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Abstrakt

Kardiovaskularni onemocnéni jsou jednou z nejcastéjSich pricin morbidity a mortality
ve vyspélych zemich. ZvySeny oxidacni stres je spojen s vyvojem srdecnich chorob.
Organismus je proti Skodlivému ptisobeni volnych radikalti chranén antioxida¢nimi enzymy.
Mezi hlavni antioxidaéni enzymy jsou fazeny superoxiddismutasy, peroxiredoxiny,
glutathionperoxidasy a katalasa. ReSerSni prace je zaméfena na ulohu téchto antioxida¢nich
enzymu v kardiovaskularnim systému. Antioxida¢ni enzymy zabraiuji lipoperoxidaci
biologickych membran, inaktivaci proteind, mutaci DNA a apoptose. Je znadmo, ze
antioxidani enzymy pozitivné ovliviuji homeostasu cévniho endotelu, zabranuji vzniku
kardiovaskuldrnich onemocnéni a jsou vyznamné svym vlivem na fyziologickou funkci,
morfologii a kontraktilitu srdce. Vliv antioxidacnich enzymi na kardiovaskuldrni systém je
velice slozity proces a dosud nejsou objasnény vSechny aspekty jejich plisobeni. Studium
téchto enzymu je dilezit¢é pro porozuméni mechanismil patofyziologickych zmén, které
probihaji v kardiovaskularnim  systému béhem atherosklerosy, infarktu myokardu,

ischemicko-reperfusniho poskozeni a kalcifikace a z(izeni cévnich chlopni atd.
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Abstract

Cardiovascular diseases are one of the most frequently causes of morbidity and
mortality in developed countries. An increase of oxidative stress is implicated by progression
of heart diseases. Antioxidative enzymes protect the organism against them. The superoxide
dismutases, the peroxiredoxins, the glutathione peroxidases and the catalase are advised to be
used as the main antioxidative enzymes. The review is focused on the role of these
antioxidative enzymes in the cardiovascular system. Antioxidative enzymes prevent the
lipoperoxidation of biological membranes, the proteins inactivation, the DNA mutation and
the apoptosis. It is well-known, that antioxidative enzymes positively influence a homeostasis
of the vascular endothelium, prevent a burst of the cardiovascular disease and they are
important for physiological functions, the morphology and the contractility of heart. The
effect of antioxidative enzymes on the cardiovascular system is very complicated process and
it still has not clarified all aspects of their action. A reseach of these enzymes is essential for
understading the mechanisms of pathophysiological changes, which proceed into the
cardiovascular system during the atherosclerosis, the myocardial infarction, the ischemic-

reperfusion injury of the tissue and the calcification and stenosis of the valves.
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Seznam pouzitych zkratek

3-nitro-Tyr - 3-nitro-tyrosin

ApoE - apolipoprotein E

Arg - arginin

Asn - asparagin

Asp - asparagova kyselina

ATP - adenosin-5"-trifosfat

BSO - buthioninsulfoximin

CAT - katalasa

cDNA - komplementarni deoxyribonukleova kyselina
CoQ - koenzym Q

CoQH; - redukovany koenzym Q

CuZnSOD, SODI1 - cytosolickda méd’-zinkova superoxiddismutasa
CYPs - cytochrom P450 monooxygenasy

Cys - cystein

DNA - deoxyribonukleova kyselina

DTT - dithiothreitol

EC-SOD, SOD3 - extracelularni méd’-zinkova superoxiddismutasa
EDHF - endothelium-derived hyperpolarizing factor
eNOS - endotelialni NO synthasy

FAD - flavinadenindinukleotid

FMN - flavinmononukleotid

Gln - glutamin

GPx - glutathionperoxidasy

GPx1 - glutathionperoxidasa 1

HepG?2 - bunky lidského hepatocelularniho karcinomu
His - histidin

CHF - chronické srde¢ni selhani

I/R - ischemicko-reperfuzni

Ile - isoleucin

IPC - ischemicky preconditioning



LDL - lipoprotein o nizké hustoté

Leu - leucin

Lys - lysin

MnSOD, SOD2 - manganova superoxiddismutasa
mPHGPx - mitochondridlni fosfolipidova hydroperoxidglutathionperoxidasa
NAD" - oxidovany nikotinamidadenindinukleotid

NADH - redukovany nikotinamidadenindinukleotid
NADPH - redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
PHGPx, GPx4 — fosfolipidova hydroperoxidglutathionperoxidasa
Prx - peroxiredoxiny

PUFA - polynenasycené mastné kyseliny

RNS - reaktivni formy dusiku

ROS - reaktivni formy kysliku

Se-Cys - selenocystein

Ser - serin

SOD - superoxiddismutasy

Trp - tryptofan

Trx - thioredoxiny

Tyr - tyrosin

XDH - xanthindehydrogenasa

XO - xanthinoxidasa

XOR - xanthinoxidoreduktasy
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1 Uvod

Kardiovaskularni onemocnéni jsou jednou z hlavnich pfic¢in umrti ve vyspélych zemich.
V poslednich letech byla prokazana souvislost mezi kardiovaskularnimi chorobami a tzv.
oxida¢nim stresem. Oxidacni stres je oznaCovan jako nerovnovaha mezi produkci reaktivnich
forem kysliku (ROS) a reaktivnich forem dusiku (RNS) a jejich odstranovanim
neenzymatickymi antioxidanty a antioxidacnimi enzymy. Diky této skutecnosti jsou
antioxidacni enzymy vyznamnym objektem vyzkumu v mnoha svétovych laboratofich.

V organismu jsou ROS a RNS produkovany riznymi zdroji, které se d€li na endogenni
a exogenni. Nejvyznamnéj$imi endogennimi zdroji ROS a RNS jsou: mitochondridlni dychaci
fet¢zec, NADPH oxidasa, NO synthasa, xanthinoxidasa, cytochrom P450, lipooxygenasa a
cyklooxygenasa. Za fyziologickych podminek se ROS a RNS podileji na likvidaci
fagocytovaného mikroorganismu, vasodilataci cév a bunécné signalizaci [1]. Neékteré formy
ROS a RNS jsou volné radikaly, tj. ¢astice obsahujici prave jeden neparovy elektron. Diky
své velké nestabilité a reaktivité jsou schopny odjimat elektrony dalsim molekulam, a timto je
destabilizovat a nasledné posSkozovat. Radikdlové formy ROS a RNS ni¢i bunécné
makromolekuly zejména peroxidaci lipidi, inaktivaci proteinti a mutaci DNA [2].

Buiika ma proti témto Skodlivym G¢inkim ROS a RNS vyvinuty systém antioxidacni
ochrany, ktery transformuje ROS a RNS na méné reaktivni molekuly. K hlavnim
antioxida¢nim enzymiim se fadi superoxiddismutasy, peroxiredoxiny, glutathionperoxidasy a
katalasa. K neenzymatickym antioxidantim patii pfedev§im kyselina askorbova, a-tokoferol,
glutathion, kyselina lipoova, kyselina mocova a bilirubin. Endogenni zdroje ROS a RNS a

nasledné rozdéleni antioxidant na enzymatické a neenzymatické je zobrazeno na obr. 1 [1].
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Endogenni zdroje ROS a RNS

* Mitochondrie

+ Xanthinoxidasa

* NADPH oxidasa
* Cytochrom P450

+ Lipooxygenasa
- Cyklooxygenasa

- Endotelialni NO synthasa

Systém antioxida¢ni ochrany

Neenzymatické antioxidanty

+ Kyselina askorbova
- a-tokoferol

* Glutathion

+ Kyselina lipoova

- Kyselina moc¢ova

* Bilirubin

Antioxida¢ni enzymy

+ Superoxiddismutasy
- Peroxiredoxiny

- Glutathionperoxidasy
-Katalasa

Obr. 1: Schéma endogennich zdroji ROS a RNS a systému antioxidaéni ochrany. Upraveno podle [3].

2 Reaktivni formy kysliku

Vzhledem k tomu, Ze molekuldrni kyslik je biradikal, je diky svym dvéma neparovym

elektronim velmi reaktivni. V zavislosti na poctu pfijatych elektronit vznikaji jeho rtzné

reaktivni formy ROS, které se d¢li na radikalové a neradikalové.

2.1 Radikalové formy ROS

2.1.1 Superoxid

Na zakladé elektronové konfigurace je superoxid (O,) zaroven radikdlem i aniontem.

