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ABSTRAKT

SloZzeni biologickych membrdn ma zasadni vliv na jejich vlastnosti. Vysoce
polynenasycené mastné kyseliny (PUFA), jako je napfiklad DHA, jsou velmi citlivé k poskozeni
volnymi radikaly, oproti mononenasycenym (MUFA) a nasycenym (SFA) mastnym kyselinam.
Z predpokladu, Ze spolu s nenasycenosti membran se zvySuje jak metabolismus organismu,
tak citlivost k oxidacnimu poskozeni a nasledné rychlost starnuti, vznikla pacemakerova teorie
starnuti (the membrane pacemaker theory of aging).

Tato hypotéza je sloZzena ze dvou ¢asti. Prvni z nich se tyka souvislosti mezi slozenim
membran a délkou Zivota, kdy Zivolichové svice nenasycenymi membranami (s vy$sim
peroxida¢nim indexem a poctem dvojnych vazeb) by méli mit, diky vyssi citlivosti k oxidaénimu
stresu, kratsi délku Zivota. Tato ¢ast nasla v této reSersi podporu. Druha ¢ast, tykajici se sloZeni
membran a rychlosti metabolismu, byla vétsSinou studii vyvracena. Membrany obratlovcl
s vys$Si rychlosti metabolismu byly spiSe méné nenasycené, oproti membranam Zivocichl
s pomalejSim metabolismem, nebo se nenasla signifikantni korelace, coZ je vrozporu

s pacemakerovou hypotézou.

Klicova slova: mastné kyseliny, oxidacni stres, délka Zivota, evoluce starnuti, pace-of-life,

reaktivni formy kysliku, volné radikaly, metabolismus



ABSTRACT

The composition of biological membranes has a major effect on their properties. Highly
polyunsaturated fatty acids (PUFAs) such as DHA are highly susceptible to free radical damage
compared to monounsaturated (MUFA) and saturated (SFA) fatty acids. The pacemaker theory
of aging has emerged from the hypothesis that cellular metabolism, as well as sensitivity to
oxidative damage and consequently the aging rate increase with membrane unsaturation.

This hypothesis is composed of two parts. The first concerns the relationship between
membrane composition and life expectancy when animals with more unsaturated membranes
(with a higher peroxidation index and a number of double bonds) should have a shorter
lifespan due to higher sensitivity to oxidative stress. This section has been supported in this
research. The second part, relating to the composition of the membranes and the rate of
metabolism, was mostly refuted by the study. Vertebral membranes with a higher rate of
metabolism were rather less unsaturated compared to the slower metabolic membranes of
the animals, or no significant correlation was found, which is inconsistent with the pacemaker

hypothesis.

Key words: fatty acids, oxidative stress, life span, evolution of aging, pace-of-life, reactive

oxygen species, free radicals, metabolism
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1 Uvod

SloZzeni biologickych membran vyznamné ovliviuje vétSinu metabolickych déja
odehravajicich se v télech Zivocichl a muaze byt jednim z hlavnich molekularnich faktor(
zpUsobujicich mezidruhové rozdily v intenzité metabolismu (Hulbert & Else, 1999). V této praci
se predevsim zabyvam slozenim mastnych kyselin v membrandch, kde sleduji hlavné jejich
nasycenost a nenasycenost, a naslednym vlivem na fluiditu membran a rychlost metabolismu.
Fluidita membran je zdsadni pro rychlost a efektivitu v nich probihajicich metabolickych déja.
SloZzeni membran, zejména obsah dvojnych vazeb v mastnych kyselinach, je vsak také dllezité
pro nachylnost membrdn k oxidacnimu stresu, tzn. k oxida¢nimu poskozeni volnymi
kyslikovymi radikdly a jinymi vysoce reaktivnimi formami kysliku (ROS; reactive oxygen
species) (Hulbert and Else, 1999; Hulbert et al., 2007). Kumulace oxida¢niho poskozeni tkani,
ke kterému dochazi v disledku oxidacniho stresu, je tradicné povaZovano za jednu z hlavnich
pricin snizovani funkcénosti tkani v pribéhu starnuti (Harman, 1956; Sohal and Weindruch,
1996). Rozdilné slozeni biologickych membran by tak mohlo byt pfic¢inou rGzné rychlosti
starnuti u riznych druh( Zivocich(. Byla proto navrzena hypotéza predpokladajici, Ze na Grovni
slozeni bunéénych membran existuje trade-off mezi fluiditou membran, a tedy intenzitou a
efektivitou metabolickych déji a nachylnosti k oxidacnimu poskozeni. Vzhledem k tomu, Ze
rdst a rozmnozovani jsou energeticky vysoce narocné procesy, poskytuje tato hypotéza mozné
mechanistické vysvétleni existence znamého trade-off mezi intenzitou ristu a reprodukce na
strané jedné a rychlosti starnuti a délkou Zivota na strané druhé (membrane pacemaker theory
of aging, MPTA; Hulbert, 2005). JelikoZ trade-off mezi uvedenymi life-history znaky je
zasadnim evolu¢nim omezenim, které usmérniuje evoluci Zivotnich strategii (life-histories),
mohlo by sloZeni biologickych membran predstavovat klicovy molekularné-fyziologicky faktor
v tomto evoluénim procesu.

Ve své praci se konkrétné zabyvam tim, jak zastoupeni riznych typtd mastnych kyselin
v biologickych membrandch, predevsim jejich nasycenost a nenasycenost, souvisi s fluiditou
membran, intenzitou metabolismu, odolnosti k oxidaénimu stresu a raznymi life-history
znaky, jako jsou napf. velikost téla, rychlost rlstu, intenzita reprodukce i délka Zivota. Prace
je zamérena zejména na endotermni obratlovce, nebot u ektotermnich je télesna teplota

ovlivhovana teplotou prostredi. Pfi nizkych teplotach se snizuje fluidita membran, coz vytvari



dodatecny evolu¢ni tlak na sloZzeni biologickych membran (Sinensky, 1974), ktery by mohl
komplikovat interpretaci zjisténych fakta.

Ve své praci shrnuji jak mezidruhové, tak vnitrodruhové studie testujici predpoklady a
predikce zminéné hypotézy. Cilem prace je na zakladé resSerSe dostupnych studii zhodnotit

dosavadni empirické dlikazy pro a proti této hypotéze.

2 Zivotni strategie

Rozvoj teorie Zivotnich strategiich ma jiz pomérné dlouhou historii. Prvnim ucelenym
konceptem Zivotnich strategii byla teorie r/K selekce (MacArthur and Wilson, 1967; Pianka,
1970), kterd jiz byla inspirovana divéjSimi pracemi. Tato teorie byla zaloZzend na trade-off mezi
mnoZstvim mladat a jejich kvalitou.

Nasledné byl tento koncept rozsifen o dalsi znaky majicimi rozhodujici vliv na fitness,
jako jsou napf. rychlost ristu, vék a télesna velikost pfi pohlavni zralosti, mortalita a délka
Zivota. Tyto znaky se spolu s investici do mnozZstvi a kvality mladat souhrnné nazyvaiji jako life-
history znaky. Jsou Casto ve vzajemnych trade-off, kterd predstavuji dalezita evolucni
omezeni, ktera evoluci Zivotnich strategii usméruji. Hlavnim omezenim, které se evoluci
Zivotnich strategii uplatnuje, je trade-off mezi intenzitou reprodukce na strané jedné a mirou
prezivani dospélct a délkou Zivota na strané druhé. Zivotni strategie kazdého druhu je pak
vysledkem interakce mezi témito trade-off a vyznamem jednotlivych life-history znakd pro
fitness v danych podminkach (Stearns, 1989, 1992). Existence zminéného trade-off mezi
intenzitou reprodukce a prezivanim vylucuje existenci Zivotnich strategii, u kterych by byly oba
tyto znaky maximalizovany a Zivotni strategie se z tohoto divodu vyvijeji podél jediné hlavni
osy od rychlych po pomalé tzv. fast-slow continuum (Stearns, 1983; Read and Harvey, 1989).
Klicovym faktorem pfi evoluci Zivotnich strategii je mira vnéjsi mortality, kterd je dana
podminkami okolniho prostredi, pfedevSim mirou predace. S vy$si mirou vné;jSi mortality se
nevyplati pfili§ investovat do opravnych mechanism( téla, ale je vyhodnéjsi rychlejsi
reprodukce a vétsi pocet mladat. Zivotni strategie se v takovych podminkach vyvijeji smérem
k rychlému konci kontinua (fast). Mensi mira predace naopak vede k evoluci pomalejsich
Zivota a tedy vyssi investici do fyziologickych mechanism( zpomalujicich starnuti (Read and

Harvey, 1989; Stearns, 1992; Ricklefs, 2000).



