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Abstrakt

Kyselina mocova je kone¢nym produktem v metabolické draze purinii u clovéka
a nekterych vysSich primat. V pribéhu evoluce doslo u téchto druht k mutacim v genu
pro urat oxidasu a nasledn¢ ke snizeni nebo ztraté aktivity tohoto enzymu, ktery u ostatnich
savcll metabolizuje kyselinu mocovou dale na allantoin.

Jaky byl prvotni impuls k vyuziti kyseliny mo€ové v organismu a jaké biochemické
vlastnosti kyseliny mocové vedly k tendenci udrzet si velkou c¢éast tohoto metabolitu
v krevnim ob&hu?

Kyselina moc¢ovéa mé antioxida¢ni schopnosti a podili se na likvidaci volnych radikala.

Zvysena hladina kyseliny mocové vkrvi ma vliv na akutni i chronické zvySeni
krevniho tlaku. Je pravdépodobné, Ze v obdobi miocénu, kdy primati v potravé piijimali
minimalni mnoZzstvi soli, se diky kyselin¢ mocové podafilo stabilizovat krevni tlak pti
zachovani vzpiimené postavy.

Kyselina mocova pfispivd k ochrané nervového systému. Inhibuje propustnost
hematoencefalické bariéry v mozku, omezuje pronikani nezddoucich latek k neuronlim a
brani tak vzniku zanétlivych onemocnéni centralniho nervového systému. SniZzend hladina
kyseliny mocové v séru je typicka pro vyskyt nékterych neurodegenerativnich chorob.

V neposledni fadé kyselina mocova chrani tkané pred poSkozenim peroxynitritem pti

zanétlivé reakci.
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Abstract

Uric acid is the end product of purine metabolism of humans and some higher
primates. In other mammals enzyme urate oxidase is capable to further convert uric acid to
allantoin. During evolution of primates several mutations in urate oxidase gene had
occured, led the enzyme to decrease its activity or to complete loss of function.

What was the initial impetus for the utilization of uric acid and what biochemical
traits of uric acid led to a tendency to retain a major of this metabolite production in the
bloodstream?

Uric acid has antioxidant capabilities and it is scavanger of free radicals.

Increased levels of uric acid in blood has an effect on acute and chronic elevations of
blood pressure. It is possible that hyperuricemia helped to maintain blood pressure under
low-salt dietary conditions of primates during the Miocene. This mechanism probably have
allowed to stabilize bipedalism our ancestors.

Uric acid has an important role as a neuroprotector. As inhibitor the permeability
blood-brain barrier, uric acid limits the infiltration of undesirable substances to the neurons
and prevents central nervous system against the formation of inflammatory diseases. Such
as neurodegenerative diseases may be caused by reduced serum uric acid levels.

Uric acid protects against peroxinitrite damage tissues in the inflammatory response.
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Seznam zkratek:

A,T,C,G — deoxyadenylat, deoxythymidylat, deoxycytidylat, deoxyguanylat, (symboly
nukleotidi v DNA)

CNS — centralni nervovy systém

COX2 — cyklooxygenasa 2

EAAT — glutamatové transportéry astroglii

EAE - experimentélni alergickéd encefalomyelitida, experimentalni autoimunitni
onemocnéni u mysi

eNOS — endotelialni nitric oxid syntasa (syntasa produkujici oxid dusnaty)

iNOS - inducibilni nitric oxid syntasa (syntasa produkujici oxid dusnaty)

MAP kinasy Erk1/2 — mitogeny aktivované proteinové kinasy, extracelularnimi signaly
regulované kinasy

MBP — myelinovy bazicky protein

NADPH oxidasa - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oxidasa

NO syntasa — nitric oxid syntasa (syntasa produkujici oxid dusnaty)

ONOQO' - peroxynitrit

PDGF - platelet derived growth factor, ristovy faktor hladkého svalstva

Uox — gen pro urat oxidasu

w-Uox - pseudogen nefunkéni urat oxidasy

Xor — gen pro xanthin oxidoreduktasu
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1 Uvod

Vétsina saved v katabolické draze purinti degraduje kyselinu moc¢ovou za pomoci
urat oxidasy na allantoin, ktery je volné vyluovan z téla moc¢i. U Clov€ka a nékterych
vyssich primati doslo v pribéhu evoluce ke snizeni nebo ztraté aktivity urdt oxidasy.
Ukézalo se, ze kyselina mocovd, zpo€atku potencidlné toxicky metabolit, mlze byt
organismu prospéSnd. Velka ¢ast jeji produkce je aktivné udrZzovéana v krvi a dlouhodobé
vychyleni z této rovnovahy mliZe mit pro organismus patologické nasledky.

V této praci pfedkladam hypotézy pro vyuziti kyseliny mocové v evoluci nékterych

druhti a zabyvam se soucasnymi poznatky o vyznamu tohoto metabolismu pro organismus.

2 Kyselina mocova, metabolit degradace purini

Kyselina mocova je kone¢nym produktem degradace purinti u ¢loveéka a nékterych
vySSich primati (Obr.1). VétSina savel kyselinu mocovou rychle oxiduje za pomoci
enzymu urat oxidasy na allantoin. Kyselina mocova a allantoin jsou metabolity jednak
z purinll obsazenych ve stravé a jednak z obratu nukleotidli a nukleovych kyselin (Nelson

& Cox, 2008).
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Obr.1 Schéma metabolické drahy degradace purint (ptevzato z Nelson & Cox, 2008)



Urat oxidasa (uricasa) je pfitomna v celé fadé organismi od bakterii po savce
a vykazuje razné aktivity v zavislosti na hostitelském druhu. Pro jeji zisadni roli
v metabolismu purinii svéd¢i fakt, Ze ziistala evoluéné konzervovana napfi¢ organismy
(Oda et al., 2002).

Urikasy u riiznych ZivociSnych druht se stejnou tkanovou specifitou maji stejnou
molekulovou hmotnost, lokalizaci a jsou schopné kiizové reakce mezi jednotlivymi druhy

(Varela-Echevarri’a et al., 1988).

