodegenerativnich poruch hraji
mitochondrie a oxidativni stres. Mnoho gent asociovanych témito chorobami také reguluje
mitochondrialni funkce, redoxni stav i uvoliiovani neurotransmitert do presynaptické Stérbiny.
Mitochondrie jsou klicové cytoplazmatické organely odpovédné za tvorbu ROS i ATP,

regulujici hladinu intracelularniho Ca* a apoptozu . Neurony jsou diky své vysoké
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metabolické aktivité a spotfebé velkého mnozstvi energie na mitochondriich zavislé. Velké
mnozstvi mitochondrii se nachdzi na presynaptickych usecich neuronti a nejspi§ ovliviiuji
pienos nervového vzruchu. Omezeni Gc¢innosti synaptického prenosu je napadnou znamkou
neurodegenerace. Mozkova tkan je velmi nachylna k oxidativnimu poskozeni, protoze
obsahuje vysoky podil nenasycenych mastnych kyselin, md vysokou spotfebu kysliku a
relativné malé mnozstvi antioxida¢nich enzymi ( Koubkova 2008 ). Vysledky nedévnych
studii poukazuji na to, ze mitochondrialni dysfunkce a oxidativni poskozeni se podileji na
patogenezi neurodegenerativnich chorob a pfispivaji ke starnuti. Biochemické studie a studie
na zvifecich modelech odhalily, Zze mutované proteiny téchto nemoci jsou propojeny
s mitochondriemi. Tyto proteiny blokuji transport nuklearnich mitochondrialnich proteint
vV mitochondriich, pferusi pfesun elektroni a podporuji vznik volnych radikald, které jsou

pfi¢inou mitochondrialni dysfunkce a nakonec i poskozeni neuront (Reddy 2008).

6.2.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je neurodegenerativni onemocnéni mozku, pii kterém dochazi
ke zméné osobnosti, poruchdm paméti aZ demenci. Jako prvni popsal toto onemocnéni Alois
Alzheimer v roce 1907. Etiologie je komplexni. Zahrnuje tvorbu a ukladani intracelularnich
smotkl polymerizovaného proteinu tau, depozita extracelularniho B-amyloidu a pfedevSim
degeneraci neurontl. Poskozena je zejména funkce cholinergniho systému (neokortexu a
hippocampu), tbytek ACH v mozkové tkani, ktery mozek potiebuje k pifenosu nervovych
vzruchd. Tim dochédzi ke snizeni schopnosti uceni, paméti a emocionalnich funkci.
Piedpoklada se, ze B-amyloid ptisobi neurotoxicky (napf. podporou tvorby volnych radikald).
Uvazuje se i o nadmérné glutamatové aktivité, kterd aktivuje NMDA-receptory a muze
pfispivat ke smrti neurond (Martinkové et al. 2007).

Primarni pfi¢iny onemocnéni nejsou znamy, stale vSak ptibyvaji dikazy o ucasti ROS
a RNS v mechanismu vyvoje choroby. Hlavni slozkou amyloidnich depozit hromadicich se
v mozku je amyloidni peptid B (AB), ktery vznika z amyloidového prekurzorového proteinu
(APP). Pii fyziologickych upravach APP a-sekretazou vznika solubilni peptid APPs, ktery je

neuroprotektivni, nebot’ chrani neurony pred glutamatovou neurotoxicitou. Patologicky AP
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vznikd pusobenim B- a y-sekretazy a muze usmrtit neurony bud pfimym neurotoxickym
ucinkem nebo nepfimo aktivaci mikroglie. V prvnim pfipadé nejspis dochazi k interakci AP
S NMDA-receptorem, stimulujici excitotoxicky uc¢inek glutamatu s intenzivni tvorbou oxidu
dusnatého, superoxidu a jinych radikalia. Nékteré vyzkumy dokazuji, ze AP mtize katalyzovat
vznik volnych radikali i sam o sobé&. Pro tuto reakci je vyznamna schopnost APP vazat a
redukovat Cu** s naslednou Fentonovou reakei. Druh4 hypotéza piedpoklada nepfimy ucinek
agregatli AP cestou aktivace klidové mikroglie a nasledné intenzivni produkce zanétlivych
faktorti véetné volnych radikali a cytokint (Stipek et al. 2000). Agregovana forma AP je
neurotoxicka piedevs§im proto, ze vytvaii kalciové kandly, jimiz dochéazi k nefizenému vstupu
vapniku do buiiky. Toto nadbyte¢né mnozstvi vapniku neni buiika schopna pufrovat a hyne
(Cibickova a Palicka 2005).

Mezi makroskopicky patrné zmény patii zazeni mozkovych zavitd, dilatace
mozkovych komor, kortikdlni i1 subkortikdlni atrofie nékterych mozkovych struktur
(amygdaly, hippocampus, temporalni laloky) (Cibickova a Palicka 2005).

V pribéhu Zivota se ve tkanich hromadi AGES a postupné se posunuje rovnovaha mezi
vznikem a jejich odstranovanim. AGES se mohou tvofit i v CNS a nakonec se projevit
vznikem senilnich plaki. AGEs cestou specifického receptoru RAGE nebo amyloidniho
peptidu AB mohou v neuronech, astrocytech a mikroglii aktivovat signalni cestu, ktera
stimuluje NADPH oxidazu produkujici superoxid a ten jako druhy posel pteda signal na
transkrip¢ni faktor NF-«xB, indukujici syntézu iNOS a oxidu dusnatého. AGES hraji i roli ve
stabilizaci amyloidnich agregatl pifi tvorbé senilnich plaki. Uplatiuji se ziejmé i v riziku,
které predstavuje pritomnost alely, ktera odpovida za syntézu apolipoproteinu apoE4, ktery se
ucastni transportu lipidd. Izoforma apoE4 ma ve své struktute vice glykovatelnych mist, coz
usnadniuje jeji pripojeni do amyloidnich struktur a urychleni tvorby plakli. Produkt peroxidace
lipidi HNE se snadno vadze na apoE4 a tim silné podporuje hypotézu, ze oxidacni stres je
vyznamnym patogennim mechanismem pfi rozvoji Alzheimerovy choroby (Stipek et al 2000).

V roce 2006 tym okolo neurobiologa F. LaFerlyho z University of California v Irvinu,
prokdzal pozoruhodny efekt molekuly oznacované jako AF267B. Na myS$i nervové tkéni
postizené¢ Alzheimerovou chorobou tato molekula redukuje vyskyt senilnich plaki a

neurofibrilarnich smotkd v mozku. Molekula AF267B prochazi sténami mozkovych cév do
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nervové tkané, takze nemusi byt podavana ptimo do mozku, a to hlavné¢ do hippocampu a
mozkové kury, ale nema dostate¢ny efekt v amygdalae. Prvni predbézné vysledky klinickych
zkousek dokazuji, ze dobrovolnici snaSeji tuto molekulu dobie i ve vysokych déavkach, u

kterych lze o¢ekavat 1é¢ebny efekt (Petr 2006).

