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Abstrakt

Kardiovaskularni onemocnéni jsou hlavni pri¢inou umrti ve vyspélych zemich. Je znamo, ze
srdecni sval mize jako odpoveéd’ na stres aktivovat endogenni protektivni drahy, a tak zvysit odolnost
pred ischemicko/reperfiznim (I/R) poskozenim. Protektivni drahy zahrnuji celou fadu signalnich
molekul a dilezitou ulohu zde hraji reaktivni formy kysliku (ROS). ROS se uplatiuji v kardioprotekci
vyvolané po ruznych stimulech, jako je chronicka hypoxie, preconditioning a také télesné cviceni.
Bylo prokazano, ze pravidelné télesné cviceni vede K pozitivni adaptaci, ktera ptirozenym zpisobem
chrani srdce pted poskozenim. Pro spravné fungovani srdce je dileZita vyvazena tvorba ROS a jejich
odstranovani prostrednictvim antioxida¢niho ochranného systému. Za patologickych stavi, jako je I/R,
dochazi k nadprodukci ROS, tedy k oxida¢nimu stresu, ktery se na poSkozeni srdce podili. ROS vSak
nemusi pfispivat jen k poskozeni, v mirnych koncentracich, vznikajicich naptiklad béhem télesného
cviceni, jsou dulezitymi signalnimi molekulami podilejicimi se na stimulaci fady déji vedoucich
ke kardioprotekci. Mirn¢ zvySeny oxidacni stres chrani srdce tak, Ze zvysSuje kapacitu antioxidacni
ochrany, stimuluje angiogenezi, aktivuje biogenezi mitochondrii a fyziologickou hypertrofii.
Prozkoumani piesné role ROS v ochrané srdce vyvolané télesnym cvicenim by mohlo vést ke zlepSeni

prevence a 1écby kardiovaskularnich onemocnéni.
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Abstract

Cardiovascular diseases are the major cause of death in developed countries. It is known that
heart muscle can activates endogenous protective pathways in response to stress, thereby increasing
resistance against ischemia/reperfusion (I/R) injury. Protective pathways involve many signaling
molecules and reactive oxygen species (ROS) play an important role among them. ROS are applied
in cardioprotection induced by various stimuli, such as chronic hypoxia, preconditioning and also
physical exercise. It has been demonstrated that regular physical exercise naturally leads to the
positive adaptation to protect heart against injury. The balance between production of ROS and their
removal by antioxidant protection system is important for the right functioning of the heart.
The overproduction of ROS occurs in pathological conditions such as an I/R leading to oxidative
stress contributing to subsequent damage of heart. ROS may contribute not only to the injury but in the
mild concentrations, resulting for example from physical exercise, ROS are important signaling
molecules involved in series of events leading to cardioprotection. Slightly increased oxidative stress
protects the heart by increasing the capacity of antioxidant system, stimulates angiogenesis, activates
mitochondrial biogenesis and physiological hypertrophy. Exploring the precise role of ROS in the
protection of heart induced by physical exercise could lead to improved prevention and treatment

of cardiovascular diseases.
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Uvod

Srdce ma schopnost adaptovat se na stres tak, Ze jsou stimulovany endogenni protektivni
signalni drahy, coz vede kjeho ochrané pted ischemicko-reperfiznim (I/R) poskozenim.
I/R poskozeni se sklada ze dvou naslednych fazi - ischemie a reperfuze. Ischemie je nedostateéné
prokrveni srde¢ni tkané€, k némuz dochazi v disledku nepriichodnosti cév. Zejména pii opétovném
obnoveni prutoku krve, tzv. reperfizi, dochazi k velké produkci reaktivnich forem kysliku (ROS,
reactive oxygen species), coz muze vést k oxidaénimu stresu. Oxidacni stres vznika nerovnovahou
mezi produkci ROS a jejich odstraiiovanim pomoci antioxida¢niho ochranného systému a je jednou
z pric¢in zavaznych onemocnéni, napfiklad kardiovaskularnich. Je nutné zduraznit, Ze ROS nemusi
vzdy piispivat jen k patologickym stavam, v mirnych koncentracich jsou totiz dulezité pro stimulaci
raznych fyziologickych dé&ju, jako je imunitni ochrana, syntéza signalnich molekul a také stimulace
signalnich drah vedoucich ke kardioprotekei.

Mezi I/R poskozeni patii infarkt myokardu, kontraktilni dysfunkce a arytmie. V souc¢asné dob¢
je znama cela fada moznosti, jak zvysit odolnost srdce pied I/R poskozenim. Kardioprotektivni u¢inky
byly pozorovany po preconditioningu, postconditioningu, adaptaci na chronickou hypoxii, podani
riznych farmak a télesném cviceni. Mezi zminénymi protektivnimi stimuly je ptredevSim télesné
cviceni pfirozenym, a zarovein trvale udrzitelnym zptisobem, jak poskytnout srdci ochranu. Pravidelné
télesné cviceni chrani srdce nejen pred I/R poSkozenim, ale vyrazné snizuje riziko umrti v nasledné
péci po infarktu myokardu.

Mechanizmus endogenni kardioprotekce jesté neni zcela objasnén, ale mnohé studie potvrzuji,
ze se v ném vyznamné uplatiuji signalni molekuly, mezi néz patii i ROS. Studie, které se zabyvaji
kardioprotektivnim u¢inkem télesného cviceni, prokazaly, ze ROS jsou zahrnuty v celé fad¢ aspekti,
které zlepSuji funkci srdce. Radi se mezi n& zvySena kapacita antioxidaéni ochrany, stimulace
angiogeneze, zvysena biogeneze mitochondrii zajistujici zvySenou dodavku energie a fyziologicka
hypertrofie svali.

Predmétem dal§iho vyzkumu ziistava, které bunééné mediatory jsou pozadovany pro dosazeni
maximalnich vyhod ze cvi¢enim vyvolané kardioprotekce, a jaka je piesna role ROS v mechanizmu
ochrany srdce. Podrobné prozkoumani téchto mechanizmii by mohlo vést k rozvoji molekuldrnich
nebo farmakologickych postupl v prevenci a 1écbé I/R poskozeni. Primarnim patologickym projevem
kardiovaskularnich onemocnéni, ktera jsou jednou z hlavnich pfi¢in umrti ve vyspélych zemich, je
poskozeni srdce v dasledku plsobeni I/R. Proto je vénovana velka pozornost vyzkumu pravé v této

oblasti.



1 Télesné cviceni

Cviceni je mozné definovat jako planovanou a strukturovanou ¢innost kosterniho svalstva,
ktera vede ke zvySeni energetického vydeje a srdecni frekvence (Thompson et al., 2003). Cviceni lze
rozdélit podle riznych kritérii, naptiklad podle intenzity (aerobni a anaerobni), frekvence (akutni a

chronicka) nebo svalové kontrakce (koncentricka, izometricka a excentricka) (Gomes et al., 2012).

1.1 Intenzita cviceni

1.1.1 Aerobni cviceni

Pti fyzické namaze aerobniho typu vyuziva organizmus aerobni metabolismus, ktery nejdiive
spotfebovava energii z tukl. Energii produkuje za vyuziti kysliku, takze v krvi nedochézi k hromadéni
kyseliny mlécné. Toto cviceni byva spiSe vytrvalostni. Patii sem jogging, kondi¢ni plavani,

vytrvalostni béh nebo silni¢ni cyklistika.

1.1.2 Anaerobni cviceni

Anaerobni cvieni byva charakterizovano jako kratké obdobi vysokého usili. Energie je
generovana z glykogenu bez pouziti kysliku, coz ma za nasledek hromadéni kyseliny mlécné v Krvi.
Mezi anaerobni cviceni se fadi dlouhé skoky, sprinty (beh, plavani, jizda na kole) nebo jakykoliv druh

télesné zatéze, ktery trva méné nez dvé minuty.

1.2 Frekvence cviceni

1.2.1 Akutni cvi¢eni

Jako akutni cvi¢eni mohou byt charakterizovany jednotlivé zatéze, které jsou nepravidelné.
Toto cviCeni generuje doCasnou metabolickou a kardiovaskularni reakci organizmu, kterda muze trvat

od nekolika minut az po nékolik hodin.

1.2.2 Chronické cviceni
Chronické cviceni je opakované usili, pti kterém dochazi k navozeni trénované odpovédi
organizmu. Pfi chronickém cviceni dochazi k fyziologickym a metabolickym adaptacim, které jsou

viditelné a dlouhotrvajici.
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1.3 Druhy svalové kontrakce pfi cviceni

Svalova kontrakce nastava tehdy, kdyz centralni nervovy systém ptenasi signal do svalovych
vlaken. Pfi dostatku energie a dostupnosti vapniku vytvaii svalovd vlakna napéti, coz miize vést

ke zkracovani nebo prodluZzovani svali.