3 Ztrata uricasy v evoluci hominoidi

Mezi hominoidy doSlo v evoluci k nékolika nezavislym mutacim v genu Uox pro
urat oxidasu. Nektefi primati, poloopice a opice Starého svéta vykazuji 2 x az 4 x nizsi
enzymatickou aktivitu uricasy v porovnani s ostatnimi savei (mysi a krélici) (Oda ef al.,
Ze tento enzym zcela ztratil schopnost metabolizovat kyselinu mofovou na allantoin

(Obr.2). Transkripce nefunkéniho w-Uox genu u lidi probihd v jatrech (Oda et al., 2002).
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Obr.2 Fylogeneticky strom vytvoieny metodou maximalni parsimonie zalozeny na sekvencich promotoru,
kédujicich regionti a introntt Uox genl u deviti primati Homo sapiens, Pan troglodytes, Gorilla gorilla,
Pongo pygmaeus, Hylobates lar, Papio hamadryas, Macaca mulatta, M. fascicularis, Aotus trivirgatus.
Funkéni gen je oznacen Uox, nefunkéni w-Uox (pievzato z Oda ef al., 2002).
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Sérové hladiny kyseliny mocové jsou u téchto primata pfiblizn€ desetkrat vyssi nez
u ostatnich savcl.. Kyselina mocovéa je filtrovana ledvinami a z velké casti dochazi
u ¢loveéka k jeji reasorpci (z 90%). Pouze mald ¢ast jeji produkce je vyluCovéana z téla

moéi (Alvarez-Lario & Macarrén-Vicente, 2010).

S nejvétsi pravdépodobnosti byla nejdiive postupné degradovana promotorova
oblast Uox genu a sniZzovana exprese (u cCloveéka specifickd delece 26 parti bazi
v enhancerové oblasti) (Oda et al., 2002). Teprve pozdéji doslo k mutacim v kodujici
oblasti, které mély za nasledek uplnou inaktivaci genu. Knock-out genu pro urikasu u mysi
zpusobuje vysokou hyperurikémii s nasledkem nefropatie. Smrt nastavd béhem 4 tydnii

postnatalniho vyvoje (Alvarez-Lario & Macarrén-Vicente, 2010)

U péti hominoidii s w-Uox pseudogenem lze detekovat druhové specifické mutace.
Jedna z mutaci (kodon 33 vexonu 2) je spolecnd pro clovéka, Simpanze, gorilu a
orangutana a prave tato mutace je povazZovana za pficinu Uplné ztraty uricasové aktivity u
téchto ctyf skupin primatd. Na zakladé fylogeneze hominoidii bylo navrzeno, Ze k této

udalosti doslo pfed 24 az 13 miliony lety.

U clovéka, Simpanze a gorily byla dale identifikovdna dalSi spolecnd non-sense
mutace od spolecného piedka na pozici 187. aminokyseliny. V obou piipadech (kodon 33 a
187) byly plivodni kodony pro arginin CGA nahrazeny STOP kodony TGA (Obr.3).
U primati je zajimavy fakt, Ze v rdmci translace genu pro uricasu je pro aminokyselinu
arginin preferencné vyuzivan kodon CGA, ktery s vyssi pravdépodobnosti spontanné
mutuje na termina¢ni kodéon TGA. Konkrétn€ v exonu 6 jsou vSechny ¢tyfi CGA (kromé
jednoho) pievedeny na TGA. Pro arginin je v genech obecné vyuzivano 6 rtiznych kodonii
(tripletd) a jejich vyuziti se vriznych genech li§i. Ve vétSin€¢ organismi je arginin

zpravidla koédovan jinak nez vySe zminénym kodénem CGA (Oda et al., 2002).



ctgtgttttcattgcag AAT GAT GAG GTG GAG TTT GTC CGA ACT GGC TAT GGG AAG
asn asp glu val glu phe wval arg thr gly tyr gly lys

GAA ATG GTA AAA GTT CTC CAT ATT CAG TGA GAT GGA AAA TAT CAC AGC ATT
glu met val lys val leu his ile gln STOP asp gly lys tyr his ser ile

AAA GAG GTG GCA ACT TCA GTG CAA CTT ACT CTA AGT TCC AAA AAA GAT TAC
lys glu wval ala thr ser val gln leu thr leu ser ser lys lys asp tyr

CTG CAT GGA GAT AAT TCA GAC ATC ATC CCT ACA GAC ACC ATC AAG AAC ACA
leu his gly asp asn ser asp ile ile pro thr asp thr ile lys asn thr

GTT CAT GTC TTG GCA AAG TTT AAA GAA gtatgtgtcacttcttc
val his wval leu ala lys phe lys glu

tacttgaaacag GGA CCC CAA GTC ATT CAT TCT GGA ATC AAA GAC CTC AAG GTC
gly pro gln wval ile his ser gly ile lys asp leu lys wval

TTG AAA ACA ACA CAG TCT GGA TTT GAA GGT TTC ATC AAG GAC CAG TTC ACT
leu 1lys thr thr gln ser gly phe glu gly phe ile lys asp gln phe thr

ACC CTC CCT GAG GTG AAG GAC TGA TGC TTT GCC ACC CAA GTG TAC TGC AAG
thr leu pro glu val lys asp/STOP cys phe ala thr gln val tyr cys lys

TGG CGC TAC CAC CAG TGC AGG GAT GTG GAC TTC AAG GCT ACC TG gtatgaac
trp arg tyr his gln cys arg asp val asp phe lys ala thr trp

Obr. 3 Sekvence dvou exont (exon 2, exon 5) z lidské urat oxidasy obsahuje dvé non-sense mutace.
Pritomnost téchto STOP kodont na pozici aminokyseliny 33 a 187 v kodujici oblasti ukazuje, Ze gen
pro lidskou urat oxidasu je nefunkéni. (pievzato a upraveno z Wu et. al., 1989)

Gibon narozdil od c¢lovéka, Simpanze, gorily a orangutana vykazuje jinou inaktivujici
mutaci a to deleci 13 part bazi v exonu 2, ke které doslo nezavisle az po odstépeni tohoto

druhu z vyvojové vétve (Obr.4) (Watanabe et al., 2002).
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Siamang
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Obr.4 Navrzené casové uzly pro mutace v uricase v ramci evoluce hominoidt v mil. let (pfevzato z

Watanabe et al. 2002).