6.2.2 Parkinsonova choroba

Je to idiopatické degenerativni onemocnéni mozku, ke kterému pfispiva jak urcita
geneticka predispozice, tak pravdépodobné i exogenni podminky rozhodujici o vlivu
neurotoxind a oxidativniho stresu. Primarni abnormalitou je ztrita mozkovych bunék
produkujici dopamin v bazalnich gangliich (substancia nigra).

Jde pfedevSim o ubytek nigrostidtnich dopaminovych neuronti v pars compacta.
Nasleduji kompenzacni mechanismy (hyperaktivita zbyvajicich neurond, pokles denzity
autoreceptoril), které mohou zastfit zacatek onemocnéni. AvSak pokracujici ztratou neuront
ubyva inhibi¢niho vlivu dopaminergnich neuront na corpus striatum, kde je velké mnozstvi
exitacnich cholinergnich interneuronti, podilejicich se na fizeni funkce kosterniho svalstva. Se
ztratou dopaminergnich neuronti se aktivita cholinergnich interneuronti zvysuje a nasledné se
rozviji extraparamidova symptomatologie jako porucha funkce kosterniho svalstva
(Martinkova et al. 2007).

V poslednich letech bylo shromaZzdéno mnoho dokladii o tom, ze kli¢ovym procesem
degenerace dopaminergnich neuronti je oxidaéni stres. I u zdravych lidi se pars compacta
projevuje zvySenou oxidacni aktivitou ve srovndni s jinymi oblastmi mozku. To vyplyva
z metabolismu dopaminu. Autooxidaci dopaminu vznikaji semichinony, chinony a
neuromelanin, latky metabolicky spjaté stvorbou ROS. Vedlej§im produktem oxidace
dopaminu monoaminooxiddzou je peroxid vodiku. Za normalnich okolnosti jsou ROS
odstranény antioxida¢nim systémem. U nemocnych Parkinsonovou chorobou byla nalezena
zvySena peroxidace lipidi a znamky oxidac¢niho poskozeni proteini a DNA. U parkinsonik
bylo nalezeno 30-40% snizeni aktivity mitochondridlniho komplexu I v pars compacta.

Insuficience komplexu I, zastaveni transportu elektront a tim i pumpovani protoni ve vnitini
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mitochondrialni membran¢ vede k poklesu membranového potencialu. Nasledkem toho
dochdzi k otevieni membranovych pord, jimiz do cytoplazmy projdou malé proteiny

(cytochrom c) spoust&jici apoptozu (Stipek et al. 2000).

6.3 Rakovina

Rakovina je skupina nemoci, které se vyznacuji nekontrolovanym bunéénym délenim a
schopnosti téchto rychle se délicich bun¢k napadat jiné tkdné a rozSifovat se do jinych Casti
téla. Ke vzniku rakoviny dochazi tehdy, kdyz je poskozena DNA takovym zplisobem, ze dojde
k deregulaci bunécného déleni. Kdyz jsou normalni bunky staré nebo poskozené, tak zanikaji
bunécnou smrti — apoptdzou. Rakovinné bunky se vSak dokdzi apoptéze vyhnout. Bunécné
déleni je fyziologicky proces, ke kterému dochdzi neustile téméf ve vSech tkanich. Za
normalnich okolnosti je rovnovdaha mezi bunéénym délenim a apoptdézou pevné regulovana
tak, aby byla zajiSténa integrita tkani a organti. Mutace vedouci k rakoviné tuto rovnovahu
porusuji. Nekontrolované a cCasto velmi rychlé a neptesné déleni bun¢k muze vést bud’
k nadoru benignimu nebo malignimu. Benigni tumory nemaji schopnost metastazovat, proto

nejsou tolik nebezpecné jako maligni, které tuto schopnost maji (www.rakovina-info.cz).

Deéleni rakovinne bunky

Obr. 10 : Déleni normalni a rakovinné bunky
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Kancerogeneze je vicestupnovy proces hromadéni nékolika mutaci (jedna mutace
nesta¢i k pfeméné zdravé buiiky na maligni). Mutace, které vedou k vyvoji nadoru,
postizenym buiikam nijak neSkodi, ale naopak je zvyhodnuji v soutézi o preziti nad zdravymi
bunikami. Odhaduje se, Ze krozvoji plné maligniho fenotypu je nezbytnd kumulace
4-8 riznych genetickych zmén v bunice. Mutace, které souviseji s kancerogenezi, nastavaji
pfedev§im ve dvou typech gend. V protoonkogenech a nadorovych supresorech.
Protoonkogeny koduji proteiny, které urychluji bunécny cyklus a podporuji rist tkani
v disledku aktivniho déleni bunék (proliferaci). Aktivita protoonkogent vede k proliferaci i
V nepiitomnosti  fyziologické hladiny proristového signalu. Pieména protoonkogenu
v onkogen je provazena jeho hyperaktivaci. Mutace protoonkogent maji proto aktivujici a
dominantni povahu, pro kterou plati, Ze jedind mutovanid kopie genu je dostatecnd pro
neregulovanou aktivaci daného procesu. Az na nékolik vzécnych vyjimek se onkogeny
vyskytuji pouze V somatickych nadorovych bunkach. Nadorové supresory (antionkogeny)
koduji proteiny, jejichz uloha spoc¢iva ve zpomalovani proliferace. Z hlediska vzniku rakoviny
jsou nebezpec¢né takové mutace nadorovych supresorovych gent, které vedou k inaktivaci
jejich proteinovych produkti. Jsou proto recesivni, a aby se mutace nadorového supresoru
uplatnila v kancerogenezi, musi probéhnout inaktivace obou jeho alel. Na rozdil od onkogent
mohou byt mutantni formy néadorovych supresorovych genti dédicné a predisponuji
postizeného jedince ke vzniku uréitého druhu rakoviny. Tento jedinec obvykle zdédi
zarode¢nou mutaci jedné alely daného nadorového supresoru, a dokud nedojde k somatické
mutaci druhé alely, k tvorbé nddoru nedochazi. Pokud je vSak vyfazena funkce zbyvajici
,zdravé® alely nadorového supresoru, je pravdépodobnost vzniku nddoru velmi vysoka.

Konkrétnich genii, které mohou byt u nadori mutovany a pfispivat tak k procesu
kancerogeneze, bylo nalezeno velké mnozstvi (Smardova a Smarda 2005).

Nerovnovaha v redoxnim stavu buniky se nachdzi u rakovinnych bunék v daleko vétsi
mife v porovnani s buitkami nerakovinnymi a miiZe souviset s onkogenni stimulaci. Neustala
modifikace genetického materialu plynouciho z oxidativniho poskozeni ptedstavuje prvni krok
k mutagenezi, kancerogenezi a starnuti. Mutace v DNA zvysujici miru jejiho poskozeni byly
pozorovany v nejruznéjsich druzich nadorti. DNA léze mohou vyustit bud’ v zastaveni nebo

indukci transkripce, signal induk¢nich cest , replikacnim chybam a nestabilit¢ genomu.
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Mutace a pozménéna exprese gend hraji klicovou roli pfi vzniku rakoviny. Prokazalo
se, ze ROS interferuji s expresi n¢kolika genti a jsou tedy napomocné karcenogenezi. Tumor
supresorovy protein p53 hraje klicovou roli v ochrané bunky pfed kancerogenezi. Mutace
V tomto proteinu mohou vést k jeho inaktivaci, ktera byla nalezena u vice nez poloviny
rakovin. Protein je aktivovan UV zafenim, hypoxii ¢i y-paprsky a zabraiuje rozstépeni fetézct
DNA do doby nez jsou provedeny chromozomalni opravy nebo nez buiika vstoupi do
apoptozy (Koubkova 2008).