Teorie Zivotnich strategii byla postupem casu ddle rozSifena o fyziologické,
imunologické a behavioralni znaky (Ricklefs and Wikelski, 2002; Réale et al., 2010). Toto
rozsiteni je zaloZzené na predpokladu, Ze pro podobné Zivotni strategie by mély byt vyhodné
podobné funkéni adaptace. Pokud tomu tak opravdu je, méla by koevoluce téchto adaptaci
s Zivotnimi strategiemi vést kvyskytu podobnych soubor( fyziologickych, imunitnich a
behaviordlnich znakQl u druhl s podobnymi Zivotnimi strategiemi. Tyto soubory znaku
asociované s urcitymi Zivotnimi strategiemi byly nazvany pace-of-life syndromy (POLS)

(Ricklefs and Wikelski, 2002; Réale et al., 2010; Williams et al., 2010).

3 Metabolicky vydej

Nejcastéji zminovanym znakem v souvislosti s POLS je metabolicky vydej. Metabolicky
vydej je definovan jako mnozstvi energie vydané organizmem za jednotku ¢asu a zahrnuje
vSechny energetické reakce v téle nezbytné pro spravné fungovani organismu (Brown et al.,
2004). U obratlovcl je nejcastéji méren jako bazdlni metabolicky vydej, neboli bazalni
metabolismus (basal metabolic rate; BMR) (Hulbert and Else, 1999). Je to vydej energie, ktery
je méfen za velmi specifickych podminek, jako je naprosty klidovy stav dospélého organismu,
ktery neni v reprodukénim obdobi, je nalacno a netravi tedy aktivné potravu a nachazi se v
teplotné neutralnim prostiedi nevyvolavajicim naroky na termoregulaci (McNab, 1997).
Celkovy BMR organizmu je velmi zavisly na velikosti téla (hmotnosti), kterd vysvétluje kolem
95 % variability vjeho intenzité (White and Kearney, 2013). Hmotnostné specificky
metabolicky vydej se pouziva jako jedna z hlavnich charakteristik POLS, pficemzZ pomalé POLS
jsou charakterizovany metabolismem s nizkou intenzitou (jinak téZ pomalym), zatimco rychlé

POLS charakterizuje metabolismus intenzivni (rychly) (Ricklefs and Wikelski, 2002).

4 Starnuti: mechanismy a evoluce

Jednim z dUleZitych life-history znak( definujicich Zivotni strategie je délka Zivota.
S délkou Zivota Uzce souvisi rychlost starnuti. Starnuti (senescence) je komplexni, nevratny
proces v organismu, charakterizovany snizovanim funkcnosti tkani a organ(. Dochazi pfi ném
k rozvraceni homeostdzy organismu, ke zvySovani citlivosti organismu na vnitfni i vnéjsi

stresové vlivy a ke sniZzovani schopnosti adekvatné na tyto vlivy reagovat, coz vede ke snizeni



fertility, k vétSi nachylnosti k chorobam a postupem c¢asu az ke smrti (Kirkwood, 1977, 2005).

Starnuti mize mit mnozstvi pricin, které jsou strucné popsany v dalSich podkapitolach.

4.1 Evolucni teorie starnuti

4.1.1 Teorie akumulace mutaci (mutation accumulation theory)

Na zdkladé mnoha predchozich poznatkd pfisel britsky biolog Peter Medawar (1952)
s teorii, Ze v prlibéhu evoluce savcl se akumuluji ndahodné mutace, které maji skodlivy efekt
pouze ve vy3sim véku. Cim vy3si vnéjéi mortalité je druh vystaven, tim méné jedincl se dozije
vys$Siho véku a tim niZsi je selekéni tlak na odstrafiovani téchto mutaci z genomu daného druhu
(tzv. selekcni stin). U druhd s nizsi mirou vnéjsi mortality jsou tyto mutace diky vysSimu
selekénimu tlaku vice odstranovany, coZ zplsobuje pomalejsi starnuti a umoznuje vyssi délku

dofziti.
4.1.2 Teorie antagonistické pleiotropie (antagonistic pleiotropy theory)

Pleiotropie je jev, kdy jeden gen ovliviiuje vice biologickych systému ¢i funkci. Teorie
antagonistické pleiotropie je rozsifenim predchozi teorie akumulace mutaci. Podle George
Williamse, ktery s touto teorii pfisel, k akumulaci Skodlivych mutaci nestaci pouze jejich
Skodlivost ve vyssim véku. Aby nebyly Skodlivé alely z genomu odstranény, musi byt naopak
v raném obdobi pro organismus duleZité a vyhodné (tzn. na véku zavisla pleiotropie). Podle
Williamse pouze tato vyhodnost v raném véku brani jejich odstranéni z genomu, zejména u

druhl s vysokou mirou vné;jsi mortality (Williams, 1957).
4.1.3 Teorie téla na jedno poufZiti (disposable soma theory)

Tato teorie je zaloZena na faktu, Ze télo ma urcité mnozZstvi energie a Zivin, které m(ze
v dany moment vyuzivat. Diky tomu existuje trade-off mezi vyuZitim energie pro udrzbu a
opravy téla, které brani starnuti, a jeho vyuZitim pro dalsi funkce souvisejici s fitness
organismu, jako jsou intenzita rastu a reprodukce (Kirkwood, 1977, 2005). Druhy s vyssi mirou
cykl(, a je pro né proto vyhodnéjsi investovat dostupné zdroje spiSe do rozmnozovani, nez do

mechanizmu zpomalujicich starnuti (Stearns, 1992; Ricklefs, 2000).



4.2 Mechanismy zpusobujici starnuti

Prvni teorie, kterd se touto problematikou zabyvala, inspirovana praci Maxe Rubnera
(1908), byla rate-of-living theory (Pearl, 1928), podle které je rychlost starnuti a délka Zivota
determinovana intenzitou metabolismu. Tato teorie vychazi z pozorované pozitivni korelace
mezi délkou Zivota a velikosti téla a negativni korelace mezi velikosti téla a rychlosti
metabolismu.

DalSim rozpracovanim této teorie byla free-radical theory of aging (Harman, 1956),
kterd poskytla mozny mechanismus, jakym muze intenzita metabolismu ovliviiovat rychlost
starnuti a délku Zivota. Predpoklada, Ze starnuti zpUsobuji volné kyslikové radikaly a dalsi
reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species; ROS), které nevyhnutelné vznikaji jako
vedlejsi produkt aerobniho metabolismu (Harman, 1956, 1962). Hlavnim aktérem v produkci
ROS jsou mitochondrie, kde probiha produkce energie prostiednictvim oxidativni fosforylace
(Harman, 1972). ROS nasledné zpUsobuji oxidacni poskozeni dllezitych biologickych molekul,
co? je proces, ktery se nazyva oxidacni stres. Toto poskozeni se v télech organismd kumuluje
s vékem a jeho kumulace je pticinou snizené funkénosti tkani a jejich starnuti (Harman, 1981).
Maximalni délka Zivota je podle mnoha studii, negativné korelovana s produkci ROS
v mitochondriich (Harman, 1972, 1981; Sohal et al., 1993). Podle této hypotézy je rychlost
procesu starnuti z velké ¢asti pod genetickou kontrolou a lisi se mezi druhy i vnitrodruhové.
Zaroven je ale zavisla také na chemickém sloZeni a reakcich v organismu a mGze byt ovlivnéna
i vlivy prostfedi (Harman, 1962, 1972, 1981).

Dalsi extenzi této teorie je mitochondrial free-radical theory of aging (Miquel et al.,
1980), ktera nejenze predpokladd vyznam mitochondrii jako primarniho producenta ROS, ale
zdlraziuje téz skodlivy vliv ROS pravé na mitochondrie. Za hlavni pficinu starnuti navrhuje
tato teorie poskozeni mitochondridlni DNA, ktera neni tak dobfe chrdanéna jako DNA jaderna
(Fukunag and Yielding, 1979). Poskozeni mitochondridlni DNA se projevi zhorSenou funkcénosti
kédovanych protein( dychaciho fetézce a tim zvySenou produkci ROS. Tato pozitivni zpétna
vazba pak vede k rychlejsi kumulaci oxidaéniho poSkozeni, a tedy k dalSimu urychlovani
starnuti (Miquel et al., 1980).

Alternativou k této teorii je DNA damage theory of ageing (Gensler and Bernstein,

1981), ktera jako moznou hlavni pfic¢inu uvadi poskozeni jaderné DNA.



