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Uvod

Diplomova prace se zabyva popisem vztahu mezi mitochondridlnimi dysfunkcemi a
neurodegenerativnimi onemocnénimi.

Neurodegenerativni onemocnéni jsou progresivni onemocnéni nervového systému, kde se
na vzniku onemocnéni podili vice faktorii. Mezi tyto faktory fadime apoptdzu, volné radikaly,
které vznikaji oxidacnim stresem, dale patologické proteinové agregaty a vlivy genetického
pozadi (Matéj a Rusina, 2012; Rohan a kol., 2015).

Mitochondrialni dysfunkce jsou zptisobeny poskozenim dychaciho fetézce nebo snizenim
¢innosti mitochondrii. Mitochondrie v buitkach vyrabé&ji pomoci enzymi citratového cyklu a
oxidacni fosforylace ATP (adenosintrifosfat), ktery slouzi jako zdroj energie pro bunky
(Dylevsky, 2000; Fisar a kol., 2011; Trojan a kol., 1996).

V soucasné dob¢ je znamo vice nez 300 mutaci mitochondridlni DNA, které souviseji
s riznymi nemocemi. Podle soucasnych poznatkli se mitochondridlni dysfunkce podileji na
vzniku neurodegenerativnich onemocnéni (Federico a kol., 2012).

Mitochondrialni dysfunkce maji za nasledek i nedegenerativni poskozeni mozku, mezi

které fadime cévni mozkové piihody a traumaticka poranéni mozku.
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Cil prace

Hlavnim cilem mé prace je vypracovat pifehlednou reSersi, kterd ma za cil popsat slozitou
problematiku mitochondrialnich dysfunkci a neurodegenerativnich onemocnéni.

Cilem prvni ¢asti prace je klasifikace a charakterizace neurodegenerativnich onemocnéni,
popis mitochondrii a objasnéni procest excitotoxicity a apoptozy. Dale je zde stru¢né popsan
nervovy systém a jeho vztah k mitochondriim.

Cilem druhé casti prace je popis mitochondridlnich dysfunkci u konkrétnich
neurodegenerativnich onemocnéni a objasnéni mechanismu vzniku téchto onemocnéni.

Mitochondrialni dysfunkce vznikaji i u nedegenerativnich poskozeni mozku, do této
skupiny poskozeni fadime cévni mozkovou piihodu a traumatické poranéni mozku.

V praci je dile zminéna problematika antioxidantli, coz jsou nepostradatelné latky, které

snizuji nasledky poskozeni oxida¢nim stresem.
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1. Klasifikace neurodegenerativnich onemocnéni

1.1 Charakteristika neurodegenerativnich onemocnéni

Neurodegenerativni onemocnéni jsou progresivni onemocnéni nervového systému.
Charakteristickym rysem téchto chorob je Ttbytek specifickych skupin neuront.
Neuropatologickd diagndza se opird o histologické zmény v urcitych oblastech mozku a
michy a o pritkaz specifickych neuronalnich a/nebo gliovych proteinovych inkluzi, které jsou
specifické pro urcita onemocnéni (Matéj a Rusina, 2012).

U neurodegenerativnich onemocnéni se obvykle setkavame s kombinaci raznych
patogenetickych vlivll, z nichZ jsou nejvyznamnéjsi apoptoéza, volné radikaly, patologické
proteinové agregity a vliv genetického pozadi. Lze tedy fici, ze podstatou
neurodegenerativnich onemocnéni je spole¢na kombinace ukladani specifického proteinu
v mozkové tkani s obecnymi mechanismy apoptézy a autofagie. V soucasné dobé jsou
neurodegenerativni onemocnéni popisovana jako specifické proteinopatie (Mat¢j a Rusina,
2012; Rohan a kol., 2015).

Klinickym obrazem konkrétniho onemocnéni je postiZeni urcité skupiny neuronti a u fady
onemocnéni progrese poSkozeni daného proteinu (napf. Alzheimerova nemoc, demence
s Lewyho télisky). Ur€eni spravné diagndzy je velmi obtiZzné. Diagnézu lze potvrdit pouze na
zakladé neuropatologie pomoci imunohistochemického prikazu markeru, tj. typického
nativniho nebo patologicky modifikovaného proteinu ve specifické oblasti mozku (Rohan a

kol., 2015).

1.2 Rozdéleni neurodegenerativnich onemocnéni

Podle soucasné¢ klasifikace se v nazvu daného onemocnéni uplatiiuje nejvyznamné;jsi
patofyziologicky d¢j, a z tohoto ditvodu se v ndzvu onemocnéni objevuje hlavni zménény
protein (Mat&j a Rusina, 2012). V tabulce 1 jsou neurodegenerativni choroby rozdéleny do 8

zékladnich skupin.

13



Tabulka 1: Rozdéleni neurodegenerativnich onemocnéni

1. Alzheimerova nemoc a starnuti

2. Tauopatie

a. frontotemporalni demence (FTD)

b. progresivni supranuklearni obrna (Steele-Richardson-Olszewského syndrom)
c. kortikobazalni degenerace

d. nemoc s argyrofilnimi zrny

3. Fronto-temporalni lobarni degenerace (FTLD)

a. FTLD s ubiquitin pozitivnimi inkluzemi (FTLD-UPS)

b. FTLD asociovana s onemocnénim motorického neuronu (FTLD-MND)

c. FTLD s inkluzemi proteinu TDP-43 (FTLD-TDP), zahrnuje i sémantickou demenci
d. FTLD bez histologickych zmén (DLDH)

4. Synukleinopatie
a. Parkinsonova nemoc
b. demence s Lewyho télisky

¢. mnohotnd systémova atrofie (MSA)

5. Onemocnéni s opakovanim tripleta

a. Huntingtonova nemoc

b. fada autozomalné dominantnich spinocerebellarnich ataxii
c. Friedreichova ataxie

d. bulbospinalni atrofie (Kennedyho nemoc)

e. dentato-rubro-pallido-luysianska atrofie

6. Prionova onemocnéni

a. Creutzfeldtova-Jakobova nemoc (CJIN)

b. Gerstmannlv-Striaussleriv-Scheinkeriv syndrom
c. fatdlni familidrni insomnie

d. kuru

7. Onemocnéni motorického neuronu
a. amyotrofickd a primarni lateralni skler6za

b. spindlni muskuldrni atrofie

8. Ostatni neurodegenerativni onemocnéni

Zdroj: Matéj a Rusina, Neurodegenerativni onemocnéni: prehled soucasné klasifikace a

diagnostickych neuropatologickych kritérii, 2012 (prevzato)
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1.2.1 Alzheimerova nemoc a starnuti

Pti Alzheimerové nemoci (AD, z angl. Alzheimer’s disease) probihaji v zasad¢ podobné
zmény jako pfi starnuti. Dochéazi k poklesu hmotnosti a objemu mozku, snizeni tloustky
mozkové kury a krozSiteni mozkovych komor. Zmény jsou vyraznéj$i u presenilnich
onemocnéni, kde oproti zkoumanym kontrolnim mozkim mtize dojit k poklesu hmotnosti az
0 200 az 300 g. Numericka atrofie neuront pii AD ovSem pievysSuje numerickou atrofii, ktera
je spojena s prostym starnutim. K poklesu neurontt dochéazi v oblastech mozkové kury 1
v podkorovych oblastech a disledkem tohoto poklesu je naruSeni funkce projekénich oblasti.
Mira poskozeni kognitivnich funkci souvisi s numerickou atrofii neuronti i mnozstvim f-
amyloidu zejména v hipokampu. Pfi AD dochézi jednak k ubytku cholinergnich neuronii
bazalniho  telencefala, jednak 1  kpoklesu korové  acetylcholinesterdzy a
cholinacetyltransferdzy. Béhem progrese AD se méni i dendritické systémy se synapsemi.
Synapse rovnéz numericky atrofuji, ale jejich postizeni neni v mozkové kilife rovnomeérné,
kara ¢elniho a spankového laloku je postizena vice nez kira tylni. PoSkozeni korovych
synapsi je umérné poskozeni kognitivnich funkei. Poskozeni v hipokampu je pfimo umérné
poskozeni paméti (Koukolik a Jirdk, 1998).

Celosvétove trpi AD asi 47,7 milionu lidi a kazdy rok se objevi 7,7 milionu novych ptipadi
(Abolhassani a kol., 2015).

Existuji dva hlavni patologické znaky. Prvnim jsou senilni (amyloidové) plaky vznikajici
z B-amyloidu a druhym pak neuronalni klubka (tangles) tvofena hyperfosforylovanym tau
proteinem. Neuronalni klubka se nejdiive objevuji v amygdale a parahipokampalnim zavitu,
pozdéji v hipokampu a tempordlnim kortexu. Vyskytuji se laminarné a postizeny jsou jen
nékteré vrstvy mozkové kury (Abolhassani a kol., 2015; Matéj a Rusina, 2012).

AD se dé€li na dvé formy, sporadickou a dédicnou. Dédi¢nd forma je zpiisobena mutaci
v genech, které se zapojuji do produkce B-amyloidu, jedna se o amyloidovy prekurzorovy
protein (APP), presenilin 1 a presenilin 2. Ojedinélé (sporadické) AD, zndmé také jako AD
s pozdnim ndstupem, jsou nejcastéjSim podtypem demence (60-80%). Asi 1% ptipadi AD
vznikd v disledku mutaci na nékterém ze tii specifickych gent pro APP, proteiny presenilinl
a presenilin 2, které reguluji posledni tipravy APP prostfednictvim y sekretazy, ktera $tépi
APP. U jedinct s mutacemi v kterékoli z téchto tfi dominantné zdédénych genil, se mohou
vyvinout symptomy AD uz pted 65. rokem a nékdy jiz ve véku 30 let. Bylo prokézéano, ze
amyloidni plaky mohou byt pfitomny u pacientl zatizenych témito mutacemi o vice nez 20 let

pied vlastni klinickou manifestaci demence. Drtiva vétSina jedinct se sporadickou AD trpi
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onemocnénim s pozdnim nastupem, které zacind nastupovat ve véku 65 let nebo pozdéji.
Podobné jako u jinych chronickych onemocnéni se sporadickd AD rozviji v duasledku
pusobeni vice faktorti a ne jen jako vysledek piisobeni pouze jedné pficiny (Abolhassani a

kol., 2015; Wang a kol., 2014).

1.2.2 Tauopatie

Tauopatie jsou neurodegenerativni onemocnéni, pii kterych dochdzi k hromadéni
modifikovanych forem proteinu tau v kiife frontalnich, parietdlnich a temporalnich lalok,
v bazalnich gangliich a v mezencefalu. Nazev proteinu tau je odvozen z anglického nézvu
»tubulin associates unit“. Z nazvu plyne, ze se jedna o bilkovinu, kterd se po fosforylaci vaze
na tubulin mikrotubult, startuje jejich polymerizaci a aktivné se podili na intracelularnim
transportu. Po defosforylaci se ucastni stabilizace mikrotubulli. Pfi tauopatiich dochazi
k poskozeni intraceluldrniho metabolismu tohoto proteinu tau (Mat¢j a Rusina, 2012; Rusina a
kol., 2015).

Ve zdravém mozku se protein tau vyskytuje v Sesti izoformach. Tento protein se sklada
z 352- 441 aminokyselin a jeho molekulova hmotnost se pohybuje okolo 50- 65 kDa. Protein
tau je kodovan genem MAPT (z angl. Microtubulin Associated Protein Tau) na 17.
chromozomu. Za patologickych stavii dochazi k hyperfosforylaci proteinu tau na specifickych
vazebnych mistech, coz vede k ukladani Spatn¢ odbouratelnych proteinovych agregati
v podob¢ objemnych inkluzi. Vysledkem je apoptdza takto postizenych bunck. Podle poctu
opakovani vazebného mista pro molekuly mikrotubulii (direct-repeats, DR) se tauopatie déli
do 3 zékladnich skupin. Nejvice prevazuji tfi (DR3) a ¢tyfi (DR4) a zaroven se zohlediuje i
haplotypizace genu MAPT (H1 a H2) (Mat¢j a Rusina, 2012; Rusina a kol., 2015).

Tauopatie se fadi do skupiny onemocnéni fronto-temporalni lobarni degenerace (FTLD) a
jsou oznacovany jako FTLD- tau. Do tauopatii fadime frontotemporalni demence, progresivni
supranuklearni obrnu (Steele-Richardson-Olszewského syndrom), kortikobazalni degenerace

a nemoc s argyrofilnimi zrny (Matgj a Rusina, 2012; Rusina a kol., 2015).

1.2.2.1 Frontotemporalni demence

Ve frontotemporalnich demencich jsou zahrnuty tfi klinicko-patologické stavy: ,,vlastni*
frontotemporalni demence (FTD — nékdy se uvadi termin behavioralni varianta — bvFTD),
progresivni neplynula (nonfluentni) afazie (PNFA) a sémanticka demence (SD). FTD se
vyznacuje postizenim funkci frontadlniho laloku s ¢asnymi zménami osobnosti a téZkymi

poruchami chovani. Progresivni neplynuld afdzie a sémantickd demence se projevuji
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poruchami feci. Atrofie frontalnich a temporalnich lalokii byva asymetrickd. U FTD byva
postizena vice prava strana, u progresivnich afazii leva strana. Atrofické gyry mohou
makroskopicky pfipominat ,,0stii noze* nebo listy. Postizeny mohou byt i oboustranné
hipokampy a amygdala a mén¢ 1 bazalni ganglia. Dochazi k t€zké atrofii neuronti, astrocytoze
a spongioze, zacinajici nejdiive v II. a III. korové vrstvé (Matéj a Rusina, 2012; Rusina a kol.,

2015).

1.2.2.2 Progresivni supranuklearni obrna (Steeleiv- Richardsoniiv-

Olszewskiho syndrom)

Toto onemocnéni je vzacné a zacina po 40. roce zivota. NejCastéj$imi priznaky jsou Casna
posturdlni instabilita a pady a vertikdlni supranukledrni obrna pohledu. Déle dochazi
k akineticko-rigidnimu syndromu se symetrickou bradykinézou a axidlni rigiditou,
neodpovidajici na 1é¢bu levodopou (Koukolik a Jirdk, 1998).

Pii této nemoci se vyskytuji globoidni neurondlni klubka s hyperfosforylovanym tau
proteinem s predominanci DR4 isoformy a vyskytujici se ptfedev§im v subkortikdlnich
oblastech. Hodnota numerické atrofie a midzy kolisd. Imunohistochemicky se prokazuji
zménéné astrocyty a oligodendroglie 1 patologicka vlakna v bazélnich gangliich, mezimozku a
mozkovém kmeni. Poskozena byva substantia nigra, locus coeruleus, globus pallidus,
nucleus subthalamicus, periakveduktalni Sedi mezencefala, jadra hlavovych nervii v pontu a

mezencefalu a nucleus dentatus mozecku (Mat€j a Rusina, 2012; Rusina a kol., 2015).

1.2.2.3 Kortikobazalni degenerace

U této degenerace se vyskytuje predominance DR4 isoformy. V substantia nigra a pallidu se
vyskytuji numerické atrofie neuronti a midza s basofilnimi inkluzemi. Ve zbyvajicich
pigmentovych neuronech substantia nigra se nachazeji tzv. bledé inkluze. Pickova téliska,
Lewyho téliska, neuritické plaky a neuronalni klubka se zde nenachazeji. Toto onemocnéni se

projevuje kombinaci extrapyramidovych symptoml a korové dysfunkce v parietalni oblasti

(Matéj a Rusina, 2012; Rusina a kol., 2015).

1.2.2.4 Nemoc s argyrofilnimi zrny

Pfi tomto onemocnéni také prevazuje DR4 isoforma patologického tau proteinu, ktery se
vyskytuje v podobé argyrofilnich zrn, Casto se vyskytuje spolecné s AD nebo jinymi

tauopatiemi (Rusina, 2012; Rusina a kol., 2015).
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1.2.3 Fronto-temporalni lobarni degenerace (FTLD)

FTLD se vyznacuje selektivni atrofii frontadlniho a temporalniho kortexu, kde dochazi
k ubytku neuronti, gliéze a spongidze povrchovych vrstev. FTLD zahrnuji znacné heterogenni
skupinu onemocnéni a jednotlivé typy jsou rozliSovany a fazeny do skupin podle typu
akumulovaného patologického proteinu (Mensikova a kol., 2016).