Firma Synta Pharmaceuticals zkousi novy lék proti rakoving. Molekula Elesclomol
(diive STA-4783) je ptimy silny aktivator oxidacniho stresu, kterd dokaze spustit apoptozu
rakovinnych bungk. Elesclomol je mald molekula , kterd po vstupu do rakovinné bunky
aktivuje signalni cestu, diky niZ se rychle zacnou tvofit ROS a bunika je vystavena
oxidativnimu stresu. Pfi oxidativnim stresu se prudce zvySi hladina stresového proteinu
Hsp70. To, ze elesclomol pisobi skrz ROS, bylo dokdzano nékolika pokusy. Po pouziti
molekuly doslo k vyraznému zvySeni oxidativniho stresu v bunce. Pfima celuldrni méteni
zjistila v bunice zvySené hladiny peroxidu vodiku. Efekt elesclomolu byl zastaven pouzitim
inhibitory vzniku ROS. KdyZ hladina ROS v rakovinné buiice ptesahne urcitou hranici dojde
K spusténi apoptdzy uvolnénim cytochromu ¢ z mitochondrii a aktivaci signalni cesty. A pfi
zvySeni hladiny Hsp70 dochazi k aktivaci imunitniho systému, ktery za¢ne rakovinné buiky
likvidovat. Molekula ma Siroky potencidl pro pouziti u mnoha typl rakoviny
(www.syntapharma.com 2007; Kirshner et al. 2008). Nyni se zkousi v kombinaci
s paclitaxelem, kde se pfedpokladd silngj$i ucinek proti rakovinnym bunkdm a zvySeni

pfezivani jedinci.
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Obr. 11 : Pasobeni elesclomolu (Pievzato z www.syntapharma.com/prdcancer.aspx)

Béhem 1 hodiny zpiisobi elescomol narust ROS. Béhem dalSich 3 hodin dojde
K narustu stresového proteinu Hsp70. Nasledné dochazi k aktivaci signalni apoptdzni cesty

vV mitochondriich a k samotné apoptdze bunky.
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7 ANTIOXIDACNI OCHRANA ORGANISMU

7.1 Endogenni antioxida¢ni ochrana
Mechanismy ochrany proti volnym radikalim se mohou rozdélovat do mnoha skupin.

1) Mechanismy, zabranujici tvorbé volnych radikali — naptiklad eliminace iontii Fe a
Cu ruznymi chelata¢nimi ¢inidly (transferrin, deferoxamin, albumin, feritin,
ceruloplasmin, haptoglobin, aj.), odstranéni peroxidt katalazou nebo peroxidazou,...
2) Systémy vychytavajici jiz vytvorené volné radikaly:
Vychytavace (Scavengers) — SOD vychytava superoxid a méni ho na kyslik a
vodu.
Lapace (Trappers) — vit. E lapa hydroxylovy radikal a méni ho na reaktivné
stabilni radikal.
Zhasece (Quenchers) — B-karoten zhasi singletovy kyslik
3) Reparacni systémy, které odstranuji poskozeni zplisobené volnymi radikaly
Lipofilni enzymy (FLA,), které odstépi oxida¢né poSkozene VMK
Proteolytické enzymy, rozkladajici poskozené proteiny
Reparaéni endonukleazy opravujici poskozenou DNA (Mojzis 2008)
Didle mlzeme  d¢lit antioxidanty na  intacelularni  (SOD,  katalaza,
glutathionperooxiddza), membranové (vit.E, karotenoidy, koenzym Q) a extracelularni

antioxidanty (transferrin, ceruloplasmin,...).

Pouziji déleni na enzymatické a neenzymatické antioxidacni systémy.
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7.1.1 Enzymové antioxida¢ni systémy

- -

y y
H,O + O,

KAT
GPx
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NADPH
\\\\\ G6PDH

Obr. 12 : Vzajemna souvislost hlavnich antioxida¢nich enzymd.

Superoxiddismutaza (SOD) ptevadi superoxid na peroxid vodiku. Ten je katalazou (KAT)

nebo glutathionperoxiddzou (GPx) preménovan na vodu a kyslik. GPx pouZziva k odstranéni
peroxidu vodiku jako substrat glutathion (GSH). Vznikne oxidovana forma GSH (GSSG),

ktera je redukovana zpét na GSH glutathionreduktazou (GR). GR vyuziva k redukci GSSG
uc¢inkem  gluk6za-6-

koenzym NADPH, ktery se tvofi v pentézovém cyklu

fosfatdehydrogenazy (G6PDH).
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SUPEROXIDDISMUTAZA (SOD)

Nachazi se v kazdé bunce. Patii mezi oxidoreduktazy a urychluje dismutaci superoxidu

0 4 tady.
2 02.- +2H" - H,O0, + O,

Rozeznavame 3 druhy SOD liSici se kofaktorem. Tim je vzdy atom kovu hrajici roli
v katalytickém ucinku enzymu (Racek a Holecek 1999).
1. MnSOD — je enzym nachdazejici se v mitochondriich. U vysSich organismil se sklada ze
4 podjednotek, pfi¢emz na kazdou podjednotku ptipadd 0,5 az 1 ion Mn
2. FeSOD - je dimer, ktery ma 1-2 ionty Fe. Byla izolovana z E.coli a dalSich bakterii.
V Zivocisné bunce se nevyskytuje (Mojzis 2008).
3. Cu/ZnSOD - je enzym dimerické struktury. Nachazi se mezimembranovém prostoru
mitochondrii, hepatocytech, mozku, erytrocytech, a to Vv cytoplasmé. Kazda
z podjednotek obsahuje po jednom iontu obou kovi. Cu slouZi jako redoxni centrum,
Zn ma strukturni (Racek a HoleCek 1999) a stabiliza¢ni tlohu. Diky ucinku Zn se
aktivita enzymu neméni vrozmezi pH 5-9,5 (Mojzi§ 2008). Vlastni reak¢ni
mechanismus je nasledujici:

lon Cu®* v molekule enzymu je redukovan prvni molekulou superoxidu na Cu®.
E-Cu”+0," »E-Cu"+0;

Dalsi molekula superoxidu je pak v protonizované formé (proton ziska
z argininu v blizkosti aktivniho centra) jakozto hydroperoxylovy radikal schopna
znova oxidovat Cu” a tak regenerovat piivodni formu enzymu. V této druhé reakci se

tvoii molekula peroxidu vodiku (Racek a Hole¢ek 1999).

E—-Cu'+HO,* - E - Cu®* + H,0,

Arg Arg
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4. Extracelularni Cu/ZnSOD — je tetramer. Kazd4 podjednotka obsahuje Cu®* a Zn?*,
Predpoklada se, ze ji produkuji endotelové bunky. Piesny biologicky vyznam neni zndm.
Predpoklada se, ze mize regulovat aktivitu NO® a jeho metaboliti ( Mojzis 2008 ).