Propojeni vsech vyse uvedenych mechanizmi s novymi poznatky o biologické funkci
ROS v jednu hypotézu se v soucasné dobé casto nazyva oxidative-stress theory of aging. Tato
hypotéza, podobné jako predchozi free-radical theory of aging, predpoklada, ze funkce
organismu se béhem starnuti zhorsuji, a to kvili progresivnimu a nevratnému oxidacnimu
poskozeni. Predpoklada vsak nejenom sSkodlivy ucéinek ROS, které zpUsobuji oxidacni
poskozeni, ale zahrnuje i nové identifikovanou dulezitost signalnich funkci ROS pro normalni
funkci bunék, antioxidacni ochranu organismu a schopnost oprav poskozenych bunék (Sohal

and Weindruch, 1996; Hulbert et al., 2007).
4.2.1 Telomery

Telomery jsou koncové casti chromozom0 obsahujici repetitivni sekvence nukleotidd.
Chrani jaderné chromozomy pred degradaci Ci fuzi s ostatnimi chromozomy (Szostak and
Blackburn, 1982). V ramci kazdé replikace chromozom( ovsem probiha zkracovani téchto
telomer, které vyusti po urcitém cCase az v jejich Uplné odstranéni a nasledné nevratné
poskozeni jaderné DNA (Olovnikov, 1973). Toto zkracovéani je také vyrazné urychlovano
oxidacnim stresem (von Zglinicki, 2002) a vedlo k vytvoreni dalSi hypotézy pfricCiny starnuti
telomere theory of aging (Olovnikov, 1971, 1973). U nékterych bunék se ale mize vyskytovat
enzym telomeraza, ktery telomery po replikaci prodluzuje, a to mlze vyrazné prodlouzit

Zivotnost bunky (Greider and Blackburn, 1987, 1989).
4.2.2 Oxidacni stres

Pro spravné fungovani celého organismu je nezbytnd rovnovaha mezi oxidanty a
antioxidanty. Jakmile tato rovnovaha chybi, nastava jev, kterému fikdme oxidacni stres, ktery
zpUsobuje oxidacni poskozeni hlavné bunécnych lipid(i, proteind a nukleovych kyselin, coz
vede k naslednému poskozeni bunék, tkani i orgdn( (Finkel and Holbrook, 2000). Kumulace
tohoto poskozeni s vékem je dle zminénych teorii klicovym faktorem zpUsobujicim zhorSovani
funkénosti tkdni a orgdnu a tim starnuti organizmu. K urcité mife oxida¢niho poskozeni ale
dochazi i u naprosto zdravych jedincl, nebot ROS vznikaji v téle neustale a neni mozné, aby
byly antioxida¢nimi mechanizmy organismu okamzité odstranény (Barja, 2004). Zasadnim
faktorem pro Siteni oxidacniho stresu v organizmu je peroxidace lipidd, jeZ tvori hlavni slozku
bunécnych a sub-bunécnych membran. Peroxidace lipidd probihd jako autooxidacni fetézova

reakce, kdy radikdlova molekula reaguje s membranovou mastnou kyselinou za vzniku dalSich



radikalovych koncovych produktl, které nasledné iniciuji oxidaci dalSich mastnych kyselin.
Tuto reakci Ize zastavit pomoci antioxidantl nebo reakci dvou volnych radikald, ze kterych

vznikne neradikalova ¢astice (Yin et al., 2011; Zielinski and Pratt, 2017).

4.2.2.1 Oxidanty

Reaktivni formy kysliku (ROS), zahrnujici jak volné kyslikové radikaly, tak neradikalové
formy kysliku, vznikaji v organismu zejména jako vedlejsi produkty energetického
metabolismu, predevSim v dychacim fetézci na vnitfni membrané mitochondrii. Dychaci
fetézec je zavérecnym sledem reakci v rdmci bunécného dychani a jeho vyslednymi produkty
jsou energie ve formé ATP a voda. Funguje na zakladé ziskani energie z vysoce kontrolovaného
prenosu elektront z molekuly donoru, kterym je NADH ¢i sukcinat na molekulu kysliku, ktery
je timto redukovan na vodu. Ziskana energie je vyuzitd k presunu vodikovych protond
z mitochondridlni matrix do prostoru mezi vnitini a vnéjsi mitochondrialni membranou a tim
vytvoreni elektrochemického gradientu. Proudéni protonli z mezimembranového prostoru
zpét do matrix je nasledné vyuzivdno enzymem ATP-syntdzou (nazyvanou téz jako
komplex V dychaciho fetézce) k produkci energeticky bohaté zasobni molekuly ATP. Tato
reakce je oznacovana jako oxidativni fosforylace (Finkel and Holbrook, 2000; Duska and Trnka,
2007; Li et al., 2013). Zminény prenos elektrond vyuZivany k vytvoreni elektrochemického
gradientu vodikovych protoni probihd vysoce kontrolovanym zplisobem v nékolika krocich,
pomoci enzymatickych komplex( (komplex | — IV), uloZenych uvnitf vnitini mitochondrialni
membrany (Finkel and Holbrook, 2000). Vétsina kysliku vstupujiciho do dychaciho fetézce je
diky témto elektronim a cytochrom oxidaze pfeménéna na vodu. Ur¢ita ¢ast elektron vsak
z elektronového transportniho retézce unikne predcasné a zpUsobi pred¢asnou a nekompletni
oxidaci kysliku na superoxidovy radikal (eO,-; viz obr. 1). Ten je sdm o sobé pomérné malo
reaktivni, ale pfi kontaktu s membranovymi lipidy mlzZe zahdjit fetézovou reakci jejich
peroxidace (Fridovich, 1978; Hulbert et al., 2007; Duska and Trnka, 2007). Dal$imi ROS, které
mohou v téle vznikat, jsou napf. extrémné reaktivni hydroxylové radikaly (¢OH), které vznikaji
pfi reakci metabolitl kysliku s dvojmocnym Zelezem pti Fentonové reakci (Winterbourn, 1995)
nebo neradikdlové oxidanty jako jsou napf. peroxid vodiku (H20;) ¢i kyselina chlorna (HCIO)
produkovana fagocytujicimi imunitnimi burikami za Ucelem likvidace patogen( (Costantini,

2010).
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Obr. 1: Produkce a odstrafiovani mitochondridlnich ROS. Elektrony ziskané redukci NADH a
FADH, jdou skrz elektronovy transportni fetézec a nakonec v komplexu IV redukuji O, na H;O.
Mitochondridlni ROS vznikaji unikem elektrond v komplexu | a Ill. Superoxidové radikaly (¢0O>)
z komplexu | jsou produkovdny pouze do matrix, zatimco O, z komplexu Il jdou do matrix i
mezimembranového prostoru mitochondrii. Cervené je oznacena redukce ¢0O, na H,0, s pomoci
antioxidantu SOD (superoxid dismutaza) a na H,O s pomoci GPX (glutation peroxidaza) (prevzato a

upraveno z Li et al., 2013)
4.2.2.2 Antioxida¢ni mechanizmy

Antioxida¢ni mechanizmy jsou mechanizmy brdanici oxidaci molekuldrnich soucasti
organismu, a to bud’ vychytavanim ROS a jejich naslednou neutralizaci, regeneraci oxidativné
posSkozenych molekul, ¢i predchazenim samotnému oxidaénimu poskozeni formou vyssi
odolnosti bunécnych struktur k pasobeni ROS (Hulbert et al., 2007).

Antioxidanty vychytavajici a neutralizujici ROS lze rozdélit na enzymatické a
nizkomolekularni. Primdrni enzymatickou antioxidacni ochranu bunék poskytuje superoxid
dismutdza (SOD), kterd méni ¢0,- na O; a H,02 (Sanz et al., 2006). V eukaryotnich burnkach se
setkdvame stimto enzymem ve formé CuZnSOD a MnSOD (Fridovich, 1978). DalSimi
antioxidanty jsou kataldza (CAT) a glutation peroxidaza (GPX), které spolu nasledné odstranuji
H,0,. SniZujici se aktivita téchto antioxidantd ma za nasledek zvySené oxidacni poskozeni

lipidQ, protein a DNA (Fridovich, 1978; Barja, 2004; Li et al., 2013).



Dale hraji v organismu velkou antioxidacni roli i neenzymatické molekuly. Mezi né patfi
napfiklad nejdalezitéjsi intraceluldrni nizkomolekularni antioxidant glutation (GSH) nebo
kyselina askorbova (vitamin C) vyskytujici se v hydrofilnim prostfedi. DalSimi jsou lipofilni
tokoferol (vitamin E), ¢i karotenoidy a velmi vyznamny koenzym Q (ubichinon), ktery je
nezbytnou soucdsti elektronového transportniho rtetézce a zdarover, v misté nejvétsi
koncentrace ROS, chrani mitochondridlni membrany pred poskozenim (Barja, 2004; Sanz et
al., 2006; Hulbert et al., 2007).

Ackoliv by se mohlo zdat, Ze bude rychlost starnuti ovlivnéna hladinou antioxidant(
v téle, tzn., Ze bude pozitivni korelace mezi délkou Zivota a obsahem antioxidantl, je tomu
pfesné naopak. U déle Zijicich obratlovcl je hladina antioxidantl nizsi, nez u druh( kratce
Zijicich (Barja, 2004). To naznacuje, Ze dlouhovéké druhy dosahuji nizké miry oxidac¢niho stresu
spiSe nizsi produkci ROS nebo vyssi odolnosti k oxidaénimu poskozeni, nez vyssi investici do
antioxidacnich mechanizma (Barja et al., 1994; Barja, 2004).