Postupné snizovani urikasové aktivity znamenalo pro organismus urcitou zatéz.
Bylo potieba ptizplisobit se novym podminkdm a vyrovnat se s negativnim plisobenim
vysokych koncentraci kyseliny mocové. Mechanismem, ktery se v evoluci osveéd¢il, bylo
sniZzeni transkripce genu pro xanthin oxidoreduktasu (Xor) (Obr.1), kterd pfeméiuje
xanthin na kyselinu mocovou. Ta ma u lidi 100 x nizsi aktivitu nez napft. u skotu, krys a
mysi (Oda et al., 2002).

Kromé mezidruhovych mutaci existuje genetickd variabilita Uox genu i v moderni
lidské populaci. Riizné tirovné hladiny kyseliny mocové u lidi se daji pticist na vrub nejen
stravovacim navykam, ale jsou také vysledkem evolu¢nich mutaci, ke kterym dochézelo
po vice nez 8 miliont let (Oda et al., 2002).

Prave poznatek, Ze v minulosti dochazelo k nezavislym mutacim uricasy u riznych
druhl primatt a tudiz v kone¢ném disledku ke ztraté¢ schopnosti metabolizovat kyselinu
mocovou, vedl k interpretaci, ze zvySeni hladiny kyseliny mocové v krvi znamenalo pro
Casné primdaty jistou evolucni vyhodu. Tento metabolit se prioritné nevymesSuje jako je
tomu u allantoinu, ale naopak jeho stabilni hladina je aktivné udrZovéana reasorpci

v ledvinach (Waring et al., 2000).
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4 Zajisténi fyziologické rovnovahy kyseliny mocové
vV organismu

Kyselina mocova je slaba kyselina. V extracelularnim prostoru je distribuovana
jako urat sodny. Hladina urdtu v krvi zavisi na pfijmu purinli, jejich metabolismu a

rychlosti vylu€ovani kyseliny mocové ledvinami (Obr.5).
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Obr.5 Kyselina mocova je produkovana v jatrech, svalech a ve stieve. Priblizné 2/3 denniho obratu kyseliny
mocové je vylucovano ledvinami a zbyvajici 1/3 odchazi z téla via feces. Reasorpce v ledvinach probiha pies
URAT]I transportér, tubularni sekrece pres MRP4 kanal. Fruktosa ve stravé, konzumace alkoholu a bunécna
degradace mohou zvySovat hladinu kyseliny mocové v krvi. (pfevzato z Hediger, 2005)

Plazmatické hladiny kyseliny mocové jsou regulovany ctyfmi-komponentami
rendlniho systému zahrnujicimi: glomerularni filtraci, reasorpci, tubularni sekreci
a postsekrecni reasorpci. Kyselina mocova je nejdiive pasivné filtrovdna v glomerulu.
Velka ¢ast filtrované kyseliny mocové (99 — 100%) je reasorbovana v proximalnim tubulu.
V lumen zlstava pouze 0% - 2%. Poté nastava tubularni sekrece, kdy 50% primarné
filtrované kyseliny mocové je sekretovano do tubuldrniho lumen. Nakonec dochézi
k reasorpci 80% sekretované kyseliny mocové v proximalnim tubulu (Obr.6) (Esparza &

Garcia, 2011).
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Obr. 6 Schématické zndzornéni transportu kyseliny mocové v proximalnim tubulu ledvin (pfevzato z Esparza
& Garcia, 2011)

Na regulaci plazmatické hladiny kyseliny mocové se podili mnozstvi uratovych
transportérii. Patii mezi né transportér URAT1, zodpovédny za reasorpci kyseliny mocové
a celd tfada transportérii podilejicich se na sekreci urdtu: transportéry organickych iontl

OATI1 a OATS3, déle ATP-dependentni urat transportér MRP4 (Obr.5).

U lidi je pfiblizn¢ 90% ledvinami filtrované kyseliny mocové reasorbovano.
Zasadni vyznam pro regulaci plazmatickych hladin kyseliny mocové ma transportér
URATI1 (Hediger et al., 2005). Normalni rozsah sérovych hladin kyseliny mocové
u ¢lovéka se pohybuje v rozmezi 120 — 380 uM a lisi se v zavislosti na pohlavi. Na zaklad¢
vysledki nékolika studii byla pro hyperurikémii u muzi definovana koncentrace vyssi nez
386 uM, ptipadné¢ 420 pM (Klemp et al, 1997; Johnson et al., 2003). U Zen je
hyperurikémie definovana hladinou kyseliny mocové vyssi nez 360 pM. Za
hypourikémicky se obecné povazuje stav, kdy koncentrace kyseliny mocové je nizsi nez
120 uM (Hisatome et al., 1996).

Normalni koncentrace u nékterych opic je vyssi nez 2 mg/dl (pfipadné 120 uM). U

ostatnich savct je tato hladina vzdy nizsi.
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5 Patologické stavy

5.1 Patologické stavy spojené s vysokymi hladinami kyseliny mocové
v séru
Zvysené sérové hladiny kyseliny mocové mohou vyplyvat zriznych akutnich

i chronickych pfi¢in. Mezi akutni pfiiny hyperurikémie patii pfijem velkého mnoZstvi
alkoholu, tumor lysis syndrome (komplikace lécby rakoviny, chemoterapie) a strava
obsahujici velké mnoZzstvi purini nebo bilkovin. Chronickd hyperurikémie nastava
za podminek, kdy je sniZzena glomeruléarni filtrace, snizené vylucovani kyseliny mocové
nebo zvySena celkova tubuldrni absorpce (Kutzing & Firestein, 2008). Hyperurikémie je
spojena s fadou onemocnéni vcetné dny, hypertenze, kardiovaskuldrnich onemocnéni,
infarktu myokardu, cévni mozkové piihody, a onemocnéni ledvin (Jossa et al., 1994;
Freedman et al., 1995; Kang et al., 2002; Bos et al., 2006). Zistava nejasné, zda vyssi
uroven kyseliny mocové je pii¢inou téchto onemocnéni nebo dasledek nékteré z téchto

chorob.