Chybéni aktivity SOD ma pro postizeny organismus zavazné nasledky. U ¢loveka vede
deficit Cu/ZnSOD Kk tézkému poskozeni motorickych neuronti v mozkové kife a mise.
Onemocnéni se dédi autosomalné dominantné€ a je znamo pod ndzvem amyotroficka lateralni
skler6za (Racek a Holecek 1999). V disledku snizené aktivity enzymu dochazi k hromadéni
superoxidu v neuronech, kde reaguje s NO® za vzniku peroxynitritového radikalu, coz vede
k poskozeni proteinti a degenerativnim zménam (Mojzi$ 2008).

Zvysena aktivita Cu/ZnSOD ve tkanich doprovazi ¢etna tzv. onemocnéni z volnych
radikall. ZvySend tvorba superoxidu vede totiz ke stimulaci syntézy enzymu (Racek a
Holecek 1999) a dochéazi ke zvySené tvorbé peroxidu vodiku, ktery poSkozuje DNA
prostiednictvim hydroxylového radikalu. ZvysSena exprese SOD byla zaznamenana u
nemocnych s Downovym syndromem (Mojzi§ 2008), revmatoidni artritidou, sklerotickym
postizenim cév, Alzheimerovou chorobou i diabetem (Racek a Hole¢ek 1999). SOD se muze
podat i jako léCebny prostiedek. V nékterych zemich se pouzivala jako prevence proti

radiacnimu poskozeni, pti transplantacich, pii 1écbé artritidy, cystitidy,...

GLUTATHIONPEROXIDAZA (GPx)

Peroxid vodiku, vznikly dismutaci superoxidu, je odstraflovan peroxiddzami nebo
katalazami (o téch se zminim déle). NejvyznamnéjSim enzymem ze skupiny peroxidaz
v zivocisnych bunkéch je glutathionperoxidaza (GPx). Tento enzym vyuZziva jako substratu

k odstranéni peroxidu vodiku redukovany glutathion (GSH), jenz oxiduje.
H,O0, + 2GSH — GSSG + 2H,0

Vznikld  oxidovand forma (GSSG) je regenerovana zpét na GSH

glutathionreduktazami, které vyuzivaji k redukci GSSG koenzym NADPH.

GSSG + NADPH + H" — 2GSH +NADP"
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GPx se vyskytuje ve tfech riiznych formach, které se nachazeji v riznych oddilech
buiiky. Prvni dvé formy se nachézeji v cytoplazmé (cGPx) a krevni plazmé, tedy v ECT
(eGPx). Jedna se o bilkovinu obsahujici ve svém aktivnim centru specidlni aminokyselinu,
selenocystein. Treti typ GPx je vazan na membrané a odtud i nazev fosfolipidova GPx (pGPx).
Tento enzym redukuje nejen peroxid vodiku, ale i lipidové hydroperoxidy, které pireméiuje na
pfislusné hydroxylové derivaty lipidd. Tim chrani fosfolipidy bunéénych membran a pterusuje

fetézovou reakci poskozeni lipidi volnymi radikaly (lipoperoxidaci) (Racek a Holecek 1999).

KATALAZA (KAT)

Kataldzy rozkladaji peroxid vodiku ptimo, na rozdil od peroxidaz, které k odstranéni

peroxidu oxiduji jiny substrat (obsahujici skupinu —SH).

2H,0; —» 2H,0 + O3

Pisobi pritom na peroxid vodiku ve vysokych koncentracich. Kataldza je tetramerni
hemoprotein obsahujici 4 molekuly NADPH. V lidském organismu nachdzime nejvyssi
aktivitu v mitochondriich a peroxisomech hepatocytii a v cytoplazmé erytrocyti. Katalaza
chrani tyto bunky pfed toxickym vlivem vyssi koncentrace peroxidu vodiku. Navazuje tak,
spolu s peroxidazami, na ¢innost SOD. V piipadé, Ze vazebné misto enzymu pro NADPH je

obsazeno, preménuje kataldza peroxid vodiku 1 v nizkych koncentracich (Racek a Holecek
1999).

GLUTATHIONTRANSFERAZY (GST)

Jsou nezavislé na selenu a katalyzuji reakci, pii niz je sulthydrylova skupina GSH
navazana na elektrofilni organickou latku. Timto zptisobem se v téle detoxikuji xenobiotika.
Jejich substratem je, pro organismus velmi toxicky 4-HNE (vznikajici pii peroxidaci lipida),
ktery je konjugaci s GSH inaktivovan a vylouCen ztéla. GST jsou tedy vyznamnymi

ochrannymi prvky pfi procesu peroxidace lipida.

63



7.1.2 Neenzymatické antioxidacni systémy
Do této skupiny mizeme zaclenit vysokomolekularni a nizkomolekularni antioxidanty.
7.1.2.1 Vysokomolekularni antioxidanty
¢ Proteiny vazici pfechodné kovy
Zelezo a méd’ jsou esencidlnimi slozkami nadeho organismu, ucastnici se syntézy
Sirokého spektra enzymu a dalSich proteind, vyznamnych pro transport kysliku, tvorbu oxidu
dusnatého, respiraci a ostatni redoxni reakce. Na druhou stranu se tyto kovy stavaji

nebezpecnymi a to diky jejich schopnosti podléhat jednoelektronovému transferu.
Fe*" +e « Fe**
Cu®*+e o Cu'

Jsou velmi ucinnymi katalyzatory konverze peroxidu vodiku na hydroxylovy radikal a
rozkladu lipidovych peroxidil na reaktivni alkoxylové a peroxylové radikaly.
Transferrin a laktoferrin

Transferrin je soucasti krevni plazmy. Laktoferrin se nachéazi v leukocytech. Oba vazi
zelezo ve formé& Fe** a tim ho zbavuje moznosti vstoupit do Fentonovy reakce.
Ferritin

Vyskytuje se ve tkanich a v malém mnozstvi 1 v krvi. Ferritin dokaze Zelezo nejen vazat,
ale 1 skladovat. Ionty Zeleza vstupuji do ferritinu ve formé Fe?* a zde jsou oxidovany a Fe**,
Narozdil od transferrinu vaze Zelezo slab&ji a v pfitomnosti superoxidu se miize Zelezo uvolnit
a katalyzovat tvorbu volnych radikalti (Mojzis§ 2008).
Ceruloplazmin

Patii mezi proteiny slouzici jako zasobarna médi. Nachazi se v plazmé. Vaze méd’, kterd
je podstatna pro jeho ferroxiddzovou aktivitu — oxidaci Fe** na Fe*". Soudasn& se kyslik
oxiduje 4 elektrony na vodu bez toho, aby vznikaly toxické meziprodukty (Attieh et al. 1999).
Haptoglobin a hemopexin

Vazi extracelularni hem.
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¢ Proteiny s thiolovymi skupinami
Albumin
Patii mezi jedny z nejucinnéjsich thiolovych antioxidantli. Vaze ionty médi. Nazyva se
také ,,sebeobstujici“ antioxidant. Cu?* se miiZe za pfitomnosti peroxidu vodiku oxidovat na
vysoce toxicky Ccu®, ktery albumin poskodi. Albuminu je vSak hodné a velmi rychle se
obménuje, proto biologické dusledky tohoto poskozeni nejsou tak vyznamné. Albumin
vyznamné dopliuje ucinek ceruloplasminu. Strukturni stabilita albuminu je zajisténa 17

disulfidickymi vazbami. Albunim chrani i pfed poskozenim kyselinou chlornou (Mojzi$
2008).