Na zaklad¢ imunohistochemického vySetfeni a vlastnosti intraceluldrnich inkluzi jsou FTLD
dé€leny na tauopatie a non-tau FTLD s neuronalnimi a/nebo glidlnimi inkluzemi pozitivnimi v
imunohistochemickém prikazu s protilatkou proti ubikvitinu (ubikvitinopatie-FTLD-UPS),
FTLD s inkluzemi proteinu TDP-43 (FTLD-TDP) riiznych tvarG a typt (Maté a Rusina,
2012).

1.2.4 Synukleinopatie

Mezi synukleinopatie jsou zahrnuty Parkinsonova nemoc, demence s Lewyho télisky a
multisystémova atrofie. Hlavnim pfiznakem je parkinsonsky syndrom, ktery se vyznacuje
hypokinézou, rigiditou, tfesem a posturdlni instabilitou. DalSimi pfiznaky mohou byt
kognitivni postizeni, mozeckové nebo autonomni dysfunkce. Typickym ndlezem jsou
intracelularni inkluze patologicky konformovaného proteinu alfa-synukleinu. Zakladnimi typy
téchto inkluzi jsou Lewyho téliska, Lewyho neurity a oligodendroglidlni inkluze (tzv.
Pappovy-Lantosovy inkluze). Lewyho téliska mohou byt pfitomny v klasické kmenové formeé
(eozinofilni, s perifernim projasnénim) nebo v méné vyrazné korové formé (eozinofilni, bez
hal6). Lewyho neurity jsou vybézky neuronti, obsahujici agregovany alfa-synuklein. Pro
jejich prikaz musi byt pouzito specifickych protilatek proti alfa-synukleinu nebo ubikvitinu.
Pappovy-Lantosovy inkluze jsou ,,plaménkové™ inkluze v oligodendroglii viditelné pomoci
imunohistochemického prikazu interakce s protilatkou proti alfa-synukleinu pomoci
impregnace solemi stiibra (Rohan a kol., 2015).

V poslednich deseti letech doslo ke zménam v klasifikaci synukleinopatii. Nejdiive byla
definovdna demence s Lewyho télisky (DLB) a pozd&ji byla re-definovana Parkinsonova
nemoc s demenci (PDD). Bylo stanoveno diferencidlné diagnostické kritérium rychlosti

rozvoje kognitivni poruchy pro rozliSeni téchto dvou nemoci (Mensikova a kol., 2013).

1.2.4.1 Parkinsonova nemoc

Parkinsonova nemoc (PD, z angl. Parkinson'’s disease) je nejCastejsi pohybové onemocnéni

a druhé nejcastéji se vyskytujici neurodegenerativni onemocnéni na svété a vyskytuje se u 2
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% populace starsi 65 let. PD se projevuje ztratou dopaminergnich neuroni v substantia nigra
pars compacta, ktera vede ke snizeni dopaminu v bazélnich gangliich, druhym projevem je
tvorba Lewyho télisek, coz jsou eozinofilni nitrobunécné inkluze, které jsou tvofeny
fibrilarnim alfa-synukleinem. Pfevlada nézor, ze ztrata dopaminu dokaze zpiisobit deregulaci
ve funkci bazalnich ganglii a toto naruseni se poté projevuje motorickymi poruchami jako je
bradykineze (celkové zpomaleni pohybtl), klidovy ties, rigidita a posturalni nestabilita. Dale
se mohou objevit i poruchy spanku, deprese, snizeni kognitivnich funkeci a také autonomni a
senzorické dysfunkce. Molekularni patogeneze PD je velice slozita a skladd se z riznych a
mezi sebou interagujicich jevi. Mezi nejvyznamnéjsi patii agregaty alfa-synukleinu, narusené
odbouravani proteinii v ubikvitin-proteazomovém systému, mitochondridlni dysfunkce a
oxidacni stres, zanétliva reakce spojend s glidlni aktivaci, odchylky v aktivaci bunééného
cyklu a deregulace apoptozy. Tyto patologické zmény vznikaji na bdzi pisobeni primérnich
pticin, jako jsou negativni vlivy Zivotniho prostiedi, biologické starnuti a genetické zmény
(mutace a polymorfismy) (Subramaniam a Chesselet, 2013).

PN zacina nejCastéji mezi 60. -70. rokem zivota. Anglosaska literatura pouziva oznaceni
late-onset (PN s pozdnim zacatkem). PN se totiz miiZe projevit uz pied 40. rokem véku a tato
forma byvéa oznaCovana early-onset (PN s Casnym zacatkem). Tato Casnéd forma se li§i oproti
pozdni formé v klinickych projevech. U téchto pacientii je pomalejsi progrese, lepsi odpoved’
na dopaminergni terapii a kognitivni funkce zistavaji dlouhou dobu nezménéné
(Subramaniam a Chesselet, 2013).

PN byla dlouho povazovadna za sporadické onemocnéni, ale diky vyvoji genetiky byly
objeveny mutace zodpovédné za monogenni PN a dnes je znamo 12 lokust a 8 gend, v nichz
se tyto mutace nachazeji. Tato forma PN je pfenaSena vzdy jen jednim genem. Jen pouhd
pfitomnost mutace neznamend, Ze se onemocnéni projevi a jsou potieba i dalsi faktory jako
jsou napiiklad zmény provézejici starnuti. Mutace gent vyskytujici se u familiarni PD jsou
alfa-synuklein (PARK1/4), parkin (PARK2), PINK1 (PARK®6), DJ-1 (PARK?7), LRRK2
(PARKS) a ATP13A2 (PARKDY) a vzacné se vyskytuji u PARK3, UCHL1 (PARKS), GIGYF2
(PARKI11), HTRA2 (PARK13 ) a PLA2G6 (PARK14) (Subramaniam a Chesselet, 2013).

Nehled¢ na rGzny pivod onemocnéni maji sporadickd a monogenni forma PD podobné
biochemické, patologické a klinické aspekty. U obou forem byla pozorovana mitochondridlni

dysfunkce (Subramaniam a Chesselet, 2013).
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1.2.4.2 Demence s Lewyho télisky

Demence s Lewyho télisky (z angl. Dementia with Lewy bodies, DLB) je
neurodegenerativni onemocnéni na pomezi PD a AD. Toto onemocnéni nese piiznaky obou
poruch a navic i své specifické ptiznaky, jako jsou zrakové halucinace lidskych postav a
zvitat. OdliSeni této nemoci je z divodu prolinani s PD a AD obtizné (Konrad, 2004).

Charakteristickou vlastnosti tohoto onemocnéni je kombinace postizeni struktur mozkového
kmene, nejvice substantia nigra (jako u PD) a vyskyt Lewyho télisek v paralimbickych a
nekortikalnich strukturach mozkové ktiry (Konrad, 2004).

Lewyho téliska jsou inkluze obsazené v neuronech a jsou tvofeny abnormalné
fosforylovanymi proteinovymi neurofilamenty nahromadéného alfa-synukleinu a ubikvitinu
(McKeith, 2002).

U DLB byly zjistény i imunoreaktivni neuritick¢ degenerativni procesy. Tyto procesy se
ziejme podileji na vzniku neuropsychiatrickych symptomu vétsi mérou nez ptitomna Lewyho
téliska. Ve vétsin€ ptipadi byvaji pfitomny i alzheimerovské neuritické plaky a tauopatie. Pii
DLB dochazi k depleci acetylcholinové neurotransmise v neokortikalnich strukturach, ktera je
dokonce vyznamnéj$i nez u AD. Tento jev je nasledkem degenerace cholinergnich
projekénich presynaptickych neuronit v mozkovém kmeni a pifedevsim v bazalnim telencefalu

(Konrad, 2004).

1.2.4.3 Mnohotna systémova atrofie

V klinickém obraze se u mnohotné systémové atrofie (MSA) objevuji v rizné kombinaci
projevy mozeckove, parkinsonské, pyramidové a dysautonomie. Pfi MSA dochazi k apoptoze
oligodendroglii a mikroskopicky jsou patrné numericka atrofie neuroni, reaktivni astroglioza
a demyelinizace. Nejvice jsou zasazeny kaudalni putamen, lateralni oblasti substantia nigra,
locus coeruleus, Purkynovy bunky ve vermis cerebelli, Onufovo jadro v sakrdlni miSe,
nucleus dorsalis n. X a dal$i. Postizeni katecholaminergnich neuront v prodlouzené mise
zodpovida za poruchy autonomnich funkeci. Charakteristickym diagnostickym znakem jsou
argyrofilni cytoplazmatické inkluze v oligodendrogliich, které jsou nazyvany plaménkové

nebo také Pappovy-Lantosovy bunky (Matéj a Rusina, 2012).

1.2.5 Onemocnéni s opakovanim tripleti
V této skupiné jsou nejvyznamngj$§imi onemocnénimi Huntingtonova nemoc a

Friedreichova ataxie (Mat¢j a Rusina, 2012).
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1.2.5.1 Huntingtonova nemoc

Huntigtonova nemoc (HD, z angl. Huntington's disease) je dédicné neurodegenerativni
onemocnéni. Lékai George Huntigton poprvé popsal tuto nemoc, u které se v dasledku ztraty
neuronl v corpus striatum projevuje zhorSujici se pohyb, zména osobnosti a zejména vyrazné
naruSeni kognitivnich funkci. HD je autozomalné¢ dominantni dédicné onemocnéni. Prvni
piiznaky onemocnéni se projevuji mezi 35. - 50. rokem Zivota. Juvenilni forma se mize
projevit uz pred 20. rokem zivota. HD se vyviji v n€ékolik fazi a bohuzel vétSinou v intervalu
15 — 20 let od propuknuti prvnich ptfiznaki ma fatalni nésledky; u juvenilni formy je tento
interval kratsi (Koukolik a Jirdk, 1998; Markova a Hansikova, 2016; Raymond a kol., 2011).

HD je podminéna mutaci v genu HTT (téz znam jako IT-15), ktery se nachazi na kratkém
raménku 4. chromozomu (4p16.3) a koduje protein huntingtin (Htt). Mutace v prvnim exonu
pro huntingtin vyvolava abnormalni prodlouzeni trinukleotidovych CAG repetic, které koduji
glutamin. Dochazi k prodlouzeni polyglutaminového fetézce a ke zmén¢ struktury proteinu.
Za ftyziologickych podminek se u zdravych jedinct vyskytuje 9 az 36 CAG repetic, u
nemocnych je vétSinou piekroCen pocet 37 téchto repetic (Markova a Hansikova, 2016;
Raymond a kol., 2011).

Huntingtin je rozpustny protein o velikosti 348 kDa, mé antiapoptické vlastnosti a pfi
embryogenezi se podili na vyvoji nervové soustavy. Tento protein je v lidském téle vysoce
exprimovan a to nejvice v neuronech centralni nervové soustavy a ve varlatech. V bunkach
asociuje s mnoha proteiny 1 s organelami a ucastni se mnoha bunéénych procesti. V cytosolu
ovlivituje transport vaCkli a organel a v jadie reguluje transkripci nékterych genti, napft.
PGCla (transkripéni faktor biogeneze mitochondrii) a BDNF (mozkovy neurotrofni faktor).
U mutovaného huntingtinu (mHtt) dochazi ke ztraté fyziologickych vlastnosti a objevuji se
nové, které jsou naopak schopny poskodit buniky (Markova a Hansikova, 2016; Raymond a
kol., 2011).

I pfesto, Ze jsou znamy jak gen, tak 1 mutace vyvolavajici vznik HD, nejsou stile zndmy
pfesné mechanismy objasiiujici patogenezi tohoto onemocnéni. Existuje, ale mnoho dikazi,
které vedou k potvrzeni, Ze poruseny energeticky metabolismus mitochondrii souvisi
s patogenezi HD. Jiz mnohokrat bylo prokézano, Ze dysfunkce mitochondrii a narustajici
oxidaCni stres a fada neurodegenerativnich onemocnéni jsou Uzce propojeny s fadou
neurodegenerativnich onemocnéni. Na riznych modelech i na ¢lov€ku byla zjiSténa poruSena
mitochondrialni dysfunkce zpisobena mHtt nejen v mozkové tkani, ale i v perifernich tkanich

(napf. svaly, fibroblasty, lymfocyty) (Markova a Hansikova, 2016).
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1.2.5.2 Friedreichova ataxie

Friedreichova ataxie je autozomalné recesivné dédi¢né onemocnéni, pro které je
charakteristické opakovani tripletii kodujicich glutamin ve FXN (X25) genuna 9.
chromozomu. Tato oblast DNA je zodpovédnd za kdédovani bilkoviny frataxinu, ktera se
ucastni metabolismu Zeleza v mitochondriich. U Friedreichovy ataxie se snizuje
pocet Purkynovych bun€k a neuronti v nucleus dentatus, dochazi k progresivnimu ubytku
bunék v gangliich zadnich kofenli miSnich a zadnich rozich misnich. Dal$im znakem je
ubytek velkych myelinizovanych axont perifernich nervi se sekundarni miézou,
atrofizace zadnich provazcl miSnich, ventralniho i lateralniho spinocerebelarniho
a kortikospindlniho traktu. V klinickém obrazu se projevuje ataxie, dysartrie, spasticita

dolnich koncetin, skolidza a autonomni potiZze (Schwabova a kol., 2013).

1.2.6 Prionova onemocnéni

Prionova onemocnéni neboli transmisivni spongiformni encefalopatie (TSE) jsou vzacna
neurodegenerativni onemocnéni, jejichz vznik je zapfi¢inén ukladanim patologicky
zménéného (,,infekéniho®) prionového proteinu (Prp>®) v mozkové tkani. Genetické formy
TSE zpiisobuji patogenni variace (mutace) v PRNP genu, ktery se nachazi na kratkém
raménku 20. chromozomu (Rohan a kol, 2013).

NejcastejSim lidskym prionovym onemocnénim je Creutzfeldtova-Jakobova nemoc (CJIN).
V soucasné dobé rozliSujeme infekcni, sporadickou a dédi¢nou podobu tohoto onemocnéni.
V rizném rozsahu poSkozuje mozkovou kiru a oblasti podkorové Sedi. Projevuje se
rychle progredujici demenci a fadou neurologickych ptiznakli. Priony (zkratka ze slov
,proteinaceous infectious particles®), prionovy protein (PrP) jsou malé proteinové castice,
které neobsahuji nukleové kyseliny. Pokud dojde ke kontaktu patogenniho PrP*° s tkatiovym
PrP°, dojde k pfeméné& prostorové struktury PrP® na PrP*. Tato pfeména mize byt spontanni,
jedna se tedy o sporadickou formu nebo je zplisobena patogenni mutaci prionového
proteinového genu PRNP a v tomto pfipad¢ se jedna o genetickou formu. Pfi prionovych

onemocnéni dochazi ke spongiformni dystrofii, numerické atrofii neuronti a gliéze (Koukolik

a Jirdk, 1998; Matéj a Rusina, 2012).
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1.2.7 Onemocnéni motorického neuronu

Nejcastéjsim onemocnénim motorického neuronu je amyotroficka lateralni skler6za (ALS).
Jedna se o rychle progredujici neurodegenerativni onemocnéni dospélych jedinct. Primarné
jsou postizeny kortikalni, bulbarni a spinalni motoneurony, kdy pfevazuje numerické atrofie
velkych motorickych neuronti pfednich rohi miSnich a motorickych neuront jader hlavovych
nervit v mozkovém kmeni. Nejcastéjsi pfiCinou pied¢asného umrti je respiracni selhani.
Etiologie onemocnéni neni zatim zcela objasnéna, ale diky novym studiim byly objeveny
genetické pfic¢iny nejen u familiarnich, ale 1 u sporadickych forem. Zhruba v 96 % ptipadech
ALS jsou prokazany neuronalni a gliové cytoplazmatické inkluze ubikvitinového proteinu
TDP-43, kter¢ mohou byt vysledkem pfedchéazejicich patofyziologickych déji. Tyto inkluze
chybi u pfipadi s prokdzanou mutaci genu pro superoxiddismutazu- 1 (SOD1) (Baumgartner

a kol., 2017; Mat¢j a Rusina, 2012).