Pokud nejsou vychytavajici a neutralizujici mechanismy dostatecné a dojde
k oxidacnimu poskozeni molekul, zbyvaji organismu jesté reparacni mechanismy. Mezi né
patfi naptiklad oprava poskozené DNA pomoci DNA polymerazy (Hulbert et al., 2007), i
oprava poskozenych proteini prostfednictvim proteind teplotniho Soku (heat shock
proteins)(Alberts et al., 2008).

Samotnému poskozeni molekul se télo snazi i predchazet, a to pomoci chelatord, které
brani tvorbé hydroxylového radikalu tim, Ze odstranuji ionty kovl, které jsou pro jejich tvorbu
nezbytné (Winterbourn, 1995). Latky takového preventivniho charakteru jsou napftiklad
transferin, plazmaticky glykoprotein, vychytavajici ionty Zeleza (Winterbourn, 1995) nebo
albumin, také plazmaticky transportni protein, ktery vaze méd a také peroxylové radikdly
(Halliwell and Gutteridge, 1986). Dalsim preventivnim mechanizmem vzniku radikal( jsou
odprahovaci ,uncoupling” proteiny, nachazejici se ve vnitfni mitochondridlni membrané a

umoznujici volny transport protonu pres tuto membrdanu jen za vzniku tepla (Duska and Trnka,

2007).



5 Biologické membrany

Bunécné membrany jsou dllezitou slozkou Zivych organismu. Polopropustné oddéluji
vnitfni a vnéjsi prostredi, zprostfedkovavaji prenos signalli, molekul a energie, a tvofi bariéru
proti Skodlivym latkdm vné bunky.

Singer and Nicolson navrhli, na zdkladé desitek let vyzkum( struktur proteind a
mastnych kyselin, jak vypada struktura biologickych membrdn a nazvali ji model fluidni
(tekuté) mozaiky (fluid mosaic model). Bunééna membrana je podle tohoto modelu lipidova
dvojvrstva, ktera si zachovava svoji celkovou strukturu, ale obsahuje v ramci jedné vrstvy
volné pohyblivé lipidy, které zajistuji uréitou nepropustnost samotné dvojvrstvy. Tento model
je platny dodnes. Je pro néj dllezita existence hydrofilnich a hydrofobnich interakci (Singer a

Nicolson, 1972).

wngjsl list

oblast polarnich hlay

hydrofobni jadro/oblast
mastnych kyselin

protein asociovany
transmembranove s membranou
proteiny

vnitni list

Obr. 2: Struktura bunécné membrany (pfevzato a upraveno z

https://www.britannica.com/science/membrane-biology )

Hlavni komponenty, které rozezndvame v membrdnach, jsou fosfolipidy, proteiny,
oligosacharidy a cholesterol. Proteiny a lipidy spolu vzajemné interaguji a zpUsobuiji tak rGizné

vlastnosti a funkce membran (Singer a Nicolson 1972).
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5.1 Membranové lipidy

Zakladem vsech biologickych membran je lipidova dvojvrstva tvorena rlznymi druhy
sloZzenych lipid(: 1) fosfolipidy, které Ize dale rozdélit na glycerofosfolipidy a fosfosfingolipidy,
2) sfingolipidy (v¢. jiz zminénych fosfosfingolipidd, které patti zaroven mezi fosfolipidy) a 3)
steroly. Zastoupeni téchto lipidl se u obratlovct lisi dle druhu a bunééného typu, ale prevainé
plati, Ze nejvyssi procentudlni mnozstvi zastupuji glycerofosfolipidy. Plazmatické membrany
obsahuji mnohem vétsi mnoizstvi sfingolipidli a cholesterolu neZz ostatni vnitfni bunécéné
membrany a také maji vyrazné odlisné lipidové sloZeni vnitini a vnéjsi vrstvy membranové
dvojvrstvy. Stadle ale plati, Ze obsahuji prevadziné fosfolipidy (Meer, 1989; McMullen and

McElhaney, 1996; McMullen et al., 2004).

Tabulka 1: Priblizné lipidové sloZeni rtiznych bunéénych membran (prevzato a upraveno z

Alberts et al., 2008).

Celkové procentualni mnozstvi lipida

plazmaticka plazmaticka mitochondrie
lipid membrana membrany myelin (vnitfni a vnéjsi
jater cervenych krvinek membrana)
Cholesterol 17 23 22 3
Fosfatidyletanolamin 7 18 15 28
Fosfatidylserin 4 7 9 2
Fosfatidylcholin 24 17 10 44
Sfingomyelin 19 18 8 0
Glykolipidy 7 3 28 stopy
Ostatni 22 14 8 23

5.1.1 Fosfolipidy

Glycerofosfolipidy jsou amfifilni molekuly, coZz znamenda, Ze obsahuji hydrofobni i
hydrofilni ¢ast. Obsahuji glycerol a na néj navazané MK (hydrofobni,ocasek”) a zbytek kyseliny
fosforecné (hydrofilni ,hlavi¢ka“). To, jaké obsahuje membrana fosfolipidy, ma vliv na funkce
a schopnost adaptace membrany (Alberts et al., 2008).

Mezi nejdllezitéjsi eukaryotni glycerofosfolipidy patfi fosfatidylcholin (lecithin), ktery
obsahuje navazany cholin, jenz je dlileZity pro prfenosy nervovych vzruchl a je nejhojnéjsim
typem v bunéénych membrandch (Alberts et al.,, 2008; Pamplona, 2008). Dalsi
glycerofosfolipidy, hojné v savéich plazmatickych membranach, jsou fosfatidylserin, ktery ma

dulezitou signalizacni roli pfi apoptdze bunék a nebo fosfatidyletanolamin (cefalin) (Alberts et

11



al., 2008). Dalsim duleZitym glycerofosfolipidem je kardiolipin, ktery je lokalizovan vyhradné
na vnitfni membrané mitochondrii, kde zajistuje nepropustnost membrany pro ionty a je také
soucasti dychaciho retézce. Toto jeho umisténi nasledné zplsobuje, Ze se stava prvnim cilem
utoku ROS, ke kterému je velmi citlivy, protoZze obsahuje velké mnozstvi UFA (Hoch, 1992).
Dalsimi velmi dllezitymi membranovymi lipidy jsou sfingolipidy. Jsou to fosfolipidy
obsahuijici sfingozin. Nejbéznéjsimi savcimi sfingolipidy jsou sfingomyeliny, které se nachazeji
pfevdiné v plazmatickych membranach nervovych tkani obratlovcd a pini rlizné signalni
funkce. Slozeni MK ve sfingomyelinech je tkarové specifické a je ovlivnéno i procesem starnuti

(Koval and Pagano, 1991; Harwood, 2007).
5.1.2 Steroly

Steroly neboli steroidni alkoholy jsou nezbytné pro spravnou fyziologii eukaryotickych
bunék (Alberts et al., 2008). Sterolem obsazenym v Zivocisnych bunkach je predevsSim
cholesterol, ktery vyrazné ovliviiuje fluiditu membrany (McMullen and McElhaney, 1996), a to
tak, Ze s pribyvajicim cholesterolem se membrana stdva tuzsi a méné propustna pro malé
molekuly (Yeagle, 1985). Cholesterol je u savcl v nizké koncentraci nezbytny pro rist bunék a
pro jejich spravné fungovani. Jeho obsah je vrlznych bunécnych membranach odlisny.
Plazmatické membrany ho obsahuji mnohem vice nez ostatni membrany bunécénych organel

(Yeagle, 1985; Bretscher and Munro, 1993).
5.1.3 Mastné kyseliny v membranovych lipidech

Hlavni sloZkou lipid(i jsou mastné kyseliny (MK). Primérna délka membranovych MK u
savcl a ptakd je 18 uhlikovych atom( a Ize je rozdélit na nasycené (saturated fatty acids — SFA)
a nenasycené (unsaturated fatty acids — UFA) (Alberts et al., 2008; Pamplona, 2008).

Nasycené MK jsou hlavné ZivociSného plivodu a neobsahuji dvojné vazby. Mezi
nejbéznéjsi SFA patfi kyselina palmitova (C16) nebo stearova (C18) (Scrimgeour and Harwood,
2007; Alberts et al., 2008).

Nenasycené MK jsou hlavné rostlinného pavodu.

Mononenasycené (MUFA) obsahuji jednu dvojnou vazbu. Oznadeni omega (w)
uréuje polohu dvojné vazby v fetézci. Nejvyznamnéjsi jsou kyselina olejova (18:1 w9),
palmitolejova (16:1 w7) nebo erukova (22:1 w9) (Scrimgeour and Harwood, 2007; Alberts et
al., 2008).
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Polynenasycené (PUFA) obsahuji vice nez jednu dvojnou vazbu a w u nich
oznacuje polohu posledni dvojné vazby. Patfi mezi né napt. kyselina linolova (18:2 w6),
arachidonovd (20:4 w6), a-linolenovd (18:3 w3), y-linolenovd (18:3 w6) nebo
dokosahexaenova (DHA) (22:6 w3) (Scrimgeour and Harwood, 2007; Alberts et al., 2008).