7.1.2.2 Nizkomolekularni antioxidanty
Koenzym Q (ubichinon/ ubichinol)

Je ve skutecnosti celd rodina benzochinont, liSicich se délkou lipofilniho fetézce. U
savell je nejrozsifendjsi koenzym Qgo (Stipek et al. 2000). Koenzym Q je dtlezitym ¢lankem
transportniho fetézce elektroni v mitochondriich, kde podléhd simultanni oxidaci a redukci
ptes svilj radikdlovy meziprodukt — ubisemichinol. Ve své redukované formé, ubichinolu, je
obsaZzen ve vSech membranach a lipoporoteinech (Ernster a Dallner 1995), kde tlumi
radikalové reakce ve spolupraci s tokoferolem.

Glutathion (GSH, GSSG)

Je to jednoduchy tripeptid, slozeny ze tii aminokyselin — glutaminu, cysteinu a glycinu,
vyskytujici se ve vSech sav¢ich buiikach v pomérné vysoké koncentraci (0,1-10 mmol/l).
Ptevazuje jeho redukovana forma. Je jednim z nejvyznamnéjSich pufri buiiky, protoze se
snadno oxiduje a sdalsi molekulou glutathionu tvofi GSSG. Pusobi jako kofaktor
oxidoreduktaz, udrzuje v redukované formé sulfthydrylové skupiny proteint, cysteinu, podili
se na transportu nékterych aminokyselin do bunék a odstraiiovani ROS a regeneruje askorbat a
tokoferol. Reaguje neenzymové s hydroxylovym radikalem, peroxidem vodiku, peroxylovymi
radikaly na glutahiylovy radikal GS®, ktery je méné reaktivni nez ROS.

ROS + GSH — neradikalova &astice + GS*
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Tento radikal vsak muize reagovat s dalsi molekulou GSH (disociovanym na GS°) za vzniku
velmi silného reduktantu — radikdlu oxidovaného glutathionu (GSSG*®), ktery je schopen
redukovat kyslik na superoxid (Stipek et al. 2000).

GS* + GS — GSSG*

GSSG* + 0, — GSSG + 0,

GSH je nezbytnym substratem GPx. Pii zvySené tvorbé ROS se zvétSuje pomér
GSSG/GSH ve tkani a Ize pozorovat unik GSSG z bunék. Pievazna vétSina bunécného GSSG
se vSak redukuje zpé&t na GSH glutathionreduktdzou. Spotiebovava se téz
Vv glutathiontransferazové reakci pii konjugacich s produkty peroxidace lipidd. Jednim
Z piiznaki oxidaéniho stresu tkang je pokles hladiny GSH v buiikach (Stipek et al. 2000).
Kyselina lipoovad

Ve veétsing bunck je kofaktorem pyruvatdehydrogenazového a
a-glutaratdehydrogenazového komplexu. Reaguje také s alkylperoxylovymi , askorbylovymi a
tokoferylovymi radikaly, superoxidem, kyselinou chlornou, oxidem dusnatym a
hydroxylovym radikalem. Navic regeneruje ostatni antioxidanty.

Bilirubin

Je kone¢ny produkt degradace sloucenin obsahujicich hem (kataldza, hemoglobin,
myoglobin,...). Je to linedrni tetrapyrol, ktery ma krom¢ metabolického vyznamu 1 vyznam
antioxida¢ni. Vyskytuje se typicky véazany na albumin v poméru 1:1. Jeho antioxidacni
pusobeni in vivo spociva ziejmé ve vychytavani peroxylovych radikali a zhaseni singletového
kysliku (Halliwell a Gutteridge 2001).

Kyselina mocova

Je produktem oxidace hypoxanthinu a xanthinu, katalyzované XO a koneénym
produktem odbourdvani purini. Dlouho byla povaZovana za odpadni latku. Antioxidacni
schopnosti spocivaji ve vychytavani alkoxy radikala a kyseliny chlorné a ve vazbé Zeleza a
médi do formy, ktera nepodporuje radikalové reakce. Po reakci s hydroxylovym radikalem a
perferylovymi radikdly (komplexy Zeleza s aktivnim kyslikem) se urdt méni v radikaly, které

mohou biologicky $kodit (Stipek et al. 2000).
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Melatonin

Je hormon epifyzy a ovliviiuje cikardialni rytmy. Ridi biorytmy, ovliviiuje imunitni
systém, stimuluje regeneracni procesy, nespecificky ma vliv na téméf vSechny bunky téla.
Nespecifické pasobeni melatoninu je dano jeho lipofilnim charakterem a spociva v jeho
antioxidacnich ucincich. Pfi farmakologickych hladindch vychytavd hydroxylové radikaly
(Stipek et al. 2000). Soucasny stav znalosti potvrzuje, Ze melatonin pozitivné ovliviiuje proces
starnuti. Faktem je, Ze prodluzuje stfedni délku zivota experimentalnich zivoc¢ichii. Zlepsuje
celkovy fyzicky stav organismu a zlepSuje stav imunitniho systému. Predpoklada se, Ze i

Vv tomto piipadé jde o jeho soucasné piisobeni antioxida¢ni a endokrinni (Doubal et al. 1997).

7.2 Exogenni antioxidanty

Antioxidanty jsou latky omezujici aktivitu volnych radikali. Snizuji pravdépodobnost
jejich vzniku nebo je prevadeji do méné reaktivnich nebo nereaktivnich stavii. Antioxidanty
muzeme délit na pfirozené a syntetické. Antioxidanty obsazené v potravé prodluzuji jednak
jeji trvanlivost a jednak ma jejich uzivani pfiznivé ucinky na zdravi, nebot sniZzuji riziko
vzniku kardiovaskularnich chorob a nékterych typt rakoviny. Odbornici se shoduji na tom, ze
ucinnost piirozenych antioxidantii pfijimanych pfirozené je vyrazn€ vyssi nez u stejné davky
podané v ¢isté podobé jakoZto potravinovy dopln€k. Navic neddvné vyzkumy ukazuji, Ze pii
dlouhodobém uzivani antioxidantl v ¢isté podobé dochazi k tzv. zvratu antioxidantu, kdy se
jeho antioxidacni ucinek zméni v prooxidacni. Tato vlastnost, jejiz mechanismus nebyl dosud
pochopen, byla pozorovana u P-karotentt (provitamin A), vitaminu E, vitaminu C a
flavonoidl. U antioxidantd pfijimanych pfirozenou cestou nebyl Zadny zvrat zaznamenan
(http://cs.wikipedia.org/wiki/Antioxidant).