23



2. Mitochondrie

2.1 Struktura a funkce mitochondrii

Mitochondrie jsou semiautonomni organely, které¢ jsou ohraniceny membranou a obsahuji
enzymatické systémy, s hlavni funkci producenta energie pro buiikky. Mitochondrie se
vyskytuji prakticky ve vSech bunikach. Ve svételném mikroskopu jsou mitochondrie viditelné
jako ovalné az vlaknité atvary v cytoplazmé. Jejich pocet zavisi na mnozstvi latkové vymény
v bunice. Podle energetické potteby jich mize byt v jedné burnice nékolik set az nékolik tisic.
Velikost, tvar a struktura mitochondrii jsou variabilni. Velikost se pohybuje od 0,2 do 2 pm
Sitky a od 2 do 7 um délky. Tvar maze byt elipticky, sféricky, ovoidni, diskoidni nebo
vlaknity. Zékladni strukturou mitochondrii jsou dvé fosfolipidové membrany, které jsou od
sebe vzdalené 8-10 nm. Mezi membranami se nachdzi mezimembranovy prostor a uvnitf
mitochondrie matrix. Vnitini membrana vytvaii kristy neboli zahyby. Vnéjsi membrana
obsahuje poriny, coz jsou proteiny, které vytvareji nespecifické pory pro volnou difuzi
molekul do velikosti 5 kDa. Vnitini mitochondridlni membréana udrzuje iontové gradienty a je
propustnd pouze pro kyslik, oxid uhli¢ity a vodu. Mitochondrie v matrix obsahuji enzymy,
kter¢ se podileji na oxidacnim metabolismu eukaryotni bunky. Jednd se o enzym
pyruvatdehydrogendzu, enzymy citratového cyklu, enzymy katalyzujici oxidaci mastnych
kyselin a enzymy a redoxni proteiny elektronového transportniho fetézce a oxidacni
fosforylace. Déle jsou v matrix obsaZeny substraty, nukleotidové kofaktory, anorganické
ionty, mitochondridlni DNA (mtDNA) a RNA (mtRNA) a ribozomy (Dylevsky, 2000; FiSar a
kol., 2011; Trojan a kol., 1996).

Nejdulezitéjsi ulohou mitochondrii je produkce ATP (adenosintrifosfat) pomoci enzymi
citratového cyklu a oxida¢ni fosforylace. Mitochondriadlni oxidacni fosforylace spotiebuje
vice jak 80 % kysliku a produkuje 92 % celkové bunécné energie. Mezi dalsi dilezité funkce
mitochondrii fadime produkci reaktivnich forem kysliku (ROS), regulaci nitrobunécéného
vapniku, spousténi apoptdzy, vyvojovou a synaptickou plasticitu a termogenezi. Mitochondrie
jsou schopny zachytit energii uvolnénou béhem oxidacnich procesti a zéaroven tvorit
makroenergetick¢é vazby ATP. ATP je pomoci translokace extramitochondridlné
transportovan a difunduje do oblasti buiiky, kde je vyuzivan (Dylevsky, 2000; Fisar a kol.,
2011; Trojan a kol., 1996).
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2.1.1 Mitochondrialni DNA

Lidska mitochondrialni DNA (mtDNA) je cirkularni dvoufetézcova molekula skladajici se
z 16569 parii bazi. Obsahuje 37 gentl, ztoho 13 genti koduje proteiny, 22 genu kdéduje
transferovou RNA a 2 geny koduji ribozomélni RNA. VSech 13 genii kodujici proteiny se
nachdzi v dychacim fetézci, ktery je lokalizovdn na vnitini mitochondridlni membrané
(Federico a kol., 2012).

V soucasnosti je znamo vice nez 300 mitochondridlni mutaci souvisejicich s riznymi
chorobami. Mitochondridlni dysfunkce jsou také popisovany u neurodegenerativnich
onemocnéni. Spoleénym rysem mitochondridlnich poruch je poskozeny dychaci fetézec nebo
snizeni ¢innosti mitochondrii. Mutace mtDNA jsou bud’ sporadické, nebo maternalné zdédéné
oproti jaderné DNA, kde plati Mendelovy zdkony dédicnosti (Federico a kol., 2012).

Mitochondrialni DNA je podobné bakterialni DNA a jeji genetickd informace je odlisna od
informace jaderné DNA, a z tohoto diivodu nedostacuje pro autonomni funkce mitochondrii a

jejich déleni (Trojan a kol., 1996).

2.2 Mitochondrie a oxidaéni stres

2.2.1 Volné radikaly a oxidac¢ni stres

Mitochondrie jsou povazovany za ,.elektrarny* bun€k, protoze vytvaieji energii v podobé
ATP pro ruzné reakce v bunce. Mitochondrie zprostiedkovavaji metabolismus pomoci
pfemény pyruvatu a jinych metaboliti v cyklu kyseliny citronové, uc€astni se metabolismu
mocoviny, syntézy steroidd, aj. Dale jsou zapojeny do produkce tepla, uskladnéni vapenatych
iontll, regulace membranového potencialu a procesu programované bunécné smrti (apoptozy)
(Akbar a kol., 2016; Cadenas a Davies, 2000).

Za fyziologickych podminek unikéd z elektronového transportniho fetézce méné nez 2 %
kysliku. Nicméné je zndmo, ze vétsi mnozstvi ROS je za patologickych stavli produkovano
porusenymi mitochondriemi. Déle jsou mitochondrie schopné produkovat reaktivni formy
dusiku (RNS), mezi které patfi oxid dusnaty (NO). Kombinaci ROS a RNS vznika
peroxynitrit (ONOO"). Peroxynitrit zpisobuje nitraci tyrosinovych nebo tryptofanovych
zbytkll a S-nitrosylaci cysteinovych zbytkli mitochondridlnich proteind, které zptisobuji jejich
inaktivaci a mitochondrialni dysfunkci, coz muaze vyustit v bunéénou smrt a poskozeni
organu. Predpoklada se, ze oxidacni stres a mitochondridlni dysfunkce zplsobuji vznik a

zhorSeni mnoha neurodegenerativnich onemocnéni, jako je napiiklad AD, PD, HD, dale

25



alkoholovd demence, reperfuzni poskozeni mozku zplGsobené ischémii a traumatické
poskozeni mozku. VSechna tato onemocnéni maji rizné piiciny vzniku, ale jejich spolenym
jmenovatelem jsou posttranslaéni zmény proteinti, které jsou zptisobeny zvySenym oxidacnim
stresem a mitochondridlnimi dysfunkcemi. Mezi posttranslacni modifikace fadime oxidaci,
nitraci, acetylaci, hyperfosforylaci, glykosylaci a tvorbu rtznych proteinovych addukti.
Zvysena produkce ROS a RNS vede ke vzniku oxidacniho stresu v buitkach. Nicméné buiiky
obsahuji obranné enzymy a antioxidanty, které¢ jsou schopny se proti oxidantim chranit
(Akbar a kol., 2016).

Vyse zminéné antioxidanty se déli na enzymatické a neenzymatické. Enzymatickeé
antioxidanty se v zivych organismech vyskytuji ve Cctyfech zékladnich antioxidacnich
systémech. Do této skupiny fadime superoxiddismutazu, glutathionperoxiddzu a koenzym
Q10 a dale také kataldzu, xanthinoxidazu, Zelezo a méd’, které jsou schopny eliminovat vliv
iontli pfechodnych prvki a slouZzi jako prvni obrana proti ROS. Jsou schopné pfeménit ROS
na neaktivni molekuly nebo na mén¢ reaktivni molekuly (Akbar a kol, 2016; Opletal a kol.,
2013).

Druhou skupinou jsou neenzymatické antioxidanty predstavované glutathionem, vitaminy C,
A a E, selenem, bilirubinem, transferinem, feritinem a ceruloplasminem. Tyto malé molekuly
jsou schopny pfimymi nebo nepfimymi mechanismy zneskodnit ROS nebo RNS (Akbar a
kol., 2016; Opletal a kol., 2013).

Antioxidanty se nachdzeji také v rostlinach, ovoci, zeleniné a v ofiScich. Rostlinné
antioxidanty jsou polyfenoly, fytoestrogeny, flavonoidy, anthokyany a dalsi. Prikladem
polyfenoll a antioxidantd odvozenych z rostlinnych zdrojt jsou flavonoidy, kurkumin, taniny
(tfisloviny), derivaty kyseliny skoficové, kofein, derivaty kyseliny gallové, katechiny,
derivaty kyseliny salicylové, antokyany, lutein, resveratrol a dalsi. Mezi rostlinné nefenolické
slouceniny s antioxida¢nimi u¢inky patfi kyselina o-linolenova, kyselina eikosapentaenova,
kyselina dokosahexaenova, karotenoidy, retinol, melatonin a dalsi (Akbar a kol, 2016).

Mitochondrie jsou hlavnim zdrojem bunéénych ROS. NejvyznamnéjSimi misty, kde dochazi
k tvorbé superoxidu, jsou komplexy I a III elektronového transportniho fetézce. Membranovy
potencial ovlivituje rychlost produkce ROS. Tvorba ROS je inhibovéana pfi kyselém pH. Ke
zvySené tvorbé superoxidu dochézi pti nedostatecné produkci ATP mitochondriemi a dale
pokud maji  mitochondrie zvySeny pomér redukovaného a neredukovaného
nikotinamidadenindinukleotidu nebo koenzymu Q (Cadenas a Davies, 2000; FiSar a kol.,

2011).
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Manganova superoxiddismutaza, kterd se nachazi v matrix mitochondrie, pfeméni superoxid
na peroxid vodiku (H,0,). H,O, ptfechazi do cytosolu a jadra kde jej glutathionperoxidaza a
kataldza konvertuji na vodu. Pfi reakci superoxidu s oxidem dusnatym vznikd peroxynitrit.
Rozkladem peroxynitritu a Fentonovou reakci vznika vysoce reaktivni hydroxylovy radikal
OHe, ktery miize poskozovat neurony. Rovnice Fentonovy reakce: Fe*" + H,O, — Fe’" + OHs
+ OH'. V mitochondriich se nachédzeji i antioxidanty, napi. koenzym Q10, kreatin a
nikotinamid. Pii poruseném energetickém metabolismu nebo pfi neurotoxicité, kterd je
zpusobena glutamatem, dochazi k poSkozeni mitochondrii prostfednictvim ROS, které
vytvareji samy mitochondrie. Je mozné odlisit ROS vyprodukované, uvolnéné a vychytané
obrannym systémem mitochondrii. ROS zptsobuji poskozeni mitochondridlnich proteind,
membran a mtDNA, dale dochdzi ke snizeni syntézy ATP, coz vede k poSkozeni
metabolickych funkci. Pti apoptdze a nekroze se vyznamné zvySuji ROS. ROS také zvySuji
propustnost vn¢js$i mitochondridlni membrany. Peroxynitrit je zodpovédny za toxicky ucinek
oxidu dusnatého, ktery pusobi na mitochondrie v mozku za fyziologickych, ale i

patologickych stavii (Aruoma, 1998; Fisar a kol., 2011).
2.2.2 Dusledky zvySeného oxidacniho stresu

2.2.2.1 Zmény tvaru a funkce mitochondrii

Mitochondrie jsou dynamické organely, které podléhaji déleni a fuzi. Fuze slouZi k ochrané
nadmérné degradace mitochondrii, zabraiiuje autofagii a zachranuje poSkozené mitochondrie.
Mitochondrialni déleni zahajuje cytosolovy Drp (protein piibuzny dynaminu), ktery je
transportovan do mitochondrii a hraje vyznamnou roli v mitochondrialni kontrole kvality a
bioenergetice. Vysledkem déleni jsou dvé dcefiné mitochondrie, které jsou podrobeny bud’
dalSimu d¢€leni, nebo jsou eliminovany autofagii. Mitochondrie s vy$§im membranovym
potencidlem podstoupi fuzi, zatimco druhd depolarizovand dcefind mitochondrie
s dysfunkénimi slou¢enymi proteiny je eliminovana autofagii. Pfesto u urcitych onemocnéni
dochézi k nerovnovaze mezi délenim a fuzi, coz vede k prodlouZeni a nadmérné fragmentaci
mitochondrii a nésledné 1 knaruSeni normalnich funkci mitochondrii. Naptiklad
mitochondrialni fuzi zprostfedkovavajici mitofusin 2 (Mfn-2) je dilezity pro spravny vyvoj a
udrzovani granuldrnich bunék mozecku. Vznik mutace v Mfn-2 zplisobuje rozvoj axonalni
poruchy Charcot-Marie-Tooth (CMT) typu 2A. Tato dédi¢na periferni neuropatie zplisobuje
poskozeni motorickych i senzitivnich neuronti. Vlivem oxidacniho stresu, ktery je vyvolan

neurotoxickym glutamatem, dochézi k pfesunu mitochondridlniho fuzniho proteinu OPAI
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(fusion protein opticatrophy 1) z vnitiniho povrchu membrany do cytosolu, kde nadto mtze
byt soucasné uvoliiovan cytochrom c. Tyto jevy jsou doprovdzeny mitochondrialni
fragmentaci a apoptéozou HT22 bunék (linie hipokampalnich neurontl), zatimco antioxidant
tokoferol (vitamin E) se snazi zabranit t¢émto pochodiim. Na zaklad¢ experimentl na krysich
modelech, kde byly primarni neuronové buinky vystaveny ischemicko-reperfuznimu
hypoxickému poskozeni, Ize fici, Ze oxidacni stres se podili jak na regulaci mitochondrialniho
déleni a fuzi, tak na bunééné smrti (Akbar a kol., 2016; Cadenas a Davies, 2000).

Vyse zminény protein OPA1 je dillezity pro udrZeni struktury krist a struktur elektronového
transportniho fetézce. Protein OPA1 je také schopen reagovat pomoci oligomerizace na
meénici se dostupnost zivin. Pfi vyCerpani zivin OPA1 ztencuje sténu krist a zvySuje syntézu
ATP a spotiebu kysliku, coz podporuje syntézu ATP a preziti bunék. OPA1 interaguje
s podjednotkami ATP syntazy a s mitochondridlnimi pfenaSeCovymi proteiny z rodiny
SLC25A a diky témto interakcim OPAI reguluje sténu krist a mnoZzstvi syntézy ATP v
mitochondriich (Germain, 2015).

Dal$im mechanismem, ktery reguluje déleni mitochondrii, je aktivni pfechod mitochondrii
do cytosolu pomoci dyneinové a kinesinové dréhy. Rada praci potvrdila, Ze zménény
mitochondridlni pfenos a zménénd dynamika déleni a faze se vyskytuji pravé u
neurodegenerativnich onemocnéni 1 CMT. Podobné mitochondridlni dysfunkce také souviseji
s procesem starnuti a to z divodu nahromadéni poskozené nebo mutované mDNA vznikajici
kvtli zvySenému ¢i déle trvajicimu oxida¢nimu stresu. Axonalni degenerace u CMT je dalSim
pfikladem, kdy axondlni mitochondrie nejsou schopné zabezpecit bioenergeticky
metabolismus s abnormélni homeostazou Ca™" a protedzovou aktivitou. Poéet mitochondrii je
regulovan autofagii, kdy poskozené a depolarizované mitochondrie jsou obklopeny

autofdgovymi vakuolami a jsou nasledné eliminovany v lysozomech (Akbar a kol., 2016).

2.2.2.2 Postransla¢ni modifikace mitochondrialnich proteint

V disledku modifikace mitochondrialnich proteini miize dochézet k inaktivaci téchto
proteini. Tato inaktivace piispiva ke vzniku poskozeni mitochondridlnich funkei, vyCerpani
ATP a vede k procesim nekrézy a apoptozy. Za patologickych stavii a vlivem oxida¢niho
stresu a neurotoxickych latek v mozku vzriistd mnozstvi superoxidu (0*) a dochazi
k produkci NO. Vyskyt superoxidu a NO muze vést ke vzniku cytotoxickych sloucenin
peroxinitritu (ONOO™ ) a peroxinitritové kyseliny (ONOOH), které mohou zptsobit smrt

mozkovych bunék. Vzhledem k tomu, Ze mozek obsahuje oproti jinym tkanim relativné nizké
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mnozstvi glutathionu a jinych energetickych substratl, je proto ve srovnani s jinymi tkanémi
citlivgjsi k oxida¢nimu poskozeni (Akbar a kol., 2016).

NO je vmozku produkovan za fyziologickych i patologickych dé&ji. Bunéény NO je
syntetizovan z L-argininu pomoci NOS isoenzymt, které vyzaduji pro svoji aktivitu
pritomnost NADPH a kysliku. RozlisSujeme tii isoformy NOS, neuronalni (cNOS nebo
nNOS), endotelidlni (eNOS) a inducibilni (iNOS) syntazu. Isoformy nNOS a eNOS jsou
zavislé na komplexu Ca" -kalmodulin. Oproti tomu iNOS je na vapniku nezavisla a za
fyziologickych podminek se v téle nevytvari. Je vSak rychle aktivovana zdnétem a oxida¢nim
stresem v riznych tkdnich vcetné v makrofazich, mikrogliich, astrocytech, neuronech,
v bilych a Cervenych krvinkach, destickdch a dalSich. V mozku pasobi NO jiz v malych
koncentracich jako neuroptenase¢. Pokud je NO produkovan ve zvysené mife iNOS a nNOS,
napf. pii zadnétlivych onemocnénich, mize plsobit toxicky na mozkovou tkan nitraci proteinil
v neuronech a tim zplsobovat bunécnou smrt a vazna tkdiiova poskozeni. ZvySené mnozstvi
nervoveho systému (Akbar a kol., 2016).