1.3.1 Koncentricka svalova kontrakce

Koncentricka neboli soustiedna svalova kontrakce vede ke zkraceni svalu za produkce sily.
Pti koncentrické kontrakci se dva konce svalu pohybuji blize k sobé&, uzaviraji se a zkracuji. K tomu
dochazi, pokud sila vytvafena svalem presdhne zatiZzeni proti jeho kontrakci. Typickym piikladem

koncentrické svalové kontrakce je zvednuti ¢inky.

1.3.2 lzometricka svalova kontrakce
Izometricka svalova kontrakce je vlastné staticka, nedochazi pti ni k pohybu, ani ke zméné
délky svalu. Dochazi vSak ke zvySeni napéti ve svalu. Piiklad izometrické svalové kontrakce je drzeni

¢inky v pokréené ruce, kdy nedochazi k pohybu kloubu.

1.3.3 Excentricka svalova kontrakce

Excentricka svalova kontrakce odpovida nataZeni svalu ze soustfedné nebo statické polohy.
Prikladem muze byt streCink, kdy dochazi k pozvolnému a dlouhotrvajicimu protahovani, nebo

zvedani ¢inek, kdy pfi pohybu ruky s ¢inkou smérem dolti dochazi k rychlému natazeni svalu.

11



2 Oxidacni stres a antioxidacni systém

2.1 Oxidacni stres

Oxidaéni stres je nerovnovaha mezi produkci ROS a reaktivnich forem dusiku (RNS, reactive
nitrogen species) a jejich odstrafiovanim. Vznika nadprodukci ROS a RNS nebo sniZzenim hladiny
antioxidantd, coz mlize byt zplisobeno jejich vycerpanim ¢i nizkou produkei. K oxidacnimu stresu
muze dochazet také kombinaci piedchozich moznosti. Buiky vétSinou toleruji mirny oxidacéni stres,
coz vede ke kardioprotektivnimu u¢inku. Ve vétSim mnozstvi se uplatiuji ROS pii vzniku
kardiovaskularnich onemocnéni. Mirny oxidacni stres, napiiklad vlivem cvifeni, v§ak mulze vést

k pozitivni adaptaci vedouci ke zvysené odolnosti srdce.
2.2 Reaktivni formy kysliku

ROS a RNS maji znaény fyziologicky vyznam. Ugastni se imunitni ochrany, pfenosu energie a
bunécnych regulaci.

Molekularni kyslik obsahuje dva ne zcela plné obsazené orbitaly, tudiz je oznaCovan
jako biradikal. Podle poctu ptijatych elektronti vznikaji jeho rtizné reaktivni formy. ROS rozdélujeme
na radikalové a neradikalové. Rozdil je v uspofadani elektronti v orbitalech. Volny radikal obsahuje
alesponn jeden orbital sjednim neparovym elektronem, ¢imz se stava velice reaktivni. VétSina

biomolekul obsahuje orbitaly plné obsazené dvéma elektrony, tudiz nejsou oznacovany jako radikaly.

2.2.1 Radikalové ROS
2.2.1.1 Superoxidovy aniont

Podle elektronové konfigurace je superoxidovy aniont (O,") zaroven radikal i aniont. Jeho
zaporny naboj zapfiCinuje to, ze nemuze prochazet pres membrany. Ma vSak schopnost peroxidovat
lipidy, a tim membrany naruSovat. Pfijmutim jednoho elektronu se kyslik redukuje na O,
V organizmu takto vznika nejcastéji v mitochondridlnim elektron-transportnim fetézci. O,” podléha
reakci zvané dizmutace, kterda mize ve vodném prostiedi probihat vysokou rychlosti i bez pfitomnosti

katalyzatoru. V organizmu je K vétsi u¢innosti této reakce vyuzivan enzym superoxiddizmutaza (SOD)

(Halliwell and Gutteridge, 2007).
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2.2.1.2 Hydroxylovy radikal

Hydroxylovy radikal (OH') vznika Haberovou-Weissovou reakci z peroxidu vodiku (H,O,) a
O,". Tato reakce je katalyzovana ptechodnymi kovy (Cu, méd’; Fe, zelezo). V zivych organizmech je
zelezo uchovavano v pfenaSeCovych proteinech feritinu a transferinu, méd je uchovéavana
v ceruloplazminu. Kovy mohou byt ztéchto pienaSect uvolnény pomoci O,". Pokud je OH
v dychacim fetézci mitochondrii ve vazbé s enzymem cytochromoxidazou, tak neni Skodlivy. Volny je
vsak nejreaktivnéj§im radikalem v zivych organizmech a piisobi jako extrémné silné oxidac¢ni Cinidlo
reagujici s nenasycenymi mastnymi kyselinami, aminokyselinami a nukleovymi kyselinami (Stipek

et al., 2000).

Haberova-Weissova reakce: O, + H,O, — O,” + OH + OH'

2.2.1.3 Peroxylovy radikal

Polynenasycené mastné kyseliny (PUFA, polyunsaturated fatty acid) podléhaji enzymatické
peroxidaci (plsobeni lipooxygenaz a cyklooxygenaz) nebo neenzymatické peroxidaci (pusobeni
volnych radikald). Takto vznikly peroxylovy radikdl (ROO") se ucastni peroxidace lipidl, pfi niz je
poskozovana struktura bunéénych membran, a ty jsou pak propustngj§i. ROO" se uplatiiuje také

v bun&éné signalizaci a expresi genti (Stipek et al., 2000).

2.2.2 Neradikalové ROS
2.2.2.1 Peroxid vodiku

H,O, vznika dvouelektronovou redukci molekularniho kysliku nebo jednoelektronovou
redukci O,”, kterou Katalyzuji SOD. Ucastni se vzniku volnych radikald, jeho reakce s biomolekulami
jsou ale pomalé. V piitomnosti dvojmocného Zeleza nebo jednomocné médi se H,O, rychle redukuje
na velmi reaktivni OH. Tato redukce pomoci ptrechodnych kovii se nazyva Fentonova reakce.

Z organizmu je H,0, odstratiovan katalazou (Halliwell and Gutteridge, 2007).

Fentonova reakce: H,0, + Fe** — HO + OH" + Fe**

2.2.2.2 Singletovy kyslik

Pokud molekularni kyslik ziska béhem chemickych reakci energii, vyuzije ji ke zméné
elektronové konfigurace neparovych elektrontl, ¢imz vznikne singletovy kyslik (*O,). V organizmech
vznika 'O, pohlcenim svétla nékterymi pigmenty nebo pii spontinni neenzymatické dizmutaci O,".
'0, je velice reaktivni, reaguje s nenasycenymi mastnymi kyselinami za vzniku lipidovych peroxidt

(Stipek et al., 2000).
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2.3 Reaktivni formy dusiku

Syntaza oxidu dusnatého (NOS) katalyzuje pfeménu L-argininu na oxid dusnaty (NO’) a
L-citrulin. NO' je hydrofobni molekula, ktera prochazi membranami a funguje jako druhy posel
signalnich drah v kardiovaskularnim systému (Alderton et al., 2001). NO' je v organizmu produkovan
v dostate¢né koncentraci, takze mtze kompetovat 0 O,  se SOD a podilet se tak nawvzniku
reaktivnéj§iho peroxynitritu (ONOQ). Ten je nebezpecny kvili své schopnosti nitrace a hydroxylace
tyrozinu, nitrace a deaminace bazi deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a peroxidace lipida (Rubbo et
al., 1994).

2.4 Produkce ROS a RNS

V organizmu jsou ROS a RNS produkovany endogennimi a exogennimi zdroji. Endogenni
zdroje jsou mitochondrialni dychaci fetézec, NADPH (nikotinamidadenindinukleotidfosfat) oxidaza,
xantin oxidaza, cyklooxygenaza a NOS. Exogenni zdroje zahrnuji vnéj$i fyzikalni podminky,

konkrétn€ ionizujici nebo ultrafialové zateni.

2.4.1 Mitochondrie

Nejvyznamnéjsim producentem ROS je elektron-transportni fetézec v mitochondriich,
konkrétné komplexy I, Il a Il (Hamanaka and Chandel, 2010). V myocytech dochazi k tvorbé O,"
na komplexech 1 a Ill. Nékteré zdroje uvadéji, Zze az 5 % kysliku v elektron-transportnim fetézci je
pfeménéno na O,". Primarné zde dochazi k tvorbé O,”, sekundarné k tvorbé H,0, piisobenim SOD.

Komplex I (NADH dehydrogenaza, EC 1.6.5.3) pienasi elektrony z NADH
(nikotinamidadenindinukleotid) na redukovany koenzym Q (ubichinol). Béhem toho muze dojit
k pfeneseni elektronu na molekularni kyslik a tvorbé O,". Komplex | generuje O, vzdy
do mitochondrialni matrix.