Pomér nasycenosti a nenasycenosti MK se v membrandach obratlovcl udrzuje stale
priblizné stejny (40 % SAFA a 60 % UFA) a stupen nenasycenosti membrany je ovlivnén pouze
odliSnym zastoupenim rliznych typa UFA (Pamplona, 2008).

Kromé membranovych lipidl rozliSujeme v bunkach, presnéji v cytosolu ZivocisSnych
bunék, jesté triacylglyceroly, coz jsou klasické tuky. Ty se na slozeni membran nepodileji
primo, ale funguji jako zdsobarny MK. Tyto molekuly jsou nej¢astéji ukldadany do tukové tkané

v podkozi a slouzZi jako zasobdrna energie a tepelna izolace (Alberts et al., 2008)

5.2 Membranové proteiny

Proteiny asociované s membranami mohou byt povrchové nebo zabudované
(integralni) pfimo uvnitf membrany (Singer and Nicolson, 1972). Zajistuji ¢astecnou
propustnost a signalni a enzymatické funkce. Zakladni slozkou proteind jsou aminokyseliny,
jejichz zastoupeni a poradi hraje hlavni roli pfi urCovani trojrozmérné struktury proteint a

urcuje razné funkce a vlastnosti (Alberts et al., 2008).
5.2.1 Povrchové proteiny

Povrchové proteiny nejsou pfilis silné asociovany s membranovymi lipidy, Ize je tedy snadno
odstépit pomoci solnych roztokd. Jsou tvoreny prevainé hydrofilnimi aminokyselinami a slouzi

hlavné jako receptory (Singer and Nicolson, 1972; Alberts et al., 2008).
5.2.2 Transmembranové proteiny

Transmembranové (integralni) proteiny asociuji s membranovymi lipidy velmi silné a je tfeba
velkych zdsah(Q pro jejich odsStépeni, napf. uZiti detergent(l. Jsou tvoreny predevsim
hydrofébnimi aminokyselinami a plni v membrané velmi dilezité funkce, jako napt. kanaly,

pumpy a receptory (Alberts et al., 2008).
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5.3 Membranové oligosacharidy

Oligosacharidy tvofi na vnéjsim povrchu plazmatické membrany plast zvany glykokalyx,
ktery ma ochranné funkce a funguje téz pro bunécné rozpoznavani a jako receptorové misto
pro hormony, toxiny a jiné ligandy. Je slozen prevazné z glykoproteinu, coz jsou glykosylované

proteiny, tzn. proteiny s navazanym sacharidem (Alberts et al., 2008).

6 Vliv riznych MK na fluiditu membrany, metabolismus a odolnost

vuci oxidaénimu stresu

Rlzné druhy MK maji rlizny vliv na vlastnosti membranovych lipid( a proteint (Singer
and Nicolson, 1972; Kris-Etherton and Yu, 1997). Jednim z daleZitych faktorl ovliviiujicich
vlastnosti MK je mnozstvi dvojnych vazeb v jejich retézci. Membrany se stavaji fluidnéjsi pri
vysSSim zastoupeni UFA s jednou dvojnou vazbou oproti nasycenym SAFA. Pridani MK s vice
dvojnymi vazbami nema jiz takovy vliv na fluiditu membrany, jako pridani MUFA (Hulbert and
Else, 1999; Pamplona, 2008). Fluidita je také velmi ovlivnéna teplotou, konkrétné klesa pfi
nizsich teplotach. Pfi nizsich teplotach se proto tvofi vice nenasycenych MK a pfi vyssi vice
nasycenych, aby byla udrzena optimalni fluidita membran. Tomuto jevu se fikd homeoviskdzni
adaptace (homeoviscous adaptation) (Sinensky, 1974), ktera se ale tyka hlavné ektotermnich
obratlovcd (Hazel, 1989).

Dle Hulberta a Else (1999) je lipidové sloZzeni membran dilezité, nebot urcuje aktivitu
metabolickych procest probihajicich v membranach (udriovéni gradientl Na+, Ca?* a H+,
syntézu ATP a DNA), ¢imZ ovliviiuje intenzitu metabolismu Zivocichl (membrane pacemaker
theory of metabolism). Podlé této hypotézy maiji Zivocichové s vyssi metabolickou aktivitou
relativné vice PUFA v membranach, zatimco membrdany druhi s nizsi metabolickou aktivitou
obsahuji vice MUFA (Hulbert and Else, 1999).

Nenasycené MK obsahujici dvojné vazby jsou, diky obsahu vysoce reaktivnich atom(
vodiku v téchto vazbdch, velmi citlivé k oxida¢nimu stresu (Ayala et al., 2014; Yin et al., 2011).
Membrany se zvySenym obsahem UFA, jsou tudiz citlivéjsi k oxidacnimu stresu, a to predevsim
ty, které obsahuji vice nez jednu dvojnou vazbou. Byla totiz zjisSténa pozitivni korelace mezi
poctem dvojnych vazeb v membranovych lipidech a citlivosti membran k peroxidaci. To

znamend, Ze pokud je nizky pocet dvojnych vazeb (double bond index; DBI), pak je nizky i
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peroxidacni index (Pl; viz obr. 3) (Holman, 1954; Bielski et al., 1983). Pl je Cislo, které vyjadiuje
citlivost membran k poskozeni lipidovou peroxidaci. MGzeme ho spocitat, pokud zname
slozeni MK v membranovych fosfolipidech (Hulbert et al.,, 2007). Pro neinvazivni méreni
lipidové peroxidace in vivo se da také pouzit méreni mnozstvi vydechovaného etanu, coz je
produkt peroxidace n-3 PUFA (Cohen, 1982; Frank Kneepkens et al., 1994; Hulbert et al.,
2007).

y=0.567el),449x
10 1 Rsqr=0.96

Peroxidacni index

Pocet dvojnych vazeb

Obr. 3: Pozitivni korelace mezi poctem dvojnych vazeb u nenasycenych MK a citlivosti k

peroxidaci (Pamplona, 2008).

7 Pacemakerova teorie starnuti

Nejnovéjsi teorie mechanismu starnuti je pacemakerova teorie starnuti (membrane
pacemaker theory of aging, MPTA; Hulbert, 2005), kterd vznikla syntézou hypotézy o vlivu
slozeni membran na intenzitu metabolismu (membrane pacemaker theory of metabolism;
Hulbert and Else, 1999) a hypotézy predpokladajici vyssi rezistenci membrdan k oxidacnimu
stresu u déle Zijicich ZivoCichl (homeoviscous-longevity adaptation hypothesis; Pamplona et
al., 2002). Podle pacemakerové teorie starnuti je zastoupeni raznych typl MK v membrandach
zivocich( hlavnim faktorem zodpovédnym za intenzitu metabolismu i rychlost starnuti. Tato
teorie predpoklada, Zze na urovni sloZzeni membran existuje trade-off mezi fluiditou (a tedy
metabolickou aktivitou) a odolnosti k oxida¢nimu stresu. Pfinasi tak vysvétleni negativni
korelace mezi délkou Zivota a intenzitou metabolizmu na molekularni Urovni a da se povazZovat

za dalsi rozsiteni rate-of-living theory a hypotézy oxidacniho stresu (Else and Hulbert, 2003;

Hulbert, 2003, 2005; Hulbert et al., 2007).
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Obr. 4: Schéma the membrane pacemaker theory of aging. Diagram ukazujici rozdilné slozeni
membran jako rozhodujici pro maximalni délku Zivota. Uvedeny jsou pfiklady membran s nizkou
polynenasycenosti a s vysokou polynenasycenosti. Sitka $ipky ukazuje intenzitu konkrétniho procesu.
Modra a fialova Sipka oznacuji inhibicni vlivy, ostatni znadi stimulacni vlivy (prevzato a upraveno z

Hulbert et al., 2007).

8 Empiricka podpora pro pacemakerovou teorii starnuti

Pravdépodobné jedny viibec z prvnich praci, zabyvajicich se vztahem mezi slozenim
membran na strané jedné a citlivosti k peroxidaci a dlouhovékosti na strané druhé, byly
provedeny tymem kolem Spanélského védce Reinalda Pamplony. V prvni studii byly zkoumany
jaterni mitochondrie holub( (Columba livia, maximalni délka Zivota; maximum life span; MLS
= 35 let) a laboratornich potkan( (Rattus norvegicus, MLS = 4 roky). Tato prace ukazala, Ze
dlouhovéci holubi maji nizsi DBI v jaternich membranach nez kratkovéci potkani, a to diky
obsahu mensiho mnoiZstvi polynenasycenych MK. Jejich jaterni membrany maji tedy nizsi
peroxidacni index a jsou tedy vice resistentni k peroxidaci (Pamplona et al., 1996). To bylo také
potvrzeno dalSimi studiemi zaloZzenymi na srovnani téchto dvou druhl a jejich srdecnich
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mitochondrii (Pamplona et al., 1999a; Gutiérrez et al., 2000), jaternich mitochondrii (Gutiérrez

et al.,, 2000), kosterni svaloviny (Portero-Otin et al., 2004) a také erytrocytl a ledvin

(Montgomery et al., 2011).

