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1 Abstrakt

Reaktivni kyslikové formy (ROS) vznikaji v buitkach jako wvedlejsi produkty
aerobniho metabolismu. Organismy si proto vyvinuly fadu ochrannych mechanismu, které pti
fyziologickych podminkach zabrafiuji poskozeni molekul. Pokud jsou bunky vystaveny
stresovym podminkam, ochranné mechanismy nedokazi poskozeni zabranit. Hromadéni
oxidovanych molekul je povazovano za jeden z divodl starnuti a pivodce nékterych
onemocnéni, jako Friedrichova ataxie, Amylotropni laterarni skler6za, Alzheimrova choroba
a mnoha dalsich. Behem oxidativniho stresu jsou reaktivni kyslikové formy vnimény zejména
jako faktory vyvolavajici oxidaci cysteinovych zbytkli v transkripcnich faktorech,
regulacnich proteinech a reakénich centrech enzymu. Oxidaci ale téZ dochazi ke zméné
aktivity proteinil a spusténi specifickych drah, v€etné zmén exprese, metabolismu, bunééného
cyklu a proteolyzy. Prace ukazuje ochranné mechanismy buiky, ROS a jimi vyvolané
oxidativni poSkozeni proteint, vcetné funkce ROS jako dilezitych signalnich molekul

nezbytnych pro fadu bunéénych procest.

Klic¢ova slova: oxidativni poskozeni proteind, antioxida¢ni mechanismy, reaktivni kyslikové

formy, redoxni signalizace, starnuti, 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



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
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3 Uvod

Reaktivni kyslikové formy vznikaji ve vSech aerobné Zijicich organismech jako
vedlej$i produkt prevazné dychaciho fetézce. Mezi vyznamné reaktivni kyslikové formy,
takzvané ROS, patii superoxidovy radikal O;", karbonatovy radikal COs’, hydroxylovy
radikal HO', peroxylovy radikal RO,", alkoxylovy radikal RO’, peroxid vodiku H,0,, ozon
O3, peroxynitrat ONOO™ a singletovy kyslik. V bunikdich ROS zptsobuji naruseni redoxni
rovnovahy, poskozeni proteini, DNA a lipidi. Hromadéni oxidativné poskozenych
makromolekul je spojovano s mnoha lidskymi nemocemi a starnutim.

Buiiky si vyvinuly fadu enzymatickych (superoxid dismutaza, katalaza, peroxidaza,
cytochrom c oxidéza) i neenzymatickych (glutaredoxinovy systém, thioredoxinovy systém,
metabolity a prvky) mechanismi, které snizuji mnoZstvi ROS, a také enzymy, které se na
vzniku ROS podileji (napf. NADPH oxidéaza). Tyto systémy umoziuji kontrolovat redoxni
stav bunky. Buiky jsou schopné zmény v redoxni rovnovaze vnimat a pfeménovat je na
signaly vyvolavajici zmény v dilezitych bunéénych procesech.

Zatimco diive bylo pohliZzeno na ROS molekuly jako na Skodlivy vedlejsi produkt
aerobniho metabolismu, v poslednich letech se ndhled méni. Mnoho vyzkumut ukazuje, ze
ROS se tucastni jako druzi poslové signalnich drah nezbytnych pro bunéény vyvoj, jsou
prosttedkem mezibunééné komunikace a v n&kterych piipadech je jejich piitomnost
vyzadovana pro vytvoieni mnohobunééné formy organismu.

Cilem této prace je shrnout dilezité ochranné mechanismy a zmény v bunécnych
procesech vyvolané ptsobenim ROS molekul v kvasinkovych bunkach Saccharomyces
cerevisiae. Hlavni diraz je kladen na signaliza¢ni roli ROS a mechanismus, jakym buiky
vnimaji jeho hladinu, jaké drédhy jsou zapojeny do zmén vyvolanych jeho plisobenim a

mechanismus jejich regulace oxidativnim stresem.

4  Fyziologicky vyznamné reaktivni formy- ROS, RNS, RSS

41 ROS

Mezi takzvané ROS, reaktivni formy kysliku, se fadi volné kyslikové radikaly ale i
nékteré neradikalové formy kysliku.

Voln¢é radikély jsou definovany jako atomy nebo molekuly, které obsahuji jeden ¢i
vice neparovych elektroni a jsou schopné samostatné existence. Za fyziologickych podminek

v zivych organismech vznikaji z neradikalovych molekul pfijetim ¢i odst€épenim elektronu



nebo homolytickym S$tépenim kovalentni vazby. Mezi vyznamné radikdlové ROS patii
superoxidovy radikal O,", karbonatovy radikdl CO3’, hydroxylovy radikal HO', peroxylovy
radikal RO, ’a alkoxylovy radikal RO (Fridovich, 1998; Gutteridge, 2007)

Mezi neradikdlové formy reaktivnich forem kysliku se fadi molekuly, které nemaji
neparovy elektron, ale jsou velice reaktivni. Fyziologicky dilezitym piikladem je peroxid

vodiku H,0,, 0zon O3 peroxynitrat ONOQO a nebo singletovy kyslik (Gutteridge, 2007).

4.1.1 Zdroje ROS

Reaktivni kyslikové formy vznikaji jako vedlej$i produkt aerobniho zptsobu zivota
(Cabiscol et al., 2000). Za nejvyznamnéjsi zdroj reaktivnich kyslikovych forem je povazovan
dychaci fetézec mitochondrii (Guidot et al., 1993). Sklada se z fady enzymu, které prenasi
elektrony odebrané z pienasecu redukénich ekvivalenti (NADH, NADPH, FADH). Elektrony
jsou po preneseni enzymy dychaciho fetézce predavany na kyslik, ktery se pfeméni na vodu.
Béhem ptenosu miize dojit k uniku jednoho elektronu a jeho pieskoku na kyslik za vzniku
superoxidového aniontu. K Uniku miiZze dojit na komplexech 1-4.

Dalsim zdrojem ROS je membrana endoplazmatického retikula, kde se nachazi
komplex mikrosomalni monooxidasy. Komplex hraje dulezitou roli v oxidaci cizorodych
latek. Podobné jako u dychaciho fetézce jsou prendSeny elektrony ziskané z prenaseci
redukénich ekvivalentl. K uniku elektront a preskoku na kyslik mize dojit z NADPH-P450
reduktazy a cytochromu P450.

RovnéZz na jaderné membrané a na plazmatické membrané se vyskytuji elektronové
transportni fetézce o neznamych funkcich. I z téchto systémli mize dojit k tniku elektront a

vzniku ROS (Gutteridge, 2007).

