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1 Abstrakt 

 

Reaktivní kyslíkové formy (ROS) vznikají v buňkách jako vedlejší produkty 

aerobního metabolismu. Organismy si proto vyvinuly řadu ochranných mechanismů, které při 

fyziologických podmínkách zabraňují poškození molekul. Pokud jsou buňky vystaveny 

stresovým podmínkám, ochranné mechanismy nedokáží poškození zabránit. Hromadění 

oxidovaných molekul je považováno za jeden z důvodů stárnutí a původce některých 

onemocnění, jako Friedrichova ataxie, Amylotropní laterární skleróza, Alzheimrova choroba 

a mnoha dálších. Během oxidativního stresu jsou reaktivní kyslíkové formy vnímány zejména 

jako faktory vyvolávající oxidaci cysteinových zbytků v  transkripčních faktorech, 

regulačních proteinech a reakčních centrech enzymů. Oxidací ale též dochází ke změně 

aktivity proteinů a spuštění specifických drah, včetně změn exprese, metabolismu, buněčného 

cyklu a proteolýzy. Práce ukazuje ochranné mechanismy buňky, ROS a jimi vyvolané 

oxidativní poškození proteinů, včetně funkce ROS jako důležitých signálních molekul 

nezbytných pro řadu buněčných procesů. 

 

Klíčová slova: oxidativní poškození proteinů, antioxidační mechanismy, reaktivní kyslíkové 

formy, redoxní signalizace, stárnutí, Saccharomyces cerevisiae 

 

Abstract 

 

Reactive oxygen species (ROS) are regularly produced in cells as a by-product of 

aerobic metabolism. Hence, organisms developed various defence mechanisms, which are 

able to avoid molecular damages caused by ROS under physiological conditions. In stress 

conditions, however, such defence mechanisms are not sufficient to avoid molecular damages. 

Accumulation of oxidized proteins is supposed to be a reason for ageing and many diseases 

including Friedreich’s ataxia, Amylotrophic lateral sclerosis, Alzheimer’s disease and many 

others. During oxidative stress, reactive oxygen species are reflected in oxidation of cystein 

residues in transcription factors, regulation proteins and active canters centers of enzymes. 

Oxidative modifications however could lead also to changes in transcription factor activity 

and activation of specific pathways, including changes in gene expression, cell cycle and 

proteolysis. This work shows defence mechanisms, ROS and proteins altered by reactive 
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oxygen species that may function as important signalling molecules, which are essential for 

many cellular processes. 

Keywords: protein oxidative damage, antioxidant mechanism, reactive oxygen 

species, redox signaling, ageing, Saccharomyces cerevisiae 

 

2 Seznam užitých zkratek 

 

Adh1p  alcohol dehydrogenase alkohol dehydrogenáza 

AP-1 activator protein 1 transcription 

factor 

transkripční faktor aktivační protein 1 

ATP adenosine triphosphate adenosintrifosfát 

CBF CCAAT-binding factor komplex vázající CCAAT motif 

CCS copper chaperone for superoxide 

dismutase 

chaperon mědi superoxid dismutázy 

Cln1p cyclik 1 cyklin 1  

Cln2p cyclin 2 cyklin 2 

Crm1p exportin exportní protein 

cTpxp cytoplasmic thiol peroxidase cytoplasmatická thiolová peroxidáza 

Cys Cysteine cystein 

DNA deoxyribonucleic acid deoxyribonukleová kyselina 

E1 ubiquitin activating enzyme enzym aktivující ubiquitin 

E2 ubiquitin conjugating enzyme enzym spojující ubiquitin 

E3 ubiguitin ligase ubiquitin ligáza 

FADH flavin adenine dinucleotide flavinadenindinukleotid 

Fre1p ferric reductase 1 reduktáza železnatých iontů 1 

Fre2p ferric reductase 2 reduktáza železnatých iontů 2 

G1 gap 1 phase of cell cycle fáze buněčného cyklu 

G2 gap 2 phase of cell cycle fáze buněčného cyklu 

GADPH glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase 

glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáza 

GDI GDP dissociation inhibitor inhibitor rozkladu GDP 

Gpx3p 

(Orp1p) 

glutathione peroxidase 3 glutathion peroxidáza 3 

Gpxp glutathione peroxidase glutathion peroxidáza 

Grx1p glutaredoxine 1 glutaredoxin 1 

Grx2p glutaredoxine 2 glutaredoxin 2 

Grx5p glutaredoxine 5 glutaredoxin 5 

GSH reduced glutathione redukovaný glutathion 

GSSG oxidized glutathione oxidovaný glutathion 

GTP guanosine triphosphate guanosintrifosfát 

Hog1p high osmolarity glycerol MAP vysokou osmolaritou glycerolu 
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kinase aktivovaná MAK kináza 

M mitosis phase of cell cycle mitotická fáze buněčného cyklu 

MAPK mitogen activated protein kinase mitogenem aktivovaná proteinkináza 

MAPKK mitogen activated protein kinase 

kinase 

mitogenem aktivovaná proteinkináza 

kinázy 

MAPKKK mitogen activated protein kinase 

kinase kinase 

mitogenem aktivovaná proteinkináza 

kinázy kinázy 

MBF complex binding Mlu1 cell cycle 

box promotor element 

komplex vázající se v Mul1 

promotorové oblasti 

Mbp1p transcription factor transkripční faktor 

MFRTA mitochondrial free radical theory 

of aging 

teorie stárnutí v důsledku volných 

radikálů vznikajících v mitochondriích 

mTpxp mitochondrial thiol peroxidase mitochondriální thiolová peroxidáza 

NADH nicotinamide adenine 

dinucleotide 

nikotinamid adenin dinukleotid 

NADPH nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate 

nikotinamid adenin dinukleotid fosfát 

NES nuclear export signal jaderný exportní signál 

Noxp NADPH oxidase NADPH oxidáza 

nTpxp nucleic thiol peroxidase jaderná thiolová peroxidáza 

PHGpxp phospholipid hydroperoxide 

glutathione peroxidase 

s mambránou asociovaná glutathion 

peroxidáza 

PKC protein kinase c proteinkináza c 

Prxp Peroxiredoxin peroxiredoxin 

RNS reactive nitrogen species reaktivní formy dusíku 

ROS reactive oxygen species reaktivní formy kyslíku 

RSS reactive sulfur species reaktivní formy síry 

S syntetic phase of cell cycle syntetická fáze buněčného cyklu 

SAPK stress activated protein kinase stresem aktivovaná protein kináza 

Sod1p superoxide dismutase 1 superoxid dismutáza 1 

Sod2p superoxide dismutase 2 superoxid dismutáza 2 

Ssk1p responce regulator protein protein regulující odpověď 

Swi4p transcription factor transkripční faktor 

Swi6p transcription factor transkripční faktor 

Tdh2p glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase 2 

glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáza 2 

Tdh3p glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase 3 

glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáza 3 

Trr1p thioredoxin reductase 1 thioredoxin reduktáza 1 

Trr2p thioredoxin reductase 2 thioredoxin reduktáza 2 

Yap1p transcription factor transkripční faktor 
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3 Úvod 

 

Reaktivní kyslíkové formy vznikají ve všech aerobně žijících organismech jako 

vedlejší produkt převážně dýchacího řetězce. Mezi významné reaktivní kyslíkové formy, 

takzvané ROS, patří superoxidový radikál O2
•-
, karbonátový radikál CO3

•
, hydroxylový 

radikál HO
•
, peroxylový radikál RO2

•
, alkoxylový radikál RO

•
, peroxid vodíku H2O2, ozon 

O3, peroxynitrát ONOO
- 

a singletový kyslík. V buňkách ROS způsobují narušení redoxní 

rovnováhy, poškození proteinů, DNA a lipidů. Hromadění oxidativně poškozených 

makromolekul je spojováno s mnoha lidskými nemocemi a stárnutím. 