Diky svému naboji neni O," schopny prochazet pres membrany. V organismu vznika
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jednoelektronovou redukeci O,. Nejvétsim producentem O, je mitochondrialni
elektrontransportni fetézec. Pokud neni O, v mitochondriich degradovan, poskozuje
proteinové komplexy elektrontransportniho fetézce a integritu vnitini mitochondrialni
membrany. Po naruSeni mitochondridlnich membran se O, dostane do cytosolu, kde
degraduje dalsi bunééné komponenty. Enzymy, které chrani bunku pred zvySenou koncentraci

O, se nazyvaji superoxiddismutasy [4].

Elektronova konfigurace O, : 5O . 1s1| 2s1| 2p 1l 11 1
80 . IsTl 2s1] 2p i1 | 1

2.1.2 Hydroxylovy radikal

Hydroxylovy radikal (OH) je nejvice reaktivni forma ROS. M4 velmi nestabilni
elektronovou konfiguraci a poloCas rozpadu v fadu nanosekund. Diky své velké nestabilité
OH' poskozuje biomakromolekuly, zejména lipidy, proteiny a DNA. In vivo OH' vznika
Haber-Weissovymi reakcemi z méné reaktivnich O, a H,O, za pfitomnosti pfechodnych
kovl (Fe, Cu, Co, nebo Ni) s oxidacnimi ¢isly II a IIl. Jednou reakci z Haber-Weissovy
kaskady je Fentonova reakce, ktera vede ke vzniku OH' prostfednictvim rozkladu H,O, za
katalyzy Fe s oxidacnim Ccislem II. Ionty pfechodnych kovl se za béZznych podminek
nachazeji napt. v caeruloplasminu, transferrinu a ferritinu, a pravé O," je muize z téchto

prenaSect uvolnit [5].

Haber-Weissovy reakce: O, + H,O, — OH + OH + O,
Fe"'+0,” — Fe"'+ 0,

Fentonova reakce: Fe'l + H,0, — Fe"+ OH + OH"

2.1.3 Peroxylovy radikal

Polynenasycené mastné¢ kyseliny (PUFA) mohou byt napadeny volnymi radikaly
(neenzymaticka peroxidace) nebo bunécnymi enzymy lipooxygenasami a cyklooxygenasami
(enzymaticka peroxidace). Takovéto napadeni PUFA vede ke vzniku peroxylového radikalu

(ROO), jak je popsano na obr. 2.

12



Elektrofilni latka R* atakuje v PUFA (1) —CH,— skupinu v blizkosti dvojné vazby, které
odejme atom vodiku. Dojde k preskupeni elektrond v naruseném uhlovodikovém
feté¢zci PUFA (2) do formy konjugovaného dienu (3), ktery snadno reaguje s O, za vzniku
ROO (4). Takto generovany ROO" poté slouzi jako iniciator peroxidace dalSich molekul
PUFA a nasledné se z n¢j stava hydroperoxid (5).

Peroxidace lipidi poskozuje architekturu bunéénych membran, které se tak stavaji vice

propustnymi, ovliviiuje buné¢nou signalizaci a expresi gend.

2
(1) RW\/\MR

R

RH

@ RN A AR

3) RS A AR

0,
/O.
O
2
@ Rr¥ NN xR
RH
O/OH R’

2
(5) RWM/R

Obr. 2: Schématické znazornéni procesu peroxidace lipidd. Upraveno podle [2].
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2.2 Neradikalové formy ROS

2.2.1 Peroxid vodiku

Dvouelektronovou redukci O,", kterou katalyzuji superoxiddismutasy, je produkovan
peroxid vodiku (H,O;). Diky nepfitomnosti naboje ma H,O, schopnost prochazet
membranami. Ovliviiuje bunécnou signalizaci a aktivuje transkripcni faktory. V ptitomnosti
tranzitnich kovl s oxida¢nim cislem II vstupuje H,O, do Fentonovy reakce, kterou je

produkovan velmi reaktivni OH' [6].

2.2.2 Singletovy kyslik

Pokud O, v prubéhu chemické reakce ziska vysokou energii, jeho dva neparové
valen¢ni elektrony zméni elektronovou konfiguraci, ve které maji opacny spin. Tato forma se
nazyva singletovy kyslik (‘0,), ktery atakuje zejména elektrony dvojnych vazeb nachazejicich

se v PUFA [7].

3 Reaktivni formy dusiku

3.1 Oxid dusnaty a peroxynitrit

Prostfednictvim enzymiit NO synthas je generovan v organismu oxid dusnaty (NO),
ktery prochazi membranami a zacCastiiuje se bunécné signalizace jako druhy posel. Slou¢enim
NO s Oy vznika velmi reaktivni peroxynitrit (ONOQO"), ktery negativné ptisobi na bunécné

......

[8].
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4 Zdroje ROS

4.1 Mitochondrie

Mitochondrie jsou dvoumembranové organely eukaryotni buiky, ve kterych probihaji
pfevazné katabolické reakce. Na vnitini mitochondridlni membrané se nachazi
elektrontransportni fetézec, v intermembranovém prostoru dochéazi k prenosu elektronti na
jednotlivé komplexy respira¢niho systému a vnitini prostor, ktery se nazyva matrix, je mistem
celého energetického metabolismu bunky.

Nejvétsim producentem ROS v buiice je mitochondrialni elektrontransportni fetézec.
Odhaduje se, ze ptiblizné 1-5% O; neni zcela redukovano a je uvolnéno ve forme¢ O,". Tato
prace dale popisuje vyznamné mitochondrialni zdroje O™, kterymi jsou komplexy I a I1I [9].

Za patofyziologickych stavii, napt. beéhem ischemicko-reperfusniho poSkozeni tkane,
dychaci fetézec generuje nadmérné mnozstvi ROS, které ma za nasledek naruseni integrity
vnitini mitochondridlni membrany. Poskozenou membranou z mitochondrie migruji
cytochrom ¢ a Ca". Jejich nasledna vysoka koncentrace v cytosolu aktivuje vnitini signalni

kaskady vedouci k apoptose ¢i nekrose buiky [3].

4.1.1 Komplex I

Komplex I (EC 1.6.5.3) slouzi k ptenosu elektroni z NADH na CoQ (koenzym Q).
V hydrofilni ¢asti umisténé smérem do matrix se nachazi FMN, ktery piijima elektrony z
NADH. Tok elektronti zac¢ina redukci FMN, pokracuje pies Fe-S centra, nakonec elektrony
pfijima CoQ.

Komplex I produkuje O," dvéma zplsoby, v misté zabudovani FMN za zvysené
koncentrace NADH v systému NADH/NAD" a b&hem reversniho elektronového transportu
pti velké protonmotivni sile, ktera vraci elektrony z CoQH, (redukovany koenzym Q) zpét do

komplexu I. Komplex I generuje O, smérem do matrix, jak je patrné z obr. 3 [9].
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4.1.2 Komplex III

Komplex III (EC 1.10.2.2) sméfuje tok elektroni z CoQH, na cytochrom c. Na
komplexu III se nachazeji dvé vazebna mista pro CoQ, Q, a Q;, jak je zndzornéno na obr. 3.
CoQH; je oxidovan v misté Q, ve dvoukrokovém procesu, ktery se nazyva Q-cyklus.

Ke vzniku O;” dochazi béhem Q-cyklu, kdy je elektron zradikalové formy CoQ
semiubichinonu pfenesen v misté Q, na O,. Uvoliiovani O, je sméfované na ob¢ strany

mitochondridlni membrany, jak je zobrazeno na obr. 3 [10].

Intermembranovy
prostor

0, N

9 g
[e2]
Komplex II

2 2 2 2 2 2

Matrix

Obr. 3: Mitochondrialni produkce ROS. Komplexy I a IT uvoliuji O, pouze smérem do mitochondrialni matrix.

Komplex IIT generuje O, na ob¢ strany vnitini mitochondrialni membrany. Upraveno podle [7].

4.2 Xanthinoxidasa

Xanthinoxidasa se fadi do rodiny enzymi, které se nazyvaji xanthinoxidoreduktasy
(XOR). XOR jsou molybdeno-ferrosulfatové hydroxylasy. Nejvice se jich nachazi ve stieve a
jatrech, ale jsou pritomny také v endotelu cév a v mozku. Gen kodujici XOR existuje ve dvou
formach znamych jako xanthinoxidasa (XO, EC 1.17.3.2) a xanthindehydrogenasa (XDH, EC
1.17.1.4). XOR se zucastnuji katabolismu purind, kde transformuji hypoxanthin na xanthin,
ktery je dale metabolisovan na kyselinu mocovou. XDH odjima elektrony, které jsou
pfenaseny pres FAD, molybdenovy komplex a dvé Fe-S centra na NAD', touto cestou je
produkovan NADH. Za patofyziologickych stavii XDH konvertuje na XO, kterd nevaze

NAD" a sméfuje tok elektront na O, za vzniku O, a H;0,. XO se véaze na
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glykosaminoglykany na povrchu endotelu a nebo se nachazi uvniti endotelianich bunék.