ROS mohou byt také produkovany bunéénymi enzymy, napi. NADPH oxidazou,
neboli Noxp, coz je S membranou asociovany enzym (Brown and Griendling, 2009). NADPH
oxidaza prenasi elektrony z NADPH na molekularni kyslik za vzniku superoxidu, ktery je
dale dismutovan na peroxid vodiku (Dikalov, 2011). Dalsimi enzymy schopnymi produkce
ROS jsou NO syntaza a xanthin dehydrogenéza.

U hub jsou zndmé ctyfi homologni proteiny k savéim NADPH oxidazam: NoxAp,
NoxBp, NoxCp a Frep (,,ferric reductase*, tedy reduktaza Zeleznatych iontti) (Takemoto et al.,
2007). V Saccharomyces cerevisiae byly nalezeny dva geny (FRE1 a FRE2) kodujici Frelp a

Fre2p reduktazy Zeleznatych iontil. Frelp ma funkci elektronového pienasece pres membranu
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a je homologni k lidské fagocytarni NADPH oxidaze (Finegold et al., 1996; Lesuisse et al.,
1996).

4.1.2 Vliv ROS na proteiny

Hlavnim inicidtorem proteinového poskozeni je hydroxylovy radikéal. Jeho reakce
s proteiny vede k rozstépeni polypeptidového fetézce, konverzi aminokyselinovych zbytka
postrannich fetézci na hydroxylové ¢i karbonylové derivaty a formovani protein-protein
propojeni (Stadtman, 1995). Nejnachylnéjsi k oxidaci jsou methionin a cystein, tedy
aminokyseliny obsahujici siru. K pfeméné methioninovych zbytki na methioninovy sulfoxid
a cysteinovych zbytki na disulfid dochazi i pfi slabém naruseni redoxni rovnovahy. Oxidace
methioninu a cysteinu je do jisté miry reverzibilni proces. Kvasinkové bunky koduji disulfid
reduktazu a methionin-sulfoxid reduktazu, které redukuji oxidované aminokyselinové zbytky.
Pro ostatni aminokyseliny kvasinky reduktdzy nekoduji, proto by snadnd oxidace vyse
zminénych aminokyselin mohla slouzit jako ochranny mechanismus zabranujici nevratnému
poskozeni jinych aminokyselin (Berlett and Stadtman, 1997).

Proteinova karbonylace je spojend bud’ s proteinovym Stépenim, nebo S piimou
oxidaci aminokyselin. Pii Stépeni proteinové kostry dochdzi k napadeni a-vodiku
hydroxylovym radikdlem, vysledkem muize byt kovalentni propojeni proteini nebo
karbonylace. Ke karbonylaci také dochdzi v disledku pifimé oxidace postrannich fetézch

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

4.2 RNS,RSS

421 RNS

Mezi reaktivni dusikové formy se fadi oxid dusnaty NO. Oxid dusnaty typicky reaguje
s thiolovou skupinou (S-nitrosylace) nebo kovem. V Zivych systémech mize NO fungovat
jako ochrana proti ROS, velice ochotné s nimi reaguje a tak vytvafi mnohem méné reaktivni
produkt. Oxid dusnaty zastava v bunikach dilezité fyziologické role, proto je vytvaren enzymy

bunky (Gutteridge, 2007).



4.2.2 RSS

v

Vétsina thiolovych skupin v bunice funguje jako antioxidanty, nejvyznamnéjsi je
glutathion GSH. Thioly mohou reagovat s kovovymi ionty, kyslikovymi radikaly nebo
uhlikovymi radikaly za vzniku thiolovych radikalt (Gutteridge, 2007).

5 ROS ve starnuti Saccharomyces cerevisiae

U Sacharomyces cerevisiae existuji dva ruzné aspekty, podle kterych se posuzuje
starnuti: replikativni starnuti a chronologické. Replikativni starnuti je definovano poctem
déleni matefské bunky. Starnuti chronologické jako Zivotaschopnost kultury ve stacionarni
fazi. Obecné¢ je starnuti chépano jako proces, pii kterém dochazi ke ztrat¢ bunécné
homeostaze v disledku kumulace poskozenych makromolekul, jako jsou proteiny, lipidy a
DNA (Hekimi et al., 2011).

Na zdklad¢ mnoha vysledki bylo navrzeno, Ze volné radikdly zplsobuji starnuti.
Mitochondrialni produkce reaktivnich kyslikovych forem mé za nasledek poskozeni enzymi
dychaciho fetézce, které¢ vede k naruSeni jejich funkce a zvySené produkci ROS. Béhem
starnuti dochazi k hromadéni poSkozeni a stale vétsi produkcei reaktivnich kyslikovych forem.
(Hekimi et al., 2011). Teorii MFRTA ,,mitochondrial free radical theory of aging®, tedy teorii
starnuti v disledku volnych radikalt vznikajicich v mitochondriich, podporuji experimentalni
data ukazujici, Ze hladina bazalniho metabolismu je nepfimo Umeérna délce Zivota, vyssi
Zivotaschopnost je spojena s niz§i produkci ROS, v mitochondridlni DNA se hromadi mutace
v prubéhu starnuti (Costa and Moradas-Ferreira, 2001) a v mitochondriich starnoucich
matefskych bunék se hromadi ROS (Laun et al., 2001). Tato hypotéza je také podlozena
vysledky praci, které ukazuji na kliCovou roli antioxida¢niho systému v kvasinkovych
bunikach a jejich Zivotaschopnosti. Builky adaptované na respiracni rustové podminky
vykazuji vyssi hladinu antioxidanti, ktera koreluje se zvySenou délkou zivota (MacLean et
al., 2001).

Na zvySenou hladinu ROS a poskozeni dilezitych makromolekul se da pohlizet 1 jako
na jev vznikajici v disledku starnuti, ne jako na jeho pficinu (Hekimi et al., 2011). Reaktivni
formy jsou uvazovany jako dualezité signalni molekuly (Forman et al., 2010), proto mutze byt
zvySovani hladiny ROS v pribéhu starnuti zptsobeno signalni odpovédi bunky na narist
mnozstvi poskozenych makromolekul (Hekimi et al., 2011). Piestoze vétSina dnes znamych

9



vyzkumt hovoti ve prospéch teorie MFRTA, objevuji se i vysledky, které se s ni neshoduji.
Naptiklad mouchy nadprodukujici superoxid dismutazu, dilezity antioxida¢ni enzym,
nejevily zvySenou Zzivotaschopnost, nékdy dokonce naopak jevily sniZzenou. V nékterych
ptipadech u Caenorhabditis elegans zvyseni Zivotaschopnosti nedoprovazela snizena hladina
ROS (Chen et al., 2007). Prestoze teoric MFRTA piredpoklada vétsi poskozeni
mitochondrialni DNA nez jaderné, u pokust s krysami se tato hypotéza nepotvrdila (Lim et
al., 2005).