Antioxidanty najdeme mezi prvky, vitaminy, enzymy a mnoha dalSimi typy latek.
Nejveétsi skupinu antioxidanti zahrnuji tzv. flavonoidy, kterym se diky pfirozenému ptvodu
fika bioflavonoidy. Jde pfevazné o rostlinna barviva obsazena v kife, slupkach, plodech,
listech, kvétech, semenech, stoncich, kofenech, ... Omezuji plisobeni volnych radikali na
buniky, tkan¢ a organy a snizuji riziko vzniku kardiovaskularnich chorob, rakoviny, krevnich
srazenin, snizuji krevni tlak, posiluji imunitu, koncentraci a pamét a oddaluji starnuti.

Flavonoidil je mnoho druht. Nékteré bioflavonoidy plsobi synergicky s vitaminem C. Chrani
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jej a prodluzuji jeho Gc¢inek. V nékterych rostlinach je az 40 druhti antioxidantii. Antioxidanty
nechréni jen télo pfed plisobenim volnych radikald, ale i jiné antioxidanty pted degradaci.

Mezi antioxidanty miizeme zafadit vitaminy A, E, C, B2, prvky Se, Ge, Cu, Zn, Mn,
karotenoidy, lykopen, lutein, kvercetin a dalsi bioflavonoidy, nékteré tiisloviny (napf.
z ¢inského ¢ajovniku), koenzym Q10, skvalen, taurin, melatonin a mnoho dalSich. Z potravin,
které obsahuji nejvice antioxidantl muizeme jmenovat bortvky, lososa, ¢erny a zeleny ¢aj,
zeleninu, ovoce, driibez, byliny, bilé i ¢ervené vino a spousty dalSich zdrojt.

Kdybych se mé¢la podrobnéji zabyvat antioxidanty, vydalo by to na dalSi samostatnou
obsahlou praci. Prospésnost antioxidantli je medidln¢ vyzdvihovana, proto bych se chtéla také

zaméfit na jiz zminovany ,,zvrat antioxidanti* .

7.2.1 Vitamin E

Vitamin E v lidském organiSmu puasobi jako ucinny antioxidant membran, ktery
aktivné vstupuje do fetézové reakce, prerusuje kaskadu reakci volnych radikald a chrani
biomembrany ptfed oxidativnim atakem téchto radikali. Obsah vitaminu E v membranach
nizkodensitnich lipoproteint, hepatocytii 1 celych organt urcuje jejich citlivost na poskozeni
hydroxylovymi, alkoxylovymi a peroxylovymi radikaly 1 singletovym kyslikem. Tyto radikaly
nejen poskozuji lipidy, ale sekundarné produkuji hydroperoxidy lipidi, které se rozkladaji na
alkoxylové a organické peroxylové radikaly a tak zpiisobuji fet€zovou reakci peroxidace
lipid. Nejsiln€jSim antioxidantem ze skupiny tokoferoli je o-tokoferol, ktery je zaroven
nejhojnéji zastoupen v lidském organismu. o-tokoferol nemiiZze zabranit pocatecni tvorbé
radikala, ale chrani lipidy tak, Ze minimalizuje formovani sekundarnich radikala
vychytavanim peroxylovych radikalt (pfeménuje je na hydroperoxidy, které odstrafuje
glutationperoxidaza), takze se nemohou dale ucastnit fetézovych reakci. Rychlou reakci
a-tokoferolu s peroxylovymi radikaly vznikaji relativné stabilni tokoferoxylové radikaly, které
mohou byt bud’ regenerovany reakci s askorbatem ¢i jinym antioxidantem vodniho prostiedi
(glutation, urat), nebo se dva tokoferoxylové radikaly spoji a vytvofi stabilni slouceninu,

popfipad¢ je tento radikal kompletné oxidovan na tokoferolchinon (Young a Woodside 2001).
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Vitamin E jako kazda redukujici slou¢enina mtze ptsobit jak anti-, tak i prooxidacné v
zavislosti na slozkach pfitomnych v reakéni smési. Zatim byla prooxidacni funkce vitaminu E
prokazana pouze in vitro ve frakci LDL u pacienti s defektem v genu o-TTP. Prooxida¢ni
aktivita vznikajicich a-tokoferoxylovych radikala v LDL zptsobuje vznik lipidovych radikala,
takze obohaceni LDL frakce a-tokoferolem miize spiSe urychlovat oxidaci LDL. Tento nalez
nemuze vyvratit roli a-tokoferolu jako antioxidantu in vivo, protoze v daném prostedi jsou
pritomny dal§i antioxidanty, jako kyselina askorbovad a ubichinol, vedle kterych nemiize

a-tokoferol fungovat jako prooxidant (Carr et al. 2000).

7.2.2 Vitamin C

Kyselina askorbova jakozto donor elektront je i¢innym redukujicim ¢inidlem v mnoha
intra- i extracelularnich reakcich. Je kofaktorem nebo kosubstratem osmi enzymu. Kromé
biosyntézy kolagenu, karnitinu a katecholamind ve spojeni s kurdéjemi existuji i dalsi funkce
vitaminu C. Na jeho piijmu a koncentraci v séru jsou dale zavislé aktivity enzymt mono- a
dioxygenazy pii amidaci peptidi a metabolizmu tyrozinu, cholesterol 7a-monooxygenaza v
metabolizmu cholesterolu a steroidd. Role vitaminu C v téchto ptipadech spociva v redukci
centralnich kovovych iontli uvedenych mono- i dioxygenaz, kdyz diky svému redoxnimu
potencialu udrzuje tyto ionty v redukovaném stavu. DalSi aktivity vitaminu C zahrnuji
udrzovani tiold v redukovaném stavu a ochranny a Setfici efekt pro glutation (dulezity
intracelularni antioxidant a kofaktor enzymu) a tetrahydrofolat (biosyntéza katecholamintl).
Extracelularni funkce vitaminu C by mohly spo¢ivat pfedev§im v ochrané¢ LDL proti oxidaci,
v regeneraci tokoferolu z tokoferoxylového radikdlu a v regeneraci glutationu z jeho
oxidované formy. Déle redukuje Zelezo z potravy a zvySuje tak jeho intestinalni absorpci nebo
blokuje reakci, pfi které vznikaji karcinogenni nitrosaminy. Vitamin C je dulezity ve vodé
rozpustny antioxidant pusobici v biologickych tkénich, kde snadno vychytdva reaktivni
kyslikové a dusikaté radikaly a tim efektivné chrani ostatni substraty pied oxidativnim
poskozenim. Antioxidaéni ucinek askorbatu spocivd v tom, Ze redukuje anorganické i
organické radikdly, jako superoxid , peroxylovy a hydroxylovy radikal, oxid dusicity a reaguje

se sigletovym kyslikem a kyselinou chlornou. Plsobi rovnéz jako kooxidant pfi regeneraci
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a-tokoferolu, kdyz pfi eliminaci radikal rozpustnych v tuku vznikaji tokoferoxylové radikaly,
pfiCemz se méni na askorbylovy radikal. Tato jeho funkce je potencidlné velmi diilezita, nebot
tak zabranuje prooxida¢nimu pusobeni a-tokoferolu. Vitamin C je povazovan za idealni
antioxidant, protoze ob¢ jeho formy, askorbat 1 askorbylovy radikdl maji nizky
jednoelektronovy redukéni potencidl. Dalsi jeho vyhoda spociva ve stabilité a nizké reaktivité
askorbylového radikdlu, ktery vznikd pii vychytdvani kyslikovych a dusikatych radikald.
Dvouelektronovy oxidacni produkt askorbatu, kyselina dehydroaskorbova, mize byt
glutationem redukovéna zpét na askorbat a jeho enzymy nebo je ihned hydrolyzovadna na
kyselinu 2,3-diketogulonovou (Carr a Frei 1999).