Exprese XO je zvysena pii ischemii, chorob¢ koronarnich arterii a srde¢nim selhéni [2, 11].

4.3 NADPH oxidasa

NADPH oxidasa (EC 1.6.1.3) je enzym, ktery byl poprvé objeven ve fagocytujicich
neutrofilech. Bunky imunitnitho systému vyuZzivaji NADPH oxidasu k likvidaci
fagocytovanych mikroorganismii prostfednictvim O,". K produkci O," dochazi prenosem
elektroni z NADPH na O,. Jeji rizné homology jsou exprimovany v endotelu, adventicii a
hladké svaloviné cév, kde zvysuji koncentraci O,", aniz by bojovaly proti patogentim. Tato
skute¢nost vyrazné prispiva ke zvySeni oxidac¢niho stresu a rozvoji kardiovaskularnich

onemocnéni napt. choroby koronarnich arterii [12, 13].

4.4 Cytochromy P450

Cytochrom P450 monooxygenasy (CYPs, EC 1.14.14.1) jsou rozséhlou skupinou
membranove vazanych hemoproteini, které zabudovavaji atom O do substratu z molekuly Os.
Vyskytuji se prevazné v membrané endoplasmatického retikula. Metabolisuji steroidy,
arachidonovou kyselinu a vitaminy. B€hem xenobiochemickych procesti se ti€astni prvni faze
biotransformace-derivatizace. Katalyticky cyklus cytochromu P450 je znazornén na obr. 4.
Pritomny atom Fe pochézi z molekuly cytochromu P450, ke kterému pfistupuje substrat RH,
ktery je v prubéhu cyklu oxidovan. V prubéhu oxidace dochazi k pienosu elektronti mezi
atomem Fe enzymu a molekulou O,. B€hem tohoto procesu se O, mtize transformovat na O;",
jak je zndzornéno na obr. 4 [14].

VétSina téchto enzymi se nachazi v jatrech, kde napomdhaji detoxikaci organismu.
Isoformy, které se nachdzeji v srdei a cévach, jsou pii své zvySené aktivit¢ zdrojem ROS,
které jsou generovany pienosem elektronidl na O,. Srdce obsahuje zejména tyto formy CYPs:
1A1, 2B6/7, 2C8/19, 2D6 a 2E1. Nejdulezitéjsi pro rozvoj kardiovaskularnich chorob je
endotelialni CYP 2C9 [15].

Pokud CYPs inhibujeme chloramfenikolem pted a po ischemii, dochazi ke snizenému

uvolnovani O, aredukci velikosti poskozeni srde¢ni tkané [16].
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Obr. 4: Katalyticky cyklus cytochromu P450 s vyznacenym krokem mozného uvolnéni O,". Upraveno podle
[14].

4.5 Endotelialni NO synthasy

Endotelialni NO synthasy (eNOS, EC 1.14.13.39) produkuji NO" oxidaci N*®-hydroxy-
L-argininu na produkty L-citrulin a NO. Béhem vzniku NO' dochazi k stépeni O, a jeho
redukci na H,O. Produkce NO' je pro organismus dulezita, protoze NO
zprostiedkovava vasodilataci cév, zabraiuje adhezi trombocyti a jejich agregaci.

eNOS jsou také zdrojem O,". Ke vzniku O, dochazi po oddéleni redukce O, od
synthesy NO' (odptazeni eNOS). Béhem odptazeni eNOS se homodimer eNOS rozpadne na
monomery, které nejsou schopny vazat kofaktor tetrahydrobiopterin potfebny pro produkci
NO. Pokud eNOS nemohou produkovat NO', pfenasi elektrony na O, za vzniku O".
K odptazeni eNOS pievazné dochazi v ptipadé zvyseni koncentrace ONOO™ ve tkani i okoli.

Tato forma RNS poté oxiduje esencialni tetrahydrobiopterin [17].
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5 Antioxidacni enzymy

5.1 Superoxiddismutasy

Superoxiddismutasy (SOD, EC 1.15.1.1) byly objeveny v 30. letech 20. stoleti. Mann a
Keilinem vyizolovali protein vazajici méd’ zhovézi krve a jater a pojmenovali ho
erythrocuprein. McCord a Fridovich objasnili enzymatickou funkci erythrocupreinu, spojili ji
s redukci O, a nazvali SOD [18].

SOD chrani bunky a extracelularni komponenty ptred vlivem O, redukuci dvou
molekul O, na méné reaktivni O, a H,0,. Na reakci SOD navazuji svym ucinkem

peroxiredoxiny, glutathionperoxidasy a katalasa.
Redukce O™ katalyzovana SOD: 0,"+ 0, +2H" — H,0, + O,

Koncentrace O, je zvySena u mnoha patologickych stavii zahrnujicich atherosklerosu,
ischemicko-reperfusni poSkozeni srdecni tkané, infarkt myokardu atd. V lidském srdci a
cévnim systému se nachazi celkem tfi isoenzymy SOD, které se lisi svou lokalizaci v bunice:
cytosolickd méd’-zinkovd SOD, mitochondridlni manganova SOD a extracelularni méd’-

zinkova SOD [19].

5.1.1 Cytosolicka méd’-zinkova superoxiddismutasa

M¢éd-zinkova superoxiddismutasa (CuZnSOD, SOD1) je cytosolicky isoenzym SOD,
ktery je vyrazn¢ exprimovan v endotelu. Primarné se nachazi v cytosolu, velké mnozstvi
CuZnSOD bylo dale pozorovano v lysosomech a nukleoplasmé, v nizké koncentraci se
objevuje i v intermembranovém prostoru mitochondrii a peroxisomech. Byla prokazana
schopnost protekce cytochromu c pted jeho redukei O, v pritomnosti CuZnSOD, tim byla

objasnéna jeji enzymaticka funkce [19, 20, 21].
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5.1.1.1 Struktura CuZnSOD

CuZnSOD je homodimer velky pftiblizné¢ 32 kDa. Kazda z podjednotek obsahuje jeden
atom Cu a jeden atom Zn. Homodimer je orientovan tak, aby aktivni misto jedné podjednotky
bylo otofeno na protejsi stranu podjednotky druhé. Kazdy monomer je tvoien B-barelem
s osmi P-listy a dvéma smyckami, tzv. elektrostatickou smyckou a kovy-vazajici smyckou.

Kovy-vazajici smycka je nepostradatelna pro spravnou funkci enzymu [22].

5.1.1.2 Reak¢éni mechanismus CuZnSOD

Atom Cu s oxida¢nim ¢islem I je tetraedricky vazan na His46, 48, 63 a 120. V pribéhu
katalytického cyklu dojde k jeho redukci na Cu’, ve kterém je atom Cu vazan na His46, 48 a
120. Atomy Cu a Zn jsou propojeny imidazolovym kruhem His63. Atom Cu je esencialni pro
katalytickou funkci, atom Zn je dulezity pro prostorové usporadani enzymu [22].

Aktivni misto, jedna znejvice evoluéné¢ konzervovanych oblasti, je tvoteno kladné
nabitymi aminokyselinami z diivodu zvyseni afinity k O,". V aktivnim misté je velmi dilezity
Argl43, ktery tvoii vodikovy miustek s O;". Pfi jeho nahrazeni jinou aminokyselinou
(pfestoZe s pozitivnim nabojem) napi. Lys vyrazné klesa aktivita enzymu. Pokud je Argl43
nahrazen neutralni aminokyselinou napft. Ile, CuZnSOD ztrati témétr veskerou katalytickou
aktivitu [23].

V prvnim kroku reakce se O," navaze do aktivniho mista pfes vodikové mustky.
Elektron je prenesen pies mustky na Cu (Cu" — Cu’) a O, difunduje ven z enzymu.
Nasleduje zména geometrie aktivniho mista z tetraedrické na trigonalné planarni. Zrusi se
spojeni Cu a Zn pies imidazolovy kruh His63. Cu’ je oxidovan druhou molekulou O,", a tim
se regeneruje zpét na Cu s oxida¢nim &islem II (Cu” — Cu") za soucasného uvolnéni H,0,

[24].