6 Ochranné mechanismy proti ROS

Aerobné zijici organismy jsou stabilné¢ vystaveny ROS a jejich nasledkiim, proto
vyvinuly fadu obrannych mechanismi proti jejich vzniku a G¢inku i systémy, které je dokdzi
odstrafiovat. Obranné mechanismy jsou tvofeny enzymatickymi i neenzymatickymi systémy.
Diky témto mechanismim je v buiikdch udrzovana redoxni rovnvéha dilezita pro spravné
fungovani proteind. Pfi naruseni redukéniho prostfedi v cytosolu vznikd oxidativni stres, tedy
pfevazeni oxidanti nad antioxida¢nimi slozkami buiky, a vjeho disledku dochazi
k poskozeni makromolekul. Pfi rozsahlém poskozeni mize tato disbalance zpusobit i smrt

(Jamieson, 1998).

6.1 Neenzymatické ochranné mechanismy

Neenzymatické ochranné systémy jsou vétSinou tvoifeny malymi molekulami, které
jsou oxidovany ROS a tim zabrafuji oxidaci makromolekul. Diky tomuto odstranovani ROS

se fadi mezi hlavni tzv. ROS ,;scavengers* (Jamieson, 1998).
6.1.1 Glutathion

Glutathion je tripeptid aminokyselin kyseliny glutamové, cysteinu a glycinu.
V bunkédch je obsazeny ve velkém mnozstvi, proto pomér jeho oxidované (GSSG) a
redukované (2GSH) formy obvykle uddvd redoxni stav buniky. Tento pomér je za
fyziologickych podminek 1:100 ve prospéch GSH. Glutathion je syntetizovan buiikou dvéma
enzymy B-glutamylcystein syntetazou, kodovanou genem GSH1, a glutathionsyntetazou- (gen
GSH2). Mutanti v téchto genech vykazuji rapidn€ snizenou hladinu glutathionu, coz
nasvédéuje malé schopnosti bunék pfijimat ho z média (Ohtake, 1990; Schafer and Buettner,
2001).
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Glutathion se v podminkach bez zvyseného extracelularniho ROS vyskytuje ve vSech
bunéénych kompartmentech, nejvétsi vyskyt byl pozorovan v mitochondriich, perinuklearnim
prostoru, lumen a endoplazmatickém retikulu, nejméné ve vakuole a bunécné sténé. Mista
zvySeného vyskytu odpovidaji zdrojim ROS v bunce. Tato distribuce glutathionu a jeho velké
mnozstvi v mitochondriich jsou nezbytné pro normalni rist (Zechmann et al., 2011).

Glutation plni v bunikdch nékolik dalezitych funkci, od udrzovani redoxniho stavu,
funkce kofaktoru pro glutathion peroxidazu, zabraiiovani kovalentnimu propojeni proteinii po
roli signaliza¢ni a antioxida¢ni (Jamieson, 1998).

Antioxidacni role spoc¢iva v reakci s reaktivnimi formami, vysledkem je mensi obsah
ROS a tim padem i mensi poskozeni dulezitych makromolekul. Oxidovany GSSG je
redukovan glutathion reduktdzou na 2GSH za spotieby NADPH (Schafer and Buettner,
2001).

Jako velice dilezita se ukazuje role glutathionu v S-glutathiolacich, tedy vytvoreni
disulfidického mistku mezi sirou cysteinu na glutathionu a sirou cysteinu na proteinu (Klatt
and Lamas, 2000). Tato glutathiolace mize zabranit ireverzibilnimu poskozeni cysteinu na
proteinu, ale také muze slouZit jako posttranslaéni modifikace. Hodné je diskutovana role
thiolaci v regulaci transkripénich faktori a enzymi a jeji signaliza¢ni funkce (Shenton and

Grant, 2003).

6.1.2 Glutaredoxinovy systém

6.1.2.1 Glutaredoxin

Glutaredoxiny jsou malé peptidy obsahujici jeden nebo dva cysteiny v aktivnim
centru. Monocysteinové glutaredoxiny jsou v Saccharomyces cerevisiae kodovany tfemi geny
GRX, tj. GRX3-5. Role centralniho glutaredoxinu Grx5p, vyskytujiciho se v mitochondrii, je
podstatna ve formovani FeS klastri, tedy aktivnich center enzymi prenasejicich elektrony
(Alves et al., 2004; Rodriguez-Manzaneque et al., 1999). Dicysteinové glutaredoxiny jsou
v kvasince dva, Grx1p a Grx2p. Jsou schopné redukovat disulfidické mustky a ucastni se pii
deglutathiolacich proteini (Herrero et al., 2010; Luikenhuis et al., 1998). Glutaredoxin je

soucasti glutaredoxinového systému (obrazek 1).
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Obr.:1 Schéma glutaredoxinového systému

6.1.3 Thioredoxinovy systém

6.1.3.1 Thioredoxin

Thioredoxin je polypeptid, ktery se stejné jako glutaredoxin vyskytuje v eukaryotech i
prokaryotech. Konzervovanost téchto dvou molekul dokazuje jejich velky vyznam
v antioxida¢ni ochran€. Funkce glutaredoxinu a thioredoxinu se Castetné piekryvaji, oba se
ucastni jako redukéni Cinidla dulezitych enzymu (Muller, 1996). Thioredoxin je v burikach
soucasti thioredoxinového systému (obrazek 2).

Redukovany thioredoxin obsahuje dvé SH skupiny. Redoxné reaguje s fadou proteint,
vysledkem je redukce ptivodné oxidovaného proteinu a vytvoreni disulfidického mustku, tedy
oxidace aktivniho mista thioredoxinu (Bao et al., 2009). Po oxidaci dochazi k obnoveni diky
elektronim z NADPH, tato obnova je katalyzovdna enzymem thioredoxinreduktazou.
Kvasinka Saccharomyces cerevisiae koduje tii thioredoxiny, dva cytosolické (geny TRX1 a
TRX2), jednu cytosolickou thioredoxinreduktazu Trrlp a jeden mitochondrialni (TRX3) a
mitochondrialni Trr2p thioredoxinreduktazu (Gan, 1991; Pedrajas et al., 1999).
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6.1.4 Metabolity a ionty s antioxida¢ni funkci

Erytroaskorbova kyselina se v Saccharomyces cerevisiae vyskytuje hojnéji nez
kyselina askorbova. Vlastnostmi se tyto dvé kyseliny nelisi, obé jsou hydrofilni, jejich funkci
je vychytavani reaktivnich forem v cytoplazmé. Obdobnou funkci plni v membranach
hydrofobni karotenoidy (Gutteridge, 2007). Pfi odbouravani ROS jsou dulezité také
manganaté kationty Mn?*. V buiikach, které obsahuji mutaci v SOD1, mohou c¢aste¢né
kompenzovat nefunk¢ni superoxid dismutazu (Lapinskas et al., 1995).