Peroxidace lipidl a poskozeni DNA vede ke zvySeni oxida¢niho stresu a tim je podporovan
mechanismus oxidativni modifikace cysteinu, methioninu a jinych aminokyselin v proteinech.
S-nitrosylace je reverzibilni modifikace cysteinovych zbytkl v proteinech a pfi niz dochazi
k produkci nitrosothiolli, které¢ plisobi na pteziti bunék pomoci zmén v genové transkripci,
vezikuldrnim transportu, receptoru zprostfedkovavajicim signal pro transdukci a apoptozu
jako je parkin a XIAP jsou modulovany S-nitrosylaci, ktera je schopna potlacit jejich funkci a
vyvolat bunécnou smrt (Akbar a kol., 2016; Stram a Payne, 2016).

Fosforylace je dalSim typem posttranslacni modifikace, ktera reguluje fadu proteinli pomoci
fosforylace a defosforylace proteinovych kindz a fosfatdz. Pisobeni exogennich faktort,
vcetn€ neurotoxickych latek, miiZze ménit aktivitu téchto proteinovych kinaz a fosfatdz. Do
proteinkindz zahrnujeme cAMP-dependentni kindzu A (PKA), fosfatidylinositoltrifosfat-
dependentni kindzu (PI-3K), proteinkindzu B (PKB), proteinkindzu C (PKC), kalcium-
kalmodulin-dependentni proteinkindzu (CAMK), glykogensyntazu-kinazu 3, tyrozinkinazy,
mitogenem aktivované proteinkinazy (MAPKSs) zahrnujici c-Jun N-terminalni kinazu (JNK) a
p38 kindzu. Aktivity téchto enzymi se méni pii patologickych stavech vcetné

neurodegenerativnich onemocnéni (Akbar a kol., 2016; Stram a Payne, 2016).
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2.2.2.3 Mechanismy buné¢né smrti pri zvySeném oxida¢nim stresu

Zvyseny oxidacni stres mize vyvolat bunécnou smrt zptisobenou MAPKs, kam fadime JNK
a p38K a tim pfispivat k smrti neuronit a k rozvoji neurodegenetrativnich onemocnéni.
Zvysend hladina peroxynitritu mize aktivovat poly(ADP-ribéza) polymerdzu (PARP-1) a
zpisobit zmény v propustnosti mitochondrii. Poskozena DNA aktivuje PARP-1 a tim je

vyvolana na kaspazach zavisld bunécna smrt s ischémii a privodnim zanétem (Akbar a kol.,

2016).

2.3 Mitochondrie a excitotoxicita

Mitochondrie produkuji snizené mnozstvi ATP, které¢ miize byt zplisobeno napt. ischémii
nebo chronickym stresem. Porusena funkce Na'/K'-ATPaz zpisobuje naruseni iontovych
transmembranovych gradientd. Zvy$ena koncentrace K™ vyvolava depolarizaci membran a
obracenou funkci pfenasecti pro aminokyseliny. Dochazi k aktivaci napétové fizenych (VOC)
i ligandem fizenych (ROC) Ca™ kanali a zvySuje se koncentrace Ca’ v cytosolu.
Nitrobunééné Ca’" pisobi na zvySeni koncentrace excitaénich aminokyselin
v mimobunécném prostoru. Zvysuje se koncentrace predevsim glutamatu a diky obracenému
sméru pfenosu dochazi k Sifeni neurotoxicity. ZvySenou synaptickou koncentraci glutamatu
miize vyvolat jeho uvoliiovani z astrocytii pomoci na Ca’" zavislé exocytéze nebo inhibice
EAAT (membranové pienaseCe excitacnich aminokyselin) v gliovych buiikach. Vazba
glutamatu k NMDA a AMPA receptorim vyvold nadmérny influx Ca™ do buiiky, vapnik
aktivuje fosfolipazy, protedzy a endonukledzy, které svym plsobenim narusuji membrany,
proteiny a nukleové kyseliny zajistujici bundénou integritu. Napi. Ca'  aktivovani
fosfolipdza A, (PLA;) wuvoliluje zmembran kyselinu arachidonovou, kterd pomoci
cyklooxygendzové a lipoxygenazové drahy aktivuje produkci superoxidu. Vysokeé
nitrobunééné koncentrace Ca’ zplisobuji pietizeni mitochondrialniho Ca™, dale zvysenou
produkci ROS a inhibici produkce ATP. Obecné lze fici, Ze hlavni pfi¢inou poskozeni
mitochondrii je nedostate¢na produkce ATP. Vstup iontd Na™ a Ca' pies chronicky
aktivované NMDA a AMPA receptory spousti aktivaci Na'/K'-ATPaz a Ca" -ATPaz, které
se poté podileji na excitotoxicité. Pti excitotoxické nekroze dochazi k nekontrolovatelnému
vtoku Na', ktery zplisobuje nabobtnani a lyzu buiiky. Podle nedavnych studii bylo prokazano,
ze glutamatem zplisobend smrt neuront souvisi s apoptézou. Diky vysoké koncentraci
glutamatu mize byt apoptdza spusténa mechanismy zavislych nebo nezavislych na kaspazach.

Aktivované kaspazy-3 potlacuji aktivitu Ca™ pumpy v plazmatické membrané a toto zptisobi
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dal§i petizeni nitrobunééného Ca'". Proti neurotoxicité neuronti ptisobi na ATP zavislé
sodikové a vapnikové pumpy, exprese proteint, které vazi Ca™ a neurotrofni faktory ptisobici
na NMDA receptory, antioxidani enzymy a antiapoptické proteiny (Fisar a kol., 2011;
Matson a kol., 2008).

2.3.1 Uloha vapenatych iontii v mitochondriich

Mitochondrie a endoplazmatické retikulum vychytdvaji cytozolovy vapnik. Vné&jsi
mitochondrialni membrana je propustnd pro Ca'  a vnitfni membrana obsahuje prenasece
Ca"". Obsahuje uniportér pro prenos Ca '~ do matrix a antiportéry Na'/Ca' ™ a H'/Ca"" pro
pfenos Ca™" v opaéném sméru. Zvyseny pfisun Ca’™ do mitochondrii zptisobuje depolarizaci a
zménu propustnosti membran, dojde k zastaveni syntézy ATP a za¢nou se uvoliovat rizné
molekuly i latky aktivujici apoptéozu. Po pisobeni oxida¢niho stresu nebo vysokych
koncentraci Ca™" dochazi k otevieni pori ve vnitini membrang. Timto otevienim poéra dochazi

k nabobtnani mitochondrii a ke ztrat¢ elektrochemického potencialu (Fisar a kol., 2011).

2.4 Mitochondrie a apoptoza

Programovand bunééna smrt (PCD) mé& vyznamnou roli ve vyvoji 1 v normdlni bunécné
homeostaze. Apoptéza je formou PCD projevujici se zménami v morfologii bunky
svraSténim, degradujicim cytoskeletem a vytvarenim vackl v cytoplazmatické membrané.
Dale dochéazi ke kondenzaci chromatinu a fragmentaci jadra a v kone¢né fazi se bunka
rozpada na apopticka téliska. Také dochazi k pfesunu fosfatidylserinu z vnitiniho na vné;si
povrch membrany, k poruse propustnosti mitochondridlni membrany a k uvolnéni cytochromu
c. PoruSena regulace téchto procesi je znama u ftady onemocnéni a to 1 u
neurodegenerativnich onemocnéni. Apoptoézu u savcl zplsobuji kaspazy. Za smrt neurond
jsou zodpovédné predevsim kaspazy 9 a 3 (FiSar a kol., 2011; Matson a kol., 2008).

Mitochondrie jsou dilezitym cinitelem apoptdzy, nebot’ vnitini signalni cesta apoptdzy je
spousténa pravé v mitochondriich. Pokud jsou mitochondridlni apoptické kaskady aktivovany
lokaln€ v synapsich a dendritech, hovofime o tzv. synaptické apoptoze (Fisar a kol., 2011;

Matson a kol., 2008).
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2.5 Mitochondrie a nervovy systém

2.5.1 Neurony

Neuron neboli nervova buiika je funkéni a anatomickou jednotkou nervového systému.
Zakladni funkci neuronu je pfijmout, vést, zpracovat a odpovédet na ptichdzejici signaly.
Neuron se sklada z t€la (soma, perikaryon) a vybézka. Dostredivé vybézky (aferentni), které
piijimaji informace, se nazyvaji dendrity. Odstiedivé vybézky (eferentni), které vedou vzruch
na dal$i neuron nebo efektorovou tkan, se nazyvaji axony (neurity). Pienos informaci je
v nervovém systému uskutecnovan kooperaci akéniho a synaptického potencidlu. Akéni
potencidl vznikd na zdkladé zmény polarizaéniho napéti na nervovych membranach,
synapticky potencidl vzniké prostiednictvim mediatorti (neurotransmiterti). Neurotransmitery
jsou specifické molekuly, které jsou uvoliiovany v presynaptické ¢asti do synaptické $térbiny

(Mourek, 2012).

2.5.2 Neuroglie

DalSim typem bunck vyskytujici se v nervovém systému jsou gliové bunky, které plni
v nervovém systému podpurnou funkci. Do gliovych bun¢k zahrnujeme astrocyty, mikroglie,
oligodendroglie a ependymové buiiky. Astrocyty pomoci svych dlouhych vybézk ptiléhaji ke
kapilaram a spolu s nimi vytvafeji hematoencefalickou bariéru. Mikroglie maji schopnost
fagocytovat a tim se ucastni obrannych mechanismi v nervové tkéani. Oligodendroglie se
spole€né se Schwanovymi buikami na periférii podileji na tvorbé myelinovych pochev
axond. Ependym vytvaii vystelku dutin centralniho nervového systému a s cévami vytvari

plexus choroideus, ve kterém se tvofi mozkomisni mok (Mourek, 2012).

2.5.3 Uloha mitochondrii v nervovém systému

Mitochondrie vyrabéji ATP prostfednictvim oxidacni fosforylace. ATP je dilezitd molekula
pro spoustu bunécnych déjti, jako je napiiklad bunééné dychani a bunétna signalizace.
Mitochondrie se dale podileji na syntéze dalSich molekul, odpovidaji na oxidac¢ni stres a dale
se Uucastni apoptdzy a bunééného déleni a fuze. Nervovy systém je na mitochondriich zcela
zavisly, nebot’ potiebuje ke své spravné funkci spoustu energie. Mutace v mitochondridlnim
genomu, poskozeni mitochondridlni rovnovahy, tvorba a pfitomnost ROS, agregace proteinti a
vlivy vnéjsiho prostfedi ovliviiuji energeticky metabolismus a casto se vyskytuji u

neurodegenerativnich onemocnéni (Federico a kol., 2012).
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Pii nefunk¢ni mitochondrialni bioenergetice nejsou neurony schopny vyuzivat glykolyzu
k tvorb¢ ATP. Pti zastavé mitochondridlniho dychani neurony rychle umiraji. Béhem
metabolismu  glukdézy v neuronech vznikd v pentosofosfatovém cyklu redukovany
nikotinadenindinukleotidfostat (NADPH). NADPH ma dalezitou funkci v regeneraci
glutationu a dalSich slozek obranného systému chréanici bunky pfed oxida¢nim stresem. Muze
tak ptsobit pfimou neutralizaci ROS nebo nepiimo pies exogenni antioxidanty, napf. vitamin
C a E. Antioxidanty také mohou zvysit produkci ATP plisobenim na komplex I a III
v elektronovém transportnim fetézci a tim pisobit na buiiky neuroprotektivné (FiSar a kol.,

2011).
2.5.4 Uloha neuroplasticity v nervovém systému

2.5.4.1 Neuroplasticita neuroni

Neuroplasticita je zékladni proces adaptace neurond. Neuroplasticita v dospélém mozku
obsahuje zmény dendritickych funkci, reorganizaci synapsi, riist a vétveni dendriti a axonu,
synaptogenezi a neurogenezi. V dospélém mozku probiha neurogeneze piedevSim
v hipokampu. Neurogeneze byla zjiSténa 1 v dalSich oblastech mozku, naptiklad v bulbus
olfactorius a mozecku. Hustota, velikost a tvar dendritickych trnli se vyznamné podileji na
synaptické plasticit¢ a sile synapsi. Do synaptické funkce lze zahrnout i obousmérnou
komunikaci mezi neurony a astrocyty (Fisar a kol., 2011).

Synapticka plasticita znamena vyvoj novych synapsi, zmény ve funkci existujicich synapsi 1
eliminaci synapsi. Tyto procesy jsou neurobiologickym zdkladem uceni a paméti (Fisar a kol.,

2011; Cheng a kol., 2010).

2.5.4.2 PoSkozeni neuroplasticity

Mozkova tkan je velice citliva na oxidacni poskozeni. V neuronech postihuje oxidacni
poskozeni nejcastéji baze DNA. Opravu oxida¢niho poSkozeni zajiStuje vyStépovaci oprava
baze (BER, ,.base exciton repair®). Snizena funkce BER v mozkovych bunikach mlze byt
jednim z divodi normalniho starnuti buné€k, ale i pfi¢inou neurologickych abnormalit
zpusobujici AD nebo PD (Fisar a kol., 2011; Cheng a kol., 2010; Matson a kol., 2008).

Stres muze pisobit na neuroplasticitu a tim muze dojit ke zméné funkci riznych mozkovych
struktur. Nejvice je prostudovan vliv stresu na synaptickou a morfologickou plasticitu
hipokampu. Hipokampus je dualezity pro uceni a pamét a diky vysokému mnozZstvi
glukokortikoidnich receptora je velice citlivy na stres. Akutni a chronicky stres se ve svych

ucincich na neuroplasticitu li$i. Mirny stres po kratkou dobu zpiisobuje podporu synaptické
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plasticity v hipokampu a zvySeni poznavacich schopnosti. Pfi tézkém a dlouhotrvajicim
stresu pusobi na neuron Skodlivé procesy, které jsou zplsobeny bud’ piimym efektem
kortizolu, nebo zvySenou neurotoxicitou jiného pivodu. U experimentalnich zvifat i u lidi
bylo potvrzeno, ze chronicky stres nebo dlouhodobé zvySena hladina glukokortikoida
poskozuje na hipokampu zévislou pamét’ a také dochazi k poskozeni morfologické plasticity
hipokampu. Podobné jako na hipokampus mtze chronicky stres plsobit i na neuroplasticitu
prefrontalni kiry. Lze pfedpokladat, Ze Gi€inky stresu budou na rtizné oblasti mozku rozdilné
(Fisar a kol., 2011).

Chronicky stres dale navozuje glutamaterni neurotoxicitu, zmény Vv nitrobunécnych
signdlnich drahach a sniZzenou expresi nervovych rastovych faktord. Ke zvySené syntéze
glutamatu dochazi predev§imv oblasti hipokampu a v prefrontalni kife. ZvySena aktivita
glutamatu zpisobuje zvySeni cytosolového vapniku, zvySenou aktivaci enzymu zévislych na
Ca"", degradaci cytoskeletu a bunéénych proteinti a také zvySenou tvorbu volnych
kyslikovych radikalii. Tyto procesy mohou v konecném dusledku vést k atrofii nebo k smrti
neurontl. Proti tomuto poSkozeni neurony spousti fadu obrannych mechanismui. Akutni stres
plsobi na mitochondridlni biogenezi a na enzymovou aktivitu béhem oxida¢ni fosforylace.
Chronicky stres oproti tomu zplisobuje poruseni biogeneze, dysfunkci dychaciho fetézce,
snizenou produkci ATP a zvySeni RONS, peroxidaci lipidi,, poSkozeni mitochondridlni i
jaderné DNA a zvySeni rizika apoptdzy a nekrdzy. Translokaéni protein, ktery byl diive
oznacovan jako periferni benzodiazepinovy receptor se muiZe podilet na fad€ riznych
stresovych reakci, napf. v sympatoadrenomeduldrnim systému, renin-angiotensinovém
systému a dalSich. Tento transloka¢ni protein se nachazi na vnéj$i mitochondrialni membrané
a v CNS se nachazi hlavné v gliovych buiikach. Uastni se regulace biosyntézy steroidd a
bunécnych metabolickych procesti a podili se 1 na nékterych neurodegenerativnich
onemocnénich a na psychiatrickych poruchach souvisejicich se stresem (Fisar a kol., 2011;

Cheng a kol., 2010; Matson a kol., 2008).
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3. Mitochondrialni dysfunkce u vybranych

neurodegenerativnich onemocnéni

Na vzniku mitochondridlnich dysfunkci se podileji genetické faktory jaderného i
mitochondrialniho prosttedi, jako je naptiklad Zivotni styl, starnuti, toxické latky. Pii dé€leni
mitochondrii dochazi ke stochastickému rozd€leni kopie mtDNA mezi dvé nové
mitochondrie. Je-li pocet poskozenych kopii mtDNA nizky, mohou byt tyto kopie obsazeny
pouze v jedné nové mitochondrii. Toto rozdéleni se nazyva heteroplazmickd mutace. Ke
klinickym projeviim mutace mtDNA dochdzi tehdy, kdyz podil poskozenych molekul mtDNA
ptesahne prahovou hodnotu (Fisar a kol, 2011).