Komplex 1ll (cytochrom bcl komplex, EC 1.10.2.2) pusobi jako ubichinol:cytochrom ¢
oxidoreduktaza. Oxiduje ubichinol na ubichinon, a zaroven redukuje cytochrom c. Pii oxidaci
ubichinolu muze dochéazet ke vzniku O,", ktery je generovan do mitochondridlni matrix nebo

do intermembranového prostoru mitochondrii.
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Obr. 1 Mitochondridlni elektron-transportni Fetézec produkuje ROS, upraveno podle (Hamanaka
and Chandel, 2010). Mitochondrialni komplexy I a II vyuzivaji elektrony z NADH a FADH,
kK redukci koenzymu Q. Koenzym Q predava tyto elektrony na komplex III, odkud jsou preneseny
na cytochrom c. Komplex IV vyuziva tyto elektrony k redukci molekularniho kysliku na vodu.
Aktivita komplexii 1, 111 a IV produkuje elektron-chemicky protonovy gradient, z néhoz je volna
energie vyuzita k fosforylaci ADP pomoci ATP syntazy. Komplexy I, Il a Il produkuji O, béhem
neuplné redukce kysliku. Zatimco komplexy I a II uvolnuji O,” pouze do mitochondridlni matrix,
Z komplexu Il prechazi O, jak do mitochondrialni matrix, tak do intermembranového prostoru
mitochondrii. Pouzité zkratky: NADH, redukovany nikotinamidadenindinukleotid; FADH,,
redukovany flavinadenindinukleotid; O, superoxidovy aniont; Q/QH,, ubichinol/ubichinon

(redukovany/oxidovany koenzym Q), C, cytochrom c.

ROS vznikajici v elektron-transportnim fetézci jsou velmi rychle odstranovany, zavaznym
problémem mohou byt pouze v patologickych stavech, kdyz jich vznikd nadbytek (Gomes et al.,
2012).

2.4.2 NADPH oxidaza
NADPH oxidaza (EC 1.6.3.1) je hlavni zbrani imunitniho systému. Pokud makrofagy nebo

neutrofily rozpoznaji cizorodou cCastici v organizmu, fagocytuji ji a dochdzi k fosforylaci zatim
neaktivni NADPH oxidazy. Ta je po fosforylaci aktivovina pfipojenim nékolika podjednotek
z cytozolu a uvnitt fagocytujici buniky katalyzuje pfenos elektront z NADPH na molekularni kysik,
ktery se takto méni na O,". Tento proces se nazyva respiraéni vzplanuti. NADPH oxiddza ma vSak
rtizné homology pulsobici v dal§ich mistech, kde zvySovani oxida¢ni nerovnovahy ve prospéch ROS

miiZe zpusobovat poSkozeni organizmu (Halliwell and Gutteridge, 2007).
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2.4.3 Xantinoxidaza

Xantinoxidaza (XO, EC 1.17.3.2) patii do rodiny enzymu xantinoxidoreduktaz (XOR), které
katalyzuji preménu hypoxantinu na xantin. Do této rodiny patii také enzym xantindehydrogendza
(XDH, EC 1.17.1.4). Eukaryotni XOR obsahuji dvé Zelezo-sirna centra, molybdenové centrum a FAD
(oxidovany  flavinadenindinukleotid). =~ XDH pifenasi elektrony na NAD® (oxidovany
nikotinamidadenindinukleotid). Za patologickych podminek dochazi ke konvertovani XDH na XO,
ktera pienasi elektrony na molekularni kyslik, ¢imz produkuje O,~ a H,O, (obr. 2).

XO se nachazi uvniti endotelovych bun€k nebo je navazana na jejich povrchu. Pfi srde¢nich

chorobach, naptiklad pfi ischemii, je jeji exprese zvySena (Ji and Leichtweis, 1997).
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Obr. 2 Role xantin oxiddzy v tvorbé volnych radikalii ve svalové a endotelidlni burice, upraveno
podle (Ji and Leichtweis, 1997). Pouzité¢ zkratky: AMP (ADP, ATP), adenozinmono-(di-, tri-)
fosfat; ETC, elektron-transportni retézec, H,0, peroxid vodiku;, HX, hypoxantin; IMP,
inozinmonofosfat; INO, inozin; O,", superoxidovy aniont; OH, hydroxylovy radikal; SOD,

superoxiddizmutaza; UA, kyselina mocova; XDH, xantin dehydrogendza; XO, xantin oxiddza.

2.4.4 Cytochrom P450

Cytochrom P450 monooxygenazy (EC 1.14.14.1) jsou membranové vazané hemoproteiny,
které se nachazeji v membrané endoplazmatického retikula. Uastni se metabolizmu steroidi,
zluCovych kyselin, mastnych kyselin a xenobiotik. Molekula cytochromu P450 obsahuje atom Zeleza,
ktery ma za ukol oxidovat substrat. Behem oxidace dochézi k ptenosu elektronti mezi atomem Zeleza a

molekulou kysliku, pfi¢emz muze dochazet k tvorbé O, (Halliwell and Gutteridge, 2007).
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2.4.5 Syntaza oxidu dusnatého

NOS (EC 1.14.13.39) oxiduje L-arginin za vzniku L-citrulinu a NO'. Jsou znamé tii izoformy
NOS: neuronalni (nNOS, NOS I), endotelova (eNOS, NOS III) a inducibilni (iNOS, NOS II), pficemz
nNNOS a eNOS jsou oznacovany jako konstitutivni izoformy (cNOS), protoze jsou regulovany druhymi
posly, zatimco iNOS je regulovana cytokiny a bakterialnimi produkty (Alderton et al., 2001).

¢NOS jsou exprimovany ve zdravém organizmu. Za ptitomnosti Ca** mohou nékolik minut
syntetizovat NO' jako odpoveéd’ na chemickou nebo mechanickou stimulaci. Naopak iNOS se uplatiiuji
V patologickych procesech. Ke své aktivité nepotiebuji Ca*" a mohou pisobit po dobu n&kolika dni.

eNOS mohou slouzit také jako zdroj O,". Za zvysené koncentrace ONOO™ dochazi k rozpadu
heterodimeru eNOS na monodimery, které nejsou schopny vézat kofaktory nutné pro syntézu NO', a

tak dochazi k prenosu elektronti na kyslik a ke vzniku O,” (Vasquez-Vivar et al., 1998).

2.5 Antioxidac¢ni ochranny systém

ROS a RNS rychle reaguji s dulezitymi biomolekulami (proteiny, lipidy, nukleové kyseliny).
Za urcitych okolnosti se vsak jejich rychla reaktivita S okolnimi biomolekulami stava velice
nebezpecnou, ROS a RNS mohou plsobit jako toxické latky. Organizmus se pred témito toxickymi
latkami miZe chranit tfemi zptsoby: zabrani jejich tvorbé, odstrani jiz vytvofené ROS a RNS, pouzije
reparaéni mechanizmy na opraveni poSkozenych biomolekul.

Prvnim zpusobem je ochrana pied vznikem nadmérného mnozstvi ROS a RNS. Ta spociva
v regulaci aktivity enzymu, které katalyzuji jejich vznik (napt. NOS), nebo proteinti vychytavajicich
tranzitni kovy zreaktivnich pozic (napf. transferin, feritin). Druhym zplsobem ochrany je
odstraiiovani jiz vytvotenych radikali. Antioxidanty preménuji reaktivni molekuly na méné reaktivni.
Tyto pfemény se déli na enzymatické (SOD, glutationperoxidazy, katalaza apod.) nebo neenzymatické
(redukovany glutation, vitaminy C a E apod.). Tieti moznosti jsou repara¢ni mechanizmy
poSkozenych biomolekul. Ty jsou rozpoznany a proteolyticky rozs§tépeny nebo jsou opraveny

reparaénimi enzymy.

2.5.1 Enzymatické antioxidanty
2.5.1.1 Superoxiddizmutazy

Superoxidizmutaza (SOD, EC 1.15.1.1) je obsaZena v kazdé bunce. Katalyzuje reakci, pfi niz
se jedna molekula O, oxiduje a druha redukuje. Tato reakce se nazyva dizmutace a vede ke vzniku
kysliku a H,O,. SOD odstranuje z bun¢k a extracelularniho prostoru piebyteéné O,". Existuji tfi rizné
izoformy SOD, které se od sebe li§i mistem plsobeni a strukturou. Jsou to cytozolicka méd’-zinkova
(Cu,ZnSOD, SODI1), mitochondrialni manganova (MnSOD, SOD?2) a extracelularni SOD (ecSOD,
SOD3).
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dizmutace: O,” + O, + 2H" — O, + H,0, (McCord and Fridovich, 1969)

Cu,ZnSOD se sklada ze dvou identickych podjednotek, kazda obsahuje jeden atom méedi a
jeden atom zinku. Katalyzuje reakce v cytozolu a v mezimembranovém prostoru mitochondrii. Cu®* se
redukuje na Cu™, a poté se oxiduje do pivodniho stavu. P¥i této reakci dochazi k prenosu elektront
Z jedné molekuly O, na druhou. Zn®* se neti¢astni samotné katalyzy, ale ma stabilizaéni funkci.