Ptestoze nekteré zmeény hladin kyseliny moc¢ové mohou byt zptsobené v diisledku
téchto nemoci, je pravdépodobné, ze kyselina mocova hraje dilezitou roli nejen v rozvoji
ale iprevenci mnohych chorob. Jeji ucinky mohou byt jak prospé$né (antioxidant a
likvidator volnych radikalit), tak skodlivé (pokud je v séru ptfitomna na zvysené irovni).
Pro 1é¢bu fady onemocnéni (Tab.1) vypada nadéjné vyuziti metod manipulace se sérovou

hladinou kyseliny mo¢ové (Kutzing & Firestein, 2008).

Snizovéni koncentrace | ZvySovani koncentrace kyseliny | Nemoci asociované se | Nemoci asociované se

kyseliny mocové, mocove, lécba pro: zvySenymi hladinami | snizenymi hladinami
1écba pro: kyseliny moc¢ové v | kyseliny mocové v krvi

krvi
dna poranéni michy dna roztrousena sklerdza
kardiovaskularni
onemocnéni roztrousena sklerdza a jina onemocnéni ledvin Parkinsonova choroba
hypertenze neurodegenerativni onemocnéni hypertenze Alzheimerova choroba
kardiovaskularni
onemocnéni ledvin onemocnéni nadorova onemocnéni

Tab.1 Piehled chorob souvisejicich se zvySenymi ¢i snizenymi hodnotami kyseliny mocové v krvi a vyuziti
manipulace s hladinou kyseliny mocové pfi lécbé nékterych onemocnéni. (pievzato z Kutzing & Firestein,

2008)
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5.2 Onemocnéni spojena s nizkymi hladinami kyseliny mocové v séru

Existuji dikazy, Ze nizkd hladina kyseliny mocové v séru souvisi s vyvojem a
progresi nékterych onemocnéni. Rada studii potvrdila nezavisle negativni korelace mezi
nizkou urovni kyseliny mocové a rozvojem roztrousené sklerdézy. Korelace byla také
nalezena mezi nizkou trovni kyseliny mocové a zanétlivym demyelinizacnim
onemocnénim zrakového nervu, ktery je Casto prvnim pifiznakem pravé roztrouSené
skler6zy. Stejn€ tak existuje souvislost mezi nizkou Urovni kyseliny mocové a rizikem
onemocnéni Alzheimerovou ¢i Parkinsonovou chorobou. U pacientdl s Parkinsonovou
chorobou byla navic potvrzena nizk4 Groven kyseliny mo€ové v substantia nigra. SniZzena
koncentrace kyseliny mocové ve slinach mlze pfispivat k rozvoji nddoru v horni ¢asti
zaludku. Je pravdépodobné zapojena v obrané proti dusikovym radikalim, které zde
vznikaji reakci dusitand ze slin s kyselou Zalude¢ni $§t'avou. Sliny jedince, ktery ma deficit
v kyseliné mocové, nemusi byt schopny zabranit poSkozeni tkdni reaktivnim dusikem a
s vétsi pravdépodobnosti zde pak muze dochazet k mutagenezi. (Kutzing & Firestein,

2008).
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6 Hypotézy pro evolucni tlak k vyuziti kyseliny mocové

Pro¢ se po ztraté aktivity urat oxidasy nesnazil organismus hromadici se metabolit
eliminovat, ale naopak udrzet si jeho podstatnou ¢ast v té€le? Jaky benefit ziskali nékteti
savci v utilizaci kyseliny mocové? Vyhody spojené s timto trendem musely byt vétsi, nez

zjisténa rizika spojenad s hyperurikémii v€etné dny, hypertenze a dalSich onemocnéni.

Tyto Givahy vedly k navrzeni nasledujicich hypotéz, vysvétlujicich mozny evoluc¢ni tlak:
e kyselina mocova koreluje s inteligenci, mohla se podilet na procesech souvisejicich

s rozvojem mysleni u lidi — nejstar$i hypotéza

e diky kyseliné mocové se podatilo hominoidim stabilizovat krevni tlak pii

zachovani vzpiimené postavy v obdobich nizkého obsahu soli v potravé

e piinosem kyseliny mocové je pfedevsim antioxidacni schopnost, podili na zvysené
primérné délce Zivota a kompenzuje se ztrata schopnosti syntetizovat kyselinu

askorbovou

e vyznam kyseliny mocové je v ochran¢ nervového systému, je schopna brénit
poskozenim zplsobenym peroxynitritem, zvySeni hladiny kyseliny moc¢ové nastalo
v lidské evoluci pfedevsim proto, aby se pfedchazelo Skodam zptisobenych

aktivovanymi monocyty produkujicimi peroxynitrit

6.1 Kyselina mocova a inteligence

Podle nejstarS$i hypotézy vyslovené E. Orowanem (1955) by mohlo zvySené
mnozstvi kyseliny mocové vkrvi vést ke kvantitativnimu a kvalitativnimu skoku
v dusevnich schopnostech hominidii. Pfedpoklad vznikl na zaklad¢ podobnosti struktury
kyseliny mocové a nekterych mozkovych stimulantt jako kofein a theobromin. (Orowan,
1955). Navic kyselina mocova ma ochranné ucinky proti n¢kolika neurodegenerativnim
nervového systému. V souladu s touto myslenkou jsou vysledky terapeutického vyuziti

kyseliny glutamové, kterd je zapojena do endogenni produkce kyseliny mocové.

15



U mentalné¢ retardovanych pacientii dochazi ke zlepSeni kognitivnich funkci (Vogel et al.,

1966).

Nékteti autofi nalezli vyznamnou korelaci mezi hladinou kyseliny mocové a vyssi
inteligenci u déti nebo mladych dospélych a souvislost mezi onemocnénim dny s vyssi
inteligenci. Studie byla provedena na rodinach dvojcat. Vysledek poukazoval na odlisné
genetické dispozice pro uroveil kyseliny mocové v krvi. Jeji rozdilnéd hladina v séru jedinct
miZe byt nasledkem polymorfismu pro enzymy v metabolické draze purinii. Vyznamna
korelace mezi plazmatickou hladinou kyseliny mocové a IQ miiZe mit souvislost
s prispévkem castecné spole¢nych genovych lokusti dvou kvantitativnich znakl (Inouye et
al., 1984). Jini autofi tuto pfimou souvislost zamitli s odivodnénim, Ze lze jen obtizné

oddélit dalsi faktory jako je ekonomicka, kulturni a intelektualni situace rodiny.