Trehaloza je neredukujici disacharid dvou molekul glukozy spojenych al-1a vazbou.
Je prokazana jeji akumulace béhem teplotniho Soku, zmraZeni, pfitomnosti vysokych
koncentraci soli a alkoholu, ktera ma za nasledek zvySenou toleranci a redukci agregace
denaturovanych proteinti (Lewis et al., 1997). Vysledky ukazuji, Zze vysoka hladina trehalozy
vyvolana mirnym teplotnim Sokem zvySuje odolnost bun€k proti peroxidu vodiku. Vracenim
bunék do nestresujici teploty dochdzi ke snizeni hladiny trehalézy a s ni 1 rezistence na
peroxid vodiku. DuleZitost trehaldzy v odolnosti proti reaktivnim formam podtrhuje fakt, Ze
mnostvi karbonylovanych proteint v buiikdch se zvySenou hladinou trehal6ozy je mensi, nez

Vv bunikach s hladinou nizkou (Benaroudj et al., 2001).

6.2 Enzymatické ochranné mechanismy

Ochrana bunék proti ROS zahrnuje také fadu enzymi schopnych odstranit radikaly
samotné i jejich produkty, nebo opravit poskozeni jimi zplisené. Mezi vyznamné enzymatické

antioxidanty patii pfedev§im superoxiddismutaza, na ni navazujici kataladza a fada peroxidaz.
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6.2.1 Superoxid dismutaza

Superoxid dismutdza (Sodp) hraje v bunkach dualezitou roli pfi odstranovani

superoxida za vzniku peroxidu vodiku (1).
0, + 0, +2H" - H,0,+ O, (1)

Podle kofaktoru vyzadovaného superoxid dismutdzou se rozliSuje nékolik typi SOD,
CuzZnSOD, MnSOD, FeSOD a NiSOD (Fridovich, 1998). V kvasince Saccharomyces
cerevisiae se vyskytuji dvé superoxid dismutiazy, gen SODI1 koéduje cytoplazmatickou
dismutazu a gen SOD2 koduje mitochondridlni dismutazu (Sturtz et al., 2001).

Ve vétsim poctu jsou superoxid dismutdzy zastoupeny u patogennich kvasinek. Napf.
Candida albicans koduje Sest Sodp (Hwang et al., 1999). Tato vétsi rozmanitost umoziuje
ptezivani v hostiteli, poskytuje ochranu proti jeho imunitni odpovédi a zvySuje patogenitu

(Missall et al., 2004).

6.2.1.1 CuznSOD

CuzZnSOD, neboli Sodlp, je lokalizovana v cytoplazmé a v mitochondrialnim
intermembranovém prostoru. VétSinou se vyskytuje ve formé dimeru, jedna proteinova
jednotka obsahuje Zn*, druhd Cu?®*. Zine¢naty kation je dilezity pro stabilizaci enzymu,
zatimco méd’naty kation se ucastni katalytického cyklu. Pro vytvofeni katalytického centra
enzymu je dilezity chaperon médi (CCS), ktery pfinasi Cu® a zajistuje vytvoreni
disulfidickych mustkt v Sod1p. CCS je v bunce lokalizovan stejné jako Sod1p a jeho aktivita
ovlivituje mnozstvi superoxid dismutazy (Bermingham-McDonogh et al., 1988; Sturtz et al.,
2001).

Mutanti  sodIA  vykazuji zvySené mnozstvi karbonylace cytosolickych i
mitochondrialnich proteinti a zvySené umirani bunék béhem stacionarni faze. Naopak vétsi
mnozstvi Sod1p v intermembranovém prostoru zvysuje zivotaschopnost bunék ve stacionarni
fazi. Toto pozorovani ukazuje dulezitost Sod1p v obrané proti reaktivnim formam kysliku a

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

MnSOD, neboli Sod2p, je lokalizovana v mitochondriich. V Saccharomyces
cerevisiae se vyskytuje ve form¢& dimeru. V aktivnim centru obsahuje ion Mn*, ktery se
Gastni katalytického cyklu. Dismutace superoxidu je umoznéna prechodem mezi Mn®" a
Mn**. Na rozdil od CuZnSOD, ktera je velice odolnd, je nachylna k vyssi teploté, organickym
rozpoustédlim a detergentim. I sekvenci aminokyselin jsou tyto dvé superoxid dismutazy
odli$né. Hlavni funkci Sod2p je obrana proti superoxidiim, které vznikaji v elektronovém
transportnim fetézci (Gutteridge, 2007; Herrero et al., 2008). Peroxid vodiku, ktery vznika

¢innosti Sod1p a Sod2p, muze byt v bunikach odstranovan katalazami nebo peroxidazami.

6.2.2 Katalaza

Kataldza je enzym zajist'ujici disproporciaci peroxidu vodiku na vodu a kyslik. (2)
2H,0,; — 2H,0 + O, (2)
Kataldzy jsou vétSinou homotetramerni proteiny. V aktivnim mist€é maji hemovy
relezity kationt Fe**, Kvasinka Saccharomysec cerevisiae koduje dvé katalazy. Peroxisomalni
katalazu A (gen CTAL) a cytosolickou katalazu T (gen CTT1) (Herrero et al., 2008; lzawa et
al., 1996).

6.2.3 Peroxidazy

Jako peroxiddzy jsou souhrnné oznaCovany enzymy schopné odstrafiovat anorganickeé
1 organické peroxidy. Na rozdil od superoxiddismutazy a kataldzy neni jejich funkce zéavisla
na redoxnich vlastnostech kovu v jejich aktivnim misté (Herrero et al., 2008). Pro spravné
fungovani vyzaduji jako zdroj elektronli rizné organické molekuly. Podle téchto zdroji se
rozliSuje mnoho typil peroxiddz, napiiklad glutathionperoxidazy, thioredoxinperoxidazy,

cytochrom c peroxidazy, NADH peroxidazy, kienova peroxidaza a dalsi (Fridovich, 1998).

6.2.3.1 Glutathion peroxidazy

Glutathion peroxidazy odstraiiuji peroxid vodiku za oxidace dvou redukovanych
glutathiont (3).
H,O, + 2GSH — GSSG + 2H,0 (3)

15



Peroxidazy vyuzivajici jako donor elektronli glutathion je mozné rozdélit na dvé
skupiny: klasické Gpxp a s membranou asociované fosfolipid-hydroxiperoxid Gpxp
(PHGpxp). Gpxp jsou vétsinou solubilni multimery, PHGpXp se vétSinou vyskytuji ve forme
monomeru (Herrero et al., 2008).