Oxidacni stres spolu s porusenou apoptozou jsou zodpovédné za vznik neurodegenerativnich
onemocnéni. Nervovy systém je zavisly na energii vznikajici v mitochondriich. Diky tvorbé
ROS a vliviim vnéjs$iho prostiedi vznikaji mutace v mtDNA, které vedou k poklesu energie a
vzniku neurodegenerativnich onemocnéni. Mitochondridlni dysfunkce zptisobuji poSkozeni a
deleci mtDNA, oxidac¢ni stres, zmény v déleni a spojovani mitochondrii, poruseni kalciové
homeostazy. Tyto uvedené faktory mohou vést az ke smrti neuronu. Vliv mitochondridlnich
dysfunkci se podili na patogenezi AD, PD a HD, amyotrofické lateralni sklerdzy, bipolarni
afektivni poruchy a také schizofrenie, depresivni poruchy a iktu (Bhat a kol., 2015; Fisar a
kol., 2011).

Podle nov¢jsich studii souviseji mutace mtDNA s fadou neurologickych onemocnéni, jako je
napiiklad syndrom mitochondridlni encefalomyopatie, laktatova acidéza a iktu podobné
ptihody, které se projevuji myoklonickymi zachvaty a encefalopatii. Dale se vyskytuji také u
sekundarnich neuropsychiatrickych projevii, mezi néz patii bolesti hlavy, deprese, kognitivni
poskozeni. Mitochondridlni dysfunkce ovliviiuji v prvé fadé signalni cesty zprostiedkované
vapnikem a tim mohou vést k poruchdm nervovych bunék v riiznych ¢astech mozku. Lze
proto ocekavat, Ze mitochondrialni dysfunkce jsou spoleénym faktorem pro vznik migrény
s tézkou depresivni poruchou, bipolarni afektivni poruchy, panické poruchy a sociélni fobie,
které se vyskytuji dvakrat ¢astéji spolecné s migrénou nez bez ni. Mitochondridlni dysfunkce
jsou také spojeny s inzulinovou rezistenci a metabolickym syndromem. Metabolicky syndrom

muze byt doprovazen piiznaky deprese (FiSar a kol., 2011).
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3.1 Alzheimerova nemoc (AD)

Klinicky je AD popisovana jako postupna a progresivni ztrata paméti a kognitivnich funkci
(napt. emoc¢ni kontroly a schopnosti fesSit kazdodenni problémy). Onemocnéni zacina
degeneraci neuronti, kterd méa za nésledek bytek mozkové hmoty. Postupujici degeneraci
neuront dochazi ke snizeni mitochondridlnich funkci a ke ztraté synaptickych spojeni. Pti AD
dochazi k tvorb¢ plaku vné nervové bunky a uvnitf neuronu se tvoii neurofibrilarni smotky.
Starnuti sice predstavuje rizikovy faktor AD, ale nesmi se opomenout vliv genetiky, Zivotniho
stylu a vnéjsiho prostiedi. Dal§imi riziky mohou byt onemocnéni koronarnich tepen, vysoky
krevni tlak, mrtvice a vysokd hladina cholesterolu v krvi aj. Navic lze zmény typické pro AD
zaznamenat i v niz8ich vékovych kategoriich (Akbar a kol., 2016; Wang, 2014).

Soucasné studie uvadéji, ze metabolicky syndrom, do kterého fadime napt. cukrovku a
obezitu s inzulinovou rezistenci, mize mit vyznamnou roli pfi vzniku sporadické formy AD.
Z téchto divodl pak prevladd nazor, ze vaskularni a metabolické dysfunkce a selhavéani
funkce mitochondrii pfispivaji ke vzniku tohoto onemocnéni. Do vaskularnich poruch
zahrnujeme snizeny prutok krve mozkem, poruseni hematoencefalické bariéry a mozkovou
amyloidni angiopatii. VySe bylo zminéno, Ze selhdni mitochondrii vede k poruSené
homeostaze Ca™ a ke zvySené produkci ROS. Mitochondrie udrzuji spravnou hladinu
cytosolového Ca™ soudinnosti mitochondrialniho Ca™ uniportu a Na/Ca™ a H'/Ca™"
antiportu. ZvySend akumulace kationtl v mitochondriich spousti zvySeni hladiny
cytosolového vapniku. Vapnik se v nervové soustavé podili na spravné neurotransmisi,
plasticit¢ a regulaci genové transkripce. Dysregulace homeostazy vapniku vede
k excitotoxicité a souvisi i se vznikem neurodegenerativnich zmén (Akbar a kol., 2016;
Wang, 2014).

Strava s vysokym obsahem tuku a se zvySenym piijmem cukrii v kombinaci se sedavym
zpusobem Zzivota piispivaji k poklesu kognitivnich funkci. Olovo vyskytujici se v Zivotnim
prostfedi hraje vyznamnou roli ve vzniku amyloidozy, ktera vznika kombinaci mutovanych a
poskozenych gend, jako je naptiklad APP gen. Expozice olovem vede k metylaci APP genu. S
pozdéjSim nastupem AD souviseji apolipoprotein E4 a dal§i varianty apolipoproteinu E
(ApoE). Tvorba 8-hydroxyguaninu pomoci olova vede ke vzniku jedné nebo vice CpG
(cytosin a guanin) skupinam v genu pro ApoE, ktery je zodpovédny za tvorbu amyloidu
z APP. Toxicky efekt olova na mozkovou tkan je zpisoben oxida¢nim stresem, ktery zvysuje
tvorbu amyloidu z APP genu a nakonec se hromadi v mozku v podobé amyloidovych plakd.

Dal$im kovem s moznym podilem na vzniku neurodegenerativnich onemocnéni, je méd'.
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Mezi B-amyloidem amédi je silna afinita, kterd zplsobi konformaci amyloidu do [-
skladaného listu za ucelem dosdhnout vysoké afinity f-amyloidu k médi. U pacienti s AD se
vyskytovala vysoka koncentrace médi v senilnich placich a v mozkomi$nim moku. Tonty Cu'™"
vazi B-amyloid a tim dochéazi k naruseni neurofibril. Nasleduje ztrata synapsi, coz vede k
porucham paméti a poklesu mozkové ¢innosti (Akbar a kol., 2016; Wang, 2014).

Je prokazano, ze vyznamnou roli pii vzniku AD ma pohlavi s vyssi zranitelnosti u zen.
Diivodem proc€ jsou zeny v pozdéjsim véku nachylnéjsi k rozvoji onemocnéni, miize byt ztrata
ochrann¢ho vlivu estrogenu proti mitochondridlnimu poSkozeni. Navic jednotlivci s
riznymi variacemi v uréitych genech jsou Ctyfikrat nachylnéjsi k rozvoji AD (Akbar a kol.,

2016; Wang, 2014).

3.1.1 Azheimerova nemoc a oxidacni stres

Je znamo, Ze oxidacni stres hraje vyznamnou roli ve vzniku a progresi AD, protoze vyvolava
fadu posttranslacnich modifikaci proteind, oxidacni poskozeni DNA a peroxidaci lipida. Tyto
skute¢nosti byly pozorovédny jiz i u pacient s mirnym poskozenim kognitivnich funkci.
Mitochondrialni dysfunkce a akumulace tranzitivnich kovti vedou ke zvySené produkci ROS a
k hromadéni B-amyloidu a tau proteinu, které pfispivaji k redoxni nerovnovéaze a
neurotoxicité. Bez ohledu na rizné rizikové faktory je mitochondrialni dysfunkce povazovana
za nejvyznamnéjsi znak poSkozenych neuronti v mozku pacientii s AD. U AD rozliSujeme dvé
formy, sporadickou a dédi¢nou. U dédi¢né formy AD se nachazi mutace alespon v jednom ze
tii genti pro APP. Ackoliv se zatim vyskytuje malo informaci o vzniku sporadické formy, je
piesto znamo, Ze jednim z rizik vzniku onemocnéni je oxidacni poSkozeni nervovych bunék
spojené s vékem. ROS obecné stimuluji transkripci prozanétlivych mediatori a zvySuji
hladinu cytokind, jako jsou napi. IL-1, IL-6, TNF-a a chemokinil, které zplsobuji zanét
v nervové tkani. Zanét nejprve aktivuje mikroglie a astrocyty ke zvysené produkci ROS.
Soucinnost zanétu a oxida¢niho stresu vede ke vzniku p-amyloidu. Pfitomnost B-amyoidu
v mozkové tkani zplsobuje vznik patologickych jevi, jako jsou neurofibridlni klubka,
zanétliva reakce, pfitomnost oxidacniho stresu a mitochondridlni dysfunkce, které jsou
v koneéném dusledku pfi¢inou zaniku neuronti a nastupu symptomi demence (Akbar a kol.,
2016; Garcia-Escudero, 2013; Wang, 2014).

ROS mohou stimulovat tvorbu enzymu B-sekretazy 1, ktery je pfimo spojovan se vznikem f3-
amyloidu. Vys§i mnozstvi B-amyloidu zptisobi dalsi zvyseni hladiny ROS/RNS a to vede k
zesileni oxidacniho stresu a k mitochondridlnim dysfunkcim, které jsou ziejmé zpiisobeny jiz

zminénymi posttranslaénimi modifikacemi proteinli a poSkozenim mitochondridlni DNA.
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Navic mitochondridlni ROS mohou modifikovat tvorbu B-amyloidu a udrzovat tak
mitochondridlni dysfunkci, coz vede k dal§imu zvySovani hladiny ROS. Tento cyklus se miize
opakovat a tim dochézi k dal§imu zvySeni ROS/RNS, jedna se vlastn€ o pozitivni zpétnou
vazbu. Pfitomnost oxidac¢niho stresu aktivuji MAPKs, které nasledné fosforyluji protein tau.
Hromadéni tau proteinu dale prohlubuje nedostatecné fungovani mitochondrii. Kombinace
zvySeného déleni se snizenou fuzi mitochondrii mé za nasledek podporu interakci B-amyloidu
s proteinem Drp-1, ktery se tcastni mitochondridlniho déleni. Tim je zplGsobena fragmentace
mitochondrii s poSkozenim axondlniho transportu a synaptické poSkozeni neuront. Interakce
Drp-1, B-amyloidu a fosforylovaného tau proteinu pravdépodobné zpiisobuji nadmérnou
fragmentaci mitochondrii, kterd ptispiva k poSkozeni neuroni a k poklesu kognitivnich
funkci. Pii post mortem analyze mozkl pacientiis AD byla zjisténa snizena aktivita GTPazy,
kterd jinak zajiStuje mitochondridlni fragmentaci. Pfes vSechna tato zjiSténi nejsou piesné
znamy molekuldrni mechanismy, které zplsobuji zvySeni tau proteinu a P-amyloidu
odpovédné za mitochondridlni dysfunkce a smrt neuronii. Lze vsSak predpokladat, ze
posttransla¢ni modifikace mitochondridlnich proteinti hraji v tomto procesu vyznamnou roli
(Garcia-Escudero, 2013; Pavlov, 2009; Wang, 2014; Yana, 2013).

ROS se pochopitelné netvoii pouze v pribéhu oxidac¢niho stresu, ale i za fyziologického
stavu. Pomoci pfirozenych antioxidantli a enzymi jsou ROS vétSinou udrzovany na relativné
nizké¢ hladiné. Az poSkozeni antioxidacnich systémii vede k redoxni nerovnovaze a
nadprodukci ROS (Garcia-Escudero, 2013; Pavlov, 2009; Wang, 2014; Yana, 2013).

Experimentalné bylo dale prokazano, Ze s AD souvisi peroxidace lipidi. Lipidovou
peroxidaci se oznaCuje proces, kdy vlivem nadprodukce ROS jsou poSkozovany
polynenasycené kyseliny lipidli za vzniku hydroperoxidia. U AD byly nejvice studovany
reaktivni aldehydy, do kterych jsou zahrnovany 4-hydroxynonal, malondialdehyd a 2-
propenal a také isoprostanoidy. U AD je pozorovana zvySend oxidace proteind, kterd je
zpusobena bud’ piimym plisobenim ROS, nebo pusobenim glykace, glykosylace nebo prave
lipidové peroxidace. Nejvice studovanymi produkty oxidace proteinii jsou proteinové
karbonyly a 3-nitrotyrosin (Garcia-Escudero, 2013; Pavlov, 2009; Wang, 2014; Yana, 2013).

Mnoho studii poukazuje na fakt, Ze pii AD je pfitomno poSkozeni DNA nebo RNA.
Oxida¢ni poskozeni DNA miize zpUsobit zlomy v dvouietézci DNA, zesiténi DNA/DNA
nebo DNA/proteinti a modifikaci bazi. RNA je vystavena plisobeni oxidacniho poskozeni a
modifikaci stejn¢ jako DNA. U AD prevazuje oxidace spiSe u cytosolové RNA nez u jaderné
DNA. U AD také trva delsi dobu, nez se projevi prvni pfiznaky a je mozné diagnostikovat

tuto nemoc. Studie Wanga (2014) poukazuji na skutec¢nost, ze vzniku vlastniho onemocnéni
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piedchazi mirna kognitivni porucha (MCI, z angl. Mild Cognitive Impairment). Pt1 MCI sice
nejsou pritomny senilni plaky a neurofibrilni klubka, ale jiz 1ze zaznamenat ptitomnost silné
oxidacni nerovnovahy. Déle bylo prokazano, ze s patogenezi AD souvisi snizené mnozstvi
nebo nedostatek vitamint s antioxida¢nim efektem. Naptiklad bylo prokazano, ze dlouhodoby
deficit vitaminu E miiZze zplisobit demenci a mtize tak pfispivat k vyssimu riziku vzniku AD.
Nedostatek vitaminu B9 vedl k poklesu kognitivnich funkci a ke vzniku demence a deprese. U
pacientl s deficitem vitaminu D a B12 se také objevovaly demence a poSkozeni kognitivnich
funkci. Tato zjiSténi potvrzuji, Ze oxidacni nerovnovaha pfispiva k rozvoji AD. ZvySené
sporadické mutace mtDNA jsou pozorovdny u pacientl s AD. Diky absenci ochrannych
proteind, jako jsou histony, je opravny systém nedostatecné ucinny a v piitomnosti ROS
dochazi k poskozeni mtDNA (Garcia-Escudero, 2013; Pavlov, 2009; Wang, 2014; Yana,
2013).

Spravna funkce mitochondrii je zaru€ena jejich neporusenou strukturou, kterd udava spravny
elektrochemicky gradient. Mitochondrie s porusenou strukturou, zni¢enymi kristami a
castecné€ nebo Uplné ztracenym obsahem se hojné vyskytovaly v neuronech pfi biopsii mozku
u AD. Vyrazné zmény v expresi proteinll ucastnicich se fuze a déleni mitochondrii souviseji
s rozvojem AD. Zmény v expresi se vyskytovaly u proteinit DLP1, OPA1, Mfn-1 a 2 a Fisl.
Mitochondrialni DLP1, zodpovidajici za déleni mitochondrii, je v mozcich pacienti s AD
zvySen. DLP1 reaguje s monomery a oligomery B-amyloidu a timto dochazi k fosforylaci tau
proteinu. Neurony v mozcich pacientil s AD obsahovaly mitochondrie se zvySenou schopnosti
se délit, coz prispivalo k poskozeni struktury mitochondrii a u téchto mitochondrii doslo navic
k jejich nabobtnani. Nadmérné d€leni je schopné vyvolat poSkozeni mitochondrii a je tak
pri¢inou destruktivnich jevli patrnych u AD. ZvySend produkce ROS probihd spolecné
s rozpadem mitochondrii i v pfipadé, kdyZ jsou neurony vystaveny vysoké koncentraci
glukozy. Pfi zvySené hladiné glukézy sice dochdzi k inhibici mutantni formy DLP1 a tim je
zastavena produkce ROS. Bohuzel ani timto mechanismem neni mozné ochranit mitochondrie
pied fragmentaci. Tyto skute¢nosti naznacuji, Zze mitochondridlni fragmentace se velkym
dilem podili na oxida¢ni nerovnovaze a na zvySené produkci ROS. V soucasné dobé bylo
poukdzano na skute¢nost, Ze inhibitory mitochondridlniho elektronového transportniho
fetézce, jako je naptiklad rotenon, mohu zpiisobit rozpad mitochondridlni sité a zvysit tvorbu
ROS. Antioxidanty mohou pouze castecné zmirnit ucinek téchto inhibitord. Zastaveni
mitochondrialniho Stépeni zastavuje nadprodukci ROS a brani vzniku mitochondridlnich a

bunécnych dysfunkci. Lze tedy fici, ze mitochondridlni funkce a dynamika spolu blizce
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souvisi a spolu se stavbou mitochondrii jsou diillezitym aspektem pro udrzeni rovnovahy ROS

(Garcia-Escudero, 2013; Pavlov, 2009; Wang, 2014; Yana, 2013).