Je tfeba neopomenout fakt, Ze vyznamny nérGst mozku rodu Homo nastal
v relativné kratkém Casovém useku (ztrojnasobeni v obdobi poslednich 2,5 mil let), avSak
ztrata uricasy je odhadovdna v obdobi zhruba pted 13 mil lety. Je tedy dosti

nepravdépodobné, Ze by se urat, jako hlavni faktor, ptimo podilel na téchto zménach.

6.2 Stabilizace krevniho tlaku v obdobi miocénu

ey

Fosilie naznacuji, Ze ¢asni hominoidé¢ z obdobi pfed 22 az 17 miliony let Zijici
v subtropickych lesich a moktadach tehdejsi vychodni Afriky, se zivili pfevazné¢ ovocem
a listy. U prvnich lovcl- sbéracli v pozdnim pleistocénu se odhaduje mnozstvi sodiku
ve stravé na 690 mg (tedy 1,9 g NaCl) denné. Existuji odhady, ze v pfisn¢ vegetarianské
stravé paleolitickych primati mohl Cinit piijem soli okolo 0,6 g denné. Pro srovnani
v soucasné americké stravé je to 10 g na den (Watanabe et al., 2001). ZvySeni krevniho
tlaku pfi nizkém obsahu soli mohlo byt zasadni pro zachovani svislé polohy hominoidl

(Du et al., 2007).

Pro ovéfeni hypotézy, zda kyselina mocova miize regulovat tlak krve, byli pouziti
potkani jednak s mirnou hyperurikémii (po podéni inhibitoru uricasy) a jednak potkani
normalni. Ob¢ skupiny byly udrzovény na stravé s nizkym obsahem NaCl. Normalni

potkani nevykazovaly bud’ Zadné zmény nebo byl u nich postupné zaznamenam pokles
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krevniho tlaku. Oproti tomu u hyperurikémickych potkanti doslo k nardstu krevniho tlaku
po 3 tydnech a k rendlnimu poSkozeni arteriol se zjevnou proliferaci hladké svaloviny cév
s nasledkem jejich zuZeni. Mirnad hyperurikémie zapfiCinila hypertenzi a poSkozeni ledvin
Castecné stimulaci renin—angiotenzinového systému a soucasné inhibici neuronalni NO
syntasy (Mazzali et al., 2001) Renin—angiotenzinovy hormonélni systém hraje kli¢ovou
roli v udrZzovani krevniho tlaku, v mnozstvi glomerularni filtrace, plisobi vasokonstrikéné
a indukuje maximalni reasorpci sodiku pii nedostatecném piijmu soli. Antagonisticky

pusobi oxid dusnaty, produkovany NO syntasou.

U Zivocichl, ktefi méli v miocénu mutaci v genu pro uricasu, dochazelo diky
zvySeni hladiny kyseliny mocové v séru k akutnimu zvySeni krevniho tlaku. Diky piisobeni
kyseliny mocové na renin—angiotenzinovy systém dochazelo k maximalni reasorpci sodiku
a kjeho udrzeni v téle. Navic rozpustnd kyselina mocova stimuluje proliferaci bunck
hladkého svalstva cév aktivaci Map kinasy Erk1/2 a stimulaci exprese riistového faktoru
PDGF a jeho receptorti. Zaroven se na proliferaci podili kyselinou moc¢ovou indukovana
exprese cyklooxygenasy-2 (COX-2), vznik tromboxantl a ¢aste¢n¢ vySe zminénd aktivace
renin—angiotenzinového systému. Vysledkem téchto procest je trvalé zvySeni krevniho

tlaku s udrzenim rovnovahy sodiku (Obr.7) (Watanabe et al., 2002).

Low salt diet

l Uricase Mutation

PN

Vascular smooth muscle cell proliferation
(MAP kinase, PDGF and COX-2-dependent)

Activation of Renin e

angiotensin system
Afferent Arteriolosclerosis
Interstitial inflammation
Acute effects
¢ Chronic effects
1 Na+ Reabsorption Salt sensitivity
1 Blood Pressure 1 Blood Pressure
Maintain Blood Volume
1 Blood Pressure

Obr.7 Schéma piisobeni kyseliny mocové v ramci regulace krevniho tlaku u hominoidl v obdobi miocénu
(pfevzato z Watanabe et al., 2002)
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Mutace uricasy, které se vyskytly béhem evoluce hominoidi byly plivodné
vyhodné, pomdhaly udrzovat krevni tlak jak akutné, tak chronicky. Pfechod na stravu
s velmi vysokym obsahem soli v moderni spolecnosti ma za nasledek casty vyskyt
hypertenze a kardiovaskularnich onemocnéni (Watanabe et al., 2002).

Hyperurikémie u lidi vede ke zvySenému riziku hypertenze v nasledujicich 5 letech
bez ohledu na dalsi rizikové faktory. Poznatek, Ze hyperurikémie neni dasledkem
hypertenze je v souladu s domnénkou, ze zvySeni krevniho tlaku je vysledkem ztraty

urikasy, nikoliv pfi¢inou.

Jini byloZravi savci byli schopni ptizplisobit se podminkdm nizkého obsahu soli

ve stravé se zachovanim ¢innosti uricasy.

6.3 VysSi antioxidac¢ni schopnost a delSi primérna délka Zivota

Ztrata uricasy a zisk kyseliny mocové jako antioxidantu by mohl byt jistym
zptisobem nahradou za evolu¢né ztracenou schopnost syntetizovat vitamin C. Tato mutace
v L-glukono-lakton oxidase prob¢hla pied 40-50 mil. lety v obdobi, kdy primati pfijimali
ve stravé velké mnozstvi vitaminu C. V této dobé mohla byt tato mutace neskodnd, avSak
se zménou stravy a sniZzenim mnozstvi pfijatého vitaminu C se antioxidacni kapacita
snizila a feSenim mohlo byt nasledné zvyseni hladiny kyseliny mocové v krvi (Johnson et
al., 2005).