V kvasince Saccharomyces cerevisiae byly nalezeny tfi geny kodujici glutathion
peroxidazu, GPX1, GPX2 a GPX3 (Inoue et al., 1999). Po provedeni srovnavaci analyzy a
dalsich ovéteni bylo zjisténo, ze tyto geny koduji PHGpx1-3p (Avery and Avery, 2001).
VSechny tfi enzymy jsou selenoproteiny, v aktivnim misté obsahuji selenocystein (Fridovich,

1998).

6.2.3.2 Peroxiredoxiny

Peroxiredoxiny (Prxp) je skupina peroxidaz, které redukuji peroxid vodiku i organické
peroxidy. V aktivnim misté obsahuji cysteiny, na nichz je zalozena katalytickd aktivita
enzymu. Podle poctu a umisténi cysteini se Prxp rozd€luji do tiéi skupin. Nejcastéji
vyskytujici se peroxiredoxiny jsou typické dvoucysteinové Prxp. Jsou to homodimery
obsahujici jeden cystein na kazdé podjednotce. Atypické dvoucysteinové také obsahuji dva
cysteiny, ale oba jsou na stejné podjednotce. Monomerni jednocysteinové peroxiredoxiny
obsahuji pouze jeden cystein v aktivnim misté (Herrero et al., 2008; Trujillo et al., 2007).

Béhem reakce s peroxidem vodiku dochazi u vSech typta k oxidaci cys—SH skupiny na
cys-SOH. V ptipadé dvoucysteinovych reaguje tato kyselina sulfonova s druhou cys-SH
skupinou za vzniku disulfidického mistku. Na redukci je vyzadovéan thioredoxin, proto se
dvoucysteinové peroxiredoxiny oznacuji také jako thioredoxinperoxidazy. V ptipade
jednocysteinovych je mechanismus reakce nejasny (Trujillo et al., 2007).

Saccharomyces cerevisiae koduje pét thiolovych peroxidaz s rozdilnou lokalizaci,
cytoplazmatické cTpx1p, cTpx2p, cTpx3p, mitochondrialni mTpxp a jadernou nTpxp (Park et
al., 2000).

6.2.3.3 Cytochrom c peroxidaza

Cytochrom ¢ peroxidaza je v Saccharomyces cerevisiae lokalizovana
V mitochondridlnim mezimembranovém prostoru. V aktivnim misté obsahuje hemovy Zelezity
kation, ktery je béhem reakce oxidovéan a umoziuje tak dismutaci peroxidu vodiku. Pii reakci

s H,0O se tvofi stabilni komplex enzym-substrat (Gutteridge, 2007).
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7 Redoxni signalizace

Diive bylo na ROS pohlizeno jen jako na $kodlivé molekuly zpusobujici fyziologické
defekty. V poslednich letech se nahled na reaktivni kyslikové formy zménil diky fad¢ dikazd,

které ukazuji, ze ROS se ziejmé Gcastni n¢kterych signdlnich drah.

7.1 Signaliza¢ni role ROS

Predev§im vyzkumy na sav¢ich buikéach potvrzuji funkci ROS jako dtleZitych
signdlnich molekul. Napftiklad pti hypoxii vyvolané vystavenim bunck nizké hladin€ kysliku
paradoxné dochazi ke zvySené produkci reaktivnich kyslikovych forem v mitochondriich.
Zvyseni hladiny ROS se ukazuje jako velice dulezité pii regulaci odpovédi buiiky (Chandel et
al., 1998; Waypa et al., 2006). ROS produkované NADPH oxidazami jsou dulezité pti
diferenciaci bunék hladkych svali, jejich ristu a vazodilataci (Cai et al., 2003; Clempus et al.,
2007; Ushio-Fukai et al., 2001). NADPH oxidazy (Nox), a tak i produkce ROS, je v bunkach
regulovana (Finkel, 2003). Bylo zjisténo, ze pii aktivaci NADPH oxidazy hraje roli GTP, coz
naznacuje roli GTP-vazebného proteinu v regulaci (Gabig et al., 1987). Pozdgji byly tyto GTP
vazebné proteiny urceny jako Rac rodina GTPaz (Knaus et al., 1991). Neaktivovana forma
Rac proteint je lokalizovana v cytosolu, kde se nachazi v komplexu s GDI proteinem
(Chuang et al., 1993). Béhem aktivace NADPH oxidazy dochazi k rozbiti komplexu, GDI
protein ztstava lokalizovan v cytosolu a Rac protein je lokalizovan v plazmatické membrané
(Quinn et al., 1993). Mezi dalsi vjznamné regulatory NADPH oxidaz patii proteiny p22P",
p47""* p67P" a pd0P"™ (Bedard and Krause, 2007). Regulace funkce Rac proteint, a tak i
NADPH oxidazy, je vysvétlitelna na signalizaci vyvolané angiotensinem II v sav¢ich bunkach
(Dikalov, 2011). Angiotensin II (ang II) je dulezitym mediatorem v hladkych svalech, jehoz
efekty jsou zprostiedkovany reaktivnimi kyslikovymi formami (Griendling et al., 2000). Po
navazani ang II na receptor dochazi k aktivaci PKC (protein kindzy C), fosforylaci p47phox a
vymeéné nukleotidli na Rac ze stavu Rac-GDP na Rac-GTP. Aktivace NADPH oxidazy ma za
nasledek generaci ROS. Takto vznikly peroxid vodiku aktivuje tyrosin kindazu a dochézi
K transaktivaci receptoru pro epidermalni rastovy faktor. Dale dochazi k produkci
fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfatu, ktery aktivuje dalsi Rac. Takto dochazi k zesileni NADPH
oxidazové aktivity (Seshiah et al., 2002).
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U rostliny Arabidopsis thaliana je produkce reaktivnich kyslikovych forem nezbytna
pro spravny prub¢h ristu, morfogeneze a vytvareni symbiotickych interakci (Foreman et al.,
2003; Takemoto et al., 2006). Diferenciace bunék modelového organismu Drosophila
melanogaster je zavisla na ROS signalizaci (Owusu-Ansah and Banerjee, 2009). Také
eukaryotické mikroorganismy vyuzivaji ROS jako dulezité signalni molekuly, jsou dtlezité
béhem sexualni reprodukce, tvorby mnohobunééného stadia a intracelularni komunikace
(Bloomfield and Pears, 2003; Gessler et al., 2007; Malagnac et al., 2004).

ROS aktivuji béhem své signalizace mnoho signalnich kaskad, vcetné protein
tyrosinovych kindz, serin/threoninovych kindz, fosofolipdz, MAP kinéz a Ca®* zavislych drah
(Griendling et al., 2000). Signalizace molekulami ROS byla objevena u zivocichi, rostlin i
mikroorganismi, coz podtrhuje jeji diileZitost.