MnSOD ptisobi v mitochondrialni matrix jako tetramer. Je syntetizovana v podob¢ proenzymu
Vv cytozolu. Do mitochondrii se dostava pomoci mitochondrialniho lokaliza¢niho signalu. MnSOD je
méné stabilni nez Cu,ZnSOD. Podle mnoha studii existuje korelace mezi zvySujici se syntézou
MnSOD a ochranou srdce pied infarktem myokardu (Chen et al., 1998).

ecSOD, podobné jako cytozolicka Cu,ZnSOD, obsahuje ionty médi a zinku. Iont meédi
katalyzuje dizmutaci a iont zinku stabilizuje molekulu enzymu. ecSOD se sklada ze ¢tyt podjednotek.
Je syntetizovana v cytozolu, ale obsahuje signalni sekvenci pro sekreci do extracelularni matrix, kde

také ptisobi (Stipek et al., 2000).

2.5.1.2 Peroxiredoxiny

Peroxiredoxiny (Prxs, EC 1.11.1.15) obsahuji dva cysteiny a jsou dilezité pro katalyzu $tépeni
H,0, v srdci. Odebranim kysliku redukuji H,O, na vodu a samy se docasné oxiduji za vzniku
intermolekularniho disulfidického mustku. Prxs jsou regenerovany pomoci enzymu tioredoxinu (Trx),
ktery redukuje disulfidicky mustek Prx. Trx je zpétné redukovan tioredoxinreduktazou za piitomnosti
NADH (Park et al., 2012).

2.5.1.3 Glutationperoxidazy

Glutationperoxidazy (GPx) odstraiiuji intracelularni hydroperoxidy. Patfi mezi selenoproteiny.
Soucasti aktivniho centra enzymu je selenocystein, ktery dvéma elektrony redukuje H,0;
na hydroxylovou skupinu nebo vodu, zatimco se sam oxiduje na selenol. Selenol se regeneruje zpét
na selenocystein pomoci dvou elektronti ze dvou redukovanych glutationtt (GSH).

Cytozolickda GSH-glutationperoxidaza (cGPx, EC 1.11.1.9) funguje jako tetramer. cGPx
rozklada hydroperoxidy mastnych kyselin, které byly nejdiive uvolnény z poskozenych lipidii pomoci
fosfolipazy A,. Ve spolupraci s enzymem katalazou se také podili na odstrafiovani H,0, z bunék.

Fosfolipidhydroperoxid-GSH-peroxidaza (PHGPx, EC 1.11.1.12) je funk¢éni monomer.
PHGPx redukuje fosfolipidové hydroperoxidy. Dochazi k tomu pfimo v membranach, PHGPx
nevyzaduje predchozi uvolnéni mastnych kyselin z po§kozenych lipidi. Zabranuje také neenzymatické
peroxidaci lipidi. o-tokoferol redukuje v membranach ROO' na hydroperoxidy, které jsou dale
redukovany prostrednictvim PHGPx za soucasné oxidace GSH. Takto PHGPx zabranuje rozkladu
hydroperoxidii na alkoxylové radikaly a vzniku dalSich radikalovych fetézovych reakci v membrané

(Stipek et al., 2000).
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2.5.1.4 Glutationtransferazy

Tyto enzymy ptsobi v cytozolu a katalyzuji konjugacni reakce. Glutationtransferdzy (GST,
EC 2.5.1.18) vazou sulthydrylovou skupinu GSH na elektrofilni organickou latku, ¢imz tuto latku
detoxikuji. GST maji velky vyznam pfi odstrafiovani produktii peroxidace. Konjugacni reakci
4-hydroxynonenalu (produkt peroxidace lipidi) s GSH dochazi kjeho inaktivaci a vylouceni

z organizmu (Ishikawa et al., 1986).

2.5.1.5 Katalaza

Kataldza (EC 1.11.1.6) je enzym skladajici se ze Ctyf podjednotek. Kazda podjednotka
obsahuje Fe**. Katalaza katalyzuje dvouelektronovou dizmutaci H,O, na kyslik a vodu. Tato reakce
ma velky vyznam v inaktivaci H,O, V peroxizomech. Kataldza je schopna reagovat také
s alkylperoxidy, jeji reaktivita je vSak nizka. V antioxidacni ochrané se v reakcich s alkylperoxidy

uplatnuji glutationperoxidazy (Halliwell and Gutteridge, 2007).

2.5.2 Neenzymatické antioxidanty

Neenzymatické antioxidanty mizeme rozdélit podle jejich molekularni hmotnosti
na vysokomolekularni (proteiny) a nizkomolekularni. Vysokomolekularni antioxidanty jsou vyznamné
predevsim svoji schopnosti uchovavat prechodné prvky v oxidované form¢, aby nemohly vstupovat
do reakci vytvarejicich ROS a RNS. Dale mohou opravovat néktera poSkozeni. Nizkomolekularni
antioxidanty se UCastni reakci s ROS a RNS, ¢imZ je neenzymaticky pfeménuji na méné reaktivni
latky. Casto také pomahaji enzymovym antioxidantim. DuleZitymi zastupci nizkomolekularnich

antioxidantd jsou glutation, vitamin C a vitamin E.

2.5.2.1 Vysokomolekularni antioxidanty

Ceruloplazmin vaze a skladuje m&d’. Navic ma feroxidazovou aktivitu, oxiduje Fe** na Fe**,
atim umoziuje uvolinovani zeleza zbunc¢k a jeho uskladnéni v transferinu. PfenaseCovy protein
transferin pevné vaze Fe®*, a zabrafiuje mu tak ve vstupu do Fentonovy reakce. Feritin méa také
feroxidazovou aktivitu, ktera zajistuje jeho antioxida¢ni ucinky. Mezi antioxidanty, které se uplatiuji
pii opravach poskozenych konformaci proteint, jsou zafazovany chaperony. Ty poSkozené proteiny

rozeznavaji, vaZzou se na né, a urychluji tak jejich odstrafiovani v proteazomech (Stipek et al., 2000).
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2.5.2.2 Nizkomolekularni antioxidanty

Glutation, chemicky y-glutamylcysteinylglycin, se v buiikach vyskytuje ¢astéji ve formé¢ GSH.
Snadno se oxiduje a s dalsi molekulou glutationu tvoii disulfid (GSSG, oxidovany glutation). GSH se
na odstrafiovani ROS podili vice zpisoby. Neenzymaticky reaguje sruznymi ROS za vzniku
glutatioylového radikalu (GS), ktery je mén¢ reaktivni nez ptivodni ROS. Problém miZe nastat, pokud
GS' reaguje s GSH (ten musi byt v disociovaném stavu - GS’). Takto vznika radikal oxidovaného
glutationu (GSSG), ktery puisobi jako velmi silné redukéni ¢inidlo a je schopen redukce stabilniho

kysliku na nestabilni O,".

vznik O, pisobenim GSH:  GS + GS — GSSG~
GSSG™ + O, — GSSG + Oy~

GSH je také nezbytnym substratem GPx a GST. Udrzuje sulfhydrylové skupiny v redukované
formé, regeneruje a-tokoferol a askorbat. Dulezitym znakem oxida¢niho stresu je pokles koncentrace
GSH v burikach. K regeneraci GSH z GSSG dochazi za katalyzy enzymu glutationreduktazy (Aguild
et al., 2005).

Askorbat neboli vitamin C je dilezitym redukénim cinidlem. Jeho hlavni uloha spociva
v redukci Fe** na Fe?* a Cu?* na Cu. Ztratou elektronu se askorbat méni na semidehydroaskorbat
neboli askorbatovy radikal. Tento radikal je mnohem méné reaktivni neZ ostatni zde jmenované
radikaly. K jeho regeneraci na askorbat dochazi specialni dehydrogenazou za ucasti NADH. Také
mize samovolné¢ dizmutovat na askorbat a  dehydroaskorbat, ktery je pomoci
dehydroaskorbatreduktazy a GSH opét regenerovan na askorbat.

a-tokoferol je soucasti vitaminu E. Ma lipofilni charakter, proto je antioxida¢ni latkou
membran. Pifeménuje peroxylové radikaly mastnych kyselin diive, nez dojde k dal$im radikalovym
reakcim a k peroxidaci sousednich lipidd. Alkylperoxylové radikaly pfeménuje na hydroperoxidy,
které nasledné odstranuji GPx. Sam se zaroveii méni na velice stabilni tokoferylovy radikal.

Mnoho dalsich latek je oznacovano jako antioxidanty praveé proto, ze pomahaji
a-tokoferolu v antioxidaéni ochrané a ucastni se regenerace tokoferylového radikalu. Patfi sem

napiiklad askorbat, ubichinon, karotenoidy, kyselina lipoov4, bilirubin (Stipek et al., 2000).