3.1.2 Alzheimerova nemoc a inzulinova signalizace

Nejnovéjsi studie naznacuji, ze pokles glukézy v mozku pii AD souvisi s poklesem
exprese genl, které koduji podjednotky mitochondridlniho elektronového transportniho
fetézce. Sleigh a kol. (2011) ve své studii uvedl, Ze narusend signalizace inzulinu miize vést
k mitochondridlnim dysfunkcim. Narusena produkce a signalizace inzulinu v mozku AD
mize sama o sob¢ vyvolat mozkovou mitochondridlni dysfunkci v disledku zavazného
poskozeni metabolismu gluk6zy nebo glykogenu. Soucasné poznatky naznacuji, ZzZe
mitochondrie jsou primarni metabolickou zakladnou, ktera mutze selhavat v pribéhu
inzulinové rezistence. Bohuzel pfesna molekularni vazba mezi inzulinovou rezistenci a
mitochondrialni dysfunkci v mozku AD neni zatim jasné definovéana. Je vSak znamo, Ze
v mozku u AD jsou v mitochondriich ohroZeny dva procesy. Jedna se o Krebsiv cyklus a
oxida¢ni fosforylaci. Abnormalni funkce Krebsova cyklu a/nebo oxidac¢ni fosforylace
zpusobuji nejen snizeny metabolismus glukozy, ale také zvySenou tvorbu ROS, oxidacni
poskozeni a apoptozu. Bylo prokdzano, Ze k tomuto jevu dochazi pted vlastnim vznikem
senilnich plakl a pfed klinickym nastupem projevii onemocnéni (Abolhassani a kol., 2015;
Wang, 2014).

Diky modernim detek¢nim postuptim je mozné detekovat oxidované baze DNA, které jsou
zpiisobené oxidacnim stresem. Existence oxidovanych bazi DNA poSkozenych neuront byla
potvrzena v jaderné nebo mitochondrialni DNA post mortem vySetfenim. 8-0xoG piedstavuje
jeden z hlavnich produkt oxidaéniho poSkozeni DNA a zéaroven jednu z piekazek piipadné
opravy. Jeho akumulace v jaderné i mitochondridlni DNA je pokladdana za vyznamny marker
AD (Abolhassani a kol., 2015).

Imunohistochemické post mortem vysetfeni mozku postizeného AD odhalilo pfitomnost
cytosolové akumulace 8-0xoG v hipokampélnich pyramidalnich neuronech a v neuronech
kiry temporalniho laloku paraleln€ s depozity B-amyloidu. Tato akumulace ¢asové predchazi
klinickym symptomim vlastniho onemocnéni. Narist 8-oxoG v DNA je zpisoben bud’
pfimou oxidaci guaninu v DNA, nebo prostiednictvim inkorporace 8-0xoG
z nukleotidovychpoolt, ve kterych se v pfitomnosti oxida¢niho stresu vytvofi 8-oxo-
2deoxyguanosin trifosfat (8-0xodGTP). 8-0xo-dGTP muze byt vyuzit DNA polymerdzou jako
prekurzor pro syntézu DNA a tudiz 8-0xo0G je zaclenén do vznikajiciho templatového vlakna

naproti adeninu a cytosinu. Tii enzymy, a to MTHI, OGGl a MUTYH ptsobi proti
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zabudovani 8-0xoG do lidské DNA. MTHI1 také znamy jako NUD1 ucinné hydrolyzuje 8-
ox0oG v nukleotidech, ¢imz zabrani jeho zabudovani do fetézce DNA. OGGI1 s 8-0xoG
glykosylasovou aktivitou odstraituje 8-0xoG v opozici naproti cytosinu a tim zabrani
akumulaci 8-0xoG v DNA. Adenin vlozeny proti 8-0xoG v templatovém vlakné DNA je
vystépen enzymem MUTYH a to pomoci adeninové DNA glykosylazy. Tyto tfi zminéné
enzymy funguji v jadrech i mitochondriich a chrani neurony ptfed uklddanim 8-0xo0G.
(Abolhassani a kol., 2015; Garcia-Escudero, 2013).

Oka a kol. (2008) ve své praci demonstruje, Ze ukladani 8-oxoG v jaderné a mitochondrialni
DNA spousti dv€ na sob¢é vzijemné nezdvislé cesty bunééné smrti. Jakmile se 8-oxoG
nahromadi ve zvySené mife v jaderné DNA, PARP-1 se vaze na SSB tvorenou MUTYH
vyvolavajici opravu bazi. ZvySeni polymeru PARP-1 vedek vy¢erpani NAD" a ATP a
k nasledné nukledrni translokaci apoptdézu vyvolavajiciho faktoru (AIF). AIF poté indukuje
apoptickou smrt bun&k. Tudiz 8-0x0G, ktery se hromadi ve vysoké hladin¢ v mitochondrialni
DNA, degraduje tuto mitochondridlni DNA prostiednictvim enzymu MUTYH, coz vede k
mitochondridlni dysfunkci a aktivaci kalpainti, které zptisobuji lysozomdlni prasknuti a
bunécnou smrt. Pfi oxida¢nim stresu se 8-0xoG vysoce akumuluje v mitochondridlni DNA,
ale nikoliv v jaderné DNA nervovych bun¢k. Naopak v ptipad¢ mikroglidlni proliferace, pfi
zanétlivych reakcich se zvySenou produkci ROS, se 8-0xoG akumuluje v jaderné DNA.
Podavani kalpainu nebo inhibitoru PARP vyznamné zlepSilo 3-NP-indukovanou striatalni
degeneraci a sniZilo mikrogliozy u mysi s deficienci MTH1/OGG. Lze tedy fici, Ze na
kalpainu zavislé poskozeni neuront zplsobuje mikrogliézu, ktera zesiluje neurodegenerativni
procesy. Aktivace kalpainu a PARP je charakteristickym znakem neurodegenerace jak u
zvitecich modelt, tak v lidském mozku postizeném AD. Kalpain a PARP jsou proto
povazovany za slibné terapeutické cile pro riznd neurodegenerativni onemocnéni
(Abolhassani a kol., 2015; Garcia-Escudero, 2013).

VySe zminény kalpain se fadi do skupiny na vapniku zavislych proteolytickych enzymii.
Aktivace cysteinovych proteazovych kalpaint je vysledkem poruSené homeostazy vapniku pii
neurodegenerativnim procesu. Kalpain je zndm jako jeden znejvyznamnéjSich proteinti
zasahujicich do apoptdzy neurontl. Jednd se o heterodimerni protein skladajici se z malé a
velké podjednotky a ve své neaktivni formé¢ je lokalizovan v cytosolu. Pii zvySeni hladiny
vapniku dochéazi k translokaci kalpainu na membranu, kde je aktivovan vapnikem a
fosfolipidy. Aktivita kalpainu je pfisn¢ regulovana vapenatymi ionty, ale 1 pies to existuje

endogenni inhibitor kalpainu, ktery se nazyva kalpastatin. Kalpastatin se reverzibilné vaze na
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aktivni misto kalpainu a dochézi k jeho inhibici, déje se tak pouze v pritomnosti vapenatych
iontl (Yildiz-Unal a kol., 2015)

Jednou z potencidlnich terapeutickych inovaci je odhalit moZznosti prevence apoptickych
pochodt zprostfedkovanych prave kalpainem. Nejcastéji se pouzivaji inhibitory kalpainu, ale
jsou znamy i jiné postupy, jako je naptiklad zvySena exprese nebo inhibice proteind, které se
zapojuji do bunécné signalizace (napt. glutamatovy receptor), dale jsou vyuzivany hormony a

kompetitivni peptidy inhibujici enzymatickou aktivitu kalpainu (Yildiz-Unal a kol., 2015).
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3.2 Parkinsonova nemoc (PD)

Pfi tomto onemocnéni dochazi k zdniku dopaminergnich neuronti v substantia nigra.
NejhorSimi ptfiznaky narusujicimi béznou denni ¢innost, jsou ties, poruchy hybnosti a feci.
Typické pro tuto nemoc jsou abnormalni agregaty a-synukleinu a zménéna hladina parkinu
(E3 ubikvitin ligazy). Hlavnim znakem PD jsou Lewyho téliska a Lewyho neurity. Lewyho
téliska jsou loziska vladknitych proteinii v cytosolu neuronti. Pomoci histologického vysetieni,
které je zaméfeno na tvorbu Lewyho neuritd nebo Lewyho télisek, je mozné urcit stadium
onemocnéni. 'V substantia nigra, mozkové kufe, hipokampu a v mozeCku se tvori
intracelularni inkluze obsahujici zminény alfa-synuklein. Ukazuje se, Ze hromadéni alfa-
synukleinu miize byt vyvoldno prostfednictvim specifickych mechanismii probihajicich
v mitochondriich. Podle Akbara a kol. (2016) je hromadéni alfa-synukleinu zptisobeno
interakci mezi alfa-synukleinem a mitochondridlni cytochrom c¢ oxiddzou, coz vede
k mitochondrialni dysfunkci a v kone¢ném diisledku k degeneraci nervové soustavy. Navic
muze byt alfa-synuklein modifikovan nitraci a/nebo oxidaci, coZ podporuje jeho akumulaci a
stav oznaCovany jako synukleinopatie. Snizeni hladiny pfirozen¢ho antioxidantu glutathionu
(GSH) a zvySeni hladiny oxidovanych molekul proteint, lipidi a DNA miize podpofit
progresi PN. Bohuzel dosud neni znamo, které proteiny jsou oxidovany a jak tyto zmé&néné
proteiny navozuji mitochondridlni dysfunkci a smrt neuronti (Akbar a kol., 2016; Bhat a kol.,

2015; Griinewald a kol., 2016).

3.2.1 Parkinsonova nemoc a oxidacni stres

Oxidacni stres vznikly piisobenim ROS miiZe byt pfi¢inou zaniku dopaminergnich neurond.
Za jeden z primarnich zdroji ROS je pokladan mitochondridlni komplex I (neboli NADH-
ubichinonoxidoreduktaza) (Akbar a kol., Subramaniam a Chesselet, 2013).

Do komplexu I jsou transportovany elektrony z mitochondridlni matrix do elektronového
transportniho  fetézce pomoci elektronového pienaSece NADH. NADH pienasi
elektrony na koenzym Q (CoQ, ubichinon), ktery tim redukuje na ubichinol. Komplex I
obsahuje flavinmononukleotid (FMN) a dale Fe-S klastry, které se podileji na ptfenosu
elektroni z NADH na CoQ (Subramaniam a Chesselet, 2013).

Je dlouho znamo, Ze u pacientil s idiopatickou PD byla pti post mortem vySetteni zjiSténa
v substantia nigra snizend aktivita komplexu. Nedostate¢nost mitochondridlniho komplexu I
byla dale detekovéna ve frontalni kiife, mirné poskozeni se nachédzelo ve striatu, kufe
mozkové, fibroblastech, krevnich destickach, dale pak ve svalech a lymfocytech. Podjednotky

komplexu I obsahuji oxidované proteiny a u pacientd s PD byla zjiSténa spojitost mezi
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zvysenou oxidaci proteinii a snizenou kapacitou elektronového pienaseCe a tato souvislost
naznacuje, ze oxidacni poskozeni téchto podjednotek miize zplsobit poskozeni komplexu L
Diky nejnovéjsim studiim lze tvrdit, ze poskozeni mitochondridlniho dychaciho fetézce,
zvlasté pak v komplexu I a nasledné zvyseni tvorby ROS piimo i nepiimo piispivaji k rozvoji
sporadické formy PD (Akbar a kol., 2016; Bhat a kol., 2015; Subramaniam a Chesselet,
2013).

Béhem zivota jsou dopaminové neurony vystaveny pusobeni ROS a RNS. Dopamin je
nestald molekula pattici mezi katecholaminy a v substantia nigra podléhéd autooxidaci at’ jiz
vlivem ROS ¢i pfi procesu starnuti. Dopamin je degradovan monoaminoxidazou B (MAO-B)
na konecny produkt homovanilovou kyselinu. Problém muze nastat v zavislosti na véku, kdy
sjeho postupem se aktivita MAO-B zvySuje, coz muze vésti ke snizeni dostupnosti
katecholamin@ v synaptické $térbiné. Rovnéz oxidativni deaminace MAO vede ke vzniku
amoniaku a peroxidu vodiku, které mohou samy o sob& pisobit cytotoxickym efektem.
Béhem fyziologického starnuti klesa hladina dopaminu o 50-60%, pii klinické manifestaci PD
¢ini tento pokles 80-90 % v substantia nigra a 40-50 % ve ventralnim tegmentu. U dédi¢né
formy, kterd muze byt zpilisobena mutaci nékolika genli, dochazi k degeneraci neuroni
v substantia nigra. Oxidac¢ni stres je hlavni pfi¢innou vzniku obou forem PD. U pacientl se
nachazi zvySené mnozZstvi oxidovanych lipidd, proteinii a DNA a také sniZzend hladina GSH.
ROS mohou ptisobit na enzymy, naptiklad na tyrosinovou MAO a hydroxylazu. Vyssi
citlivost dopaminergnich neuronli substantia nigra je vysvétlovana ptitomnosti Zeleza a proto
1 pfitomnosti Fentonovy reakce, kdy superoxidovy a hydroxylovy radikdl mohou pfispét
k dal§imu rozvoji oxidac¢niho stresu (Akbar a kol., 2016; Bhat a kol., 2015; Subramaniam a
Chesselet, 2013).

Poskozeni dopaminergnich neuronii pravdépodobné vznika nasledkem mutaci v genech
mitochondridlnich proteinti DJ-1, Parkin, PINK, které se vzdy vyskytuji u dédi¢né formy PD.
V buiikach pacientii s mutaci v genu parkin byla detekovana sniZzena aktivita komplexu 1.
Mutace v genu PINK 1 zpasobovala mitochondridlni dysfunkci s nadmérnou produkci
volnych radikall, také pii poruseni spravné funkce proteinu DJ-1 dochéazi k hromadéni ROS
(Akbar a kol., 2016; Bhat a kol., 2015; Subramaniam a Chesselet, 2013).

Enzym aldehyddehydrogendza (ALDH) mé za tkol odstranit aldehydy a lipidové peroxidy
z mozkové tkané a z dalSich tkani. U pacientd s PN byla zjisténa snizena exprese ALDH 1.
Navic v poskozeném komplexu I je sniZena dostupnost NAD', ktery je dilezity pro &innost
izoforem ALDH odstranujicich reaktivni aldehydy. SniZzena funkce ALDH izoenzyml muze

byt zplisobena vlivem toxini z vnéjSiho prostiedi a/nebo sniZenou expresi ALDH, ktera je
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uzce spjata s patofyziologii PD (Akbar a kol., 2016; Bhat a kol., 2015; Subramaniam a
Chesselet, 2013).