Interakce vitaminu C s volnymi katalyticky aktivnimi ionty kovi by mohla pfispét
k oxidativnimu poskozeni produkci hydroxylovych a alkoxylovych radikald. Zda se tyto
mechanismy vyskuji i in vivo neni jisté (Carr a Frei 1999). Skupina kolem Carra a Freie
(1999) studovala prooxida¢ni aktivitu vysokych mmnozstvi vitaminu C na oxidaci DNA,
peroxidaci lipidt a proteini pomoci chromatografie. Po dlouhém badani jak in vitro tak in vivo
dosli k zavéru, Ze vitamin C nema vliv na zvyseni oxida¢niho poskozeni DNA. Ale i k tomu,
Ze nema zadny vliv na snizeni oxidace DNA volnymi radikaly. Bylo zjiSténo, Ze v pfitomnosti
kovovych iontt vystupuje vitamin C jako prooxidacni ¢inidlo in vitro. Pfi testech s LDL dosli
veédci k zavéru, ze nadbytek vitamin C nijak negativné neovlivituje peroxidaci lipidd, spise
naopak chrani LDL pfed peroxidaci. Pokud je ale vitamin C pfiddn k jiZ mirné oxidovanému
LDL, pusobi jako prooxidant. V dalSich studiich se pfislo na to, Ze endogenni vitamin C neni
schopen branit oxidaci proteinu in vitro zpisobenou peroxylovymi radikaly, cigaretovym
koutem nebo kyselinou chlornou. Ale bylo dokézano, Zze vitamin C chrani pfed oxidaci
zpusobenou UV zafenim. Pfi testovani in vivo nebyl zadny vétsi efekt prokazan (Carr a Frei
1999).

7.2.3 Flavonoidy

Flavonoidni latky neboli flavonoidy jsou velice rozsahlou skupinou rostlinnych fenoli.
Jsou odvozeny od kyslikaté heterocyklické slouceniny flavanu, tvofeného dvéma

benzenovymi kruhy spojenymi heterocyklickym pyranem. Bézné byvaji vSechny tfi kruhy
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substituovany hydroxyskupinami nebo methoxyskupinami a jednotlivé derivaty se 1isi pouze
stupném substituce a oxidace. Rozeznavame nasledujici zakladni struktury flavonoidi:
katechiny, leukoanthokyanidiny, flavanony, flavononoly, flavony, flavonoly a anthokyanidiny.
Ptirodni flavonoidy se nejCastéji vyskytuji ve formé O-glykosidii, obsahuji tedy ve své
molekule necukernou soucast (aglykon) a cukernou slozku. Flavonoidy ptisobi i proti
procesim se vysvétluje jejich antioxida¢nimi Uc¢inky proti lipoperoxidaci a zhasenim ROS,
pfedev§im hydroxylovych radikdlii. Flavonoidy brani iniciaci lipoperoxidace a naslednych
fet¢zovym radikalovym reakcim tim, Ze piimo zhaseji radikaly peroxidu lipidd a tim, Ze
chelatuji ionty pfechodnych kovi, které se na iniciaci lipoperoxidace podileji. Flavonoidy také
regeneruji antioxida¢ni vitaminy C a E a inhibuji aktivitu COX a lipooxygenazy, jez tvori
radikaly lipidi enzymaticky (Kondrova et al. 20006).

Kolektiv LF UK a Centra pracovniho 1ékai'stvi v Praze provadéli pokusy s mikrosomy
s NADPH, Fe3+, doxorubicinem a askorbatem. A dosli k zdvéru, ze morin, resveratrol a
kaempferol zvySuji tvorbu hydroxylovych radikali v NADPH systému, coz by mohlo
naznacovat jejich prooxida¢ni uc€inek. Ostatni latky tvorbu radikdlu sniZovaly nebo
neovliviiovaly. Pfitomnost doxorubicinu v NADPH systému zesilila antioxidacni ucinky
vétsiny flavonoidi, kdeZto v kombinaci s Fe®" puisobil doxorubicin prooxidaéné (Kondrové et
al. 2006). Prooxidativni vlastnosti gercetinu, morinu, naringeninu a hesperetinu se zdaji byt
pfi¢inou zvySené produkce superoxidu a peroxidu vodiku pii autooxidaci, zpusobujici

poskozeni DNA v lymfocytech (Yen et al. 2003).

7.2.4 Karotenoidy

Karotenoidy jsou pigmenty, které se nachazeji v rostlindich a mikroorganismech.
V ptirodé se vyskytuje pfes 600 druht karotenoidli. Rizné studie prokazaly, ze karotenoidy
mohou pfedejit nebo inhibovat urcité typy rakoviny, aterosklerézu, a vékem spojené
degradace svalii a dal§i nemoci. Antioxidacni aktivita karotenoidli vyplyva ze schopnosti
kojugovaného systému dvojnych vazeb delokalizovat nesparované elektrony. Diky tomu maji

B-karoteny vynikajici schopnost fyzicky zhdSet singletovy kyslik bez degradace a dobrou
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chemickou reaktivitu s volnymi radikaly (peroxylovy, hydroxylovy a superoxidovy radikal).
V dostatecn¢ vyskokych koncentracich mohou karotenoidy chranit lipidy proti jejich
peroxidaci.

Burton a Ingold jako jedni z prvnich prezentovali nazor, ze karotenoidy by mohly
pusobit i prooxida¢né. B-karoteny maji schopnost zvysit celkovy radikalovy vynos organismu.
U.S. National Cancer Institute provedl na podporu této hypotézy pokus s a-tokoferolem a
B-karotenem. V této studii bylo podavano 20mg B-karotenu denné muzim kufakim ve véku
50-69 let ve Finsku po dobu 5-8 let. Vysledky studie byly velice ptekvapujici. Bylo zde
vyznamné az 18% navyseni vyskytu rakoviny plic s navySenim umrtnosti o 8%. Vysledky této
studie ukazuji, ze B-karoten, konkrétné jeho trans-izomer, nesnizuje riziko vzniku rakoviny.
Nicméné vysledky nevylucuji ochrannou roli B-karotenu.

Kli¢ové faktory, které determinuji pfeménu karotenoidil z antioxidacni na prooxidacni
formu jsou parcialni tlak kysliku (pO,) a koncentrace karotenoidu. Pii vys$§im pO; radikal
karotenoidu (CAR®), vznikly odnétim vodiku, mize reagovat s kyslikem a vytvafi karoten-
peroxylovy radikal (CAR-OQO®).