Role signalizace ROS molekulami je také hodné diskutovand ve vyvoji
mnohobunécnosti. NADPH oxidazy se vyskytuji u vSech zkoumanych organismd, které maji
Vv zivotnim cyklu mnohobunééné stadium. U organismil jednobunéénych se homologové Nox
proteini vyskytuji pouze vzacné (Bedard et al., 2007). NADPH oxidazy se Gcastni regulace
diferenciace bunck (viz vyse); jako substrat pouZivaji NADPH, takze jejich aktivita odrazi
metabolicky stav buriky; jsou schopné produkovat ROS z bunky, reaktivni formy mohou
difundovat do okolnich bunék a fungovat tak jako signalni molekuly (H2O, spliuje
pozadavky druhého posla) (Lalucque and Silar, 2003).

7.2 ROS jako druzi poslové

Superoxidy oxiduji thiolové skupiny za vzniku radikali. Reakce probiha pfii
fyziologickém pH velice pomalu (Winterbourn and Metodiewa, 1995). Mnozstvi thiolovych
skupin takto vzniklych oxidaci je nevyznamné a superoxid neni vhodnym druhym poslem.

Hydroxylovy radikal je velice silné oxida¢ni ¢inidlo, které v buiikach reaguje s fadou
riznych molekul (Forman et al., 2010). Tento radikal proto nemutze hrat specifickou roli
Vv signalizacich.

Znaky druhého posla nejlépe splituje peroxid vodiku H,O, (Forman et al., 2010). Jeho
odbouravani i syntézu v bunikéach zajist'uji enzymatické systémy, takze jeho hladina mize byt
velice piesné kontrolovana (viz. Kapitola 2 a 4). Také chemismus souhlasi s pozadavky
signalni molekuly, peroxid vodiku je neutralni molekula, takze difunduje pfes membrany,

snadno opousti mitochondrii a ma vysokou specificitu pro thioly, jejichz oxidace se ukazuje
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jako dulezita v regulacich metabolickych drah, funkci proteasomu, zméné genové exprese a

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

5.3. Oxidace thiolovych skupin

Oxidace thiolovych skupin cysteint je dilezitym mechanismem umoziujicim buitkdm
monitorovat zmény v redoxni rovnovaze. Thiolové skupiny se v zavislosti na okolnich
aminokyselinach a jejich strukturnim uspofadani 1isi v hodnotach pK,. Thiolové skupiny
s niz§i hodnotou ochotnéji reaguji s ROS a patii mezi tzv. cilové (,.target™) proteiny pro H,O,
(Salsbury et al., 2008; Winterbourn and Metodiewa, 1999). Béhem redoxniho stresu jsou
cilové proteiny oxidovany snadnéji nez proteiny s vysokymi hodnotami thiolového pK, a
mohou byt téZ glutathiolovany. Diky tomuto mechanismu neni oxidace proteinii ndhodnd a
umoziuje bunkam specifickou reakci na zménéné redoxni podminky.

S-glutathiolace, tedy vazba glutathionu pomoci disulfidického mustku na protein,
vznika v piipad¢é naruseni redoxni homeostaze burnky. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 4.1.1,
S-glutathiolace plni velmi dualezitou funkci béhem redoxni signalizace, je dulezitym

regulatorem a chrani proteiny proti ireverzibilnimu poskozeni.
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Obr.3: Piekresleno podle (Finkel, 2011), cilovy protein se v bufice miize i za béznych redoxnich
podminek vyskytovat ve forme thiolového aniontu, vznik kyseliny sulfinické a kyseliny sulfonové je
ireverzibilni

7.2.1 Regulace transkripce oxidaci Yaplp

Yaplp je transkripéni faktor AP-1 rodiny typu ,,leucinovy zip“ (Moye-Rowley et al.,
1989). V pucicich kvasinkach zvysuje transkripci fady gend antioxidacnich systému. Po
ptidani menadionu ktery zpuisobuje tvorbu superoxidu a peroxidu vodiku, dochazi ke zvySené
expresi geni pro superoxid dismutazu, glutation peroxidazu, thioredoxin, thioredoxin
reduktazu, glutaredoxin, glutation reduktazu a tadu dalsich (Gasch et al., 2000; Lee et al.,
1999).

Yaplp je za béznych redoxnich podminek lokalizovany v cytosolu, Vv piipadé
oxidativniho stresu je lokalizovan v jadre (Kuge et al., 1997). Yaplp obsahuje v C-terminalni
doméné jaderny exportni signal, ktery je rozeznavan Crmlp jadernym pienasecem. Crmlp
zajistuje cytosolickou lokalizaci Yaplp za nestresovych redoxnich podminek. Redoxni stres

vyvola oxidaci thiolovych skupin v oblasti NES sekvence (,,nuclear export signal®, jaderny
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exportni signdl), v disledku vytvoteni disulfidického miistku dojde ke sbaleni a NES neni
rozeznavana Crmlp, zlstava lokalizovéan v jadie, kde ovliviiuje transkripci vySe zminénych
gent (Kuge et al., 2001; Yan et al., 1998).

Vytvoreni disulfidického mitistku neni zptsobeno pfimou interakci cysteini v NES
oblasti s H,O,, ale interakci s Gpx3p enzymem. Gpx3p, neboli Orplp, je glutathion
peroxiddze ptibuzny enzym, ktery ma funkci senzoru peroxidd vodiku. Pti oxidaci dochézi
k vytvoteni disulfidického mustku mezi Cys36 na Gpx3p a Cys598 na Yaplp. Dale dochazi
k vytvofeni vazby mezi cysteiny Yaplp a uvolnéni Gpx3p (Delaunay et al., 2002). V Yaplp
je obsazeno Sest signaln¢ dulezitych mustkl. Jejich oxidaci miizou vzniknout ¢tyfi rizné
oxidacni formy Yaplp, které se 1isi svoji aktivitou a udrzuji tak bunéénou redoxni homeostazi

(Okazaki et al., 2007).

7.2.2 Regulace ubiquitin proteasomové drahy

Proteasom je velky proteinovy komplex. Proteasom 268 je slozen z katalytického 20S
centra a dvou regulacnich 19S &asti. Proteiny urené k protesomalni degradaci jsou
polyubiquitinylovany za ucasti ATP (adenosintrifosfat) a tfi enzymt E1 (ubiquitin aktivacni
enzym), E2 (ubiquitin konjugacni enzym) a E3 (ubiquitin ligaza). Péhem polyubiquitinylace
je nejprve ubiquitin aktivovan vytvoienim disulfidického mistku s E1 enzymem, déle je
prenesen na enzym E2, s kterym také tvoti disulfidicky mustek. V poslednim kroku je pomoci
E3 enzymu ubiquitin navazan na protein. Proteazomalni degradace chrani buiku proti
hromadénim nefunkénich, poSkozenych proteinti, hraje klicovou roli béhem bunééného cyklu
a je dalezita pii bunééné diferenciaci (Kornitzer and Ciechanover, 2000).