Buňky si vyvinuly řadu enzymatických (superoxid dismutáza, kataláza, peroxidáza, 

cytochrom c oxidáza) i neenzymatických (glutaredoxinový systém, thioredoxinový systém, 

metabolity a prvky) mechanismů, které snižují množství ROS, a také enzymy, které se na 

vzniku ROS podílejí (např. NADPH oxidáza). Tyto systémy umožňují kontrolovat redoxní 

stav buňky. Buňky jsou schopné změny v redoxní rovnováze vnímat a přeměňovat je na 

signály vyvolávající změny v důležitých buněčných procesech. 

Zatímco dříve bylo pohlíženo na ROS molekuly jako na škodlivý vedlejší produkt 

aerobního metabolismu, v posledních letech se náhled mění. Mnoho výzkumů ukazuje, že 

ROS se účastní jako druzí poslové signálních drah nezbytných pro buněčný vývoj, jsou 

prostředkem mezibuněčné komunikace a v některých případech je jejich přítomnost 

vyžadována pro vytvoření mnohobuněčné formy organismu. 

Cílem této práce je shrnout důležité ochranné mechanismy a změny v buněčných 

procesech vyvolané působením ROS molekul v kvasinkových buňkách Saccharomyces 

cerevisiae. Hlavní důraz je kladen na signalizační roli ROS a mechanismus, jakým buňky 

vnímají jeho hladinu, jaké dráhy jsou zapojeny do změn vyvolaných jeho působením a 

mechanismus jejich regulace oxidativním stresem. 

4 Fyziologicky významné reaktivní formy- ROS, RNS, RSS 

4.1 ROS 

 

Mezi takzvané ROS, reaktivní formy kyslíku, se řadí volné kyslíkové radikály ale i 

některé neradikálové formy kyslíku.         

 Volné radikály jsou definovány jako atomy nebo molekuly, které obsahují jeden či 

více nepárových elektronů a jsou schopné samostatné existence. Za fyziologických podmínek 

v živých organismech vznikají z neradikálových molekul přijetím či odštěpením elektronu 
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nebo homolytickým štěpením kovalentní vazby. Mezi významné radikálové ROS patří 

superoxidový radikál O2
•-
, karbonátový radikál CO3

•
, hydroxylový radikál HO

•
, peroxylový 

radikál RO2
•
a alkoxylový radikál RO (Fridovich, 1998; Gutteridge, 2007)    

Mezi neradikálové formy reaktivních forem kyslíku se řadí molekuly, které nemají 

nepárový elektron, ale jsou velice reaktivní.  Fyziologicky důležitým příkladem je peroxid 

vodíku H2O2, ozon O3 peroxynitrát ONOO
-
a nebo singletový kyslík (Gutteridge, 2007). 

 

4.1.1 Zdroje ROS 

 

Reaktivní kyslíkové formy vznikají jako vedlejší produkt aerobního způsobu života 

(Cabiscol et al., 2000). Za nejvýznamnější zdroj reaktivních kyslíkových forem je považován 

dýchací řetězec mitochondrií (Guidot et al., 1993). Skládá se z řady enzymů, které přenáší 

elektrony odebrané z přenašečů redukčních ekvivalentů (NADH, NADPH, FADH). Elektrony 

jsou po přenesení enzymy dýchacího řetězce předávány na kyslík, který se přemění na vodu. 

Během přenosu může dojít k úniku jednoho elektronu a jeho přeskoku na kyslík za vzniku 

superoxidového aniontu. K úniku může dojít na komplexech 1-4.  

Dalším zdrojem ROS je membrána endoplazmatického retikula, kde se nachází 

komplex mikrosomální monooxidasy. Komplex hraje důležitou roli v oxidaci cizorodých 

látek. Podobně jako u dýchacího řetězce jsou přenášeny elektrony získané z přenašečů 

redukčních ekvivalentů. K úniku elektronů a přeskoku na kyslík může dojít z NADPH-P450 

reduktázy a cytochromu P450.     

Rovněž na jaderné membráně a na plazmatické membráně se vyskytují elektronové 

transportní řetězce o neznámých funkcích. I z těchto systémů může dojít k úniku elektronů a 

vzniku ROS (Gutteridge, 2007). 

 

ROS mohou být také produkovány buněčnými enzymy, např. NADPH oxidázou, 

neboli Noxp, což je s membránou asociovaný enzym (Brown and Griendling, 2009). NADPH 

oxidáza přenáší elektrony z NADPH na molekulární kyslík za vzniku superoxidu, který je 

dále dismutován na peroxid vodíku (Dikalov, 2011). Dalšími enzymy schopnými produkce 

ROS jsou NO syntáza a xanthin dehydrogenáza. 

 U hub jsou známé čtyři homologní proteiny k savčím NADPH oxidázám: NoxAp, 

NoxBp, NoxCp a Frep („ferric reductase“, tedy reduktáza železnatých iontů) (Takemoto et al., 

2007). V Saccharomyces cerevisiae byly nalezeny dva geny (FRE1 a FRE2) kódující Fre1p a 

Fre2p reduktázy železnatých iontů. Fre1p má funkci elektronového přenašeče přes membránu 



8 

 

a je homologní k lidské fagocytární NADPH oxidáze (Finegold et al., 1996; Lesuisse et al., 

1996).  

 

4.1.2 Vliv ROS na proteiny 

 

Hlavním iniciátorem proteinového poškození je hydroxylový radikál. Jeho reakce 

s proteiny vede k rozštěpení polypeptidového řetězce, konverzi aminokyselinových zbytků 

postranních řetězců na hydroxylové či karbonylové deriváty a formování protein-protein 

propojení (Stadtman, 1995). Nejnáchylnější k oxidaci jsou methionin a cystein, tedy 

aminokyseliny obsahující síru. K přeměně methioninových zbytků na methioninový sulfoxid 

a cysteinových zbytků na disulfid dochází i při slabém narušení redoxní rovnováhy. Oxidace 

methioninu a cysteinu je do jisté míry reverzibilní proces. Kvasinkové buňky kódují disulfid 

reduktázu a methionin-sulfoxid reduktázu, které redukují oxidované aminokyselinové zbytky. 

Pro ostatní aminokyseliny kvasinky reduktázy nekódují, proto by snadná oxidace výše 

zmíněných aminokyselin mohla sloužit jako ochranný mechanismus zabraňující nevratnému 

poškození jiných aminokyselin (Berlett and Stadtman, 1997).    

 Proteinová karbonylace je spojená buď s proteinovým štěpením, nebo s přímou 

oxidací aminokyselin. Při štěpení proteinové kostry dochází k napadení α-vodíku 

hydroxylovým radikálem, výsledkem může být kovalentní propojení proteinů nebo 

karbonylace. Ke karbonylaci také dochází v důsledku přímé oxidace postranních řetězců 

kyseliny glutamové, asparagové a prolinu (Berlett and Stadtman, 1997). 