CAR® + O, —» CAR-OO°*

Vznikly karoten-peroxylovy radikal ptsobi jako prooxidant podporujici oxidaci

nenasycenych lipida (RH).
CAR-OQO® + RH — CAR-OOH +R*

Pfi nizkych pO, (cca 20 kPa) se karotenoidy (hlavné B-karoten) chovaji jako
antioxidanty. Naopak pii vysokych pO; se antioxidacni aktivita méni na prooxidacni.
Anti-/prooxida¢ni aktivitu téz ovliviiuje koncentrace karotenoidu. Vysoké koncentrace
podminuji prooxidac¢ni aktivitu karotenoidd.

Karotenoidy a kyselina retinovd mohou regulovat transkripéni faktory. Kyselina
retinova mize inhibovat bunécnou proliferaci a zvySuje bunécnou diferenciaci. Pfitomnost
B-karotenu v bunkach vystavenych oxida¢nimu stresu potlacuje aktivaci NF-kB a produkci
IL-6 a TNF-a. Karotenoidy mohou ovliviiovat apoptéozu a maji antiproliferativni G¢inek na

n¢které rakovinné bunky (Valko et al. 2006).
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8 DISKUZE A ZAVER

Tvorba volnych radikald je nasledkem aerobniho zptsobu zivota a je nevyhnutelna.
Jejich nadprodukce je pfi¢inou razného poskozeni organismu. Volné radikaly pozménuji
zékladni stavebni kameny organismu jako jsou lipidy, proteiny a DNA a jsou potencidlnimi
biomakery vzniku rakoviny, aterosklerézy, diabetu, neurodegenerativnich onemocnéni a
mnoha dalSich a celkové se podileji na starnuti organismu.

Volné radikaly jsou pro organismus i nezbytné dulezité. At uz se jedna o imunitni
ochranu, signalni déje v bunikach ¢i o oplodnéni vajicka spermii.

T¢lo ma svij antioxidacni systém, ktery za normalnich podminek udrzuje takovou
hladinu volnych radikéld, kterd je potfebna pro fyziologické d&je organismu. AvSak za
ptispéni dneSniho konzumniho zivota, stresu a znecisténi planety, jsou volné radikély tvoteny i
jinymi mechanismy nez bunikami vlastniho téla a dochéazi k poruseni fyziologické rovnovahy
ve sméru ke Skodlivému piisobeni volnych radikali a vzniku vysSe zminénych nemoci ve vétsi
mife.

Diky obrovskym reklamnich kampanim, mame vSichni pocit, Ze nabizené piipravky
S obsahem antioxidantii, nés pted Skodlivym plsobenim volnych radikalt ochrani. Ale je tomu
opravdu tak? VétSina preparatti s obsahem antioxidantti jsou jen dopliiky stravy a jejich ucinek
a pfinos pro organismus je diskutabilni.

Nekteti autofi dokonce pfedpokladaji, Ze exogenni Cisté formy antioxidantli mohou za
urcitych okolnosti svlij t¢inek oxidacni zménit na prooxidacni a vlastn¢ tim télu ubliZit nez
pomaoci.

Ale je skodlivy vliv volnych radikali na organismus oOpravdu tak markantni? Nehledé
na fadu studii poslednich let, vé€dci porad jeste piekvapivé malo védi o vSech detailech procesu
starnuti. Teorie o tom, Ze starnuti je disledek molekularniho poSkozeni, které vyvolaly volné
radikaly, existuje uz ptes 50 let. Predpoklada se, Ze antioxidanty pomahaji organismu zbavit se
volnych radikalt a tim zpomaluji proces starnuti.

Nové pokusy, provedené skupinou Davida Gemse (2008) ukazuji, Ze vyznam
poskozeni, vyvolanych volnymi radikaly, neni veliké a Ze tajemstvi starnuti je tfeba hledat na

uplné jiném miste.
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Védci geneticky modifikovali hlistice ( Caenorhabditis elegans - Had’atko obecné )
tak, ze jejich téla byla schopna vylucovat protilatky, které likvidovaly volné radikaly. To by
teoreticky mélo dat témto hlisticim vyhodu, v porovnani s ,,oby¢ejnymi ¢ervy* , v prodlouzeni
sttedni délky Zzivota. Nicmén¢ tito Cervi zili stejn¢ dlouho jako ostatni Cervi, ktefi byli
vystaveni oxidativnimu stresu (http://news.bbc.co.uk/2/hi/health/7754644.stm).

Z této studie vyplyvéa, Ze stale dostatené nerozumime mechanismim starnuti a

oxidativni stres nemusi byt podstatnym faktorem starnuti buné¢k a tkani .

74


http://news.bbc.co.uk/2/hi/health/7754644.stm

9 POUZITE ZKRATKY:

4-HNE — 4-hydroxy-2-nononal

5-HT — serotonin — 5-hydroxytryptamin
ACH - acetylcholin

ADP — adenosin difosfat

AGEs — advanced glycation end products
ANG Il —angiotensin Il

ATP — adenosin trifosfat

BMPs — bone morphogenetic proteins

CAG - triplet nukleotidovych bazi cytosin-adenosin-guanin
CAMP — cyklicky adenosin monofosfat
CGMP — cyklicky guanosin monofosfat
CNS — centralni nervovy systém

COX — cyklooxygenaza

COX — cyklooxygenaza

DM — diabetes mellitus

DNA — deoxyribonukleova kyselina

ERK — extracellular signal- regulated kinase

FAD — flavinadenindinukleotid oxidovana forma
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FLA, — fosfolipaza A,

FMN — flavinmononukleotid

GABA — y-aminomaselna kyselina

GIT — gastrointestinalni trakt

GSH — redukovany glutathion ( thiol )

GSSG — oxidovany glutathion ( disulfid )

HSMCs — human aortic smooth muscle cells

Hsp70 - heat-shock protein 70

IDDM - insulin-dependent DM

IFN-y — interferon y

IL-1 —interleukin 1

LDL — low density lipoprotein

MAPK — mitogen — activated protein kinase

MCP-1 — monocyte chemoattractant protein 1

MDA — malondialdehyd

MHC - major histocompatibility komplex

MtDNA — mitochondrialni DNA

NAD" - nikotinamidadenindinukleotid oxidovana forma
NADPH — nikotinamidadenindinukleotidfosfat redukovana forma

NDNA — jaderna DNA



NF-kB — jaderny faktor kB

NIDDM — non insulin-dependent DM

NMDA - specificky receptor pro navazani glutamatu ( N-methyl-D-aspartat )
NOS — syntdza oxidu dusnatého

PDGF — platelet - derived growth factor ( ristovy faktor odvozeny od krevnich destic¢ek )
PRR — Pattern Recognition Receptor

PUFA — polyunsaturated fatty acids

Q- - radikal koenzymu Q

RNA — ribonukleova kyselina

RNS — reaktivni formy dusiku

ROS - reaktivni formy kysliku

RTKSs — receptor tyrosine kinases

SOD - superoxiddismutéza

TGF-B1 — transforming growth factor

TNF-o — tumor nekrotizujici faktor o

VMK — vy$§i mastné kyseliny

VR — volné radikaly

XO - xanthin oxidaza

a-TTP - a-tocopherol transfer protein
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