Reaktivni kyslikové radikaly (ROS) jsou pfitomny v bunikach za fyziologickych
podminek. Pokud se vSak jejich produkce zvysi a pfesahnou antioxidacni kapacitu bunek,
vykazuji toxicky efekt.
rozpustnych antioxidant v plazmé. Ptispiva vice jak z 50% k antioxidaéni kapacité krve.
(Alvarez-Lario & Macarén-Vincente, 2010).

Kyselina moc¢ova je schopna neenzymaticky reagovat se superoxidem, oxidem
dusnatym a s peroxynitritem. Vznikajicimi metabolity jsou allantoin, 6-aminouracil a

triuret (Obr.8) (Kim ef al., 2009).
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Obr.8 Metabolity neenzymatickych reakci kyseliny mocové (ptevzato z Kim et al., 2009)

Mize také reagovat s peroxidem vodiku a s hydroxylovym radikalem. Z uvedenych
reakci nejochotnéji reaguje s peroxynitritem. Reakce jsou iniciovany kyselinou mocovou
jako donorem elektronu, nasledné¢ se vytvari radikdl kyseliny mocové a dochazi k

ireversibilni degradaci na n¢ktery z metabolitd (Gersch et al.,2009).

Pti fyziologickych koncentracich tvoii kyselina mocova stabilni komplexy s ionty
zeleza (jak Zzeleznatymi, tak zelezitymi). V této reakci kompetuje o ionty Zzeleza
s askorbatem. Vyznam v tomto piipad¢ spociva v inhibici peroxidaci lipidd (Davies et al.,
1986). Vytvareni komplexu askorbatu sionty Zeleza souvisi s tvorbou kyslikovych
radikalti a v mikrozomech iniciuje peroxidaci lipidid (Casalino et al., 1996). Peroxidace
lipidGi v membranach mize vést k poskozeni a k lyzi bunék.

Dalsi vlastnosti, kterou ptispiva kyselina mocova k ochrané nespecifické oxidace
v bunikach, je jeji vySSi afinita k singletovému kysliku, nez kterou vykazuji
deoxynukleosidy. S mens$i pravdépodobnosti tak dochazi k oxidaci deoxynukleosidli

(Ames et al., 1981).

Oxidativni stres je spojen s fyziologickymi a patologickymi stavy vcetné starnuti
a nddorového bujeni. Provedené experimenty pfinesly dikazy u bezobratlych. Do jaké
miry se podileji volné kyslikové radikdly na procesech starnuti, bylo testovano na
transgennich octomilkach (Drosophilla melanogaster). Testovani jedinci nesly tfi kopie
genl pro kataldzu a superoxid dismutasu (vyznamné antioxidacni enzymy) ve srovnani
s normalnimi diploidnimi jedinci.. Overexpresi téchto enzymi u transgennich jedinct bylo

dosazeno prodlouzeni zZivota o jednu tfetinu (Orr & Sochal, 1994).
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U mysi, kdy mutace v antioxidacnich enzymech vyvolavaji neoplazie, se ovSem
zatim neprokdzal zjistit pfimy vliv na sniZzeni primérné délky Zivota. (Pérez et al., 2009).
Jini savci, napiiklad sloni dosahli dlouhovekosti i pfesto, Ze maji minimum

kyseliny mocové v séru (Miller, 2006).

6.4 Kyselina mocova jako ochrana nervového systému

Vysokéa antioxidac¢ni schopnost kyseliny mocové hraje dulezitou roli pro CNS
(centralni nervovy systém), ktery je vtomto ohledu velice zranitelny. Jako energeticky
naro¢ny orgén spotiebuje kazdou patou molekulu O,, kterou dychame. Produkce volnych
radikall je zde vy$$i a organismus tim padem musi zabezpec€it ochranu nervovych bunék
pfed degenerativnimi poskozenimi (Scott & Hooper, 2001). ZvySena hladina kyseliny
mocové se vtomto ohledu jevi jako evolu¢né vyhodna pro ¢loveka, ktery prochazel

Existuje stale vice ditkazii, Ze kyselina mo¢ova ma ochranné Gc¢inky proti nemocem
jako napt. Parkinsonova a Alzheimerova choroba nebo amyotrofickd lateralni sklerdza.
Niz$i hladina kyseliny mocové koreluje s vySs$i prevalenci a horSim vyvojem téchto
onemocnéni. Dna, pro kterou je typickd hyperurikémie se s roztrouSenou sklerdézou
vzéjemné vylucuji. Dosud nebyly hladSeny ptipady pacienti, kteti by trpéli zaroven

roztrousenou sklerosou a dnou. (Kutzing & Firestein, 2008)

Pii uvaze o opodstatnénosti hypotézy, zda kyselina mocova miiZze branit rozvoji
poskozeni mozku, je tfeba vzit v ivahu jeji selektivitu pfi zneSkodnovéani peroxynitritu
(ONOQO)), ktery se podili na zanétlivych onemocnénich CNS. Ptestoze kyselina mocova
byla pouzivana jako antioxidant v celé fad€é in vitro studii, jeji vztah k ONOO™ byl
prokézan teprve nedavno (Scott & Hooper, 2001). Kyselina mocova neni primarné€ ptimym
likvidatorem peroxynitritu in vivo, ale neutralizuje superoxid, brani jeho reakci s oxidem
dusnatym a formaci peroxynitritu (NO + 02" — ONOQ"). Dale je schopna vychytavat
volné radikaly, jako je CO; a NO,, které vznikaji po rozpadu peroxynitritu (Squadrito et
al., 2000).

ONOO™ miize mit toxické ucinky vcetné peroxidace mastnych kyselin, inhibice

mitochondridlni respirace nebo tyrosinové nitrace, kterd je katalyzovana superoxid
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dismutasou. Vznikly nitrotyrosin byl detekovan v mozkové tkani u roztrousené sklerozy a
v CNS mysi s EAE (Scott & Hooper, 2001).

ONOO' je potencidlni mutagen. Jednim z mechanismi, kterymi Skodi struktuie
DNA je oxidace guaninu, kdy nasledné¢ muze dochdzet k mutacim DNA. ONOOS
zpiisobuje zlomy v DNA s naslednou indukci apoptdzy a bunécné smrti (Virdg et al.,
1998).