 

 

4.2 RNS,RSS 

4.2.1 RNS 

 

Mezi reaktivní dusíkové formy se řadí oxid dusnatý NO. Oxid dusnatý typicky reaguje 

s thiolovou skupinou (S-nitrosylace) nebo kovem. V živých systémech může NO fungovat 

jako ochrana proti ROS, velice ochotně s nimi reaguje a tak vytváří mnohem méně reaktivní 

produkt. Oxid dusnatý zastává v buňkách důležité fyziologické role, proto je vytvářen enzymy 

buňky (Gutteridge, 2007).  
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4.2.2 RSS 

 

Většina thiolových skupin v buňce funguje jako antioxidanty, nejvýznamnější je 

glutathion GSH.  Thioly mohou reagovat s kovovými ionty, kyslíkovými radikály nebo 

uhlíkovými radikály za vzniku thiolových radikálů (Gutteridge, 2007). 

 

5 ROS ve stárnutí Saccharomyces cerevisiae 

 

U Sacharomyces cerevisiae existují dva různé aspekty, podle kterých se posuzuje 

stárnutí: replikativní stárnutí a chronologické. Replikativní stárnutí je definováno počtem 

dělení mateřské buňky. Stárnutí chronologické jako životaschopnost kultury ve stacionární 

fázi. Obecně je stárnutí chápáno jako proces, při kterém dochází ke ztrátě buněčné 

homeostáze v důsledku kumulace poškozených makromolekul, jako jsou proteiny, lipidy a 

DNA (Hekimi et al., 2011). 

Na základě mnoha výsledků bylo navrženo, že volné radikály způsobují stárnutí. 

Stárnutí je zapříčiněno oxidativním poškozením proteinů, DNA a lipidů a jejich hromaděním. 

Mitochondriální produkce reaktivních kyslíkových forem má za následek poškození enzymů 

dýchacího řetězce, které vede k narušení jejich funkce a zvýšené produkci ROS. Během 

stárnutí dochází k hromadění poškození a stále větší produkci reaktivních kyslíkových forem. 

(Hekimi et al., 2011). Teorii MFRTA „mitochondrial free radical theory of aging“, tedy teorii 

stárnutí v důsledku volných radikálů vznikajících v mitochondriích, podporují experimentální 

data ukazující, že hladina bazálního metabolismu je nepřímo úměrná délce života, vyšší 

životaschopnost je spojená s nižší produkcí ROS, v mitochondriální DNA se hromadí mutace 

v průběhu stárnutí (Costa and Moradas-Ferreira, 2001) a v mitochondriích stárnoucích 

mateřských buněk se hromadí ROS (Laun et al., 2001). Tato hypotéza je také podložena 

výsledky prací, které ukazují na klíčovou roli antioxidačního systému v kvasinkových 

buňkách a jejich životaschopnosti. Buňky adaptované na respirační růstové podmínky 

vykazují vyšší hladinu antioxidantů, která koreluje se zvýšenou délkou života (MacLean et 

al., 2001).   

Na zvýšenou hladinu ROS a poškození důležitých makromolekul se dá pohlížet i jako 

na jev vznikající v důsledku stárnutí, ne jako na jeho příčinu (Hekimi et al., 2011). Reaktivní 

formy jsou uvažovány jako důležité signální molekuly (Forman et al., 2010), proto může být 

zvyšování hladiny ROS v průběhu stárnutí způsobeno signální odpovědí buňky na nárůst 

množství poškozených makromolekul (Hekimi et al., 2011). Přestože většina dnes známých 
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výzkumů hovoří ve prospěch teorie MFRTA, objevují se i výsledky, které se s ní neshodují. 

Například mouchy nadprodukující superoxid dismutázu, důležitý antioxidační enzym, 

nejevily zvýšenou životaschopnost, někdy dokonce naopak jevily sníženou. V některých 

případech u Caenorhabditis elegans zvýšení životaschopnosti nedoprovázela snížená hladina 

ROS (Chen et al., 2007). Přestože teorie MFRTA předpokládá větší poškození 

mitochondriální DNA než jaderné, u pokusů s krysami se tato hypotéza nepotvrdila (Lim et 

al., 2005).   

 

6 Ochranné mechanismy proti ROS 

 

Aerobně žijící organismy jsou stabilně vystaveny ROS a jejich následkům, proto 

vyvinuly řadu obranných mechanismů proti jejich vzniku a účinku i systémy, které je dokáží 

odstraňovat. Obranné mechanismy jsou tvořeny enzymatickými i neenzymatickými systémy. 

Díky těmto mechanismům je v buňkách udržována redoxní rovnváha důležitá pro správné 

fungování proteinů. Při narušení redukčního prostředí v cytosolu vzniká oxidativní stres, tedy 

převážení oxidantů nad antioxidačními složkami buňky, a v jeho důsledku dochází 

k poškození makromolekul. Při rozsáhlém poškození může tato disbalance způsobit i smrt 

(Jamieson, 1998).  

6.1  Neenzymatické ochranné mechanismy 

 

Neenzymatické ochranné systémy jsou většinou tvořeny malými molekulami, které 

jsou oxidovány ROS a tím zabraňují oxidaci makromolekul. Díky tomuto odstraňování ROS 

se řadí mezi hlavní tzv. ROS „scavengers“ (Jamieson, 1998).  

6.1.1 Glutathion 

 

Glutathion je tripeptid aminokyselin kyseliny glutamové, cysteinu a glycinu. 

V buňkách je obsažený ve velkém množství, proto poměr jeho oxidované (GSSG) a 

redukované (2GSH) formy obvykle udává redoxní stav buňky. Tento poměr je za 

fyziologických podmínek 1:100 ve prospěch GSH. Glutathion je syntetizován buňkou dvěma 

enzymy β-glutamylcystein syntetázou, kódovanou genem GSH1, a glutathionsyntetázou- (gen 

GSH2). Mutanti v těchto genech vykazují rapidně sníženou hladinu glutathionu, což 

nasvědčuje malé schopnosti buněk přijímat ho z média (Ohtake, 1990; Schafer and Buettner, 

2001).  
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  Glutathion se v podmínkách bez zvýšeného extracelulárního ROS vyskytuje ve všech 

buněčných kompartmentech, největší výskyt byl pozorován v mitochondriích, perinukleárním 

prostoru, lumen a endoplazmatickém retikulu, nejméně ve vakuole a buněčné stěně. Místa 

zvýšeného výskytu odpovídají zdrojům ROS v buňce. Tato distribuce glutathionu a jeho velké 

množství v mitochondriích jsou nezbytné pro normální růst (Zechmann et al., 2011). 

Glutation plní v buňkách několik důležitých funkcí, od udržování redoxního stavu, 

funkce kofaktoru pro glutathion peroxidázu, zabraňování kovalentnímu propojení proteinů po 

roli signalizační a antioxidační (Jamieson, 1998).  

Antioxidační role spočívá v reakci s reaktivními formami, výsledkem je menší obsah 

ROS a tím pádem i menší poškození důležitých makromolekul. Oxidovaný GSSG je 

redukován glutathion reduktázou na 2GSH za spotřeby NADPH (Schafer and Buettner, 

2001).  