Tabulka 2: Shrnuti mezidruhovych studii porovnavajicich peroxidacni index membran (PI) a

délku Zivota riznych Zivocisnych druhd.

MEZIDRUHOVE STUDIE

letouni)

mozecek

porovndavané druhy tkané Pl u délezijicih druht zdroj
potkan, holub jaterni mitochondrie nizsi (Pamplona et al., 1996)
8 savcich druht jaterni mitochondrie nizsi (Pamplona et al., 1998)
potkan, holub srdecni mitochondrie nizsi (Pamplona et al., 1999b)
mys, kanarek srdce nizsi (Pamplona et al., 1999a)
mys, andulka srdce nizsi (Pamplona et al., 1999a)
potkan, holub jaterni mitochondrie nizsi (Gutiérrez et al., 2000)
potkan, holub srdecni mitochondrie nizsi (Gutiérrez et al., 2000)
8 savcich druhd srdce nizsi (Pamplona et al., 2000a)
7 savcich druhd jatra nizsi (Pamplona et al., 2000b)
8 savcich druhd srdecni mitochondrie nizsi (Herrero et al., 2001)
potkan, holub kosterni svalovina nizsi (Portero-Otin et al., 2004)
mys, andulka, kanarek mozek nizsi (Pamplona et al., 2005)
8 savcich druht srdce nizsi (Ruiz et al., 2005)
mitochondrie kosterni
mys, rypos svaloviny a jaterni nizsi (Hulbert et al., 2006a)
mitochondrie
12 savtich a 9 ptacich kosterni svalovina nizsi (Hulbert et al., 2007)
druh(
10 ¢ich a 8 ptacich . - . -
saveien @ . pracic jaterni mitochondrie nizsi (Hulbert et al., 2007)
druh(
42 savcich druh( kosterni svalovina nizsi* (Valencak and Ruf, 2007)
13 ptacich druhl srdce nizsi (Buttemer et al., 2008)
jezura, savci Jatra, jatern| lmltoch?ndne @ nizsi (Hulbert et al., 2008)
kosterni svalovina
erytrocyty, srdce, jatra,
potkan, holub ledviny, kosterni svalovina nizsi (Montgomery et al., 2011)
(celé tkané i mitochondrie)
11 savcich druhl plazma nizsi (Jové et al., 2013)
107 druhd ptaka jatra vyssi (Galvan et al., 2015)
- . kosterni svalovina, jatra, — '
mys, prase, clovék osterni svalovina, jatra nizsi (Cortie et al., 2015)
mozek
35 druht savcl (primati | jatra, svalovina, ledviny,
— vC. Clovéka, hlodavci, srdce, mozkova kiira a nizsi (Bozek et al., 2017)

* po odfiltrovani vlivu fylogeneze a hmotnosti téla nebyl nalezen signifikantni vztah mezi Pl a délkou

Zivota
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Tabulka 3: Shrnuti vnitrodruhovych studii porovnavajicich peroxidacni index membran (Pl) a

délku Zivota raznych Zivocisnych druhd.

VNITRODRUHOVE STUDIE

porovndavané druhy

tkané

Veor

zdroj

extrémné stari lidé)

3 kmeny mysi kosterni svalovina a jatra nizsi (Hulbert et al., 2006b)
lidé (potomci velmi -
P l.,2
starych lidi a kontroly) erytrocyty nizsi (Puca et al., 2008)
lidé (potomci velmi lazma nisti (Gonzalez-Covarrubias et al.,
starych lidi a kontroly) P 2013)
mysi — vyjimecné
dlouhoiijici a dlouho mozek, slezina nizsi (Arranz et al., 2013)
Zijici
KFelek, my% mitochondrie kosterni iz (Shi et al., 2013)
svaloviny
dlouhozijici mysi, wild .I’<oste.rn| sva,1I0\_/|ny, srdce-, niss (Valencak and Ruf, 2013)
type jatra, jaterni mitochondrie
lidé (dospéli, stari a plazma nizsi (Jové et al., 2017)

Negativni korelace mezi DBl a délkou Zivota byla dale prokazana v jaternich

mitochondriich (Pamplona et al., 1998) a srdecni tkani (Pamplona et al., 2000a; Herrero et al.,

2001; Ruiz et al., 2005) u 8 savcich druht (MLS = 3,5 — 46 let).
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Obr. 5: Vztah mezi DBI (celkovym poctem dvojnych vazeb) a MLS (maximalni délkou Zivota)

v srdecnich fosfolipidech 8 savcich druh(l (pfevzato a upraveno z Pamplona et al., 2000).




Ve studiich, zabyvajicich se MPTA, se ukazuje rozdil ve sloZzeni membran u Zivocicht
s rliznou maximalni délkou Zivota (MLS). Nékteré studie vyvracejici tuto hypotézu tvrdi, Ze
korelace mezi znaky, jako je BMR, MLS a obsah MK v membranach, je zplsobena tim, ze
vSechny zdvisi na velikosti téla. SloZzeni MK v membrandach se u ptakl a savcl systematicky
méni s velikosti téla, jak bylo jiz prokazano v nékterych studiich (Couture and Hulbert, 1995;
Kakeld and Hyvarinen, 1995; Gutiérrez et al., 2009). Napftiklad tkanové fosfolipidy (srdce,
kosterni svaloviny, jater, ledvinné kliry a mozku) u 5 rGzné velkych savcich druhd mély u mensi
druh vice PUFA neZ u druht vétsich, s vyjimkou mozku, viz nize (Couture and Hulbert, 1995).
Podobny vysledek ukazala studie fosfolipidl srdce a svaloviny rejska vodniho (Neomys fodiens)
a rejska obecného (Sorex araneus), kde mél vétsi rejsek vodni ve svych tkanich vice w6 PUFA
a méné w3 PUFA (lisi se chemickou strukturou a polohou posledni dvojné vazby), nez jeho

mensi pribuzny rejsek obecny (viz obr. 7; Kdkelad and Hyvarinen, 1995).

20
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Obr. 6: Poméry w3 a w6 PUFA, jako procento celkového obsahu MK v triglyceridech hnédé
tukové tkané (brown fat) a ve fosfolipidech srdce (heart) u Sorex araneus a Neomys fodiens (pfevzato

z Kdkela and Hyvarinen, 1995).

Dalsimi pftiklady zdvislosti na velikosti téla mohou byt studie fosfolipidd u ptdaka.
Porovnanim fosfolipidd kosterni svaloviny u 9 rdzné velkych druht ptakd bylo zjisténo, Ze
fosfolipidy vétsich druh( osahovaly vice MUFA, zatimco obsah PUFA byl relativné stejny u
vSech druh. Signifikantni rozdil vykazoval obsah w3 PUFA, ktery byl mensi u vétsich druhf,
kdezto obsah w6 PUFA naopak stoupal (Hulbert et al., 2002). V pfipadé fosfolipid( jaternich
mitochondrii u 8 rizné velkych druh( ptakl bylo zjisténo, Ze tkdné vétsich druhl obsahovaly

vice MUFA a méné PUFA (Brand et al., 2003). Speakman (2005) proto upozornuje na dalezZitost
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odfiltrovani vlivu télesné hmotnosti a fylogenetické pfibuznosti pfi hledani spojitosti mezi
BMR, obsahem MK v membranach a MLS. Po statistickém odfiltrovani téchto velicin (velikost
téla, fylogeneze) ze ziskanych dat, nakonec nebyl nalezen signifikantni vztah mezi MLS a BMR
a jen slaba korelace mezi MLS a w3 DHA, ktera by oviem mohla byt zplsobena malym poctem
zkoumanych druht (8 druhd savci) a tim, Ze byla studie zamérena pouze na DHA (Speakman,
2005). Studie fosfolipid( kosterni svaloviny 42 druht savcl ukazala (po odstranéni efektu
fylogeneze a télesné vahy), Ze korelace mezi MLS a obsahem samotného DHA ani
nenasycenosti membrdan (celkovym obsahem PUFA) neni signifikantni. Signifikantni vSak byl
negativni vztah mezi MLS a obsahem w3 PUFA (v¢etné DHA) a s tim spojeny negativni vztah
mezi w3 a w6 PUFA. Také se nenasla Zadna souvislost mezi obsahem w3/w6 PUFA, ani jinym
obsahem MK v membrdanach a rychlosti metabolismu (BMR) (Valencak and Ruf, 2007).

Neni zcela jasné, ¢im je zplsoben negativni vztah mezi délkou Zivota a omega 3 MK a
nasledna negativni korelace mezi omega 3 a 6. Je mozné, Ze je to zplsobeno rozdilnou citlivosti
k peroxidaci, jelikoZ nejbéznéjSi omega 3 obsazend v tkanich je DHA, jez ma ze vSech omega
MK nejvice dvojnych vazeb, a tudiz i nejvyssi citlivost k peroxidaci. Valencak a Ruf ale uvadi, ze
negativni vztah mezi pomérem omega 3/omega 6 a délkou Zivota nekoreluje s citlivosti k
peroxidaci, takZze by mél byt zpUsoben jinymi faktory, naptiklad polohou prvni dvojné vazby

v fetézci, ¢i kvali jinym rozdilum v chemické strukture (Valencak and Ruf, 2007).