2.5.3 Vztahy mezi antioxidanty

Dulezitou soucasti antioxidacni ochrany je dostateCna antioxidacni kapacita a vyvazené
plsobeni jednotlivych antioxidant (viz obr. 3). Enzym SOD muze byt pro organizmus S$kodlivy,
pokud vznikajici H,O, nebude dostatecné odstranovan pomoci GPx nebo katalazy. GPx vsak vyzaduje
ke svému pusobeni dostatecné mnozstvi GSH. a-tokoferol zase mize tlumit lipidovou peroxidaci jen
tehdy, bude-li dostateéné regenerovan askorbatem a GSH. Nadmérné mnozstvi askorbatu vSak mize
zpusobit, ze se z feritinu uvolni Zelezo, které katalyzou Fentonovy reakce pfispiva k tvorbé O;". Proto

je velmi diileZita vyvazenost piisobeni celého antioxida¢niho systému (Stipek et al., 2000).
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Obr. 3 Vztahy mezi antioxidanty, upraveno podle (Stipek et al., 2000).
Pouzité zkratky: 'O, singletovy kyslik; DHA, dehydroaskorbat; GS,,
glutatioylovy radikal; GSHIGSSG, redukovany/oxidovany glutation;
H,O,  peroxid vodiku, NADP*/NADPH, oxidovany/redukovany
nikotinamidadenindinukleotidfosfat, O,", superoxidovy aniont; OH,
hydroxylovy radikal; PUFA, polynenasycené mastné kyseliny;, ROy,
alkylperoxylovy radikal; ROOH, alkylperoxid,; SOD, superoxiddizmutaza.
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3 Uloha oxidaéniho stresu pfi cvi¢eni

Je dobfe prozkoumano, ze cviCenim vznikd velké mmozstvi ROS. Ty jsou oznacovany
za skodlivé, protoze zpusobuji oxidacni stres. Chronicky nardst koncentrace ROS béhem
degenerativnich chorob mutze byt Skodlivy (Halliwell and Gutteridge, 2007). Ne&ktefi védci se
domnivaji, ze akutni produkce ROS béhem télesného cviceni mize byt vyhodna a piispiva k nékterym
adaptacim objevujicim se po cviceni (Scheele et al., 2009). Jini se s timto nazorem neshoduji a tvrdi,
7ze ROS maji inhibi¢ni efekt na zotavovani svalli a doporucuji antioxidac¢ni 1éCbu svalové tnavy
(Andrade et al., 1998). Dalsi argumentuji tim, ze nizké hladiny ROS jsou pozadovany ve svalovém
metabolizmu, zatimco vys$i hladiny ROS podporuji kontraktilni dysfunkei vyust'ujici ve svalovou
slabost a tnavu (Powers and Jackson, 2008). Tyto ptedpoklady jsou podpoieny nasledujicimi
pozorovanimi: ROS jsou povazovany za endogenni medidtory svalové unavy béhem cviceni, protoze
inhibuji citlivost k vapniku (Andrade et al., 1998), ROS mohou byt pfi¢inou poskozeni DNA, lipidové
peroxidace a proteinové karbonylace (Rubbo et al., 1994). Existuji také pozorovani o opaéné
schopnosti ROS - schopnosti ucastnit se signalnich drah vedoucich ke kardioprotekci (Lee and Wei,
2005).

3.1 Mechanizmus endogenni kardioprotekce

V srdei existuji endogenni protektivni drahy, které jsou indukovany rlznymi stresovymi
podminkami. Kardioprotektivni ucinky byly prokazany po preconditioningu (Murry et al., 1986),
postconditioningu (Zhao et al., 2003), adaptaci na chronickou hypoxii (Kolat and Ostadal, 2004),
podani riznych farmak (Dickson et al., 2007) a télesném cviceni (Powers et al., 2002). Mechanismus
endogenni kardioprotekce neni jest€ Gplné znam, ale vyznamnou roli v ném hraje kolateralni krevni
obéh (Laughlin et al., 1998), zvyseni koncentrace proteint tepelného stresu (Mehta et al., 1988),
zvyseni aktivity cyklooxygenazy-2 (Bolli et al., 2002), zvySeni koncentrace stresovych proteint
endoplazmatického retikula (Okada, 2004), aktivace sarkolemalnich a mitochondrialnich draselnych
kanald zavislych na ATP (Brown, 2005; Costa, 2005) a zvySeni antioxida¢ni kapacity (Adlam et al.,
2005). Velky vyznam je vSak ptipisovan i ROS a RNS (de Waard et al., 2009; Erickson et al., 2008).
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3.2 Moznosti jak vyvolat endogenni kardioprotekci

Moznosti, jak vyvolat endogenni kardioprotekci, je hned nékolik. Dulezité je vSak
prozkoumat, ktera z nich je nejefektivnéjsi, tzn. 1ze ji snadno a vc¢as aplikovat, a zaroveil ma vyznamné

Murry et al. popsali vroce 1986 kardioprotektivni ucinky ischemického preconditioningu
(IPC). Metoda IPC spociva v opakovani kratkych fazi ischemie, navozenych napiiklad podvazem
koronarnich arterii, pfed dlouhodobéjsi ischemickou piihodou. IPC takto navozuje ischemickou
toleranci v srdci, snizuje rozsah infarktu myokardu, zmirnuji nasledky reperfize a predchazi poskozeni
endotelialnich bun¢k (Murry et al., 1986). Nasledna kardioprotekce ma dvé faze, akutni a opozdénou.
Akutni faze se projevi okamzit€ a trva nekolik hodin, zatimco opozdéna faze zacina plisobit az nékolik
hodin po IPC a muaze trvat i nékolik dni (Kuzuya et al., 1993; Marber et al., 1993).

Postconditioning spoc¢iva v aplikaci kratkych pieruSovanych cykli ischemie po dlouhodobé;jsi
ischemické piihodé. Provadi se v ¢asné fazi reperfuze a bylo dokdzano, Ze jeho kardioprotektivni
ucinky jsou srovnatelné s u¢inky IPC (Zhao et al., 2003).

Chronicka hypoxie je dlouhodobé snizeni pfisunu kysliku do tkani v dasledku snizeného
parcialniho tlaku kysliku v arteriich. Z dlouhodobého hlediska je takovy stav nepiipustny, proto se
organizmus adaptuje, coz vede ke snizeni vyskytu a zdvaznosti komorovych arytmii, snizeni rozsahu
infarktu myokardu a zlepSeni obnovy postischemickych kontraktilnich funkci srdce. U chronické
hypoxie dale rozliSujeme systémovou hypoxii (adaptace na vysokou nadmoiskou vysku),
histotoxickou hypoxii (podavani nizkych davek CoCl,, které vede k zdméné kobaltu za Zelezo
v hemoglobinu), anemickou hypoxii (snizeni poctu erytrocytli, které jsou schopné pienéset kyslik) a
ischemickou hypoxii (v ¢asti krevniho fecisté je omezen pritok krve) (Ost'ddal and Kolat, 2007).

Nemén¢ vyznamné je podavani farmak, kterd v buiice navozuji stresové podminky. Opioidy,
adenozin a cytokiny se vazou na piislu$né receptory na plazmatické membrané, a spoustéji signalni
drahy vedouci ke kardioprotekci. Dilezité jsou také resveratrol a katechiny s antioxida¢nimi a¢inky
obsazené napf. v ¢erveném viné (Hung et al., 2000). Dale omega-3 mastné kyseliny, které snizuji
riziko vzniku srde¢nich arytmii (Billman et al., 1994).

Télesné cviceni je dal$i moznosti, jak indukovat kardioprotekci. Je prokazatelné, ze pravidelné
cviceni zlepSuje srde¢ni toleranci k I/R poskozeni bez ohledu na v€k ¢i pohlavi. Konkrétné, cviceni
chrani kardiomyocyty pied oxida¢nim stresem vyvolanym I/R, a také chrani mitochondrie, které jsou
hlavnim producentem ROS pfi cviceni. Srdce je tak chranéno pted I/R arytmiemi a bunéénou smrti. Je
znamo, ze v mechanismu kardioprotekce vyvolané télesnym cvi¢enim jsou dulezité sarkolemalni
na ATP zavislé draseln¢ kanaly, antioxida¢ni enzymy a neenzymové antioxidanty. V posledni dobé¢ je

velky vyznam pfipisovan také ROS a RNS.
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3.3 Kardioprotektivni ucinky télesného cviceni - uloha ROS

Kardioprotektivni u€inky télesného cviceni jsou vSeobecné znamy, ale mechanizmy vedouci
k ochrané srdce béhem cviceni jsou zatim predmétem vyzkumu. Pfestoze se pii cviceni tvoii velké
mnozstvi ROS a RNS, coz mlize vést k oxida¢nimu stresu, je pravé jim pfipisovana dalezitd uloha
V ochrané srdce. Nékteré studie potvrzuji, Ze zvysena tvorba ROS béhem cviceni indukuje pozitivni
adaptaci organizmu, naptiklad vede ke zvySeni aktivity antioxidacnich enzymt, zvySeni mnoZstvi

neenzymovych antioxidanti, stimuluje angiogenezi, biogenezi mitochondrii a nartist svalové hmoty.