Jako velice důležitá se ukazuje role glutathionu v S-glutathiolacích, tedy vytvoření 

disulfidického můstku mezi sírou cysteinu na glutathionu a sírou cysteinu na proteinu (Klatt 

and Lamas, 2000). Tato glutathiolace může zabránit ireverzibilnímu poškození cysteinu na 

proteinu, ale také může sloužit jako posttranslační modifikace. Hodně je diskutovaná role 

thiolací v regulaci transkripčních faktorů a enzymů a její signalizační funkce (Shenton and 

Grant, 2003).  

 

6.1.2 Glutaredoxinový systém 

6.1.2.1 Glutaredoxin 

 

Glutaredoxiny jsou malé peptidy obsahující jeden nebo dva cysteiny v aktivním 

centru. Monocysteinové glutaredoxiny jsou v Saccharomyces cerevisiae kódovány třemi geny 

GRX, tj. GRX3-5. Role centrálního glutaredoxinu Grx5p, vyskytujícího se v mitochondrii, je 

podstatná ve formování FeS klastrů, tedy aktivních center enzymů přenášejících elektrony 

(Alves et al., 2004; Rodriguez-Manzaneque et al., 1999). Dicysteinové glutaredoxiny jsou 

v kvasince dva, Grx1p a Grx2p. Jsou schopné redukovat disulfidické můstky a účastní se při 

deglutathiolacích proteinů (Herrero et al., 2010; Luikenhuis et al., 1998). Glutaredoxin je 

součástí glutaredoxinového systému (obrázek 1). 
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Obr.:1 Schéma glutaredoxinového systému 

 

6.1.3 Thioredoxinový systém 

6.1.3.1 Thioredoxin 

 

Thioredoxin je polypeptid, který se stejně jako glutaredoxin vyskytuje v eukaryotech i 

prokaryotech. Konzervovanost těchto dvou molekul dokazuje jejich velký význam 

v antioxidační ochraně. Funkce glutaredoxinu a thioredoxinu se částečně překrývají, oba se 

účastní jako redukční činidla důležitých enzymů (Muller, 1996). Thioredoxin je v buňkách 

součástí thioredoxinového systému (obrázek 2). 

Redukovaný thioredoxin obsahuje dvě SH skupiny. Redoxně reaguje s řadou proteinů, 

výsledkem je redukce původně oxidovaného proteinu a vytvoření disulfidického můstku, tedy 

oxidace aktivního místa thioredoxinu (Bao et al., 2009). Po oxidaci dochází k obnovení díky 

elektronům z NADPH, tato obnova je katalyzována enzymem thioredoxinreduktázou. 

Kvasinka Saccharomyces cerevisiae kóduje tři thioredoxiny, dva cytosolické (geny TRX1 a 

TRX2), jednu cytosolickou thioredoxinreduktázu Trr1p a jeden mitochondriální (TRX3) a 

mitochondriální Trr2p thioredoxinreduktázu (Gan, 1991; Pedrajas et al., 1999). 
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Obr.:2 Schéma thioredoxinového systému 

 

6.1.4 Metabolity a ionty s antioxidační funkcí 

 

Erytroaskorbová kyselina se v Saccharomyces cerevisiae vyskytuje hojněji než 

kyselina askorbová. Vlastnostmi se tyto dvě kyseliny neliší, obě jsou hydrofilní, jejich funkcí 

je vychytávání reaktivních forem v cytoplazmě. Obdobnou funkci plní v membránách 

hydrofobní karotenoidy (Gutteridge, 2007). Při odbourávání ROS jsou důležité také 

manganaté kationty Mn
2+

. V buňkách, které obsahují mutaci v SOD1, mohou částečně 

kompenzovat nefunkční superoxid dismutázu (Lapinskas et al., 1995). 

Trehalóza je neredukující disacharid dvou molekul glukózy spojených α1-1α vazbou. 

Je prokázána její akumulace během teplotního šoku, zmražení, přítomnosti vysokých 

koncentrací solí a alkoholu, která má za následek zvýšenou toleranci a redukci agregace 

denaturovaných proteinů (Lewis et al., 1997). Výsledky ukazují, že vysoká hladina trehalózy 

vyvolaná mírným teplotním šokem zvyšuje odolnost buněk proti peroxidu vodíku. Vrácením 

buněk do nestresující teploty dochází ke snížení hladiny trehalózy a s ní i rezistence na 

peroxid vodíku. Důležitost trehalózy v odolnosti proti reaktivním formám podtrhuje fakt, že 

mnoství karbonylovaných proteinů v buňkách se zvýšenou hladinou trehalózy je menší, než 

v buňkách s hladinou nízkou (Benaroudj et al., 2001). 

  

6.2 Enzymatické ochranné mechanismy 

 

Ochrana buněk proti ROS zahrnuje také řadu enzymů schopných odstranit radikály 

samotné i jejich produkty, nebo opravit poškození jimi způsené. Mezi významné enzymatické 

antioxidanty patří především superoxiddismutáza, na ní navazující kataláza a řada peroxidáz. 
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6.2.1 Superoxid dismutáza 

 

Superoxid dismutáza (Sodp) hraje v buňkách důležitou roli při odstraňování 

superoxidů za vzniku peroxidu vodíku (1).  

                                      O2
*-

 + O2
*-

 +2H
+
 → H2O2 + O2                                                                                  (1) 

 Podle kofaktoru vyžadovaného superoxid dismutázou se rozlišuje několik typů SOD, 

CuZnSOD, MnSOD, FeSOD a NiSOD (Fridovich, 1998). V kvasince Saccharomyces 

cerevisiae se vyskytují dvě superoxid dismutázy, gen SOD1 kóduje cytoplazmatickou 

dismutázu a gen SOD2 kóduje mitochondriální dismutázu (Sturtz et al., 2001). 

 Ve větším počtu jsou superoxid dismutázy zastoupeny u patogenních kvasinek. Např. 

Candida albicans kóduje šest Sodp (Hwang et al., 1999). Tato větší rozmanitost umožňuje 

přežívání v hostiteli, poskytuje ochranu proti jeho imunitní odpovědi a zvyšuje patogenitu 

(Missall et al., 2004).  

 

6.2.1.1 CuZnSOD 

 

 CuZnSOD, neboli Sod1p, je lokalizována v cytoplazmě a v mitochondriálním 

intermembránovém prostoru. Většinou se vyskytuje ve formě dimeru, jedna proteinová 

jednotka obsahuje Zn
2+

, druhá Cu
2+

. Zinečnatý kation je důležitý pro stabilizaci enzymu, 

zatímco měďnatý kation se účastní katalytického cyklu. Pro vytvoření katalytického centra 

enzymu je důležitý chaperon mědi (CCS), který přináší Cu
2+

 a zajišťuje vytvoření 

disulfidických můstků v Sod1p. CCS je v buňce lokalizován stejně jako Sod1p a jeho aktivita 

ovlivňuje množství superoxid dismutázy (Bermingham-McDonogh et al., 1988; Sturtz et al., 

2001). 