Prvni molekula O,”: Cu"ZnSOD + 0, — Cu"ZnSOD — 0,

Druh4 molekula O,": Cu'ZnSOD + O,” +2H" — Cu""ZnSOD + H,0,
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5.1.1.3 Vliv CuZnSOD na kardiovaskularni systém

CuZnSOD hraje dulezitou roli v homeostase cévniho endotelu. Endotel produkuje fadu
vasodilatatort, jednim z nich je endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF). Dlouho
nebyla znama chemicka podstata EDHF. Soucasné vyzkumy ukazuji, Ze by jim mohl byt
H,0,. Pro potvrzeni tohoto faktu byly pouzity CuZnSOD-/- mysi, které byly ovlivnény
acetylcholinem. Tato latka zprosttedkovdva vasorelaxaci a hyperpolarizaci endotelu
zvySovanim produkce H,O,. Vasorelaxace i hyperpolarizace je vyrazné snizena u
CuZnSOD-/- mysi kvili nizké koncentraci H,O,. Tento experiment naznacuje, ze chemicka
podstata EDHF mize byt H,O,. CuZnSOD produkuje H,O, a je tak vyznamnym
zprostiedkovatelem vasorelaxace [25].

CuZnSOD souvisi také s nervovou regulaci srdce. Glomulus caroticum je télisko, které
se nachazi blizko bifurkace (rozdéleni) aorty. Glomulus caroticum je velmi citlivé na zmény
v krevnim fecisti (O,, CO,, pH, teplota krve) a zastava funkci baroreceptoru. Informace z
glomulus caroticum jsou vedeny vlakny sympatiku do mozku. Do bun¢k glomulus caroticum
mys$i, které¢ trpély chronickym srdecnim selhdnim (CHF), byly vlozeny adenoviry s DNA
koédujici CuZnSOD, které zvysily jeji produkci. Naopak mysi trpici CHF, do kterych
adenovirus pfenesen nebyl, mély expresi CuZnSOD velmi nizkou a mély tedy zvySené
mnozstvi O,". U téchto mys$i bez adenovirt byly vice aktivni chemoreceptory glomulus
caroticum diky vysoké koncentraci O,", ktery nadmérné drazdil nervova vldkna sympatiku,
coz béhem CHF vytstovalo ve zhorSeni srdecni funkce. U mysi, které byly infikovany
adenovirem, doslo ke snizeni aktivity chemoreceptortt glomulus caroticum béhem CHF, tato
skute¢nost by mohla vést ke zlepSeni funkce srdce béhem CHF. Vysledky vSak zatim nejsou
prokazatelné diky kratkodobé ucinnosti adenovir. Tento experiment nastinil moznost vyuziti

CuZnSOD v genové terapii srdce [26].

5.1.2 Extracelularni méd’-zinkova superoxiddismutasa

Extracelularni méd’-zinkova superoxiddismutasa (EC-SOD, SOD3) je pfitomna na
povrchu bun€k v extracelularni matrix. Kladné nabity C-konec se vaze na heparansulfat a
kolagen, ¢cimz EC-SOD adheruje k endotelidlnim buikam. EC-SOD je vyrazné exprimovana

v endotelu cév, srdci, ledvinach a plicich. Pfitomnost EC-SOD v mimobunééném prostoru je
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dalezita pro ochranu pied tvorbou velmi reaktivniho ONOQ, ktery vznika slou¢enim O;" s
NO. EC-SOD vyznamné ovliviiuje aktivitu NO' v cévnich sténach a srdci a podili se na

regulaci krevniho tlaku [27].

5.1.2.1 Struktura a reak¢éni mechanismus EC-SOD

EC-SOD je homotetramerni glykoprotein, jeho molekulovd hmotnost se pohybuje
kolem 135 kDa. Kazda z podjednotek obsahuje atom Cu a atom Zn. EC-SOD obsahuje
signalni sekvenci, kterd slouzi pro sekreci enzymu do extracelularni matrix, kde je nésledné
odstépena. Sekvence EC-SOD je ¢asteéné homologni se sekvenci intracelularni CuZnSOD,
nejvice v okoli atomt Cu a Zn [28].

Kazda podjednotka se skladd z osmi antiparalelnich B-listt, které se skladaji v B-barel, a
smycka, ktera ma afinitu k O;", a tim ho orientuje do aktivniho mista enzymu.

Atom Cu s oxida¢nim ¢islem II je umistén mezi His96, 98, 113, 163 a atom Zn mezi
His113, 121, 124 a Asp 127. Reak¢éni mechanismus EC-SOD je obdobny CuZnSOD, bylo
prokazano, ze v prubé¢hu katalyzované reakce dochazi k preruseni imidazolového spojeni

His113 mezi atomem Cu a atomem Zn [29].

5.1.2.2 Vliv EC-SOD na kardiovaskularni systém

EC-SOD je lokalizovana na povrchu bun¢k myokardu a endotelu koronarnich cév. Byl
zkouman vliv podani doxorubicinu na EC-SOD-/- mysi. Doxorubicin je chemoterapeutikum,
které reakci s O, produkuje ROS. Oxidacni stres zplsobeny doxorubicinem vede ke
zvySenému vyskytu kardiomyopatii a srde¢niho selhani. EC-SOD-/- mysi maji ztencenou
sténu levé komory a naopak siln¢j$i sténu mezi komorami. Leva komora EC-SOD-/- mysi je
vice postiZzena fibrosou a po podani doxorubicinu vykazuje zvySenou aktivitu kaspasy 3, ktera
aktivuje signalni kaskddu vedouci k apoptose. Nedostatek EC-SOD ma tedy vliv na
morfologii srdce a schopnost bun¢k myokardu vstupovat do procesu apoptosy [30].

Jak jiz bylo uvedeno vyse, EC-SOD je dulezitym regulatorem krevniho tlaku. U
EC-SOD-/- mysi se v extraceluldrnim prostoru nachdzelo vétsSi mnozstvi O,7, ktery

inaktivoval NO, coz zpusobilo sniZenou schopnost relaxace aorty [31].
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5.1.3 Manganova superoxiddismutasa

Manganova superoxiddismutasa (MnSOD, SOD2) je pfitomna v mitochondridlni matrix
a je nejvice vystavena ROS, které pochazeji z elektrontransportniho fetézce. Po translaci
vznikd enzym se signdlni sekvenci urcujici jeho transport do mitochondrii, ve kterych je
aktivovan odstépenim této signalni sekvence [19].

MnSOD se v mnoha ohledech odliSuje od CuZnSOD a EC-SOD, a piiblizuje se
bakterialnim SOD. Optické vlastnosti MnSOD a bakterialnich SOD jsou podobné, stejné jako
molekulova hmotnost (pfiblizné¢ 88 kDa) ¢i primarni struktura podjednotek. Tyto okolnosti
potvrzuji spravnost endosymbiotické teorie. Odlisnosti ve struktuie monomertt MnSOD a EC-
SOD jsou prezentovany na obr. 6 [32].

MnSOD je esencidlni pro aerobni organismy. Nedostatek MnSOD u MnSOD-/- mysi je
letalni jiz n¢kolik dni po jejich narozeni. Srde¢ni mitochondrie MnSOD-/- mysi jsou zatizeny
obrovskym mnozstvim O,". V disledku nadmérné produkce ROS se u téchto mysi vyskytuji
defektni mitochondrie, které zvySuji pravdépodobnost vyskytu kardiomyopatii, nadorovych
onemocnéni a neurodegenerativnich chorob. Stav MnSOD-/- mysi se zlepSuje po podani
syntetického antioxidantu EUK 189, ktery je mimetikem SOD a katalasy. Chemicka struktura
EUK 189 je Mn-5,10,15,20-tetrakis (4-benzoova kyselina) porfyrin, jak je znazornéno na obr.
533, 34].

EUK-189: R = OCH,CH,

Obr. 5: Chemicka struktura EUK 189. Prevzato z [34].
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5.1.3.1 Struktura MnSOD

MnSOD je homotetramer, kazda z podjednotek obsahuje atom Mn. Ve struktuie
monomeru jsou vyrazné o-helixy, jak je patrné z obr. 6. Podjednotky se skladaji v dimery,
které pak spolu interaguji prostfednictvim sedmi aminokyselinovych zbytkd (Leu60, Leu64,
Tyr4d5, GIn61, 1le58, Leud9, GIn57) a tim se usporadaji do homotetrameru. Mutace ve vysoce
konzervovanych Leu60 a Ile58 vede k destabilizaci dimert, ktera umozni vznik nespravnych

disulfidickych mustkt a inaktivaci MnSOD [35].

Obr. 6: Srovnani struktur monomertt SOD: a) Monomer EC-SOD, b) Monomer MnSOD. U EC-SOD je
dominantni strukturou B-barel, zatimco MnSOD ma velmi vyrazné a-helixy. Upraveno podle koordinat PDB

2JLP [29] a 2P4K [36] v programu ArgusLab [37]. Obrazek pripravila Bc. Eliska Prochazkova.
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5.1.3.2 Reakéni mechanismus MnSOD

Atom Mn béhem katalyzované premény dvou molekul O,~ na O, a H,O, slouzi jako
prenasSec elektronil, podobné jako u CuZnSOD se méni jeho oxidacni stupeii. V prvnim kroku
reakce je atom Mn s oxidacnim ¢islem III redukovan na atom Mn s oxidac¢nim ¢islem II a poté
je zpétné oxidovan na piivodni stav.