3.3.1 Zvysena aktivita antioxidacnich enzyml a mnoiZstvi neenzymovych antioxidantu
pri¢inou imrti ve vyspélych zemich. Prestoze se na I/R poskozeni podili mnoho faktord, podstatnou
roli zde hraje zvySend produkce ROS. Proto je velice dilezita funk¢ni antioxidacni ochrana, ktera
eliminuje vznikajici ROS a RNS, a snizuje tak vznikajici oxida¢ni stres v kardiomyocytech.
Antioxidanty vSak nikdy zcela neodstraiiuji ROS a RNS, ale ponechavaji je v téle v nizkych
fyziologickych koncentracich. Ty neposkozuji organizmus, ale UcCastni se bunééné signalizace.
Signalni drahy zahrnujici ROS a RNS casto vedou k bunééné proliferaci, diferenciaci ¢i apoptdze a
jsou také vyznamné pii regulaci rznych transkripénich faktord.

Demirel et al. ve své studii na potkanech sledovali vliv 3-5 denniho cviceni na zvyseni aktivity
a koncentrace osmi dulezitych srde¢nich antioxidanti - MnSOD, Cu,ZnSOD, GPx, katalazy,
glutationreduktazy, tioredoxinreduktazy a GSH. Tyto antioxidanty byly vybrany kvili své odlisné
uloze v antioxidaénim ochranném systému. Po cvi¢eni bylo pozorovano zvyseni aktivity MnSOD a
zvySeni koncentrace GSH, z ¢ehoz vyplyva, ze pravé tyto dvé dulezité antioxidacni slozky mohou
srdci poskytnout ochranu pfed I/R poskozenim. MnSOD a GPx pracuji jako jeden celek
Vv odstrafiovani ROS. Po vytvoteni O, v mitochondriich okamzité dochazi k jeho dizmutaci na H,O,.
Tuto reakci katalyzuje MnSOD. Vznikly H,0O, je poté odstranovan GPx za vyuziti GSH jako
substratu. Pfestoze cviCeni nezvySuje aktivitu srdeéni GPX, celkové schopnosti odstranit H,O, muze
byt dosazeno zvySenim bun&cné koncentrace GSH. Je pravdépodobné, ze zvysena aktivita MnSOD a
zvysena koncentrace GSH, jsou zapotiebi k srde¢ni antioxida¢ni ochrané pied I/R poskozenim. Tudiz
je mozné, Ze cvicenim vyvolané zlepseni srdecni antioxida¢ni ochrany mtize alespoil ¢aste¢né vysvétlit
zlepSenou obnovu srde¢ni kontraktility po I/R ataku (Demirel et al., 2001).

Dalsi podobna studie na potkanech také prokéazala zvySeni aktivity MnSOD po cviceni.
Aktivita ostatnich SOD se nezvysila. Tyto vysledky potvrzuji teorii, Ze hlavni tvorba ROS béhem
cviceni probiha v mitochondriich. Piestoze se aktivita MnSOD zvysila, nedoslo ke zvyseni srdecni

MRNA pro MnSOD. Po vystaveni ischemii trvajici 30 minut a nasledné reperfuzi trvajici 90 minut,
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srdce trénovanych potkanti vykazovalo mens$i velikost infarktu ve srovnani s kontrolnimi potkany
(Marini et al., 2007). Vyvolanim hypoxie a nasledné reoxygenace na kulturach potkanich myocyti
bylo dokazano, ze de novo syntéza MnSOD piimo zvySuje toleranci srdce k dlouhodobé&jsi hypoxii
(Yamashita et al., 1994).

Bylo potvrzeno, ze kardioprotekce se mize uplatnit ve dvou ¢asovych oknech, pfi¢emz prvni
okno je aktivni minuty az hodiny po stresu, zatimco druhé okno protekce (SWOP, second window of
protection), je aktivni 1-3 dny poté. Predpoklada se, Ze trénink provadény pravidelnym télesnym
cvicenim, které ma dlouhotrvajici ucinek, vede ke kardioprotekci specifické pro SWOP (Marini et al.,
2007).

Védci pozorovali, ze akutni cviceni aktivuje expresi MnSOD v kosternich svalech potkana
prostfednictvim aktivace jaderného transkripéniho faktoru kappa B (NF- kB, viz obr. 4) (Hollander et
al., 2001). NF- kB se Vv cytoplazmé nachazi jako komplex Rel-proteini, konkrétné p65 a p50, k némuz
je pfipojen jeho inhibitor (IxkB). NF- kB muze byt aktivovan riznymi stimuly, jednim z nich je H,Oo,
ktery aktivuje IkB kindzu (IKK). IKK fosforyluje IkB, ten se odpoji od NF- kB a nasledné je
ubikvitinovan a proteolyticky rozstépen. Oddélenim IxkB dochazi k aktivaci NF- kB a jeho pienosu
do jadra, kde se vaze na pfislusny usek DNA a aktivuje transkripci gentt vedoucich k syntéze MnSOD.
ROS jsou tedy ptimo zahrnuty v signalnich drahach vedoucich ke zvySeni exprese antioxidac¢nich

genu prostiednictvim aktivace NF- kB v odpovédi na akutni cvi¢eni (Ji, 2004).
(*—. =
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Obr. 4 Kroky vedouct k aktivaci NF- kB a signalizace V burice, upraveno podle (Powers

&D i

/"degradace 1KB

et al., 2011). V nestresovanych bunikdch je jaderny transkripcni faktor NF- kB vdzan
na inkibitor IxkB v cytozolu. Béhem oxidacniho stresu se zvysuje koncentrace ROS
V cytozolu a dochazi k aktivaci IkB kinazy (IKK), ktera fosforyluje IxkB. Tato fosforylace
iniciuje ubikvitinaci a ndslednou degradaci v proteazomu. Degradace IxkB odstranuje
inhibici a uvolituje NF- kB, takZe se miize translokovat do jddra a spustit transkripci
prislusnych genii. PouzZité zkratky: IkB, inhibitor NF- kB, IKK, IkB kindza,; P, fosfat;
p50/p65, jaderny transkripcni faktor kB (NF- kB),; ROS, reaktivni formy kysliku.
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Netrénované osoby vystavené vycCerpavajicimu cvi¢ebnimu tréninku vykazovaly vyssi
oxida¢ni poskozeni nez osoby, které cvici pravideln€. To je pfevazne€ zptisobeno zvysenou regulaci
endogennich antioxida¢nich enzymi po pravidelném cviceni (Miyazaki et al., 2001).

Nékteré studie ukazuji, Ze je po vyCerpavajicim tréninku koncentrace GSSG v krvi znaéné
zvySena. Oxidace GSH na GSSG je citlivy indikator oxidaéniho stresu, coZ podporuje hypotézu, Ze se
pii cviCeni zvySuje oxidacni stres (Sen, 1999). ZvySend koncentrace GSSG v Krvi po vycCerpavajici
jizdé na kole se objevila navzdory paralelnimu zvySeni aktivity glutationreduktazy v erytrocytech,
ktera redukuje GSSG zpét na GSH (Aguilo et al., 2005). Téméi vSechen krevni GSH reprezentuje jeho
obsah v erytrocytech. Aktivita erytrocytarni glutationreduktazy je dobry parametr urcujici kapacitu
pro redukci GSSG (Sen, 1999).

Prestoze piesny mechanizmus zodpovédny za kardioprotekci neni zndm, je pravdépodobné,
7e cviCenim vyvolané zmény v srdci jsou souhrnnym vysledkem naslednych cvic¢ebnich tréninka
po delsi dobu (napt. mnoho meésict). Tento typ dlouhotrvajiciho cvicebniho tréninku prokazatelné

zlepSuje srde¢ni antioxida¢ni ochranu (Tauler et al., 1999).

3.3.2 Stimulace angiogeneze

Angiogeneze umoznuje rist novych cév zjiz existujicich. V patologickych procesech k ni
dochazi predev§im piinedostatku kysliku - hypoxii. B€hem hypoxie dochazi k tvorbé
proangiogennich faktort, pfedev§im vaskularniho endotelialniho rustového faktoru (VEGF). To bylo
dokazano ve studii na potkanech, ve které se vlivem hypoxie béhem tréninku zvysila exprese VEGF
v aktivni svaloving potkant (Shweiki et al., 1992).