Kyselina mocova dokaze ucinné branit peroxynitritem zprostiedkované tyrosinové
nitraci (Ames et al., 1981).

NO a reaktivni formy kysliku pfispivaji k imunotoxicité¢ v piipadé¢ roztrousené
sklerozy. V lézich CNS, charakteristickych pro roztrouSenou sklerézu je zietelna
nadprodukce NO syntasy. Pokud je NO a superoxid produkovan v bezprostfedni blizkosti,
vznika vysoce reaktivni forma ONOO™. O2" je vytvafen ve vSech bunikach béhem respirace
zatimco  pouze omezené mnozstvi bun€k ma schopnost zpracovavat NO. Cévni
endotelidlni bunky a neurony vyuZzivaji konstitutivni formu NO syntasy k produkci nizké
hladiny NO jako signdlni molekuly. Produkce ONOO™ endotelidlnimi buiikami cév
prostiednictvim eNOS pftispiva k patogenezi ischemickych onemocnéni organi vcetné

CNS (Scott & Hooper, 2001).

6.4.1 Kyselina mocova a EAE

EAE (experimentalni alergicka encefalomyelitida) je zvifeci onemocnéni
analogické roztrousené skleréze u lidi. Vyhodou ptfi posuzovani uc¢inkii mechanismu
kyseliny mocové v patogenezi EAE u mysi je fakt, Ze my$i maji normalni nizkou hladinu
kyseliny mocové. Po aplikaci kyseliny moc¢ové a udrzovani jeji zvySené hladiny v krvi byl
rozvoj EAE u vnimavych mys$i znacné omezen. Pokud bylo podévani kyseliny mocové

ukonceno, zacala se u mysi rychle rozvijet t¢zka forma EAE. (Hooper et al., 1998).
Kyselina moc¢ova chrani pted EAE na dvou urovnich:
1) prevenci pfed poSkozenim ONOO™ v ramci leze

2) manipuluje s invazivitou zanétlivych bunék v CNS (Scott & Hooper, 2001)

Pokud byly mysi lécené kyselinou mocovou az po imunizaci MBP (myelinovym

bazickym proteinem), buniky exprimujici iNOS se objevily v lymfatickych uzlindch od
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mista imunizace a v periferni krvi a zaroven doSlo k silnému sniZzeni akumulace iNOS

pozitivnich bunék v mise (Varela-Echevarri'a ef al., 1988).

6.4.2 Kyselina mocova a roztrousena skleréza

U pacientil s roztrousenou skler6zou jsou znatelné nizs$i hladiny kyseliny mocové
vséru nez u pacientll s nezanétlivymi neurologickymi onemocnénimi (Hooper et al.,
k inaktivaci peroxynitritu v pribéhu onemocnéni nebo naopak - onemocnéni miize vznikat
predispozi¢n¢ v disledku nizSich hladin kyseliny mocové (Scott & Hooper, 2001).

U Zen pfed menopauzou, které maji obecné o 20% nizsi sérové hladiny kyseliny
mocové nez muzi, je pravdépodobnost vyskytu onemocnéni 2 x vyssi neZ u muzii (Scott &

Hooper, 2001).

6.4.3 Role kyseliny mocové v hematoencefalické bariére

Integrita hematoencefalické bariéry je ohroZena v obou piipadech onemocnéni,
roztrouSené sklerdzy i EAE. ZvySeni propustnosti bylo prokdzano u mysi s EAE, avSak po
exogennim podavani kyseliny mocové doslo nésledné k poklesu propustnosti (Varela-
Echevarri’a et al., 1988).

ONOO' je pri¢inou zvysené propustnosti a nasledn¢ migrace latek do CNS. Dokéze
modifikovat proteiny, lipidy a nukleové kyseliny, jak bylo zminéno vySe. Tato
permeabilita umoziuje infiltraci zdnétlivych bun€k do CNS. Je pravdépodobné, ze kyselina
mocova inhibuje expresi adhezivnich molekul v endotelidlnich buiikdch nebo expresi
chemokinl a cytokinl. Snizuje tak adhezi zanétlivych bunck a extravazaci cév (Scott &

Hooper, 2001).
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6.4.4 Prevence glutamatové excitotoxicity v mozku

Glutamat je hlavni excitatni neurotransmitér v CNS. Po vyliti do synaptické
Stérbiny je aktivné pfenaSen kanaly na membranach neurond a glii zpét do bunék. Pii
nedostate¢né funkci téchto transportérit hrozi hromadéni glutamatu v mezibunééném
prostoru. ZvySenou stimulaci glutamatovych receptorli na postsynaptické membrané
poskozeni mitochondrii. Spolu s kationty vstupuje do neuronli voda, builky nabyvaji na
objemu a praskaji. Tento mechanismus se také podili na bunécné smrti neuronti pii
ischémii.

Kyselina mocova dokaze chranit neurony pted toxicitou glutamatu. Pro studie byly
vyuzity kultury ziskané z michy embryi krys (Du et al., 2007). Ukazalo se, ze po ukonceni
glutamatové expozice lze zvratit Skody vyvolané glutamatem na neuronech (ve smiSené
kultufe z bun¢k michy) pfiddnim kyseliny mocové. V Cisté neurondlni kultufe (bez
astrocytll), kyselina mocova toxicit¢ z glutamatu nebrani. Pfidanim astroglii do Cisté
neurondlni kultury se obnovuje schopnost kyseliny mocové neurony chranit. Astroglie
zprostfedkovavaji ochranny mechanismus ucinku kyseliny mocové na neurony.