Aktivni misto MnSOD ma tvar trigondlni bipyramidy. Obsahuje tii His (26, 74, 163),
Asp 159 a jednu molekulu vody. Aktivni misto je tvofeno kruhem kladného néaboje, aby se
zvysila afinita O, k enzymu [38].

Pro aktivni misto enzymu je dtlezity zejména Tyr34, ktery se nachazi v blizkosti atomu
Mn. Tyr34 je donorem protonu pii katalyzované redukci O, na H,O,, Tento aminokyselinovy
zbytek muze podléhat nitraci na 3-nitro-Tyr34 a to ptisobenim ONOO', coz vede k inaktivaci
MnSOD. Pti oxidacnim stresu je tento jev velmi Casty, protoze O, ma vyssi afinitu k NO™ nez
s MnSOD [39].

GIn143 se nachazi v blizkosti atomu Mn a je propojen vodikovym miistkem s Tyr34. Pti
cilené zaméné GInl43 za Asn dochdzi ke zméné€ prostorového usporadani. Asnl143 a Tyr34
spolu nemohou tvoftit vodikovy mustek, nasleduje adice dals$i molekuly H,O, ktera stabilizuje

Mn s oxida¢nim ¢islem II a katalyticka aktivita Mn-SOD se sniZi o dva az tfi fady [38].

5.1.3.3 Vliv MnSOD na kardiovaskularni systém

ROS vprvni tfad¢ atakuji proteiny, které obsahuji Fe-S centra. Mitochondrialni
akonitasa a NADPH-oxidoreduktasa jsou diky pfitomnosti téchto center velmi citlivé na
oxidacni stres. Aktivita zminénych enzymu byla v srde¢nich mitochondriich MnSOD-/+ mysi
vyrazné nizsi. Dale byla u téchto mysi zkoumana schopnost podléhat apoptose. Buriky srdce
rychleji podléhaly apoptose, ktera byla stimulovana zvySenim propustnosti vnitini
mitochondrialni membrany podanim terc-butylhydropedoxidu. Rovnéz se u nich objevovala
zvySena fragmentace jaderné DNA, ktera je jednim z hlavnich indikatort probihajici apoptosy
[40].

Jak jiz bylo zminéno, produkce ROS ma za nasledek peroxidaci membranovych lipida.
U bunék myokardu MnSOD-/- mysi byla patrna jiz tfi dny po jejich narozeni znacna

peroxidace lipid. Dal$im projevem vysokého oxidac¢niho stresu u nich je zvySené mnozstvi
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3-nitro-Tyr. V srdci MnSOD-/+ mysi starych 10 dni byla pozorovana akumulace lipidovych
kapicek a agregace mitochondrii [41].

Také byl zkouman vliv kardiotoxického doxorubicinu na srdce transgennich mysi, které
exprimovaly zvysené mnozstvi lidské MnSOD. Doxorubicin byl aplikovan v raznych davkach
po dobu 5-ti dnti. Stény myokardu komor netransgennich mysi byly poSkozeny podanim
doxorubicinu o riznych koncentracich. Defekty myokardu se projevovaly poskozenim
mitochondrii a neuspofddanymi mikrofilamenty. Na srdci transgennich mys$i nebyly
pozorovany zadné patofyziologické zmény po vystaveni doxorubicinu, zvySend exprese

MnSOD chrénila srdce pted skodlivymi ucinky pouzitého xenobiotika [42].

5.2 Peroxiredoxiny

Peroxiredoxiny (Prx, EC 1.11.1.15) jsou antioxidac¢ni enzymy katalyzujici rozklad
H,0,. Prx neobsahuji zadné prostetické skupiny ani ionty kovi. Byly objeveny v roce 1985
pfi experimentech, ve kterych neznamy enzym velky 25kDa chranil kvasinkovou

glutaminsynthetasu pted jeji degradaci zptisobenou ROS [43].

5.2.1 Systém savcich Prx

Geny pro Prx byly nalezeny ve vSech prokaryotnich i eukaryotnich organismech. Pro
jejich spravnou funkci je nezbytna pritomnost jednoho nebo dvou konzervovanych Cys. Podle
ptitomnosti Cys rozdélujeme Prx do tii podrodin. Prvni z nich jsou typické Prx obsahujici 2
Cys, jeden Cys se nachazi na N-konci (Cys47) a druhy na C-konci (Cys170). Druha
podrodina, atypické Prx obsahujici 2 Cys, ma ve své sekvenci konzervovany pouze N-
koncovy Cys, ale pro svoji katalytickou aktivitu potfebuje i druhy Cys pfitomny
v polypeptidovém fetézci. Posledni podrodinou jsou Prx, které obsahuji pouze jeden nezbytny
Cys a to na N-konci. Savci v ramei téchto tii podrodin exprimuji Sest skupin Prx (PrxI - VI).

Piehled zastupct Prx je uveden v nasledujici tabulce I [44].
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Tabulka I: Systém savc¢ich Prx. Upraveno podle [45].

Rodina Podrodina Skupina Lokalizace Néktefi zastupci
2Cys-Prx  Typické PrxI cytosol NKEF-A, PAG, MSP23, OSF3, HPB23
2Cys-Prx PrxIl  cytosol NKEF-B, kalpromotin, torin
PrxIII  mitochondrie = MERS, SP-22
PrxIV  extracelularni AOE372, TRANK
prostor
Atypické PrxV  mitochondrie, AOEB166, PMP20, ACR1
2Cys-Prx peroxisomy,
cytosol
1Cys-Prx  1Cys-Prx PrxVI  cytosol ORF6, sekretoricky protein p28, LTW4

5.2.2 Struktura Prx

V kvasinkovém Prx byly nahrazeny konzervované Cys47 a Cys170 Ser a exprimovany

v Escherichia coli. Tyto mutanty obsahujici Ser misto Cys se vyskytovaly pouze jako

monomery, zatimco nezmutované Prx jako homodimery. Spojeni do téchto dimerd bylo

realizovano prostfednictvim disulfidického muistku mezi Cys47 a Cys170, které se nachazely

na odlisnych peptidovych fetézcich. Mutanty, ve kterych byl Cys47 nahrazen Ser, byly

inaktivni. Cys47 je tedy klicovy pro aktivitu enzymu [46].

5.2.3 Enzymatické funkce Prx

5.2.3.1 Rozklad H202

Pro srdce jsou nejvyznamnéjs$i Prx obsahujici 2 Cys. U typickych Prx obsahujicich 2

Cys oxiduje molekula H,O, Cys47 na Cys-SOH. Ta nasledn¢ reaguje s Cys170 za vzniku

intermolekularniho disulfidického maustku a

souCasného odStépeni molekuly H,O.

Disulfidicky mustek je zpétné redukovan rodinou enzymi, které se nazyvaji thioredoxiny

(Trx). Trx jsou zpétné redukovany thioredoxinreduktasami za ptitomnosti NADH.
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V ptipad€ atypickych Prx obsahujicich 2 Cys vznikd intramolekularni disulfidicky
mustek mezi Cys na stejném peptidickém fetézci, ktery je redukovan glutahionem. Diky
vzniku intramolekularniho disulfidického miistku jsou PrxV monomery [44, 45].

Pii vysoké koncentraci H,O, se miize vyskytovat hyperoxidace aktivniho mista Prx, ke
které dochazi reakci H,O s Cys-SOH za vzniku Cys-SOOH. Prx s Cys-SOOH nemohou byt
substratem pro Trx. Zpétnou redukci hyperoxidovanych Prx s Cys-SOOH uskuteciuji
sulfiredoxiny za spotifeby ATP. Sulfiredoxiny redukuji PrxI - IV [47, 48].

5.2.3.2 Peroxynitritreduktasova aktivita

Lidské PrxV jsou schopné rozkladat kromé H,O, i ONOO". Stépi se vazba —0-O- v
ONOO’, ktera je stejn¢ jako H,O, schopna oxidovat aktivni misto PrxV za vzniku
intramolekularniho disulfidického mustku. Produktem reakce je NO,. V aminokyselinové
sekvenci lidského PrxV se nachazeji celkem tfi Cys pro peroxynitritreduktasovou aktivitu,

stejné jako pro rozklad H,O; je esencialni Cys47 [49].