Mutanti sod1∆ vykazují zvýšené množství karbonylace cytosolických i 

mitochondriálních proteinů a zvýšené umírání buněk během stacionární fáze. Naopak větší 

množství Sod1p v intermembránovém prostoru zvyšuje životaschopnost buněk ve stacionární 

fázi. Toto pozorování ukazuje důležitost Sod1p v obraně proti reaktivním formám kyslíku a 

jejich odstraňování (Sturtz et al., 2001). 
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6.2.1.2 MnSOD 

 

 MnSOD, neboli Sod2p, je lokalizovaná v mitochondriích. V Saccharomyces 

cerevisiae se vyskytuje ve formě dimeru. V aktivním centru obsahuje ion Mn
3+

, který se 

účastní katalytického cyklu. Dismutace superoxidu je umožněna přechodem mezi Mn
3+

 a 

Mn
2+

. Na rozdíl od CuZnSOD, která je velice odolná, je náchylná k vyšší teplotě, organickým 

rozpouštědlům a detergentům. I sekvencí aminokyselin jsou tyto dvě superoxid dismutázy 

odlišné. Hlavní funkcí Sod2p je obrana proti superoxidům, které vznikají v elektronovém 

transportním řetězci (Gutteridge, 2007; Herrero et al., 2008). Peroxid vodíku, který vzniká 

činností Sod1p a Sod2p, může být v buňkách odstraňován katalázami nebo peroxidázami. 

  

6.2.2 Kataláza 

 

 Kataláza je enzym zajišťující disproporciaci peroxidu vodíku na vodu a kyslík. (2) 

                                                    2H2O2 → 2H2O + O2                                                            (2) 

Katalázy jsou většinou homotetramerní proteiny. V aktivním místě mají hemový 

železitý kationt Fe
3+

. Kvasinka Saccharomysec cerevisiae kóduje dvě katalázy. Peroxisomální 

katalázu A (gen CTA1) a cytosolickou katalázu T (gen CTT1) (Herrero et al., 2008; Izawa et 

al., 1996).  

 

6.2.3 Peroxidázy 

 

Jako peroxidázy jsou souhrnně označovány enzymy schopné odstraňovat anorganické 

i organické peroxidy. Na rozdíl od superoxiddismutázy a katalázy není jejich funkce závislá 

na redoxních vlastnostech kovu v jejich aktivním místě (Herrero et al., 2008). Pro správné 

fungování vyžadují jako zdroj elektronů různé organické molekuly. Podle těchto zdrojů se 

rozlišuje mnoho typů peroxidáz, například glutathionperoxidázy, thioredoxinperoxidázy, 

cytochrom c peroxidázy, NADH peroxidázy, křenová peroxidáza a další (Fridovich, 1998). 

  

6.2.3.1 Glutathion peroxidázy 

 

Glutathion peroxidázy odstraňují peroxid vodíku za oxidace dvou redukovaných 

glutathionů (3). 

                                    H2O2 + 2GSH → GSSG + 2H2O                                                          (3) 
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 Peroxidázy využívající jako donor elektronů glutathion je možné rozdělit na dvě 

skupiny: klasické Gpxp a s membránou asociované fosfolipid-hydroxiperoxid Gpxp 

(PHGpxp). Gpxp jsou většinou solubilní multimery, PHGpxp se většinou vyskytují ve formě 

monomerů (Herrero et al., 2008).  

 V kvasince Saccharomyces cerevisiae byly nalezeny tři geny kódující glutathion 

peroxidázu, GPX1, GPX2 a GPX3 (Inoue et al., 1999). Po provedení srovnávací analýzy a 

dalších ověření bylo zjištěno, že tyto geny kódují PHGpx1-3p (Avery and Avery, 2001). 

Všechny tři enzymy jsou selenoproteiny, v aktivním místě obsahují selenocystein (Fridovich, 

1998). 

 

6.2.3.2 Peroxiredoxiny 

 

 Peroxiredoxiny (Prxp) je skupina peroxidáz, které redukují peroxid vodíku i organické 

peroxidy. V aktivním místě obsahují cysteiny, na nichž je založena katalytická aktivita 

enzymu. Podle počtu a umístění cysteinů se Prxp rozdělují do tří skupin. Nejčastěji 

vyskytující se peroxiredoxiny jsou typické dvoucysteinové Prxp. Jsou to homodimery 

obsahující jeden cystein na každé podjednotce. Atypické  dvoucysteinové také obsahují dva 

cysteiny, ale oba jsou na stejné podjednotce. Monomerní jednocysteinové peroxiredoxiny 

obsahují pouze jeden cystein v aktivním místě (Herrero et al., 2008; Trujillo et al., 2007). 

Během reakce s peroxidem vodíku dochází u všech typů k oxidaci cys–SH skupiny na 

cys-SOH. V případě dvoucysteinových reaguje tato kyselina sulfonová s druhou cys-SH 

skupinou za vzniku disulfidického můstku. Na redukci je vyžadován thioredoxin, proto se 

dvoucysteinové peroxiredoxiny označují také jako thioredoxinperoxidázy. V případě 

jednocysteinových je mechanismus reakce nejasný (Trujillo et al., 2007). 

Saccharomyces cerevisiae kóduje pět thiolových peroxidáz s rozdílnou lokalizací, 

cytoplazmatické cTpx1p, cTpx2p, cTpx3p, mitochondriální mTpxp a jadernou nTpxp (Park et 

al., 2000). 

  

6.2.3.3 Cytochrom c peroxidáza 

 

 Cytochrom c peroxidáza je v Saccharomyces cerevisiae lokalizována 

v mitochondriálním mezimembránovém prostoru. V aktivním místě obsahuje hemový železitý 

kation, který je během reakce oxidován a umožňuje tak dismutaci peroxidu vodíku. Při reakci 

s H2O2 se tvoří stabilní komplex enzym-substrát (Gutteridge, 2007). 
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7 Redoxní signalizace  

 

 Dříve bylo na ROS pohlíženo jen jako na škodlivé molekuly způsobující fyziologické 

defekty. V posledních letech se náhled na reaktivní kyslíkové formy změnil díky řadě důkazů, 

které ukazují, že ROS se zřejmě účastní některých signálních drah. 

 

7.1 Signalizační role ROS 

 

Především výzkumy na savčích buňkách potvrzují funkci ROS jako důležitých 

signálních molekul. Například při hypoxii vyvolané vystavením buněk nízké hladině kyslíku 

paradoxně dochází ke zvýšené produkci reaktivních kyslíkových forem v mitochondriích. 