Pii hypoxii se stabilizuji transkrip¢ni faktory vyvolané hypoxii (HIF-1a a HIF-2a) a dochazi
k jejich transportu do jadra. V jadie interaguji HIF-1a a HIF-2a s HIF-B a jako komplex se vazi
na specifickou sekvenci genu VEGF, coz stimuluje jeho expresi. VEGF je poté sekretovan
do extracelularniho prostoru, kde pusobi pfedev§im na endotelové bufiky. Vaze se na receptor
pro VEGF (VEGFR?2), ktery patii mezi tyrozinkinazové receptory - obsahuje vnitrobunéénou doménu
s tyrozinkinazovou aktivitou. Po navazani VEGF na VEGFR2 dochazi k homodimerizaci receptoru,
aktivaci jejich tyrozinkinazovych domén a indukci autofosforylace. Nasledné se aktivuji signalni
drahy vedouci k proliferaci, diferenciaci, migraci, pieziti bunék a také propustnosti cév (Kallio et al.,
1998).

Podle Gustafssona et al. se u lidi béhem cviceni zvySuje exprese VEGF v dusledku translokace
HIF-1o a HIF-2a do jadra. Po svalové aktivit¢ dochazi také ke zvySeni exprese dalSich proteind
dilezitych pro angiogenezi, naptiklad VEGFR2. Je tedy pravdépodobné, Ze télesné cviceni a hypoxie

vyuzivaji stejny mechanizmus pii stimulaci angiogeneze (Gustafsson et al., 1999).
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zmény
typu tkani

angiogeneze biogeneze
mitochondrii

Obr. 5 Teoreticky model role PGC-la v regulaci
angiogeneze béhem cviceni a jako odpovéd’ na ischemii,
upraveno podle (Arany et al., 2008). Pouzité zkratky:
AMPK, adenozinmonofosfatkindaza; cAMP, cyklicky
adenozinmonofosfat; ERR-a, receptor o  spojeny
s estrogenem; HIF-1, transkripcni faktor-1 vyvolany
hypoxii; MEF2s, faktory-2 vylepsujici myocyty; mtTFA,
mitochondrialni transkripcni faktor A; NRF-1,2, jaderné
respiracni  faktory-1,2;  PGC-la,  peroxizomalni
proliferaci aktivovany receptor gamma koaktivator 1o,

VEGF, vaskuldrni endotelialni ristovy faktor.

Existuji ale i dal$i drahy vedouci k angiogenezi, v nichz se neuplatiiuje HIF. Skupina védc
zkoumala roli koaktivatoru la peroxizomalni proliferaci aktivovaného receptoru gamma (PGC-Llo,
peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator-1a) Vv regulaci angiogeneze b&hem
cviCeni (obr. 5). S estrogenem spojeny receptor o (ERR-a, estrogen-related receptor a) se jevil byt
dilezitym v regulaci endogenniho VEGF. Proto byla jeho funkce zkouméana na buinikach kosterniho
svalstva, které byly infikovany adenovirem kédujicim ERR-a. To vedlo k trojnasobné indukci VEGF
MRNA, ve srovnani s kontrolnimi zvitaty. Dilezité bylo zjisténi, ze ERR-a je potfebny pro indukci

" a wild-type

VEGF zprostfedkovanou PGC-la. Mysi zarodecné fibroblasty pfipravené¢ z ERR-a
zvitat byly infikovany adenovirem kodujicim PGC-1la. U wild-type mysi doslo k sedmindsobn¢ vyssi
expresi VEGF oproti kontrolam. Naopak u ERR-a 7 byla exprese VEGF zcela potlagena. Podle téchto

vysledkil je pravdépodobné, ze stimulace exprese VEGF zprostfedkovana PGC-1a je alespon z ¢asti
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koaktivovana ERR-0. Na zakladé téchto pozorovani je mozné spekulovat o PGC-1a/ERR-a draze,
ktera zprostifedkovava tvorbu cév (Arany et al., 2008).

Castierova studie zase poskytuje prvni dikaz, ze ROS hraji zasadni roli v rozSifovani cév
v disledku chronicky zvySeného priatoku krve pfi cvi¢eni. Tato studie zkoumala vliv NADPH oxidazy
a eNOS na mys$im modelu. Zjistilo se, ze ONOO™ vznikajici reakci ROS a RNS, vytvaienych prave
témito enzymy, se vyznamné podili na aktivaci metaloprotedz (MMPs). Kromé¢ aktivace dochazi
zaroven ke zvysSeni exprese MMPS v cévach, coz nasledné vede k jejich rozsifovani. Produkce ROS je
tedy zvysSena v cévach vystavenych chronicky vysokému pritoku krve. ROS tak maji dileZitou ulohu

i v remodelaci cév (Castier, 2005).

3.3.3 Zvysena biogeneze mitochondrii

Je znamo, ze 1-5% O, je za fyziologickych podminek pfeménéno v mitochondriich na ROS.
Béhem aerobniho cvic¢eni dochazi v mitochondriich ke zvysené produkci ROS, tvorenych jako vedlejsi
produkt aerobniho metabolizmu. Pokud je bunka vystavena stresovym podminkam, napftiklad
v dtsledku oxidac¢niho stresu vyvolaného cvi€enim, mitochondrie potiebuji zvysit energeticky pfisun
pro opravy a likvidaci poskozenych c¢asti bunky. V disledku toho dochazi k translokaci signalnich
molekul do jadra. Tyto signalni molekuly mohou v jadie zastavit bunéény rast, a naopak
indukuji proliferaci mitochondrii a amplifikaci mitochondrialni DNA (mtDNA) (Lee and Wei, 2005).

Nedavné studie ukazuji na moznou roli ROS v mechanizmu biogeneze mitochondrii. Bylo
dokazdno, ze ve starnoucim kosternim svalstvu koreluje vzristajici koncentrace ROS s nardstem
mtDNA, coz je doprovazeno zvySenym poctem mitochondrii (Pesce et al., 2005). Dale byl prokazan
soub&zny narust intracelularni koncentrace ROS a exprese jaderného respira¢niho faktoru-1 (NRF-1,
nuclear respiratory factor) a mitochondrialniho transkripéniho faktoru A (mtTFA) (Miranda et al.,
1999), coz podporuje teorii, ze ROS hraji dilezitou roli v signalizaci smétujici z mitochondrii
do jadra. V biogenezi mitochondrii maji tedy dtlezitou roli proteiny kédované v jadre. Tato bunééna
odpovéd’ na oxidacni stres je zprostfedkovand PGC-1a a NRF-1, jelikoZ exprese obou téchto proteint
vede k naslednému vypoiadani se s exogennimi ROS (Wright et al., 2007).

Oxidac¢ni stres stimuluje signalni drahy vedouci k aktivaci a zvysené expresi PGC-1a, jak je
znazornéno na obr. 6. Té vSak piedchazi rizné signalni drahy zavislé na odliSnych podminkach
vznikajicich v bunce pfi cviceni. Béhem cviceni dochdzi ke snizeni poméru ATP/AMP, ¢imz se
aktivuje adenozinmonofosfatkinaza (AMPK) (Zong et al., 2002). AMPK pusobi bud’ pfimo, nebo
nepiimo pies proteinkinazu 1V zavislou na Ca*" a kalmodulinu (CaMKIV) (Wu, 2002; Irrcher et al.,
2009). Dale dochazi pii cviceni ke zvySovani hladiny Ca®* v butice, s &mz je spojend aktivace
CaMKI1V, kalcineurinu nebo eNOS. Prvni dvé drahy vedou pfimo ke zvySeni exprese PGC-la |,
zatimco aktivacovana eNOS pusobi prostfednictvim dalSich molekul. eNOS syntetizuje NO', ktery
ovlivni aktivitu solubilni guanylatcyklazy. Ta zvySenim produkce CGMP stimuluje zvySenou expresi

PGC-1a (Nisoli, 2003). PGC-1a je tedy hlavnim regulatorem mitochondrialni biogeneze pii cviéeni
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(Wu et al., 1999). PGC-1a stimuluje expresi dalSich transkripénich faktord (NRF-1, NRF-2), které se
podileji na koordinaci exprese mitochondrialnich genid, napt. mtTFA. Gen pro mtTFA obsahuje
vazebné misto pro NRF-1 a NRF-2, coZ mu umoznuje spojit expresi jadernych genii kodujicich
proteiny s transkripci gent kodovanych mtDNA (Virbasius and Scarpulla, 1994).