5.2.4 Vliv Prx na kardiovaskularni systém

Nejvyznamngj$imi Prx z hlediska biologie srdce jsou PrxIIl a PrxV, které srdce chrani
pred G¢inky H,O, a ONOO'.

Protein SP-22 patii mezi savéi mitochondridlni PrxIIl, dlouho se vSak o jeho
antioxidaéni funkci diskutovalo. Pfi vystaveni endotelialnich bunék hovézi aorty Fe", DTT,
H,0,, terc-butylhydroperoxidu a inhibitordm dychaciho fetézce doslo k zvysené expresi SP-
22. Tato skute¢nost napovida, ze SP-22 je antioxida¢ni enzym, ktery chrani mitochondrie pied
ucinky ROS [50].

PrxIIl v mysSich srdcich podléha redoxnim zménam béhem ischemie a nasledné
reperfuse. Ischemie trvajici Smin méla za nasledek zvySenou dimerizaci PrxIIl v dusledku
vytvoreni disulfidickych mustkd vlivem H,O,. Dimerizaci PrxIIl Ize povazovat za marker
oxidacniho stresu mitochondrii srdce [51]. Mitochondridlni srde¢ni PrxIII asociuji pfi
zvySeném oxidacnim stresu s vnitini mitochondridlni membranou a tim je mitochondrie

chranéna pied jejim poskozenim [47].
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5.3 Glutathionperoxidasy

Glutathionperoxidasy (GPx, EC 1.11.1.9 a EC 1.11.1.12) jsou enzymy, které katalyzuji
redukci H,O, a lipidickych hydroperoxidi (ROOH) na H,O a ptislusné alkoholy. V savcich
GPx1 a GPx4. Pro vétSinu GPx je charakteristickd ptitomnost Se-Cys v aktivnim misté
enzymu. U vSech GPx se ve struktuie vyskytuje typicky Trx motiv, ve kterém jsou centralni
B-listy obklopeny a-helixy, jeden a-helix spojuje B-list k sousedicimu B-listu a vytvaii se tak

Bap-struktura [52].

5.3.1 Reak¢éni mechanismus GPx obsahujicich Se-Cys

GPx obsahujici Se-Cys maji v aktivhim misté konzervovanou katalytickou triadu: Trp,
Gln a Se-Cys. Se-Cys redukuje H,O, dvéma elektrony na H,O a sam se pfitom oxiduje na
selenol (Cys-Se-OH). Selenol je poté redukovan zpét na Se-Cys pomoci glutathionu.
V ptipadé, Ze redukovana molekula neni H,O, ale ROOH, je reakéni mechanismus stejny.

ROOH vsak neni redukovan na H,O, ale na pfislusny alkohol [2].
Rovnice redukce H,O, a ROOH katalyzované GPx:
H,0, + 2GSH — GSSG + 2H,0

ROOH + 2GSH — GSSG + H,O + ROH

5.3.2 Fosfolipidova hydroperoxidglutathionperoxidasa

Fosfolipidova hydroperoxidglutathionperoxidasa (PHGPx, GPx4) se vyskytuje ve forme
monomeru s molekulovou hmotnosti okolo 22 kDa. Vyjimecnost PHGPx spociva ve
schopnosti  katalyzovat redukci hydroperoxidovanych fosfolipidii, které se nachazeji
v biologickych membranach. Ostatni GPx ke své reakci potiebuji volné lipidické

hydroperoxidy, které jsou jiz odstépené z fosfolipidt fosfolipasami. Pro studium enzymatické

29



funkce PHGPx byly pouzity membrany lidskych erytrocytd, které byly posSkozeny
fotoperoxidaci a nasledn¢ vystaveny ptuisobeni PHGPx. Pritomnost PHGPx zptisobila rapidni
pokles koncentrace hydroperoxidovanych fosfolipidi. Dale bylo prokazano, ze PHGPx je
schopna redukovat i hydroperoxidovany cholesterol [53].

Exprese PHGPx je nejsilngjsi ve varlatech, ledvinach, jatrech a srdci. Existuji tii
isoformy PHGPx (cytosolickd, mitochondridlni a jadernd). Vysoky stupeil homologie mezi
aminokyselinovou sekvenci PHGPx u clovéka, potkana, prasete a mysSi, ukazuje na

vyznamnou funkci PHGPx v antioxidacni ochrané fosfolipidovych membran [54].

5.3.2.1 Struktura PHGPx

Monomer PHGPx se sklada ze ¢tyt a-helixd, které se nachazeji na povrchu proteinu a
sedmi B-list, pficemz pét z nich tvofi centralni motiv, jak je zobrazeno na obr. 7. Katalyticka
triada, ktera se sklada z Se-Cys46, GIn81 a Trp136, je lokalizovana na povrchu enzymu mezi
kladné nabitymi aminokyselinami. Se-Cys46 je esencialni pro katalytickou aktivitu enzymu.
Monomer PHGPx nema na svém povrchu smycku, ktera se vyskytuje u ostatnich typti GPx.
Nepritomnost této smycky je klicova pro spravné navazani fosfolipidii do aktivniho mista

enzymu [55].

Obr. 7: Struktura lidské PHGPx. Upraveno podle koordinat PDB 20BI [55] v programu ArgusLab [37]. Obrazek

pripravila Bce. Eliska Prochazkova.
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5.3.2.2 Mitochondrialni PHGPx a jeji vliv na srdce

Mitochondridlni PHGPx (mPHGPx) se nachédzi hlavné v intermembranovém prostoru
mitochondrii a chrani je tak pted ucinky ROS, které pochazeji z elektrontransportniho fetézce.
Srdce mysi exprimujici pouze potkani mPHGPx byla vystavena stimulaci ischemicko-
reperfusniho poskozeni srdecni tkan€. Nadmérna exprese mPHGPx u transgennich mysi
pozitivn¢ ovliviiovala kontraktilitu myokardu béhem systoly ptredev§sim béhem reperfuse, pti
které se tvoii nadmérné mnozstvi ROS. Dale byla zaznamendna snizena membranova lipidova
peroxidace. Srde¢ni membrany buné€k mysi, které nadmérné exprimovaly mPHGPx, byly

chranény pred ischemicko-reperfusnim poskozenim [56].

5.3.3 Glutathionperoxidasa 1

Glutathionperoxidasa 1 (GPx1) je cytosolicky homotetramerni protein velky pfiblizné
84 kDa. Substratem pro GPx1 jsou kromé H,0O, i volné hydroperoxidy pochazejici
z fosfolipidli. Monomer GPx1 je tvofen ¢tyfmi a-helixy a ¢tyfmi B-listy. V jeho struktufe se
vyskytuje pro GPx typicky Trx motiv. Aktivni misto s katalytickou triddou je umisténo

v jamce na povrchu enzymu [57].

5.3.3.1 Vliv GPx1 na kardiovaskuldrni systém

U GPx1-/+ mysi dochazi k dysfunkci endotelu cév souvisejici s nedostatkem NO', ktery
se projevuje zejména paradoxni vasokonstricni odpovédi pii podani vasodilatatorti napft.
bradykininu. U téchto mysi se objevuje zvySena peroxidace lipidl, histologické zmény
v srdecni tkani, jako napf. zvySena fibrosa myokardu, a zvySené mnozstvi kolagenu
v koronarnich arteriich [58].

Aktivitu GPx1 snizuje koufeni, které pfispiva k rozvoji kardiovaskularnich chorob,

zejména infarktu myokardu [59].
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5.4 Katalasa

Vroce 1901 Loew identifikoval enzym, ktery katalyzuje rozklad H,O;, a nazval jej
katalasou (CAT, EC 1.11.1.6). CAT se nachazi v cytoplasmé, peroxisomech a mitochondriich
srdce potkana [63].

Katalyticka funkce byla prokdzana nasledujicim experimentem. Do HepG2 bunck byly
vlozeny plasmidy zvySujici expresi CAT v cytosolu a v mitochondriich. Buiiky bez plasmida
mely vysSi intracelularni koncentrace H,0,. Byla zkoumana cytotoxicita vysokych
koncentraci H,O, v kombinaci s menadionem a BSO, které negativné pilsobi na bunku.
Menadion je prekursor vitaminu K a chemoterapeutikum, jeho vysoké koncentrace jsou pro
bunku toxické. BSO (buthioninsulfoximin) je inhibitor synthesy glutathionu. Bunky, které
neobsahovaly plasmidy, snadno podléhaly apoptose. Tyto vysledky ukazuji, ze nadmérna

exprese CAT chrani bunky i pfed zvySenym oxidac¢nim stresem [61].