Béhem oxidativniho stresu dochazi ke snizeni mnozstvi ubiquitinylovanych proteinti.
Pokles bunéénych ROS na nestresovou urovenl je doprovdzen zvySenim ubiquitinylace na
mnozstvi, které se objevuje v nestresovanych bunikich. Béhem nékolika hodin dochazi
k dalsimu zvySeni ubiquitinylace nad nestresovou troven. Vykyvy v ubiquitinylaci souhlasi
s aktivitou enzyml E1 a E2, kterd je za podminek oxidativniho stresu sniZena, po jeho
odstranéni se zvySuje. V souladu s timto pozorovanim jsou i zmény ubiquitin dependentniho
odstrafiovani proteinii v proteasomu (Shang et al., 1997). Zmény v aktivit¢ ubiquitin
aktivacniho enzymu a ubiquitin konjuga¢niho enzymu jsou zavislé na bunééném GSSG:GSH
poméru. Béhem inaktivace téchto enzyml dochazi k navazani glutathionu, tedy S-
glutathiolaci (Jahngen-Hodge et al., 1997; Obin et al., 1998). S-glutathiolace a nasledna

inaktivace ubiquitinila¢nich enzymii by mohla mit vyznam v jejich ochrané proti
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ireverzibilnimu oxidativnimu poSkozeni aktivniho mista (vznik sulfinické nebo sulfonové
kyseliny), také by mohla slouzit jako mechanismus branici odbouravani proteind, které nejsou
ireverzibilné oxidované. Tomu by odpovidala skute¢nost, ze po odstranéni reaktivnich
kyslikovych forem se aktivita E1 a E2 enzymu zvysi, takZe mohou byt odstranény oxidované
proteiny, které nedokazaly byt opraveny (redukovany) ochrannymi a reparacnimi systémy
bunky.

Proteolyza proteinti mize také probihat v samotném 20S katalytickém centru bez
navazanych 19S regulacnich Casti. Degradace proteinti 20S=proteasomem je nezavisld na
ATP a ubiquitinilaci. Béhem oxidativniho stresu, pii kterém dochdzi k inhibici 26S drahy,
jsou v 20S odbouravany oxidované proteiny (Inai and Nishikimi, 2002; Shringarpure et al.,
2003). Katalytické 20S centrum je slozeno za a B podjednotek. Podjednotky o nemaji
katalytickou aktivitu a slouzi jako vstupni casti do katalytickych B podjednotek. Kvasinky
koéduji sedm riznych podjednotek B s riznymi katalytickymi vlastnostmi. Podjednotka B1
vykazuje kaspazovou aktivitu (St€peni za acidickymi aminokyselinami), B2 trypsinovou
aktivitu (Stépeni za bazickymi aminokyselinami) a B5 chymotrypsinovou aktivitu (Stépeni
proteint za hydrofobnimi aminokyselinami) (Groll et al., 1999).

Chymotrypsinova aktivita kvasinkového proteasomu neni ovlivnéna GSSG diky
struktufe, ktera brani interakci oxidovaného glutathionu a cysteinového zbytku. Redukovany
glutathion GSH snizuje aktivitu 20S proteasomu b&hem zvysSeného vyskytu ROS v buiice.
Katalytické jadro 20S obsahuje cysteiny, které jsou béhem oxidativniho stresu oxidovany a
nasledné S-glutathiolovany (Demasi et al., 2003). Na deglutathiolaci a znovunabyti funkce se
podili pfedevsim glutaredoxin 2 a thioredoxiny 1 a 2. Béhem odbourdvani glutathionu musi
glutaredoxin 2 vstoupit do katalytického jadra, coZ potvrzuje lokalizaci glutathiolovanych
cysteint (Silva et al., 2008).

Nejnovéjsi vysledky ukazuji, ze S-glutathiolace je dilezita pii regulaci vstupu proteinti
do 20S proteasomu. Jak jiz bylo zminéno vyse, sedm o podjednotek slouzi jako vstupni ¢ast
do katalytického centra. Pro vstup proteinli je nutné otevieni a ¢asti. To je ¢asteCné zajiSténo
S-glutathiolaci dvou cysteinii v a5 podjednotce. Timto zpisobem je regulovan vstup
oxidovanych proteini do 20S proteasomu za podminek oxidativniho stresu (Silva et al.,

2012).
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7.2.3 Regulace glykolytickych enzymu

Glykolyza je metabolickd draha, béhem které dochazi ke vzniku dvou pyruvati, dvou
molekul ATP a dvou NADH (nikotinamid adenin dinukleotid). Enzymy inhibované béhem
oxidativniho stresu, glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza (GADPH) a enolaza, se ucastni
premény glyceraldehyd-3-fosfatu na 1,3-bisfosfoglycerat za vzniku 2NADH v piipadé
GAPDH (Sesta reakce glykolyzy) a pfemény 2-fosfoglyceratu na fasfoenolpyruvat v ptipadé
enolazy (devata reakce glykolyzy). DalSim enzymem inhibovanym pfitomnosti ROS je
alkoholdehydrogenaza (ADH), enzym kaztalyzujici pfeménu alkoholli na ketony nebo
aldehydy za vzniku NADH.

Saccharomyces cerevisiae obsahuje tfi geny kodujici GADPH: TDH1, TDH2 a TDH3.
Vsechny tifi izoformy glyceraldehyd-3-fasfat dehydrogenazy obsahuji dva cysteiny v aktivnim
misté, béhem bunécné stresové odpoveédi je S-glutathiolovana pouze Tdh3p izoforma.
K dethiolaci dochazi glutaredoxinem 5. Pisobenim oxidativniho stresu muze dojit ke snizeni
NADPH aktivity az o 90%, pti ubytku mnozstvi ROS se aktivita Tdh3p zvySuje rychleji nez
aktivita Tdh2p, coz by mohlo poukazovat na ireverzibilni poskozeni izoformy 2, kterd neni
chranéna glutathiolaci. Aktivita enoldzy a alkoholdehydrogendzy mulze byt snizend az o 70%
a zvySuje se po odeznéni oxidativniho stresu, coZ naznacuje reverzibilni S-glutathiolaci.
Aktivita aldolazy, trioza fosfat izomerdzy a aldehyd dehydrogenazy neni ovlivnéna.
(Bucciarelli et al., 2009; Grant et al., 1999; Mohr et al., 1998; Shenton and Grant, 2003;
Shenton et al., 2002).