Aby se vyloucil hlavni vliv velikosti téla na slozeni membran, a tim na délku Zivota, byla
provedena studie na stejné velkych druzich hlodavcl —ryposovi lysém (Heterocephalus gluber)
a mysi domdci (Mus musculus), s velmi zasadné rozdilnou MLS (Heterocephalus gluber cca 28
let a Mus musculus 3-4 roky) (Hulbert et al., 2006a). Vysledkem bylo zjisténi, Ze nenasycenost
tkanovych fosfolipidd je u obou druh(i stejna a odpovida predikcim z télesné hmotnosti. Co uz
témto predikcim ale neodpovidd, je velmi odliSny obsah typl UFA v tkdnich téchto dvou
druhl. Dlouhovéci ryposi maji ve svych tkanich velmi redukovany obsah PUFA, predevsim
w3 PUFA jako je napf. vysoce nenasycena DHA, kterd je jednou z nejcitlivéjSich k peroxidaci,
a naopak vyssi obsah MUFA. Z toho tedy jasné vyplyva, Ze dlouhovéci ryposi maji mnohem
vice odolné membrany k peroxidaci nez stejné velké mysi, i presto, ze jejich celkovy obsah

nenasycenych MK je totozny (Holman, 1954; Hulbert et al., 2006a).
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Stejny trend (méné w3 PUFA — DHA pfi delSim MLS) potvrzuje i dalsi vnitrodruhova
studie na tkanich jater a kosterni svaloviny u Mus musculus z oblasti Idaha, Majura, obé maji

v zajeti prodlouzenou MLS, a laboratorni mysi (DC) (viz obr.8) (Hulbert et al., 2006b).
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Obr. 7: Obsah MK ve fosfolipidech kosterni svaloviny (A), jater (B) u 3 linii Mus musculus (Idaho,
Majuro a laboratorni DC), které se lisi svou MLS. Ve sloupcich jsou vyneseny hodnoty nasledujicich MK
(od spodu): 16:0, 18:0, 18:1 w9, 18:1 w7, 18:2 w6, 20:4 w6, 22:5 w3, 22:6 w3 - DHA. Obsah MK neni
v grafech 100%, protozZe je zobrazeno pouze 8 hlavnich MK. MK jsou v grafech také rozdéleny na SFA,
MUFA, a PUFA — w3 a w6. Graf C ukazuje vypocitany peroxidacni index pro tyto 3 linie mysi (prevzato

a upraveno z Hulbert et al., 2006b).

Dalsi vnitrodruhova studie ukazuje vysoce rezistentni tkané k poskozeni a nizky
oxidacni stres, tedy i snizeny Pl (snizeny obsah DHA a kys. arachidonové) u tkani sleziny a
mozku samic vyjimecné dlouhovékych mysi domacich kmene BALB/c (cca 128 tydnu) oproti
starym jedincim tohoto kmene (cca 76 tydnu) (Arranz et al., 2013), coz by mohla byt ale jen
zména spojend s vékem. Stejné tak je to i u mitochondrii kosterni svaloviny dlouhovékého
kifecka bélonohého (Peromyscus leucopus, MLS vice nez 8 let v zajeti) v porovnani s laboratorni
mysi kmene C57BL/6J (MLS cca 3,5 roku v laboratornich podminkach) (Shi et al., 2013). Dal$im
pfikladem je porovnani kosterni svaloviny, srde¢ni tkané a jaternich mitochondrii
dlouhovékych mysi kmene Ames dwarf s divokym typem tohoto kmene, kde byl opét zjiStén
stejny celkovy obsah PUFA, avsak nizsi obsah w3-PUFA (hlavné DHA) u dlouhovékych jedinct
(Valencak and Ruf, 2013).

Kosterni svalovina a jaterni mitochondrie, sav€ich a ptacich druhd, ukazuji opét
negativni korelaci mezi Pl a MLS (obr. 9) (Hulbert et al., 2007). KdyzZ zidstaneme u porovnavani

savcl a ptakd, nalezneme dalsi priklad této korelace, a to u srdecni tkané stejné velkych druhd,
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mysi (MLS = 3,5 roku), kanarka (Serinus canaria, MLS = 24 let) a andulky (Melopsittacus
undulatus, MLS = 21 let), kdy i pfes mnohem vyssi metabolismus, maji kanarek a andulka
mnohem delSi Zivot, a to se zda byt predevsim diky snizenému obsahu polynenasycené DHA v
membranach a nizkému PI (Pamplona et al., 1999a). Pozdéji bylo také prokdazano mensi
oxidacni poskozeni a méné komplexu | (zodpovédného za produkci ROS) v mozku u téchto
druh( ptakd, nez u mysi, coz s rychlosti starnuti a délkou Zivota také koreluje (Pamplona et al.,
2005). Vyssi odolnost ptacich membran dlouhovékych druhl byla prokadzadna i na jejich

fibroblastech, které byly vystavovany rdznym bunécnym stresorim (Harper et al., 2011).
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Obr. 8: Vztah mezi maximalni délkou Zivota savci a ptakl a peroxidaénim indexem fosfolipid(
kosterni svaloviny (A) a fosfolipidd mitochondridlnich jaternich bunék (B) (pfevzato a upraveno z
Hulbert et al., 2007).

Studie provedené napfiklad i na lidskych erytrocytech od potomkU rodica, Zijicich déle
nez 90 let, vykazovaly nizsi Pl, nez od kontrolnich vzork( s kratsi délkou Zivota jejich rodicl, a
to hlavné diky snizenému obsahu PUFA (C18:2, C20:4) a naopak zvySenému obsahu MUFA
(C16:1, trans C18:1) (Puca et al., 2008). Plazmatické lipidy potomka lidi, Zijicich déle nez 90 let,
sice neukazovaly Zadné signifikantni rozdily u muzu, kdezto lipidy dcer dlouhovékych rodicl
vykazovaly vice MUFA nez PUFA oproti dceram rodicl s kratsi délkou Zivota, s ¢imz m(ize byt
spojend vyssi resistence k oxidaénimu stresu (Gonzalez-Covarrubias et al., 2013). Jedna
z nejnovéjsich studii, zkoumajici lidské plazmatické lipidy, znovu pfinasi podobné vysledky jako
predchozi, a to takové, Ze lidé s vyjimecnou délkou Zivota maji vy$si obsah rezistentnich lipidu

k lipidové peroxidaci (Jové et al., 2017). Postup, jakym se k témto vysledk{im doslo, byl ovsem
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velmi odliSny od predchozich, kde porovnavali stejné staré potomky dlouhovékych lidi a v této
studii porovnavali pfimo rGzné staré jedince (dospélé, staré a extrémné staré) mezi sebou
(Jové et al., 2017), coz neni podle mé vhodné navrzeny experiment, vzhledem k tomu, Ze se
dle nékterych praci (Masella et al., 1995; Hulbert and Else, 2000; Andersson et al., 2000; Modi
et al., 2008) méni slozeni membran s vékem.

Pfi porovnani fosfolipidového sloZeni tii typd tkani (mitochondrie jater, kosterni
svaloviny a mozku) u tfi druhl savcl s riznou MLS (mysS domdci MLS = 4 roky, prase MLS = 27
let a Clovék MLS = 122 let) se také jasné ukazala nizsi koncentrace fosfolipidl citlivych
k peroxidaci u lidi, ktefi maji nejdelsi MLS, a to s nejvétSim rozdilem mezi druhy u tkané
kosterni svaloviny. Déle se ukazalo, Zze mys a prase maji vy$si obsah PUFA u vSech tkani, oproti
¢lovéku, ktery ma vice MUFA (hlavné C18:1) (Cortie et al., 2015)

Novéjsi studie, ve které byla zkoumana jaterni tkan 107 druht ptakd rdzného véku a
velikosti patricich do celkem 16 rGznych radd, ovSem prinesla (pfi statistické kontrole na
télesnou hmotnost a fylogenezi) nové a rozdilné vysledky oproti ostatnim dosavadnim
studiim. Pl a obsah MUFA pozitivné korelovaly s MLS, zatimco obsah PUFA a w6 PUFA
korelovaly negativné. Ukazala také, Zze dalsi dllezitou vlastnosti MK je i délka Fetézce. Autofi
na zakladé vysledkd navrhli, Ze délka Zivota pozitivné koreluje, kromé obsahu MUFA, také
s délkou retézce MK a to hlavné s dlouhymi vysoce nenasycenymi w6 MK (Galvan et al., 2015).
S touto novou hypotézou vsak nesouhlasi jedna starsi studie na 11 savcich druzich véetné
Clovéka s MLS v rozmezi od 3,5 do 120 let zkoumajici plazmatické volné MK, kde naopak
prokazali negativni korelaci mezi MLS a koncentraci plazmatickych MK s dlouhym Ffetézcem i
peroxidacnim indexem (Jové et al., 2013). Zda tyto nesrovnalosti souvisi s rozdily mezi ptaky a
savci, ¢i s rozdily mezi lipidy v krevni plazmé a v tkanovych membranach, neni jasné.