Zvýšení hladiny ROS se ukazuje jako velice důležité při regulaci odpovědi buňky (Chandel et 

al., 1998; Waypa et al., 2006). ROS produkované NADPH oxidázami jsou důležité při 

diferenciaci buněk hladkých svalů, jejich růstu a vazodilataci (Cai et al., 2003; Clempus et al., 

2007; Ushio-Fukai et al., 2001). NADPH oxidázy (Nox), a tak i produkce ROS, je v buňkách 

regulována (Finkel, 2003). Bylo zjištěno, že při aktivaci NADPH oxidázy hraje roli GTP, což 

naznačuje roli GTP-vazebného proteinu v regulaci (Gabig et al., 1987). Později byly tyto GTP 

vazebné proteiny určeny jako Rac rodina GTPáz (Knaus et al., 1991). Neaktivovaná forma 

Rac proteinů je lokalizována v cytosolu, kde se nachází v komplexu s GDI proteinem 

(Chuang et al., 1993). Během aktivace NADPH oxidázy dochází k rozbití komplexu, GDI 

protein zůstává lokalizován v cytosolu a Rac protein je lokalizován v plazmatické membráně 

(Quinn et al., 1993). Mezi další významné regulátory NADPH oxidáz patří proteiny p22
phox

, 

p47
phox

, p67
phox

 a p40
phox 

(Bedard and Krause, 2007). Regulace funkce Rac proteinů, a tak i 

NADPH oxidázy, je vysvětlitelná na signalizaci vyvolané angiotensinem ІІ v savčích buňkách 

(Dikalov, 2011). Angiotensin ІІ ІІ) je důležitým mediátorem v hladkých svalech, jehož 

efekty jsou zprostředkovány reaktivními kyslíkovými formami (Griendling et al., 2000). Po 

navázání ang ІІ  aktivaci PKC (protein kinázy C), fosforylaci p47
phox

 a 

výměně nukleotidů na Rac ze stavu Rac-GDP na Rac-GTP. Aktivace NADPH oxidázy má za 

následek generaci ROS. Takto vzniklý peroxid vodíku aktivuje tyrosin kinázu a dochází 

k transaktivaci receptoru pro epidermální růstový faktor. Dále dochází k produkci 

fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfátu, který  aktivuje další Rac. Takto dochází k zesílení NADPH 

oxidázové aktivity (Seshiah et al., 2002). 
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U rostliny Arabidopsis thaliana je produkce reaktivních kyslíkových forem nezbytná 

pro správný průběh růstu, morfogeneze a vytváření symbiotických interakcí (Foreman et al., 

2003; Takemoto et al., 2006). Diferenciace buněk modelového organismu Drosophila 

melanogaster je závíslá na ROS signalizaci (Owusu-Ansah and Banerjee, 2009). Také 

eukaryotické mikroorganismy využívají ROS jako důležité signální molekuly, jsou důležité 

během sexuální reprodukce, tvorby mnohobuněčného stádia a intracelulární komunikace  

(Bloomfield and Pears, 2003; Gessler et al., 2007; Malagnac et al., 2004). 

 ROS aktivují během své signalizace mnoho signálních kaskád, včetně protein 

tyrosinových kináz, serin/threoninových kináz, fosofolipáz, MAP kináz a Ca
2+

 závislých drah 

(Griendling et al., 2000). Signalizace molekulami ROS byla objevena u živočichů, rostlin i 

mikroorganismů, což podtrhuje její důležitost.  

 Role signalizace ROS molekulami je také hodně diskutovaná ve vývoji 

mnohobuněčnosti. NADPH oxidázy se vyskytují u všech zkoumaných organismů, které mají 

v životním cyklu mnohobuněčné stádium. U organismů jednobuněčných se homologové Nox 

proteinů vyskytují pouze vzácně (Bedard et al., 2007). NADPH oxidázy se účastní regulace 

diferenciace buněk (viz výše); jako substrát používají NADPH, takže jejich aktivita odráží 

metabolický stav buňky; jsou schopné produkovat ROS z buňky, reaktivní formy mohou 

difundovat do okolních buněk a fungovat tak jako signální molekuly (H2O2 splňuje 

požadavky druhého posla) (Lalucque and Silar, 2003). 

 

7.2 ROS jako druzí poslové 

 

   Superoxidy oxidují thiolové skupiny za vzniku radikálů. Reakce probíhá při 

fyziologickém pH velice pomalu (Winterbourn and Metodiewa, 1995). Množství thiolových 

skupin takto vzniklých oxidací je nevýznamné a superoxid není vhodným druhým poslem. 

 Hydroxylový radikál je velice silné oxidační činidlo, které v buňkách reaguje s řadou 

různých molekul (Forman et al., 2010). Tento radikál proto nemůže hrát specifickou roli 

v signalizacích. 

 Znaky druhého posla nejlépe splňuje peroxid vodíku H2O2 (Forman et al., 2010). Jeho 

odbourávání i syntézu v buňkách zajišťují enzymatické systémy, takže jeho hladina může být 

velice přesně kontrolována (viz. Kapitola 2 a 4). Také chemismus souhlasí s požadavky 

signální molekuly, peroxid vodíku je neutrální molekula, takže difunduje přes membrány, 

snadno opouští mitochondrii a má vysokou specificitu pro thioly, jejichž oxidace se ukazuje 
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jako důležitá v regulacích metabolických drah, funkci proteasomu, změně genové exprese a 

dalších. (Cyrne et al., 2010; Delaunay et al., 2002; Klatt and Lamas, 2000; Silva et al., 2008). 

 

5.3. Oxidace thiolových skupin 

 

 Oxidace thiolových skupin cysteinů je důležitým mechanismem umožňujícím buňkám 

monitorovat změny v redoxní rovnováze. Thiolové skupiny se v závislosti na okolních 

aminokyselinách a jejich strukturním uspořádání liší v hodnotách pKa. Thiolové skupiny 

s nižší hodnotou ochotněji reagují s ROS a patří mezi tzv. cílové („target“) proteiny pro H2O2 

(Salsbury et al., 2008; Winterbourn and Metodiewa, 1999). Během redoxního stresu jsou 

cílové proteiny oxidovány snadněji než proteiny s vysokými hodnotami thiolového  pKa  a 

mohou být též glutathiolovány. Díky tomuto mechanismu není oxidace proteinů náhodná a 

umožňuje buňkám specifickou reakci na změněné redoxní podmínky. 

 S-glutathiolace, tedy vazba glutathionu pomocí disulfidického můstku na protein, 

vzniká v případě narušení redoxní homeostáze buňky. Jak již bylo zmíněno v kapitole 4.1.1,  

S-glutathiolace plní velmi důležitou funkci během redoxní signalizace, je důležitým 

regulátorem a chrání proteiny proti ireverzibilnímu poškození. 
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Obr.3: Překresleno podle (Finkel, 2011), cílový protein se v buňce může i za běžných redoxních 

podmínek vyskytovat ve formě thiolového aniontu, vznik kyseliny sulfinické a kyseliny sulfonové je 

ireverzibilní 

 

7.2.1 Regulace transkripce oxidací Yap1p  

 

Yap1p je transkripční faktor AP-1 rodiny typu „leucinový zip“ (Moye-Rowley et al., 

1989). V pučících kvasinkách zvyšuje transkripci řady genů antioxidačních systémů. Po 

přidání menadionu který způsobuje tvorbu superoxidu a peroxidu vodíku, dochází ke zvýšené 

expresi genů pro superoxid dismutázu, glutation peroxidázu, thioredoxin, thioredoxin 

reduktázu, glutaredoxin, glutation reduktázu a řadu dalších (Gasch et al., 2000; Lee et al., 

1999). 

Yap1p je za běžných redoxních podmínek lokalizovaný v cytosolu, v případě 

oxidativního stresu je lokalizován v jádře (Kuge et al., 1997). Yap1p obsahuje v C-terminální 

doméně jaderný exportní signál, který je rozeznáván Crm1p jaderným přenašečem. Crm1p 

zajišťuje cytosolickou lokalizaci Yap1p za nestresových redoxních podmínek. Redoxní stres 

vyvolá oxidaci thiolových skupin v oblasti NES sekvence („nuclear export signal“, jaderný 
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exportní signál), v důsledku vytvoření disulfidického můstku dojde ke sbalení a NES není 

rozeznávána Crm1p, zůstává lokalizován v jádře, kde ovlivňuje transkripci výše zmíněných 

genů (Kuge et al., 2001; Yan et al., 1998).  