3.2.2 Parkinsonova nemoc a mikroglie

U PD lze zaznamenat ptiznaky chronického zanétu nervové tkan€ za ucasti mikroglie, tedy
bun¢k odpovidajicich za vrozenou imunitu v centralnim nervovém systému. Mikroglie je
aktivovana tadou faktorGi vcetné pusobeni toxickych latek. Jeji funkci je odstraniovani
poskozenych bun¢k a likvidace cizich patogent. Pii aktivaci mikroglie dochazi k uvolnéni
volnych radikalt (napt. NO, superoxidu) a to vede k oxidacnimu stresu. Dlouhodobé aktivace
nebo vystupiiovana aktivace mikroglie zptisobuji nadmérnou a nekontrolovatelnou zanétlivou
odpovéd’ v nervové tkani a to mize vést k opakovanému sebeposkozujicimu se cyklu a z néj
vznikajici neurodegeneraci. Z poskozenych dopaminergnich neuroni jsou uvoliiovany
molekuly neuromelaninu, alfa-synukleinu a aktivovand forma MMP-3 (matrixova
metaloproteindaza 3). Neuromelanin je nerozpustny polymer a v substantia nigra zpusobuje
tmavou pigmentaci. Vzhledem k jeho dlouhé pfitomnosti v extracelularnim prostoru mize byt
dal$im z Cinitelt spoluzptisobujicich chronicky zanét nervové tkané. PredevSim je to vSak
alfa-synuklein, ktery navozuje aktivaci mikroglie s naslednou dopaminergni neurodegeneraci.
Neurony stimulované alfa-synukleinem navic stimuluji astrocyty k produkci prozéanétlivych
cytokinti dale posilujicich aktivaci mikroglie k chemotaxi a proliferaci. Pfi oxidacnim stresu
dochazi ke zvySeni MMP-3 vSeobecné usnadiiujicim produkci ROS a RNS. MMP-3 se také
podili na tvorbé IL-1PB a na expresi dalSich prozanétlivych cytokinl. Bylo prokazano, Ze
MMP-3 zplisobuje poSkozeni hematoencefalické bariéry a napomaha tak prichodu neutrofil,

coz prispiva k udrZzovani zanétlivé reakce (Bhat a kol., 2015).

3.2.3 Parkinsonova nemoc a mitochondrialni DNA

MtDNA je nachylna k mutacim zfejm¢ diky méné vykonnym opravnym mechanismim a
nedostatku chranicich histonil. Snizena aktivita komplexu I vede ke zvysSeni produkce ROS,
které mohou pusobit na mtDNA, ktera koduje 7 ze 45 podjednotek komplexu 1. Zménény
metabolismus v bunkach s mtDNA pacientli s PD naruSuje mikrotubularni sit’ a usnadiuje
cestu vzniku autolysozomi. Ackoliv pfi srovnani mtDNA zdravych jedinci a mtDNA
pacienti s PD nebyly nalezeny zadné charakteristické mutace s pfimym vztahem k
onemocnéni, bylo pozorovano v dopaminergnich neuronech substatia nigra na véku zavislé
zvyseni deleci v mtDNA souvisejici s dysfunkei respiracniho fetézce. Tyto ndlezy naznacuji,

ze jakékoliv zmény ve skladbé mtDNA mohou piimo ovlivnit aktivitu a funkei
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mitochondrialniho dychaciho fetézce. Navic delece mtDNA byly mirné€ zvySené v substantia
nigra u PD pacientd v porovnani s kontrolni skupinou. Nicméné tyto delece nebyly
pozorovany u jinych neuronti (pyramidalni neurony v kiife mozkové, neurony v hipokampu a
Purkynovy buiikky mozecku). Delece mtDNA jsou ziejmé specifické pro neurony v substantia
nigra, které jsou vice citlivé na oxidac¢ni stres a to vede k jejich ztrat¢ u PD (Coskun a kol.,

2013; Subramaniam a Chesselet, 2013).
3.2.4 Geny asociované s monogenni Parkinsonovou nemoci

3.2.4.1 PARK 1/4 -SNCA

V roce 1996 byl objeven prvni lokus PN a to PARKI1. V tomto lokusu byla urodiny
s autozomaln¢ dominantni PN nalezena bodova mutace A53T v genu SNCA, ktery koduje
presynapticky protein alfa-synuklein. Pozd¢ji byly objeveny mutace A30P a E46K.
S autozomalni dominantni formou PD byvaji spojovany tfi mutace (AS30T, A30P a E46K) a
duplikace a triplikace genu kodujici alfa-synuklein (PARK 1, SNCA) (Fiala a Riazicka, 2009;
Subramaniam a Chesselet, 2013).

Onemocnéni se projevuje spiSe ve formé ,late-onset” (pozdniho nastupu), ale mize se
rozvinout uz kolem 40. - 50. roku Zivota, v tomto ptipadé ma rychlejsi progresi a ¢asto se
vyskytuje 1 demence. Fenotyp mutace E46K se podoba spiSe demenci s Lewyho télisky. Jsou
znamy 1 duplikace 1 triplikace celého genu, které se oznaCuji PARK4. U nemocnych
s triplikaci dochdzi k onemocnéni s Casnym zacatkem a rychlejs$i progresi s t€Zz§imi projevy
nez u pacientd s duplikaci, jejichz fenotyp se podobd late-omset formé. U pacienti se
sporadickou formou PD byly objeveny téZ polymorfismy SNCA, které byvaji spojovany
s vy$§im rizikem vzniku PD. Polymorfismy se vyskytuji docela Casto, i kdyZ mutace se
vyskytuji vzacné (Fiala a Rizicka, 2009).

Alfa-synuklein je sam o sobé nachylny k fibrilarni agregaci. Jeho agregaty se nachdzeji
v Lewyho téliscich a mizeme je spatfit i u dalSich neurodegenerativnich onemocnéni, které se
souhrnné nazyvaji synukleinopatie (napt. multisystémova atrofie, demence s Lewyho télisky
aj., viz. kapitola 1.2.4 ). Pfesna fyziologickéd funkce alfa-synukleinu neni zatim zcela zndma,
existuji vSak dikazy o jeho vlivu na funkci vezikul, synaptickou plasticitu a metabolismus
dopaminu. Konformace alfa-synukleinu je zavisla na vnéjsich vlivech, v monomernim stavu
dokaze vytvoftit rizné sekundarni struktury a je schopen polymerizovat. Polymerizace vede od
dimertt k morfologicky se liSicim oligomerim a protofibrildm az k tvorbé nerozpustnych

agregatl. Agregaci spouSti zvySend koncentrace alfa-synukleinu a zména pH. Také
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pritomnost nékterych kovl a néktera organicka rozpoustédla a latky podobné herbicidim byly
schopné vyvolat tvorbu inkluzi. Mutace mohou piispét k snadnéjsi tvorbé fibril. Vyznamnym
faktorem mize byt defekt odbouravani alfa-synukleinu v ubikvitin-proteazomovém komplexu
a lysozomech. Alfa-synuklein neurotoxicky poskozuje mozkovou tkan jednak prostfednictvim
mechanického poskozeni bunéénych kompartmentli, ale i pouhou ztratou fyziologickych
funkci, pfipadné ziskanim novych toxickych vlastnosti. Podle recentnich studii zplsobuji
toxicitu alfa-synukleinu spiSe rozpustné oligomery (protofibrily), nikoliv nerozpustné
agregaty a maturované fibrily. Z toho vyplyvé, Ze formovéani agregatii by mohlo mit jisty
neuroprotektivni efekt a proto by Lewyho téliska vznikala kvili eliminaci toxickych
oligomert a tim padem nejsou vyvolavajici pti¢inou, ale az disledkem neurotoxicity. Toxicka
aktivita alfa-synukleinu byla zjisténa i v extracelularnim prostoru, kde jeho agregaty byly
schopny spustit mikrobiélni aktivaci (Coskun a kol., 2013; Fiala a Rtzic¢ka, 2009).

Interakce alfa-synukleinu s mitochondriemi spousti uvolnéni cytochromu ¢, zvysSuje hladinu
vapniku a NO a vede k oxida¢ni modifikaci mitochondrii. V mitochondriich se alfa-synuklein
spojuje s vnitini membranou. Zvysena exprese AS3T alfa-synukleinu urychluje snizeni funkce
mitochondridlniho komplexu I a nadprodukci ROS. Okyseleni cytosolu zptsobuje zvysenou
translokaci alfa-synukleinu do membrany mitochondrii. Tato translokace probiha rychleji za
nizkého pH pfi oxidacnim nebo metabolickém stresu a tyto souvislosti naznacuji, ze alfa-
synuklein se vyznamné podili na funkci mitochondrii zvlasté za patologickych podminek.

(Subramaniam a Chesselet, 2013).

3.2.4.2 PARK?2- parkin

V soucasné dobé je identifikovano vice nez 100 mutaci parkinu, jedna se o bodové mutace a
exonové delece a duplikace. Tyto mutace jsou spojovany s autozomalné recesivni formou PN
a s ,early-onset* fenotypem (Fiala a Razicka, 2009).

Parkin (PARK2) se podili na odbourdvani proteinii prostiednictvim ubikvitin-
proteazomového systému. Parkin mé aktivitu E3 ubikvitin ligazy, enzymu pfipojujiciho
ubikvitin k bilkovindm, které maji byt nasledn¢ degradovany v proteazomu. Ztrata E3
ubikvitin ligazové aktivity vede k hromadéni toxickych proteinovych agregati a tato
akumulace vede k autozomalné recesivni PN v mladém véku. Pomoci in vitro 1 in vivo
experimentl byla prokazéana anti-apoptické aktivita parkinu. Parkin miize inhibovat apoptézu
pomoci ubikvitinace svého substratu Pael-R (Parkin-associated endothelian- receptor like

receptor), ktery je schopen indukovat bunéfnou smrt. Parkin také zvySuje aktivitu
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transkripéniho faktoru NK-kB (nuklearni faktor kappa B), ktery indukuje anti-apoptické geny
a reguluje metabolismus mtDNA. Bunécna poskozeni mohou byt zpiisobena nedostatecnou
degradaci substrati parkinu. Agregovany parkin se podili na poskozeni bunécného
cytoskeletu, poskozuje funkci ubikvitin-proteazomového systému a pfispiva k zaniku
dopaminergnich neuroni (Akbar a kol., 2016; Fiala a Razicka, 2009; Subramaniam a

Chesselet, 2013).

3.24.3 PARK 3

Lokus PARK 3 byvéa spojovan s autozomalné¢ dominantni formou PD a s ,late-onset*
fenotypem. V soucasnosti je vénovana pozornost genu kodujicimu sepiapterin reduktdzu
(SPR), tento protein katalyzuje biosyntézu tetrahydrobiopterinu (BH4). BH4 je dllezitym
kofaktorem hydrolaz aromatickych kyselin, mezi n€ patii i enzym tyrosin hydroxylaza, ktery
je nezbytny pro syntézu dopaminu. U pacientd s PD byla v mozkové tkani detekovana

zvySena exprese SPR oproti kontrolnimu souboru zdravych pacientii (Fiala a Ruzicka, 2009).

3.2.4.4 PARK 5 - UCH-L1
Neuron-specificky enzym UCH-L1 (Ubiquitin carboxy-terminal hydrolase-LI) se nachdzi

v bilkovinach mozkové tkan€ v 1-2% podilu a byl zjistén 1 v Lewyho téliscich. Tento enzym
se podili na degradaci bilkovin pomoci ubikvitin-proteazomového systému. Diky své
konformaci vykazuje dvoji enzymatickou aktivitu. V monomernim stavu hydrolyzuje
polyubikvitinové fetézce a piispiva tak k recyklaci ubikvitinu. Dimer ma aktivitu ubikvitin
ligazy a dochazi k rychlejSimu navdzani volného ubikvitinu na cilové proteiny. Monomerni
forma piispiva k degradaci alfa-synukleinu v proteazomu a dimer vaze ubikvitin na alfa-
synuklein a dochéazi tak k jeho agregaci. Mutace 193M v genu kédujici UCH-L1 byla
detekovana u sourozenct s autozomalné dominantni PD a podobala se sporadické late-onset
form¢ a dale byla objevena i genetickd varianta S18Y, kterd je spojovédna s niz§im rizikem PD

(Fiala a Ruzicka, 2009).

3.245 PARK 6 - PINK 1

Lokus PARK 6 byl poprvé popsan u rodiny s autozomdlné¢ dominantni PD a pozd¢ji byla
nalezena mutace G309D genu kodujici PINK 1 (PTEN-induced kinase 1). Fenotyp se podoba
early-onset form¢ PD, ale jsou zndmy 1 kazuistiky s late-onset fenotypem. PINK 1 je kinaza
s anti-apoptickym efektem vyskytujici se v mitochondriich a také v Lewyho téliscich. PINK 1
snizuje uvolnovani cytochromu c a aktivaci kaspazy 3. PINK 1 a parkin mezi sebou interaguji
a oba jsou zfejmé¢ obsazeny v jedné anti-apoptotické kaskadé a podileji se na funkci a
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morfologii mitochondrii. Piedpoklada se, ze mutace parkinu a PINK 1 kindzy, kdy vysledkem
mutace je zménénd PTEN-indukovana kinaza, se podileji na kontrole funk¢énosti mitochondrii
a mohou zpusobit rozvoj autozomalné recesivni PN. PINK 1 kindza je syntetizovana
vriznych castech mozku, vcetn¢ hipokampu, substantia nigra a Purkynovych
bun¢k mozecku. PINK 1 se zapojuje do metabolismu mitochondrii, oxida¢niho stresu a
degradace bilkovin pomoci ubikvitinu (Akbar a kol., 2016; Coskun a kol., 2013; Fiala a
Rizicka, 2009).

3.24.6 PARK 7-DJ-1

Tento lokus byl popsan u rodiny s autozomalné recesivni dédi¢nou formou PD a s early-
onset fenotypem a byla zde objevena bodovd mutace L166P genu DJ-1. DJ-1 byl poprvé
identifikovan jako onkogen a tento protein ma antioxidacni aktivitu, jehoz expresi indukuji
ROS. Snizeni ROS pomoci DJ-1 probihd pomoci autooxidace DJ-1 nebo pomoci stabilizace
regulacnich faktort transkripce antioxidanti Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor).
DJ-1 poméaha zvySovat koncentraci GSH v builkkdch a ma také vlastni anti-apoptické
vlastnosti. Mutace snizuji jeho stabilitu a tim dochazi k poruSeni jeho funkce. Mutace L166P
meéni jeho strukturu, coz ma za nésledek zvySenou degradaci v ubikvitin-proteazomovém

systému (Coskun a kol.; 2013, Fiala a Razicka, 2009).

3.2.4.7 PARK 8- LRRK 2

Lokus PARK 8 byl poprvé popsan u autozomalné dédi¢né formy s late-onset PN. Pozdéji
byla objevena mutace genu kodujici protein dardarin, ktery je dnes oznacovan jako LRRK 2
(Leucine rich repeat kinase 2). Fenotyp obvykle odpovida late-onset sporadické formé PN,
ale mize mit 1 asny zacatek. LRRK 2 ma kindzovou 1 GTPazovou aktivitu a ovliviiuje
endocytdézu a dynamiku vezikul, je schopen vazat a- a B-tubulin. Mutace indukuji oxidacni
stres a apoptézu a LRRK 2 muze tvofit komplexy s proteinem tepelného Soku Hsp 90 (Heat
shock protein 90) a tim dochdzi ke stabilizaci a toxicit¢ (Coskun a kol., 2013; Fiala a Razicka,
2009).

ZvySena exprese mutovanych proteini LRRK 2 vedla k apoptické smrti neuronli a mutace

LRRK 2 zpiisobuji mitochondrialni dysfunkce (Subramaniam a Chesselet, 2013).
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3.3 Huntingtonova nemoc (HD)

HD je dédi¢né, fatalni neurodegenerativni onemocnéni, které je zptisobeno prodlouzenim
trinukleotidovych repetic CAG, které koduji protein huntingtin (Martin a kol., 2012; Wang a
kol., 2013).

Béhem HD dochéazi k postupnému odumirani energeticky narocnych neuront v corpus
striatum. Jedna z teorii o vzniku HD hovofi o tom, ze mHtt (mutant huntingtin protein;
mutantni huntingtin) narusi spravnou funkci mitochondrii a tim dojde ke sniZzeni dodavky
energie pro tyto neurony, které poté umiraji. PoSkozeni mitochondrii miize zplisobit mHtt
pomoci blokace exprese genu PGCla, ktery plsobi jako transkripéni koaktivator jadernych
receptort a dalSich transkripcnich faktor. Tento gen se ucastni regulace fady metabolickych
procest i biogeneze mitochondrii a oxidac¢ni fosforylace. V neuronech corpus striatum je
mHtt schopen vyvolat inhibici transkripce PGClo. Tato inhibice je zfejmé zpiisobena
naruSenim vazby (CREB/TAF4) do promotoru PGCla a tim je zplisobena inhibice exprese a
naruseni neuronalniho metabolismu. CREB/TAF4 je protein vazajici se na cAMP-responzivni
element/faktor 4 asociovany s TATA vazebnym proteinem (Markova a Hansikova, 2016;

Raymond a kol., 2011).