Dalsi recentni prace zkoumala lipidovou koncentraci (jak energetickych
triacylglycerol(, tak i membranovych fosfolipidli) v 6 tkdnich (jatra, svalovina, ledviny, srdce,
mozkova klra a mozecek) u 35 druht savcu (primati — v¢. ¢lovéka, hlodavci a letouni) s rGzné
dlouhou MLS. U dlouhovékych druh( byl zjistén vyssi stupen nasycenosti membran, tim i nizsi
obsah dvojnych vazeb a niZsi Pl, oproti kratkovékym, zfejmé jako ochrana pred oxida¢nim
stresem, ale také vyssi koncentrace nenasycenych triacylglycerold (energetickych lipidd) u
témér vSech tkani, coz by mohlo v disledku znamenat pomalejsi produkci energie (oproti
nasycenym), kvuli obsahu dvojnych vazeb, které je ndrocnéjsi odbourdvat pfi vyuzivani téchto
lipidd, a tim pomalejsi metabolismus (Bozek et al., 2017).
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Velkou vyjimkou vobsahu MK je tkan mozkova, ktera je velmi evolucné
zakonzervovanad a nevykazuje takové mezidruhové rozdily jako ostatni tkané a obsahuje oproti
nim mnohem vice MUFA a méné PUFA a témér konstantni obsah DHA u savcl, nehledé na
jejich velikost (Couture and Hulbert, 1995; Hulbert et al., 2006a; Hulbert, 2007, 2008; Bozek
et al., 2017). Tento konstantni obsah DHA v mozku savcli by mohl byt proto, Ze kdyby se spolu
s rostouci velikosti téla snizoval obsah DHA v mozku, mohlo by to zpomalit i chovani druhu, a

to by nebylo selektivné vyhodné (Hulbert, 2008).

Oproti témér stabilnim vysledkim v korelacich mezi délkou Zivota a slozenim membran
(DBI, P1) je v druhé casti této teorie mnohem vice nejasnosti. MiZzeme najit spoustu studii,
vyvracejicich souvislost mezi slozenim membran a rychlosti metabolismu, kterou predikuje
MPTA. Studie na mysich selektovanych na vyssi a nizSi BMR, ukazuje vyssi DBI a také vyssi
mnozstvi nékterych UFA, a to hlavné DHA, u jedincl s nizSim BMR. To je tedy naprosto opacny
vysledek nez MPTA predpoklada (Brzek et al., 2007). Wone et al. (2013) testoval jatra a
svalovinu koncetin, také u mysi, ale selektovanych na vysoky metabolismus a nedosel
k Zadnym signifikantnim rozdildm v procentualnim zastoupeni MK nebo nenasycenosti
membran. Stawski (2015) také vyvraci MPTA, kdyZz se mu u nornik( (Myodes glareolus),
selektovanych na vyssi BMR a kontrol, nepodaftilo zjistit zadné signifikantni vztahy mezi
slozenim membran (konkrétnimi MK) a rychlosti metabolismu. Hlavni rozdily, které ovsem
vysly najevo, se tykaly zmén délky retéze MK, které nasledné mohou ovlivnit aktivitu
transmembranovych protein( (Stawski et al., 2015). Bylo pozorovano, Ze nejvyssi aktivitu maji
transmembranové proteiny v membrdndch se stfedné dlouhymi fetézci MK (C18) a kratsi, i
delsi fetézce zplsobuji snizeni jejich aktivity. Tyto proteiny mohou tedy rizné ovliviiovat
aktivitu organ( (Lee, 2004, 2011; Gustavsson et al., 2011).

A protoZe rychlost metabolismu pozitivné koreluje s velikosti vnitfnich organt
(Holliday et al., 1967; Wiersma et al., 2012), coZ u jedné studie zvySeni metabolismu také
zpUsobilo (Brzek et al., 2007), je moiné, zZe zvySeni metabolismu u téchto studii, vedlo pouze
ke zvétSeni vnitinich organl spisSe, nez ke zméné membranového sloZeni (Brzek et al., 2007).

Vnitrodruhové studie tedy nevykazuji Zadné jasné korelace, a pokud se podivame na
studie mezidruhové, opét narazime na pochybnosti. Kanarek a andulka méli, i pfes mnohem
vy$s$i metabolismus, méné nenasycené membrany nez mys (Pamplona et al., 1999a), stejné
jako mél holub méné nenasycené membrany oproti potkanovi (Pamplona et al., 1996) i pres
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vy$si metabolismus, ktery maji ptaci vSeobecné oproti stejné velkym savcim (Hickey et al.,

2012).

Problematika vlivu sloZzeni membran na rychlost metabolismu je sloZitéjsi, nez se na prvni
pohled mliZe zdat. Studie, porovnavajici obsah rGznych MK v membranach a rychlost
metabolismu endotermnich obratlovcd, nepotvrzuji pacemakerovou teorii starnuti. Je mozné,
Ze je to proto, Ze se tento predpoklad vyvijel z teorie vzniklé na porovndvani endotermnich a
ektotermnich obratlovcl (Hulbert and Else, 1999), coZz mUze byt rozdilné oproti porovnavani
savcl samotnych, nebot metabolismus ektotermu je velmi ovliviiovan okolni teplotou a to by
mohlo vést k trochu odliSnym mechanismdm na bunécné urovni. Tato ¢ast teorie o vlivu
slozeni membran na metabolismus, by tedy mohla byt platnd pouze pfi porovnavani
ektoterm( a endotermd, nikoliv vSak pfi porovnavani endotermt mezi sebou. Studii na toto
téma jsem ale nasla jen malo, proto by bylo do budoucna urcité vhodné provést nékteré dalsi,

které by se vénovali porovnavani samotnych endoterm, aby vznikl alespon podobné Siroky

vhled na tuto problematiku, jako na problematiku slozeni membran a délku Zivota.
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9 Zaver

Touto resersi jsem dosla k zavéru, Ze sloZzeni membran je zasadni pro délku Zivota
zivocichU, a spolu s tim miZze byt jednou z hlavnich determinant Zivotnich strategii. Ve vétsiné
studii (jak mezidruhovych, tak i vnitrodruhovych) se ukazal signifikantni vztah mezi délkou
Zivota a obsahem rliznych MK v membranach tkani i mitochondrii. Pfidani MK s jednou
dvojnou vazbou, zpUsobi zvyseni fluidity, ale pfidani vice dvojnych vazeb jiz nema takovy
ucinek na fluiditu, kdezto velmi zasadné ovliviiuje citlivost k peroxidacnimu poskozeni.
Dulezity byl predevsim obsah DHA a jinych vysoce polynenasycenych w3 MK, velmi citlivych
k peroxidaci, které byly nachazeny ve zvysené mifre u zivoCichl s kratsi délkou Zivota, oproti
dlouhovékym druhdm. Také se v jedné studii jaterni tkané nové pfislo na pozitivni vztah mezi
délkou Zivota a délkou retézce MK, a to hlavné w6 MK, zatimco studie krevni plazmy ukazala
opak, a to negativni korelaci mezi koncentraci plazmatickych MK s dlouhym retézcem a délkou
Zivota. Velikost téla, kterd ovliviiuje témér kazdy proces, ktery se v télech Zivocich(G odehrava,
musela byt pro ziskani signifikantnich vysledkd z dat statisticky odfiltrovavana, stejné jako vliv
fylogenetické pribuznosti druh(. | po odfiltrovani téchto vlivi zUstaly vysledky u vétsiny studii
signifikantni.

Prace se zabyvala hlavné ptacimi a sav¢imi druhy. Ptaci maji oproti stejné velkym
savclm vyssi metabolismus i MLS, a zarovenn mnohem méné nenasycené membrany, jezZ jsou
odolnéjsi k oxida¢nimu stresu. Tato kombinace intenzivnéjSiho metabolismu na strané jedné
a delSiho Zivota a méné nenasycenych membran na strané druhé je vrozporu
s pacemakerovou teorii. Stejné tak tuto teorii nepotvrdily ani vnitrodruhové studie savcq,
které ukdzaly bud' vyssi polynenasycenost u jedincl s nizsim metabolickym vydejem nebo
zadné signifikantni rozdily.

Jako vhodny model pro studium sloZzeni membran se mi zdaji fibroblasty a krevni
vzorky, které vykazuji stejné korelace jako ostatni tkané, ale nevyzaduji usmrceni Zivocichu.

Z dosavadnich studii je zfejmé, Ze délka Zivota jasné zavisi na sloZzeni membran. Stale
ale neni Uplné jasné, jestli je délka Zivota determinovana stejnymi bunéénymi a molekularnimi

mechanismy u vSech druhl nebo jestli jsou tyto zmény individualni a druhové odlisné.
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