Enzymy pentoézofosfatového cyklu nejsou inhibovany Gc¢inky ROS. Glukdza-6-fosfat
dehydrogendza a 6-fosfoglukonatdehydrogendza vykazuji zvySenou aktivitu v gsh/A
mutantech (mutanti v gamma-glutamylcystein syntetaze, klicovém enzymu pro tvorbu GSH
(Ohtake, 1990)), ktera by mohla slouzit jako kompenzace nizké hladiny GSH pomoci
NADPH vzniklého v pentézovém cyklu (Shenton and Grant, 2003). Inhibice glykolyzy pfi
odpovédi na oxidativni stres znamend vétsi prisun glukézy do pentézového cyklu, ktery

poskytuje mnozstvi NADPH a tak se podili na redukci oxidativniho prostiedi v butice.

5.3.4. Regulace bunééného cyklu oxidativnim stresem

Bunéény cyklus kvasinkovych bunék lze rozdélit na ctyti faze: G, S (faze syntézy
DNA), G, a M (mitoza). Pfechod do nasledujici faze ovliviiuji cyklin dependentni kinaza a

cykliny specifické pro kazdou fazi. Kontrolnim bodem vstupu bunék Saccharomyces
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cerevisiae do bunééného cyklu je tzv. ,start”, ktery reguluje vstup z G; do S faze (Sveiczer et
al., 2004). V podminkach velkého oxidativniho stresu je bunéény cyklus naruSen, zastavi se
pted vstupem do S faze, coz naznacuje redoxni regulaci v kontrolnim bodé (Chiu et al., 2011)

Exprese cyklini je v buiikkach regulovana. Klicovym regulatorem exprese cyklind
pozdni G; faze (Clnlp a CIn2p) jsou komplexy SBF a MBF. SBF komplex je slozen z
Swibp/Swidp transkripénich faktorti, MBF komplex z Swi6p/Mbplp transkripénich faktort
(Simon et al., 2001). Na rozdil od Swidp a Mbplp je Swibp zapojen do odpovédi na
oxidativni stres. Swi6p obsahuje cystein Cys-404, jehoz postranni fetézec je béhem stresu
oxidovan na sulfenickou kyselinu. Oxidace zabranuje expresi geni kodujicich cykliny
dilezité pro vstup do S faze a bunéény cyklus je zastaven v G; fazi. Diky tomuto mechanismu
maji obranné systémy moznost redukce poSkozenych proteini, DNA a lipidi a nedochazi
K jejich puceni béhem nefyziologickych redoxnich podminek (Fong et al., 2008; Chiu et al.,
2011).

7.2.4 Regulace Hoglp SAPK

Stresem aktivované protein kinazy SAPK (,,stress-activated protein kinases®) jsou
velice duleZitou soucasti stresové odpovédi bunék. Patii do MAP (,,mitogen activated
protein®) kinazové rodiny. Signalni kaskada zacina aktivaci MAPKK kinazy (MAPKKK),
ktera fosforylaci aktivuje MAPK kindzu (MAPKK). Fosforylovand MAPK kindza aktivuje
SAPK. Fosforylovana SAKP dale fosforyluje mnoho substrati véetné transkrip¢nich faktord a
regulatord bunééného cyklu, a tak zajistuje velice komplexni odpoveéd’ bunky (Smith et al.,
2010).
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Stres vysokou teplotou Oxidativni stres Slaba kyselina
Stres tlakem
Stres chladem
Tézké kovy

Vnéjsi prostredi

l Skn7p l
t kri
MAPKKK Stellp @ ranskripce

MAPKK @

Obr.:4 Piekresleno podle (Smith et al., 2010). Signalni drahy spoust&jici odpovéd’ na rtizné
stresové podminky. Znak L znamena defosforylaci, znak | fosforylaci. Ssklp je aktivni
v defosforylované formé, ostatni proteiny drahy jsou aktivni ve fosforylované formé.

Vnitrobunécény prostor

Role Hoglp signalni drahy béhem pisobeni oxidativniho stresu neni jasna. Vysledky
ukazujici ze mutanti sInlp, ssklp, hoglp a pbs2p jsou hypersenzitivni k oxidativnimu stresu
vyvolanému H,0, (jinymi oxidanty ne) naznacuji, ze Hoglp draha se ucastni odpovédi na
stres. Mutanti sholA hypersensitivni nejsou, odpovédi na stres vyvolany peroxidem vodiku se
draha aktivovana Sholp receptorem netcastni. V souladu s pozorovanou ucasti Hoglp je i
aktivace Skn7p transkripéniho faktoru, ktery spousti transkripci genti dilezitych pii bunécné
stresové odpovédi. Na druhou stranu existuji vysledky, které ukazuji, Ze se Hoglp draha
odpovédi na redoxni stres neucastni. Oxidativni stres vyvolany peroxidem vodiku nezvysi
mnozstvi fosforylovanych Hoglp kinaz, takze nejsou aktivovany a nemohou dale fosforylovat
substraty. Prace o Ctyfi roky novéj$i naopak ukazuje, Zze se béhem oxidativniho stresu

mnozstvi fosforylovanych Hoglp rapidné zvySi a proto se tato drédha stresové odpovédi

ucastni (Bilsland et al., 2004; Schuller et al., 1994; Singh, 2000).
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8 Zavér

Prace stru¢né shrnuje soucasné znalosti o ROS molekuldach a jimi vyvolaném
poskozeni. Duraz klade na signaliza¢ni roli ROS a ochranné mechanismy modelového
kvasinkového organismu Saccharomyces cerevisie.

Nejvétsi pozornost z hlediska role oxidativniho stresu vzdy samoziejmé byla vénovana
lidskému organismu. Nicméné tada dilezitych poznatkii byla ziskdna i na modelovych
organizmech vcetn¢ kvasinky Saccharomyces cerevisiae, jejiz manipulace jsou relativné
jednoduché a umoziuji snadnou piipravu mutovanych kmend rizné reagujicich na stresové
podminky. Vysledky mnoha studii ukazuji na dilezitost cysteinovych zbytkl jako ,,cile*
oxidativniho stresu a Vv poslednich letech se zajem obraci predevs§im na specifické zmény
vyvolané ROS, které nésledné vedou k zménam aktivit konkrétnich enzymf, transkripénich
faktorii a proteintl, a funguji tedy v bunécné signalizaci.

V minulosti vétSina studii bohuZzel pracovala s koncentracemi oxidantd, které jsou pro
bunky letalni. Proto neni nyni UpIn¢€ jasné, které bunécné procesy a signalni drahy jsou béhem
fyziologického oxidativniho stresu zapojeny do bunééné odpovédi a jsou vyznamné béhem
nemoci a starnuti. Z tohoto dtivodu lze pfedpokladat, ze zajem a budouci vyzkum se budou

stale vice orientovat na studium signalizac¢nich roli neletalnich mnozstvi ROS.
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