5.4.1 Struktura monomeru CAT

CAT je homotetramerni hemoprotein. Molekulova hmotnost monomeru se pohybuje
kolem 60 kDa. Hlavni ¢ast monomeru tvofi B-barel, na jeho povrchu se nachazi osm o-helix.
Dale je na povrchu enzymu vazebné misto pro NADPH. Dva monomery se dohromady
spojuji pomoci tzv. zavitového ramene a balici smycky. Sbaleni CAT do homotetrameru je
nezbytné pro ochranu aktivnich mist a spravnou funkci enzymu. Struktura monomeru i

tetrameru CAT je zobrazena na obr. § [62].
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Obr. 8: Struktura lidské katalasy: a) Monomer, b) Homotetramer. Upraveno podle koordinat PDB 1DGF [62]
v programu ArgusLab [37]. Obrazek ptipravila Bc. Eliska Prochazkova.

5.4.2 Reak¢éni mechanismus CAT

V aktivnim mist¢ enzymu méa Fe vnativni formé oxidacni ¢islo III. V hemu je
koordinovano k heteroatomiim N a kovalentné vazano k Tyr358. Povrch proteinu je
s aktivnim mistem spojen prostfednictvim dutiny naplnéné H,O. Pro spravnou katalytickou
funkci CAT je klicovy zejména vysoce konzervovany systém ¢ty aminokyselinovych zbytki
(Tyr358, Arg354, His218 a Asn348), které se nachazi v blizkosti hemu. Toto uspotfadani je
popsano jako systém pienosu naboje a stabilizuje elektrostatické naboje vytvarené odlisnymi
oxidacnimi stavy Fe béhem katalytického cyklu [62].

Prvni molekula H,O; se navaze na Fe s oxidac¢nim cislem III, které je tim oxidovano na
Fe s oxidacnim ¢islem IV. CAT katalyzuje heterolytické $tépeni peroxidové vazby —O-O- za
vzniku molekuly H,O. Druha molekula H,O, se navaze do aktivniho centra enzymu a dojde k
transportu elektronti pies atom Fe az k systému pfenosu ndboje, tim se transformuje druhd

molekula H,O; na H,O a O, [62].

Rovnice reakce katalyzovana CAT:  2H,0, — 2H,0 + O,
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5.4.3 Vliv CAT na kardiovaskularni systém

V mitochondriich byla CAT identifikovana jen v srdci potkana. Mitochondrie ze srdce
potkana byly uloZeny v anaerobnim prostfedi, po ptidavku H,O, doslo k produkci O,. Po
expozici 3-amino-1,2,4-triazolu, specifického inhibitoru CAT, klesla produkce O, na 5%
puvodni hodnoty. Tato fakta naznacuji ptitomnost CAT v mitochondriich srdce potkana [63].

CAT ma rovnéz vliv na peroxidaci membranovych lipida. Izolované mitochondrie ze
srdce potkana byly soucasn¢ vystaveny ucinkiim terc-butylhydroperoxidu a 3-amino-1,2,4-
triazolu, jejich plsobeni iniciovalo peroxidaci membranovych lipidi. Poskozeni membran
bylo rozsahlejsi diky specifické inhibici CAT [64].

Béhem Zivota dochazi ke strukturnim a funkénim zménéam srdce. S ptibyvajicim vékem
se objevuje zvétSovani levé komory myokardu, zhorSena kontraktilita, diastolicka dysfunkce a
zvySena fibrosa komor. Tyto defekty byly pozorovany v srdci starych mysi. Pokud byla u
mySsi zvySena exprese mitochondrialni CAT, transformace probihaly pomaleji. Pfitomnost
CAT zpomaluje starnuti srdce a plsobi kardioprotektivné proti patofyziologickym dé&jum

[65].

6 Choroby srdce a cév spojen¢ se zvySenym oxidacnim

stresem

Kardiovaskularni onemocnéni jsou ¢asteéné zpusobeny inaktivaci ¢i nedostatkem
antioxidacnich enzymi, ¢imz mize dochéazet ke zvySenému oxidacnimu stresu. ROS a RNS
jsou generovany endotelidlnimi buiikami, hladkymi svalovymi buikami a monocyty. Vysoka
koncentrace ROS a RNS hraje dulezitou roli v rozvoji kardiovaskularnich onemocnéni. Stale
vSak panuji dohady, jestli zvysena hladina ROS je primarni pficinou, ¢i oxidacni stres jimi
zpUsobeny pouze zesiluje jiz existujici patofyziologické zmény v kardiovaskularnim systému

[66, 67].
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6.1 Atherosklerosa

Atherosklerosa je chronicky zanét cévni stény, ktery vznika v zavislosti na endotelové
dysfunkci a vyustuje v patologické defekty cévni stény.

Endotelova dysfunkce je pfedstupném pro vznik atherosklerotickych 1ézi. Endotelovou
dysfunkci nazyvame naruSeni homeostasy endotelu, kterd se projevuje vasokonstrikci a
trombogenezi. Pfi¢inami endotelové dysfunkce jsou napt. hypertenze, hypercholesterolemie,
diabetes mellitus, obesita, koufeni a podavani cytostatik. VSeobecné zastavanym nazorem je,
ze endotelova dysfunkce je reversibilni dé&j. Plvodni fyziologickou homeostasu endotelu
muze obnovit napf. sniZzeni hladiny cholestrolu a redukce vahy pacienta [67].

Do poskozeného endotelu cévni stény nejprve proniknou lipoproteiny, zejména LDL
(lipoproteiny o nizké hustoté), které jsou poté modifikovany vlivem oxidac¢niho stresu.
Oxidované LDL aktivuji endotel, ktery poté produkuje adhezivni molekuly a zanétlivé
cytokiny pro prinik monocytt. Ty se v cévni sténé transformuji na makrofagy fagocytujici
oxidované LDL. Vlivem pohlcovani oxidovanych LDL makrofagy diferencuji v pénové
bunky, které nejsou schopny cévni sténu opustit, a pozdéji zde podléhaji apoptose. Bunécna
smrt ma za nasledek vraceni oxidovanych LDL do lumen cévy a cely proces se neustale
opakuje. Takto v cévé vznikd atherom, ktery ma lipidové jadro slozené z extracelularné
akumulovanych lipidt. Postupné dochdzi k proliferaci hladkych svalovych bunék a zvySené
synthese extracelularni matrix, ktera vytvofi vazivové pouzdro na lipidovém jadie atheromu.
V konecném stadiu atherosklerotické 1éze dochazi ke krvaceni do atherosklerotického platu,
kalcifikaci odumfelych bun¢k a trombodze. Vyvoj patologickych zmén v cévé od pocatecni

endotelové dysfunkce az ke komplikovanym atherosklerotickym 1ézim je zndzormnén na obr. 9

[2].
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Pocatek endotelialni WVznilc Rozvoj Infarkt mvokardu
dvsfinkce atherosklerosy atherosklerosy

NeporuSend ceva  Podateéni léze Tukovy prouzek Atherom Komplikovana léze

Obr. 9: Postup patologickych zmén vcévni stén¢ od endotelové dysfunkce az ke komplikovanym

atherosklerotickym 1ézim. Upraveno podle [67].

6.1.1 Role antioxida¢nich enzymt v atherosklerose

Rozvoj zanétu vcetné atherosklerosy obecné potlacuji Prx, které snizuji koncentraci
H,0,, jez stimuluje expresi zanétlivych cytokinil. Endotelialnimi bufikami jsou exprimovany
zejména Prx1, které hraji dalezitou roli v pocatecnim stadiu atherosklerosy. V endotelu
Prx1-/- mysi byl zaznamenam nékolikanasobné vétsi vyskyt leukocytt, které se po endotelu
pohybovaly velmi nizkou rychlosti a snadno k nému adherovaly. Rychlost leukocyti byla
nizka diky pfitomnosti vétstho mnozstvi adhezivnich molekul, které byly sekretovany
endotelem. Nedostatek Prx1 tedy usnadiiuje zachytavani leukocytti na povrchu endotelu a tim
umoznuje vznik atherosklerotickych 1ézi [68].