Dalsi potencialni signalni draha spousSténa oxida¢nim stresem, kterda vede ke stimulaci
biogeneze mitochondrii, byla objevena v jatrech (obr. 6). V této draze je pomoci ROS aktivovana
fosfatidylinositol-3’kinaza (PI3K)-proteinkinaza B (Akt). Zapojeni této drahy v aktivaci NRF-1 bylo
prokazano zjisténim, ze inhibice fosforylace PI3K a Akt méla za nasledek potlaceni vazebné aktivity
NRF-1. Tyto experimenty potvrzuji, Ze biogeneze mitochondrii mize byt stimulovana oxidacnim

stresem (Suliman, 2003).

mitochondrialni stres <= oxidacni stres

cviceni chlad cytokiny
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Obr. 6 Drahy signdlni transdukce ucastnici se mitochondridlni
biogeneze v savéich burikdch, upraveno podle (Lee and Wei,
2005). Intraceluldrni hladiny Ca®*, cAMP, NO a pomér
ATP/AMP  jsou ovliviiovany cvicenim, chladem, podanim
cytokinii a mitochondrialnim stresem. Tyto signalni molekuly

aktivuji specifické proteiny a/nebo enzymy, které pro zmenu
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aktivuji odlisné signalni drahy a zpusobuji expresi a/nebo
aktivaci PGC-1a. Zvysena exprese a aktivita PGC-1a stimuluje
mitochondrialni  aktivaci nadlezZitych transkripcnich faktori
(napr. NRF-1, NRF-2, mtTFA). Bylo prokazano, ze oxidacni
stres indukuje zmeny v mnozstvi mitochondrii a poctu kopii
mtDNA. Nicméné ziistava nejasné, zda jsou odlisné signalni
drdhy zapojené v regulaci exprese PGC-I/a a mitochondridlni
biogenezi oviivnéné oxidacnim stresem. Plné cary oznacuji
zavedené signalni drahy, prerusované Ccary reprezentuji
predpokildadané  signalni  drdhy. Pouzité  zkratky: Akt
proteinkindaza B, AMP,  adenozinmonofosfat; ~ AMPK,
adenozinmonofosfatkinaza;, ATP, adenozintrifosfat; CaMKIV,
proteinkindza IV zavisla na Ca** a kalmodulinu; cAMP,
cyklicky adenozinmonofosfat; cGMP, cyklicky
guanozinmonofosfat; CREB, protein odpovédny za vazbu
CAMP; eNOS, endotelova syntiza oxidu dusnatého; i,
intracelularni; mtTFA, mitochondridalni transkripcni faktor A;
NO, oxid dusnaty; NRF-12, jaderné respiracni faktory-1,2;
p38, p38 proteinkindza aktivovana mitogenem; PGC-la,
peroxizomalni  proliferaci  aktivovany  receptor gamma
koaktivator 1o, PI3K, fosfatidylinositol-3 ‘kindza;, PKA,

proteinkindza A.

3.3.4 Hypertrofie svalu

Hypertrofie znamena, Ze tkan roste pouhym zvétSovanim se buné€k, nikoliv jejich mnozenim.
Béhem cviceni se hypertrofie svalti Gcastni signalni draha, kterd zahrnuje inzulinu podobny rdstovy
faktor-1 (IGF-1). Pii aktivaci tohoto faktoru se také uplatiiuji ROS. IGF-1 je hormon, strukturné
podobny inzulinu, ktery je velice dulezity pti proliferaci, diferenciaci a preziti bunék. Vykonava rizné
tkanové specifické funkce, napfiklad indukuje hypertrofii myocyt, zejména v aktivnim svalstvu
(Philippou et al., 2007). Nedavna studie na C2C12 myocytech prokazala roli ROS v regulaci IGF-1.
V piitomnosti molekul H,O, doslo k vyraznému zvySeni fosforylace receptoru pro IGF-1 (IGF-1R)
prostiednictvim aktivace IGF-1, zatimco pii snizovani H,O, pomoci antioxidant, byla jeho
fosforylace znacné¢ zeslabena. LéCba antioxidanty inhibuje hypertrofii myocyt vyvolanou IGF-1, coz
dokazuje, ze ROS jsou nezbytné pro IGF-1 vyvolanou hypertrofii myocytt in vitro (Handayaningsih et
al., 2011). Na transgennich mysich bylo dokazano, ze zvySena exprese IGF-1 zpisobila narist svalové

hmoty, a naopak u mysi s chybgjicim IGF-1R byly svaly mensi a mély redukovany pocet myofibril

(Barbieri and Sestili, 2012).
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Hypertrofie vyvolana ROS byla pozorovana také u kardiomyocyti. Pokud byly
kardiomyocyty pfechodné vystaveny mirné koncentraci H,O,, doslo u nich k indukci hypertrofie
(Chen et al., 2000). Hypertrofie srde¢niho svalu mize byt indukovana riznymi signalnimi drahami,
mitogenem-aktivovanou proteinkinazou (MAPK), proteinkinazou C (PKC) a kalcineurinem. Bylo
prokéazano, ze vsechny tyto tii drahy jsou zahrnuty v kontrole hypertrofie kardiomyocytii a funguji
koordinovan¢. ROS pravdépodobné spoustéji tyto signalni drahy, které vedou ke zméné genové
exprese a regulaci transkripce (Indira and Renuka, 2008).

Cviceni pfechodné zvysSuje produkci ROS a nékterych zanétlivych cytokint. Cytokiny
odvozené ze svall, nazyvané také myokiny, jsou svoji funkci odlisné od plisobeni zanétlivych nebo
identifikovanym myokinem byl interleukin-6 (IL-6) (Ostrowski et al., 1998). Produkce IL-6 je
stimulovana svalovou kontrakci souvisejici s obéma typy metabolizmi, glukézovym i lipidovym
(Carey, 2006; Glund et al., 2007). IL-6 je indukovany drahou zavislou na Ca>* (Weigert et al., 2007) a
funguje skrze pusobeni AMPK (Kelly et al., 2004). Dalsi ¢len rodiny myokint, leukemii inhibujici
faktor (LIF, leukemia inhibitory factor), byl nalezen v lidském kosternim svalstvu po protahovacim
tréninku (stre¢ink) in vivo (Broholm et al., 2008). LIF se podobn¢ jako I1-6 G¢astni drahy stimulujici
satelitni bunky. Myokin IL-15 (interleukin-15) byl identifikovan jako anabolicky faktor, ktery je
vysoce exprimovan piedevsim v kosternim svalstvu. Jeho zvySena exprese byla pozorovana v lidském
kosternim svalstvu po pravidelném stre¢inku (Nielsen et al., 2007). Tyto skutenosti ukazuji, ze
myokiny jsou potencialni metabolické signalni molekuly stimulujici svalovou hypertrofii v odpovédi
na strecink. Vyse zminéné myokiny se také mohou uplatiiovat pii hypertrofii po adaptaci
na vytrvalostni trénink (Agarwal et al., 2009).

Rovnovaha mezi produkci ROS a funkci antioxida¢niho ochranného systému se zda byt
hlavnim klicem k mnoha adaptivnim odpovédim srde¢niho a kosternich svali. Z publikovanych
vysledki vyplyva, Ze kdyz je produkce ROS idealni (mirn¢ vys$i nez bazalni uroven), projevi se
hypertroficka adaptivni odpovéd’. Pokud vSak hladina ROS né¢kolikanasobné ptrevysi bazalni uroven
a ochrannou antioxida¢ni kapacitu, dojde k atrofické odpovédi v podobé Duchennovy svalové

dystrofie (Powers et al., 2007).
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Zaver

Télesné cvifeni je povazovano za kardioprotektivni, protoze chrani srdce pied I/R
poskozenim. Pfi cviceni se tvoii ROS a mize dochazet k mirnému oxida¢nimu stresu Vv dusledku
nerovnovahy mezi jejich produkci a odstranovanim prostiednictvim antioxida¢niho systému.
ROS jako signalni molekuly se podileji na adaptac¢nich procesech v podobé zvySené antioxidacni
kapacity, stimulace angiogeneze, zvysené biogeneze mitochondrii nebo fyziologické hypertrofie svalil
vedoucich Kk zlepSené ochrané srdce. Adaptované srdce se tak mize 1épe branit nahlému oxidacnimu
stresu, vzniklému naptiklad pii I/R ataku.

Znamky adaptace vznikajici po cviCeni se objevuji jiz po prvnim tréninku, ale rychle mizi,
vydrzi maximaln€ hodiny. Pravidelné cviceni nabizi pfirozeny zplsob, jak si trvale udrzet zvySenou
ochranu srdce. | zde je v8ak hranice, za kterou jiz cvi¢eni neposkytuje ochranu, ale naopak organizmu
Skodi. Zejména u netrénovaného jedince mize vznikajici oxidacni stres zpiisobit rozsdhla poskozeni.
Mira zatéze je pro kazdého jedince individualni a neméla by se prekrocit. Pfedmétem dalSiho vyzkumu
by mélo byt prozkoumani piesného mechanizmu vzniku ROS pii cviceni a jejich role
v kardioprotektivnich signalnich drahach. Také je tfeba objasnit, jaky druh, délka a frekvence
v opakovani cvi¢ebniho tréninku jsou pro daného jedince nejvhodnéjsi k ziskani maximalnich vyhod
ze cviceni. Nové poznatky by mohly vést ke zlepSeni prevence a 1écby fady onemocnéni, zejména

kardiovaskularnich.
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