Vytvoření disulfidického můstku není způsobeno přímou interakcí cysteinů v NES 

oblasti s H2O2, ale interakcí s Gpx3p enzymem. Gpx3p, neboli Orp1p, je glutathion 

peroxidáze příbuzný enzym, který má funkci senzoru peroxidů vodíku. Při oxidaci dochází 

k vytvoření disulfidického můstku mezi Cys36 na Gpx3p a Cys598 na Yap1p. Dále dochází 

k vytvoření vazby mezi cysteiny Yap1p a uvolnění Gpx3p (Delaunay et al., 2002). V Yap1p 

je obsaženo šest signálně důležitých můstků. Jejich oxidací můžou vzniknout čtyři různé 

oxidační formy Yap1p, které se liší svojí aktivitou a udržují tak buněčnou redoxní homeostázi 

(Okazaki et al., 2007). 

 

7.2.2 Regulace ubiquitin proteasomové dráhy 

 

 Proteasom je velký proteinový komplex. Proteasom 26S je složen z katalytického 20S 

centra a dvou regulačních 19S částí. Proteiny určené k protesomální degradaci jsou 

polyubiquitinylovány za účasti ATP (adenosintrifosfát) a tří enzymů E1 (ubiquitin aktivační 

enzym), E2 (ubiquitin konjugační enzym) a E3 (ubiquitin ligáza). Pěhem polyubiquitinylace 

je nejprve ubiquitin aktivován vytvořením disulfidického můstku s E1 enzymem, dále je 

přenesen na enzym E2, s kterým také tvoří disulfidický můstek. V posledním kroku je pomocí 

E3 enzymu ubiquitin navázán na protein. Proteazomální degradace chrání buňku proti 

hromaděním nefunkčních, poškozených proteinů, hraje klíčovou roli během buněčného cyklu 

a je důležitá při buněčné diferenciaci (Kornitzer and Ciechanover, 2000). 

  Během oxidativního stresu dochází ke snížení množství ubiquitinylovaných proteinů. 

Pokles buněčných ROS na nestresovou úroveň je doprovázen zvýšením ubiquitinylace na 

množství, které se objevuje v nestresovaných buňkách. Během několika hodin dochází 

k dalšímu zvýšení ubiquitinylace nad nestresovou úroveň. Výkyvy v ubiquitinylaci souhlasí 

s aktivitou enzymů E1 a E2, která je za podmínek oxidativního stresu snížená, po jeho 

odstranění se zvyšuje. V souladu s tímto pozorováním jsou i změny ubiquitin dependentního 

odstraňování proteinů v proteasomu (Shang et al., 1997). Změny v aktivitě ubiquitin 

aktivačního enzymu a ubiquitin konjugačního enzymu jsou závislé na buněčném GSSG:GSH 

poměru. Během inaktivace těchto enzymů dochází k navázání glutathionu, tedy S-

glutathiolaci (Jahngen-Hodge et al., 1997; Obin et al., 1998). S-glutathiolace a následná 

inaktivace ubiquitinilačních enzymů by mohla mít význam v jejich ochraně proti 
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ireverzibilnímu oxidativnímu poškození aktivního místa (vznik sulfinické nebo sulfonové 

kyseliny), také by mohla sloužit jako mechanismus bránící odbourávání proteinů, které nejsou 

ireverzibilně oxidované. Tomu by odpovídala skutečnost, že po odstranění reaktivních 

kyslíkových forem se aktivita E1 a E2 enzymů zvýší, takže mohou být odstraněny oxidované 

proteiny, které nedokázaly být opraveny (redukovány) ochrannými a reparačními systémy 

buňky.  

Proteolýza proteinů může také probíhat v samotném 20S katalytickém centru bez 

navázaných 19S regulačních částí. Degradace proteinů 20S=proteasomem je nezávislá na 

ATP a ubiquitinilaci. Během oxidativního stresu, při kterém dochází k inhibici 26S dráhy, 

jsou v 20S odbourávány oxidované proteiny (Inai and Nishikimi, 2002; Shringarpure et al., 

2003). Katalytické 20S centrum je složeno z α a β podjednotek. Podjednotky α nemají 

katalytickou aktivitu a slouží jako vstupní části do katalytických β podjednotek. Kvasinky 

kódují sedm různých podjednotek β s různými katalytickými vlastnostmi. Podjednotka β1 

vykazuje kaspázovou aktivitu (štěpení za acidickými aminokyselinami), β2 trypsinovou 

aktivitu (štěpení za bazickými aminokyselinami) a β5 chymotrypsinovou aktivitu (štěpení 

proteinů za hydrofobními aminokyselinami) (Groll et al., 1999). 

Chymotrypsinová aktivita kvasinkového proteasomu není ovlivněna GSSG díky 

struktuře, která brání interakci oxidovaného glutathionu a cysteinového zbytku. Redukovaný 

glutathion GSH snižuje aktivitu 20S proteasomu během zvýšeného výskytu ROS v buňce. 

Katalytické jádro 20S obsahuje cysteiny, které jsou během oxidativního stresu oxidovány a 

následně S-glutathiolovány (Demasi et al., 2003). Na deglutathiolaci a znovunabytí funkce se 

podílí především glutaredoxin 2 a thioredoxiny 1 a 2. Během odbourávání glutathionu musí 

glutaredoxin 2 vstoupit do katalytického jádra, což potvrzuje lokalizaci glutathiolovaných 

cysteinů (Silva et al., 2008). 

 Nejnovější výsledky ukazují, že S-glutathiolace je důležitá při regulaci vstupu proteinů 

do 20S proteasomu. Jak již bylo zmíněno výše, sedm α podjednotek slouží jako vstupní část 

do katalytického centra. Pro vstup proteinů je nutné otevření α částí. To je částečně zajištěno 

S-glutathiolací dvou cysteinů v α5 podjednotce. Tímto způsobem je regulován vstup 

oxidovaných proteinů do 20S proteasomu za podmínek oxidativního stresu (Silva et al., 

2012). 
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7.2.3 Regulace glykolytických enzymů 

 

 Glykolýza je metabolická dráha, během které dochází ke vzniku dvou pyruvátů, dvou 

molekul ATP a dvou NADH (nikotinamid adenin dinukleotid). Enzymy inhibované během 

oxidativního stresu, glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáza (GADPH) a enoláza, se účastní 

přeměny glyceraldehyd-3-fosfátu na 1,3-bisfosfoglycerát za vzniku 2NADH v případě 

GAPDH (šestá reakce glykolýzy) a přeměny 2-fosfoglycerátu na fasfoenolpyruvát v případě 

enolázy (devátá reakce glykolýzy). Dalším enzymem inhibovaným přítomností ROS je 

alkoholdehydrogenáza (ADH), enzym kaztalyzující přeměnu alkoholů na ketony nebo 

aldehydy za vzniku NADH. 

 Saccharomyces cerevisiae obsahuje tři geny kódující GADPH: TDH1, TDH2 a TDH3. 

Všechny tři izoformy glyceraldehyd-3-fasfát dehydrogenázy obsahují dva cysteiny v aktivním 

místě, během buněčné stresové odpovědi je S-glutathiolována pouze Tdh3p izoforma. 