Vysledky studii naznacuji, Ze glie poskytujici EAAT-1-2, EAAT - glutamatové
transportéry k ochran€ neuroni z glutamatu, mohou byt podminkou pro zprostfedkovani
ucinkli kyseliny mocové. Kyselina mocova hraje roli v upregulaci EAAT-1 proteinu.
Odhaluje se mechanismus, kterym kyselina mocova mulze chrénit neurony pied

poskozenim béhem zranéni, jako je poranéni michy (Du et al., 2007)
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6.5 Role kyseliny mocové pri ochrané tkani pied Skodami zptisobenymi

aktivovanymi monocyty

V aktivovanych makrofazich se produkuje simultdnné¢ NO a O2" (ndsledn¢ ONOO)
prostiednictvim inducibilni NOS (iNOS) a NADPH oxidasy. Hypotéza, Ze zvySeni hladiny
kyseliny mocové nastalo v lidské evoluci pfedevsim proto, aby se predchdzelo Skodam
zpusobenych aktivovanymi monocyty produkujicimi ONOO™ se opird o tato zakladni
pozorovani:

e iNOS pozitivni builkky u mysi s pfirozené nizkymi hladinami kyseliny mocové
cirkuluji cévami, dostavaji se do CNS, kde zpisobuji nespecifické poskozeni tkané
pravé produkci ONOO™. CNS je zvlast’ citlivy na poSkozeni. Jednd o pfevazné
neobnovitelnou tkan Snaha organismu zabranit t€émto poSkozenim mohla byt
dostate¢né silnym impulsem pro zvySeni sérovych hladin kyseliny mocové.

e zvySeni hladiny kyseliny mocové inhibuje propustnost hematoencefalické bariéry
spojenou se zanéty v CNS a brani pronikdni aktivovanych iNOS monocytii

e kyselina mocova selektivné inaktivuje ONOO"

e vpriubc¢hu fady onemocnéni CNS byla zaznamendna zvySend tvorba ONOO'".

Hladina kyseliny mocové je zna¢né€ niz$i v mozkomisnim moku nez v séru.

Podle teorie, Ze kyselina mocova predchazi skodam zprostfedkovanymi aktivovanymi
monocyty, lze predpokladat, ze ptispévek toxicity ONOO- v CNS bude vyznamny. Zde
jsou hladiny kyseliny mocové nizké, tudiz je zde vétsi pravdépodobnost, ze cirkulujici
monycyty aktivované reakci na virové, bakteridlni ¢i autoantigeny (v piipadé EAE),
nespecificky poskozuji tkan. Nasleduje uvoliiovani mnozstvi antigenli (napi. komponenty
myelinu), které u citlivych jedinci mohou zpustit kaskadu autoimunitnich reakci (Scott &

Hooper, 2001).
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7 Zavér

Evolu¢ni tendence zvyhodnit jedince s niz8i expresi ¢i Uplnou inaktivaci urat oxidasy
je patrnd u nezavisle se vyvijejicich druhli primati. Mutace v genu pro uricasu vyvolaly
koevoluéni zmény v potlaceni genové exprese xanthin oxidoreduktasy, jako ochranu
organismu pied nadprodukci kyseliny mocové.

Ve vysledku tito primati vyuZzily chemickych vlastnosti vznikajiciho metabolitu
a kyselina moc¢ova se stala nepostradatelnou v zajisténi fyziologické rovnovahy. Vychyleni
koncentraci kyseliny mocové v krvi je nezddouci a zpisobuje patologické stavy. Proto je
tak dulezita regulace fizena rendlnim systémem.

Kyselina mocova je vyznamny antioxidant a hraje dileZitou roli v ochrané nervového
systému. Pravé to mohl byt jeden z dulezitych faktorG pro clovéka piivyvoji stale
slozit€jstho CNS. Primarni pfi¢ina zvySeni Grovné kyseliny mocové v krvi zatim neni
objasnéna.

Hypotézy tykajici se vyuZiti kyseliny mocové u primati a ¢lovéka se navzajem
nepopiraji, ba naopak je zde patrnd klic¢ova role tohoto metabolitu vazat volné radikaly.
Tato vlastnost se velmi dobfe uplatiuje u zanétlivych procest, pii kterych vznika
nadmérmé mnozstvi oxidu dusnatého. Ten davd vzniknout (reakci se superoxidem)
toxickému peroxinitritu. Omezeni jeho tvorby diky neutralizaci superoxidu kyselinou
mocovou brani nespecifickému poSkozeni tkdni pfi zanétlivych reakcich. Z tohoto pohledu
je za nejcitlivéjsi  tkdn povazovan mozek. Kyselina mocova aktivné sniZuje
hematoencefalickou propustnost, brani priniku aktivovanych monocytii a Skodlivych latek
k neurontim. I zde ptispiva ke sniZeni tvorby peroxynitritu a volnych radikald, které mimo
jiné vznikaji jeho rozpadem. Mohou nevratné poskodit nervovou tkan a ptispét ke spusténi
autoimunitnich reakci. Z ptedchazejicich vét je patrné, Zze vSechny tyto procesy jsou
vzajemné propojené.

Dalsi uvaha se opird o zjiSténi, Ze kyselina mocova dokaze zvySovat krevni tlak jak
akutn¢ — stimulaci renin-angiotenzinového systému, tak chronicky — plsobenim na
aferentni arterioly v ledvinach aktivaci MAP kinas, zvySenou expresi ristového faktoru
PDGF a cyklooxygenasy COX-2. V obdobi miocénu, kdy pfedchiidce ¢loveéka prochazel
vyvojem k bipedii a v potravé pfijimal velmi malé mnozstvi soli, mohla byt kyselina
mocova zvysujici reasorpci sodiku vybornym prostfednikem ke stabilizaci krevniho tlaku

s udrZenim vzpifimené postavy.
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Vysoky obsah purinil nebo bilkovin ve stravé soucasného ¢lovéka je jednou z pficin
hyperurikémickych stavii, které se podileji na vyvoji nékterych onemocnéni, konkrétné
dny, hypertenze, kardiovaskuldrnich onemocnéni, infarktu myokardu, cévni mozkové
piithody a onemocnéni ledvin. Lidé jsou jedini savci, u kterych se dna spontdnné vyviji.
Na druhou stranu hypourikémické stavy souviseji s vyvojem neurodegenerativnich

a nadorovych onemocnéni.

Geneticky podminéné poruchy rovnovahy hladiny kyseliny mocové v krvi jsou
pfedmétem zajmu soucasného vyzkumu.

Uceleni poznatkli o vyznamu kyseliny mocové v lidském organismu je zdkladem pro
mou pldnovanou navazujici diplomovou praci zamétfenou na funkéni studie transportéri

kyseliny mocové v ledvinach.
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