Soucasné vyzkumy ukazuji, Ze k zabranéni vzniku atherosklerotickych 1ézi je velmi
dilezitda EC-SOD. Jako model pro zjisténi vlivu EC-SOD na atherosklerosu byly pouzity
apolipoprotein E (ApoE) homozygotné¢ deficientni mysi. ApoE se vyskytuje
na chilomikronech, které transportuji triacylglyceroly do jater, kde se vazi na receptory
hepatocytii. Pokud je myS ApoE deficientni, transport triacylglycerolii do jater je stizeny, coz
vede ke zvySené hlading triacylglycerolt v krvi a pfispiva k rozvoji atherosklerosy. Aktivita
EC-SOD byla nékolikanasobné zvySena u ApoE-/- my$i, zatimco aktivity CuZnSOD a
MnSOD zustaly nezménény. Bylo zjisténo, ze velka ¢ast této EC-SOD pochézi z makrofagt
naplnénych lipidy, kteti exprimuji kratsi transktipt EC-SOD. Nova forma EC-SOD byla
ptitomna i v pénovych bunkach. Tento experiment dokazuje, Ze makrofagy i pénové buiky

maji vlastni specialni formu protekce proti oxidacnimu stresu [69].
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Dale byly vyslechtény homogyzotné deficientni mysi na ApoE a GPxl,
GPx1-/-ApoE-/-. Témto mysim byla podavana strava bohatd na Cervené maso a zivocisné
tuky, kterd podporovala rozvoj atherosklerosy. Po této diet¢ se u nich zvysil vyskyt
atherosklerotickych 1ézi aorty, které obsahovaly vice makrofagi, nez kontrolni ApoE-/- mysi.
Tato fakta ukazuji, ze deficience GPx1 vede ke zvySenému oxidacnimu stresu v aorté a

rychlému rozvoji atherosklerosy [70].

6.2 Infarkt myokardu

Akutni infarkt myokardu je pferuseni krevniho toku v koronarnich arteriich z divodu
destrukce vazivového pouzdra na povrchu atherosklerotického platu a nasledného pftilnuti
trombocytl, které iniciuji tvorbu krevni sraZzeniny (trombu). Trombus ucpe koronarni arterii a
myokard nasledné trpi ischemii. Srdce je schopné tolerovat pouze kratkodobou ischemii, pfi
dlouhodobé dochazi knekrose kardiomyocyti [71]. Po infarktu myokardu srdce
prodélava vyrazné strukturni zmény. Pfi¢inami téchto strukturnich zmén jsou oxidacni stres,
zvySena koncentrace zanétlivych cytokinii a odchylky ve slozeni extraceluldrni matrix.
Kolagen v extracelularni matrix je degradovan matrixovymi metaloproteasami, coz ma za
nasledek roztaZeni levé komory a zpétny tok krve, ktery zhorSuje srdec¢ni funkci. Zaroven
myokard neustale syntetizuje dalsi velkd mnozstvi kolagenu, ktery matrixové metaloproteasy

nestihaji degradovat, coZ zplsobuje fibrosu myokardu [72].

6.2.1 Role antioxida¢nich enzymu v akutnim infarktu myokardu

Akutni infarkt myokardu ma za nasledek pokles GPx1 a vitaminu E, které se vyznamné
podileji na ochrané bunék pred peroxidaci membranovych lipida. Po infarktu myokardu srdce
prichazi o cast antioxida¢ni ochrany a je vystaveno pfipadnému oxida¢nimu poskozeni [73].

EC-SOD zabranuje remodelaci levé komory a snizuje rozsah poSkozeni srdce béhem
infarktu myokardu. U EC-SOD-/- mysi byla po infarktu myokardu pozorovana rozsahlejsi
hypertrofie a dysfunkce levé komory, a zvySena fibrosa tkan¢ [74]. Vyznamna role EC-SOD
pred dusledky infarktu myokardu byla dale studovana pouzitim genové terapie, pfi které byly
kralikim injikovany adenoviry s lidskou cDNA kodujici EC-SOD. Krali¢i srdce byla
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vyjmuta, pfipojena na Langerdoffiiv pfistroj a nasledné byl vyvolan infarkt. Oblast srdce
poskozend infarktem byla u kralikd, ktefi podstoupili genovou terapii, vyrazné¢ mensi nez u

kontrol [75].

6.3 Ischemicko-reperfusni poskozeni srde¢ni tkané

Pii ischemické chorobé se atherosklerotické platy ukladaji v koronarnich arteriich srdce.
Dochazi k omezeni prutoku krve ve sténadch myokardu, ktery trpi nedostatecnym prokrvenim
tzv. ischemii. Pfi nezbytném obnoveni pratoku krve tzv. reperfuse se produkuje velké
mnozstvi ROS endotelidlnimi buitkami, kardiomyocyty a fagocyty. ROS jsou hlavni pfic¢inou

ischemicko-reperfusniho (I/R) poskozeni srde¢ni tkané [3].

6.3.1 Role antioxida¢nich enzymi v I/R poSkozeni srde¢ni tkané

Srdce je pred I/R poSkozenim chranéno ptfedev§im pomoci MnSOD. Ischemicky
preconditioning (IPC) je opakovana série kratkodobych umeéle vyvolanych ischemii, které
adaptuji srdce na naslednou ischemickou episodu. IPC snizuje rozsah poSkozeni srdce béhem
I/R. U srdci po 20min ischemii nésledované 30min reperfusi bez ptedchoziho IPC, byl
prokazan zvySeny cytosolicky vyskyt MnSOD doprovazeny uvolnénim cytochromu c¢ z
mitochondrii. Migrace cytochromu ¢ a MnSOD do cytosolu ukazuje na poskozeni integrity
mitochondriadlnich membran néasledkem I/R. Pokud jsou srdce adaptovana na kratkodobou
ischemii pomoci IPC, je transport MnSOD i cytochromu ¢ do cytosolu béhem I/R mensi.
MnSOD, ktera béhem I/R zistava v mitochonriich u zdroje ROS, 1épe chrani bunku pied
oxida¢nim stresem [76]. Vyznam MnSOD béhem I/R poskozeni byl dile demonstrovan na
transgennich mysich, které exprimovaly lidskou MnSOD. Aktivita MnSOD u téchto mysi
byla tfikrat vys$$i neZ u netransgennich mysi. Srdce transgennich a kontrolnich mysi
podstoupila 35min ischemii a néslednou 45min reperfusi, ze které se transgenni mys$i
zotavovaly lépe. Dale bylo zjiSténo, Ze transgenni mysi exprimujici velké mnozstvi lidské
MnSOD mély daleko mensi rozsah poskozeni srdce po infarktu myokardu. MnSOD je tedy

klicovym enzymem chranicim srdce pted I/R poskozenim [77].
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6.4 Kalcifikace a ziiZzeni chlopni

Kalcifikace a zuzovani chlopni je velmi Castym kardiovaskuldrnim onemocnénim a
chirurgickd ndhrada takto poskozenych chlopni je dnes béznou operaci. Kalcifikované 1éze
zapticinuji netiplné otevieni chlopné, v ptipad¢ postizeni aortalni chlopné, dochazi k omezeni
krevniho toku vcelém téle. Kalcifikované 1éze se podobaji atherosklerotickym 1ézim,
obsahuji Ca, oxidované LDL a bunky podl¢hajici apoptose. V kalcifikovanych oblastech se
nachdzi velké mnozstvi O," a H,O, podobné¢ jako v atherosklerotickych 1ézich. Lisi se
puvodem O, v kalcifikovanych chlopnich pochazi O," ptedev§im z odptfazenych eNOS,
zatimco v atherosklerotickych 1ézich je produkovan NADPH oxidasou. Dal$im rozdilem
je pokles aktivity vSech typti SOD. Chlopné maji snizenou schopnost antioxidacni ochrany
pred ucinky O,", zatimco u atherosklerotickych 1¢zi je EC-SOD zvysena a aktivita CuZnSOD
a MnSOD stejna jako za nepatologickych podminek. Aktivita CAT byla rovnéZz sniZena
v kalcifikovanych regionech. Vzhledem k tomu, ze dochazi k poklesu aktivity antioxida¢nich

enzymu, buiiky chlopni se tak nemohou dostate¢n¢ branit proti oxidaénimu stresu [78].

Tato prace shrnuje dosud zndmé informace o protektivnim plsobeni antioxidacnich
enzymu na kardiovaskularni systém, zejména na srdce. Popis mechanismt ucinku objasnil
jejich ochrannou funkci béhem oxida¢niho stresu. VSechny oblasti pisobeni antioxidacnich
enzymi nejsou dosud znamy, protoze oxidacni stres je velice komplexni proces, kterého se
ucastni mnoho bunéénych kompartmentii a molekul. Bylo prokazéano, ze kardioprotektivni
ucinky antioxidacnich enzymil se projevuji ptredev§im béhem atherosklerosy, ischemicko-
reperfusniho poskozeni srde¢ni tkané, infarktu myokardu a kalcifikace chlopni. Vzhledem k
neustale se zvySujicimu poctu pacientl, ktefi trpi kardiovaskularnimi chorobami, jsou
antioxidacni enzymy vyznamnym pfedmétem vyzkumu z hlediska jejich potencialniho vyuziti

v prevenci a 1é¢b¢ téchto onemocnéni.
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