K dethiolaci dochází glutaredoxinem 5. Působením oxidativního stresu může dojít ke snížení 

NADPH aktivity až o 90%, při úbytku množství ROS se aktivita Tdh3p zvyšuje rychleji než 

aktivita Tdh2p, což by mohlo poukazovat na ireverzibilní poškození izoformy 2, která není 

chráněna glutathiolací. Aktivita enolázy a alkoholdehydrogenázy může být snížená až o 70% 

a zvyšuje se po odeznění oxidativního stresu, což naznačuje reverzibilní S-glutathiolaci. 

Aktivita aldolázy, trióza fosfát izomerázy a aldehyd dehydrogenázy není ovlivněna. 

(Bucciarelli et al., 2009; Grant et al., 1999; Mohr et al., 1998; Shenton and Grant, 2003; 

Shenton et al., 2002). 

 Enzymy pentózofosfátového cyklu nejsou inhibovány účinky ROS. Glukóza-6-fosfát 

dehydrogenáza a 6-fosfoglukonátdehydrogenáza vykazují zvýšenou aktivitu v gsh1∆ 

mutantech (mutanti v gamma-glutamylcystein syntetáze, klíčovém enzymu pro tvorbu GSH 

(Ohtake, 1990)), která by mohla sloužit jako kompenzace nízké hladiny GSH pomocí 

NADPH vzniklého v pentózovém cyklu (Shenton and Grant, 2003). Inhibice glykolýzy při 

odpovědi na oxidativní stres znamená větší přísun glukózy do pentózového cyklu, který 

poskytuje množství NADPH a tak se podílí na redukci oxidativního prostředí v buňce. 

 

5.3.4. Regulace buněčného cyklu oxidativním stresem 

  

Buněčný cyklus kvasinkových buněk lze rozdělit na čtyři fáze: G1, S (fáze syntézy 

DNA), G2 a M (mitóza). Přechod do následující fáze ovlivňují cyklin dependentní kináza a 

cykliny specifické pro každou fázi. Kontrolním bodem vstupu buněk Saccharomyces 
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cerevisiae do buněčného cyklu je tzv. „start“, který reguluje vstup z G1 do S fáze (Sveiczer et 

al., 2004). V podmínkách velkého oxidativního stresu je buněčný cyklus narušen, zastaví se 

před vstupem do S fáze, což naznačuje redoxní regulaci v kontrolním bodě (Chiu et al., 2011)  

 Exprese cyklinů je v buňkách regulována. Klíčovým regulátorem exprese cyklinů 

pozdní G1 fáze (Cln1p a Cln2p) jsou komplexy SBF a MBF. SBF komplex je složen z 

Swi6p/Swi4p transkripčních faktorů, MBF komplex z Swi6p/Mbp1p transkripčních faktorů 

(Simon et al., 2001). Na rozdíl od Swi4p a Mbp1p je Swi6p zapojen do odpovědi na 

oxidativní stres. Swi6p obsahuje cystein Cys-404, jehož postranní řetězec je během stresu 

oxidován na sulfenickou kyselinu. Oxidace zabraňuje expresi genů kódujících cykliny 

důležité pro vstup do S fáze a buněčný cyklus je zastaven v G1 fázi. Díky tomuto mechanismu 

mají obranné systémy možnost redukce poškozených proteinů, DNA a lipidů a nedochází 

k jejich pučení během nefyziologických redoxních podmínek (Fong et al., 2008; Chiu et al., 

2011). 

 

7.2.4 Regulace Hog1p SAPK 

 

Stresem aktivované protein kinázy SAPK („stress-activated protein kinases“) jsou 

velice důležitou součástí stresové odpovědi buněk. Patří do MAP („mitogen activated 

protein“) kinázové rodiny. Signální kaskáda začíná aktivací MAPKK kinázy (MAPKKK), 

která fosforylací aktivuje MAPK kinázu (MAPKK). Fosforylovaná MAPK kináza aktivuje 

SAPK. Fosforylovaná SAKP dále fosforyluje mnoho substrátů včetně transkripčních faktorů a 

regulátorů buněčného cyklu, a tak zajišťuje velice komplexní odpověď buňky (Smith et al., 

2010).  
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Obr.:4 Překresleno podle (Smith et al., 2010). Signální dráhy spouštějící odpověď na různé 

stresové podmínky. Znak ┴ znamená defosforylaci, znak ↓ fosforylaci. Ssk1p je aktivní 

v defosforylované formě, ostatní proteiny dráhy jsou aktivní ve fosforylované formě. 

 

Role Hog1p signální dráhy během působení oxidativního stresu není jasná. Výsledky 

ukazující že mutanti sln1p, ssk1p, hog1p a pbs2p jsou hypersenzitivní k oxidativnímu stresu 

vyvolanému H2O2 (jinými oxidanty ne) naznačují, že Hog1p dráha se účastní odpovědi na 

stres. Mutanti sho1∆ hypersensitivní nejsou, odpovědi na stres vyvolaný peroxidem vodíku se 

dráha aktivovaná Sho1p receptorem neúčastní. V souladu s pozorovanou účastí Hog1p je i 

aktivace Skn7p transkripčního faktoru, který spouští transkripci genů důležitých při buněčné 

stresové odpovědi. Na druhou stranu existují výsledky, které ukazují, že se Hog1p dráha 

odpovědi na redoxní stres neúčastní. Oxidativní stres vyvolaný peroxidem vodíku nezvýší 

množství fosforylovaných Hog1p kináz, takže nejsou aktivovány a nemohou dále fosforylovat 

substráty. Práce o čtyři roky novější naopak ukazuje, že se během oxidativního stresu 

množství fosforylovaných Hog1p rapidně zvýší a proto se tato dráha stresové odpovědi 

účastní (Bilsland et al., 2004; Schuller et al., 1994; Singh, 2000).  
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8 Závěr 

 

Práce stručně shrnuje současné znalosti o ROS molekulách a jimi vyvolaném 

poškození. Důraz klade na signalizační roli ROS a ochranné mechanismy modelového 

kvasinkového organismu Saccharomyces cerevisie. 

Největší pozornost z hlediska role oxidativního stresu vždy samozřejmě byla věnována 

lidskému organismu. Nicméně řada důležitých poznatků byla získána i na modelových 

organizmech včetně kvasinky Saccharomyces cerevisiae, jejíž manipulace jsou relativně 

jednoduché a umožňují snadnou přípravu mutovaných kmenů různě reagujících na stresové 

podmínky. Výsledky mnoha studií ukazují na důležitost cysteinových zbytků jako „cíle“ 

oxidativního stresu a v posledních letech se zájem obrací především na specifické změny 

vyvolané ROS, které následně vedou k změnám aktivit konkrétních enzymů, transkripčních 

faktorů a proteinů, a fungují tedy v buněčné signalizaci. 

V minulosti většina studií bohužel pracovala s koncentracemi oxidantů, které jsou pro 

buňky letální. Proto není nyní úplně jasné, které buněčné procesy a signální dráhy jsou během 

fyziologického oxidativního stresu zapojeny do buněčné odpovědi a jsou významné během 

nemocí a stárnutí. Z tohoto důvodu lze předpokládat, ze zájem a budoucí výzkum se budou 

stále více orientovat na studium signalizačních rolí neletálních množství ROS. 
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