3.3.1 Huntingtonova nemoc a vapenaté ionty

V neuronalnich mitochondriich zptisobuje mHtt naruseni regulace Ca™ . Mitochondrie jsou
schopny akumulovat nebo uvolnit Ca™ do cytosolu v zavislosti na energetickych narocich.
Tento transport Ca’ je uskute¢fiovan pomoci protonového gradientu. Spravné hospodaieni
mitochondrii s Ca’" je proto zasadni pro pfeziti neuroni. Pokud je tato rovnovéaha narusena
dochazi k ,,vybiti“ mitochondridlniho membranového potencialu, otevieni mitochondridlniho
permeabilniho tranzitniho péru (MPTP), uvolnéni cytochromu c a k aktivaci kaskady bunécné
smrti. Mutovany 1 normalni Htt jsou schopny se vazat na vnéjsi mitochondridlni membranu,
ale pouze mHtt je schopen zvysit senzitivitu MPTP k otevieni poru pro vystup Ca'" a tim

spustit apoptické procesy (Markova a Hansikova, 2016; Wang a kol., 2013).

3.3.2 Huntingtonova nemoc a oxida¢ni stres

Zvyseny oxidacni stres je schopen zpiisobit zmény v mnozstvich a aktivitich rGznych
enzymli a molekul. U pacientt s HD bylo pozorovano v nucleus caudatus, putamen a
mozkové kiife vyrazné sniZeni aktivity enzymu akonitdzy, kterd se nachazi v Krebsové cyklu.

Snizend aktivita akonitazy zfejmé souvisi se zvySenim ROS, nebot’ aktivita tohoto enzymu je
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zéavisla na zméné jejich mnozstvi. Na zvySeni ROS u pacienti s HD miize upozornit
akumulace lipofuscinu, ktery vznikd jako produkt peroxidace nenasycenych mastnych
kyselin. Se zvySujici se hladinou ROS se zvysuje jeho akumulace a tento efekt byl pozorovan
v neuronech a neurogliich pacienti s HD. V mozkové tkéni pacienti byly pozorovany
zvysené hladiny mitochondridlni superoxiddismutdazy a katalazy, nebot’ pifi zvysujicim se
oxida¢nim stresu stoupd 1 aktivita antioxidanich obrannych mechanismid (Markova a
Hansikova, 2016; Wang a kol., 2013).

Mnoho studii se zabyvéd tim, zda porusené enzymy komplexti oxidaéni fosforylace
(OXPHOS) pfispivaji ke vzniku onemocnéni, nebot’ zmény v bunécné respiraci byly u
pacientii s HD mnohokrat popsany. V nucleus caudaus a putamen byla detekovana vyrazné
snizena aktivita komplexu II a IIl OXPHOS a mirn€ snizena aktivita komplexu IV. Otevienou
otazkou prozatim zlstava, zda jsou tyto zmény zpisobeny piimou asociaci mHtt s komplexy
transportem cytosolovych proteinii do mitochondrii nebo jinymi — dosud nezndmymi - faktory

(Markova a Hansikova, 2016; Wang a kol., 2013).

3.3.3 Huntingtonova nemoc a dynamika mitochondrii

S HD souvisi narusena dynamika a transport mitochondrii. Mitochondrie jsou schopny ménit
svij tvar a strukturu pomoci dvou protichiidnych procest fuze a déleni. Téchto dvou déju se
ucastni fada proteinti a pravé narusend funkce nékterych z nich byla pozorovana u pacientli
s HD. Dé€leni a fuze mitochondrii reguluji GTPazy, které patii do rodiny proteinti piibuznych
dynaminu. Fuzi reguluji protein Opal a proteiny Mfn-1 a Mfn-2. Za déleni mitochondrii
zodpovida cytosolovy protein Drpl a Fisl (protein déleni 1), ktery se nachdzi ve vng&jsi
mitochondridlni membrané. Mutovany Htt stimuluje protein Drpl a spole¢né zplsobuji
fragmentaci mitochondrii v neuronech a fibroblastech. Dale byla pozorovana snizena aktivita
proteini plsobicich na mitochondridlni fizi a zvySena tvorba proteini vyvolavajicich
mitochondrialni déleni. Mutovany Htt je dale schopen narusit transport mitochondrii a dalSich
organel podél mikrotubulii v neuronech. Piesny mechanismus plsobeni mHtt na pohyb
mitochondrii zatim neni zcela znam, ale pfedpoklada se, ze mHtt interaguje s proteinem Hapl
a dal$imi proteiny, které inhibuji kinetiny a dyneiny zodpovédné za transport mitochondrii
v neuronech. Dalsi teorie fika, Ze agregaty mHtt zabranuji pohybu mitochondrii podél tubuld.
Vsechny tyto zmény vedou v kazdém ptipadé¢ k nerovhomérnému piisunu energie pro

metabolické procesy v bunkach (Markova a Hansikova, 2016; Wang a kol., 2013).
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3.4 Friedreichova ataxie

Friedreichova ataxie je nejCastéj$i dédiCnou ataxii, u které dochazi ke snizeni hladiny
mitochondridlniho proteinu frataxinu. Frataxin — protein o velikosti 23 kDA - je ulozen
v mitochondrialni matrix, kde je spojen s vnitini mitochondridlni membranou (Federico a kol.,
2012; Martelli a Puccio, 2014).

Nedostatek frataxinu souvisi s poruchou metabolismu zeleza, kterd vede k hromadéni zeleza
v mitochondriich a jeho vycerpani v cytosolu. Podle nejnovéjsich hypotéz se frataxin podili
na interakcich s mitochondrialni akonitazou, ferrochelatizou a mitochondrialnimi
bilkovinami. Pfi poruSeném metabolismu frataxinu byla pozorovana modifikace exprese
proteinit pfibuznych zelezu, jako je transferinovy receptor 1 (TFRI), feritin (FRT) a
ferroportin (FPN) a nasledné dochézi ke zménénému metabolismu Zeleza (Martelli a Puccio,
2014).

Pfi experimentdlnich studiich na kvasinkach, v nichZz byla sniZzend funkce frataxinu,
dochéazelo k akumulaci zeleza v mitochondriich, vyCerpani Zeleza z cytosolu a ke zvySeni
odpovédi na vysokoafinitni absorpéni systém Zeleza, ktery je kontrolovan cytosolickym
senzorem Zeleza a transkripénim faktorem YFHI1 (Yeast Frataxin Homolog 1, kvasinkovy
homolog frataxinu). Pfi obnoveni funkce frataxinu se Zelezo distribuovalo z mitochondrii zpét
do cytosolu (Biirk, 2017).

Funkei frataxinu je aktivace proteinu ISC (z angl. Iron-sulfur cluster), ktery tvoii shluky
zeleza a siry v buiice. Buniky s deficitem frataxinu maji vyCerpany ISC proteiny ze vSech
kompartmentli, nejvétsi deficit postihuje komplexy I, II a III v dychacim fetézci a déle
dochazi ke snizeni aktivity akonitdzy. Jsou dikazy o tom, Ze frataxin interaguje
s podjednotkami kompexu II a toto by potvrzovalo piedpoklad o vyznamné uloze frataxinu ve
funkci dychaciho fetézce. Dale se ptredpoklada, ze frataxin ma dualezitou roli v syntéze
proteinli obsahujicich hem a tyto proteiny se pak ucastni fady dtlezitych procest, jako je
metabolismus kysliku a ptenos elektronti (Biirk, 2017).

Akumulace Zeleza vyvolava prostiednictvim Fentonovy reakce zvySenou tvorbu toxickych
ROS. Poskozena funkce dychaciho fetézce vede k dal§imu zvySeni oxidacniho stresu a tim
dochazi k tniku elektronti a vzniku superoxidu a vysledkem je apoptickd smrt bunck

(Federico a kol., 2012; Martelli a Puccio, 2014).
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3.5 Amyotroficka lateralni skleroza

Amyotroficka lateralni skler6za (ALS) je onemocnéni, pii kterém dochazi k progresivni
neurodegeneraci motoneuront piednich rohtt misnich, motorického kortexu, motoneuront
hlavovych nervll a degeneraci ptimé kortikospinalni drahy. Na zakladé nejnovéjsich poznatkt
bylo zjisténo, ze hlavni pfi¢inou zdniku motorickych neuront je mitochondrialni dysfunkce.
Pti ALS dochazi k fragmentaci mitochondrii a ke zméndm v déleni a fuzi mitochondridlnich
proteinti. Tyto zmény ovlivituji morfologii mitochondrii. V experimentech na zvifecich
modelech s ALS, ale i na lidskych pacientech byl pozorovan poSkozeny mitochondridlni
transport, ktery mize byt zodpovédny za akumulaci abnormalnich mitochondrii v axonech
motorickych neurontl. Studie na modelech bunéénych kultur a u transgennich zvitat prokazaly
aberace v oxidativnim metabolismu, které souvisely se zménami v aktivité elektronového
transportniho fetézce a s naruSenou produkci ATP. Mitochondrie u pacientii s ALS maji
zhor$enou homeostdzu Ca’™ a zvySenou produkci ROS, ktera je spojena s oxidaénim
poskozenim (Federico a kol, 2012; Muyderman a Chen, 2014).

Ptiblizn€ v 20 % se u dédicné formy ALS nachdzi mutace genu SODI, ktery koduje
superoxiddismutazu 1, kterd obsahuje méd’ a zinek. Pfi post mortem vySetfeni bioptickych
vzorkli ALS pacientl byla objevena poSkozena aktivita mitochondridlniho dychaciho fetézce.
Agregaty SOD1 na vnéj$i mitochondridlni membrané¢ mohou zabranit pfenosu proteinl a
zvysit produkci ROS, které nésledné poSkozuji mitochondridlni lipidy a proteiny
prostiednictvim oxidacniho stresu. Tyto agregaty mohou pfispivat k apoptické smrti bunck
diky uvolnéni cytochromu c¢ a vyvazani anti-apoptického proteinu Bcl-2 (Federico a kol,

2012; Muyderman a Chen, 2014).

3.6 Leberova hereditarni opticka neuropatie

Leberova hereditarni opticka neuropatie (LHON) je zplisobena mutaci DNA a fadi se mezi
typickd mitochondridlni onemocnéni. Jednd se o vzacné onemocnéni, které se objevuje mezi
patnactym az pétatiicatym rokem. Postizeni zafind nejdiive na jednom oku a béhem kratké
doby se rozviji 1 na druhém oku. Postizeni se z pocatku rozviji vétSinou skryté, bezbolestn¢ a
projevi se az ndhlym vypadkem zraku ve stfedu zorného pole a v jeho okoli (Cerelli a kol.,
2004).

Onemocnéni je zplsobeno mutaci v podjednotkdch NADPH-dehydrogendazy v mtDNA a

jeho neuropatologie souvisi s retindlnimi gangliovymi buiikkami, retindlnim pigmentovym
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epitelem a fotoreceptorovou vrstvou. Atrofie t€l neurond a axont je zptisobena demyelinizaci
a degeneraci optického nervu. Poskozena aktivita glutamatového transportéru EAATI (z angl.
Excitatory amino acid transporter) patfici mezi transportéry excitacnich aminokyselin a
zvysena hladina ROS zptsobuji apoptozu retinalnich gangliovych bunék. Dalsim faktorem
souvisejicim s LHON je naruSeni regulace vapniku. K poSkozeni axont také piispiva snizeni
zasobovani bunék energii v podobé ATP. Na rozvoji onemocnéni se mohou podilet i vlivy

vngjsiho prostiedi (strava, koufeni, toxiny, 1éky a dalsi) (Federico a kol, 2012).

3.7 Autozomalné dominantné dédi¢na opticka atrofie

Autozomalné¢ dominantné¢ dédicnd optickd atrofie (z angl. Autozomal dominant optic
atrophy, ADOA) je pomalu se rozvijejici ofni neuropatie s ndstupem jiz v prvni dekadé
pacientova zivota. Toto onemocnéni se projevuje sniZzenou zrakovou ostrosti, poruchou
barevného vidéni a vypadkem zrakového pole (centrocekalni skotom). ADOA byva spojovana
s genem OPA1, ktery koduje mitochondrialni GTP-vazajici protein dynamin, ktery se G€astni
mitochondridlni fuze, vystavby krist, apoptdozy a ochrany mtDNA. Pfesny mechanismus
vzniku ADOA neni zatim zcela znam, ale nékolik studii naznacuje podobnosti s LHON.
Experimenty na fibroblastech nesoucich OPA1 mutace u ADOA pacienti ukazaly poruchy
v oxidaéni fosforylaci a v mitochondridlnim membranovém potencidlu a také nestabilitu
mtDNA. Déle byly zjiStény zmény v mitochondridlni siti, zvySend citlivost k signalim
apoptdzy a snizeni schopnosti pro mitochondridlni fuzi prostiednictvim OPA1 (Alexander a

kol., 2000; Federico a kol, 2012).

3.8 Charcot- Marie- Tooth dédi¢na neuropatie typu 2

Charcot-Marie-Tooth dédi¢néd neuropatie typu 2 (CMT2A; také Charcot-Marie-Tooth
syndrom) je periferni neuropatie s ¢asnym nastupema autozomdlné¢ dominantnim typem
dédic¢nosti. To znamend, Ze pokud jeden z rodicu trpi timto onemocnénim, tak je tu 50%
pravdépodobnost, Ze jej pfenese na svého potomka. U pacientti s CMT dochdzi k postupnému
zhorSeni hybnosti dolnich a posléze 1 hornich koncetin v disledku poSkozeni perifernich
nervi (Mazanec a kol., 2009)

Mutace lokusu CMT2A byva spojovana s Mfn-2, ktery miize pfimo ovliviiovat biogenezi

mitochondrii prostfednictvim exprese podjednotek dychaciho fetézce. U pacienti s CMT2A
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byly prokézany degenerace dlouhych perifernich axonti a mitochondrii obsazenych v axonech

(Federico a kol, 2012).

3.9 Myoklonicka epilepsie s ,,ragged-red* vlakny

Myoklonickd epilepsie s ragged-red vlakny (MERRF) je progresivni vrozend
mitochondrialni encefalomyopatie. Toto velmi vzacné onemocnéni je zplsobené tranzici
(zaménou) mezi nukleotidy A a G v MTTK genu mtDNA. U pacienti se vyskytuji
degenerace olivo-cerebellarni drahy se ztratou neuronti v komplexu olivarnich jader (jedna se
0 parova vyvyseni v oblasti prodlouzené michy), dale i v Purkynovych buiikach a v nucleus
dentatus. NejCast¢jsi pfi¢inou tohoto onemocnéni je mutace v tRNA pro lysin, respektive
leucin. Mutace v mtDNA maji za nasledek poskozeni syntézy mitochondridlnich proteind,
které zpuisobuji selhdvani funkce elektronového transportniho fetézce. Toto poskozeni vede
k poklesu mitochondrialniho membranového potencialu a k poklesu produkce ATP. Nastavaji
také zmény v homeostdze vapniku, dochdzi k formovani ROS, které vedou ke zvySeni

apoptozy (Federico a kol, 2012; JeSina a kol., 2010).

3.10 Ataxie

Ataxie je symptom, ktery se mulZe vyskytovat uriznych neurologickych poruch, napft.
mozeckovych, vestibularnich a thalamickych 1ézi, pti postizeni parietalnich lalokt atd. Ataxie
muze v nékterych ptipadech postihovat pouze stoj a chiizi, jindy také pohyb koncetin a fec
(Paulasova Schwabova a Dankova, 2017).

VSeobecné jsou ataxie Castymi klinickymi désledky primarné¢ mitochondridlnich poruch.
Purkynovy a dalsi buniky mozecku jsou citlivé na poSkozeni mitochondridlniho dychaciho
fetézce. Mnoho mutaci mtDNA mulZe vést k ataxii. NecastéjSimi a nejlépe klinicky a
geneticky popsanymi jsou syndrom Kearnsiiv-Sayeretiv, dile pak MELAS (syndrom
mitochondridlni encefalomyopatie s laktatovou acidoézou a ,.stroke-like* atakami), jiz diive
popsany MERRF syndrom a retinitis pigmentosa. Syndrom MELAS, stejn¢ jako syndrom
MERRF, vyvolavaji mutace tRNA pro lysin, resp. leucin (Federico a kol, 2012; JeSina a kol.,
2010).

Za tyto poruchy mohou byt zodpovédné mutace v genu POLGI. Tento gen koduje
katalytickou podjednotku polymerazy y a hlavnim piiznakem mutaci v tomto genu jsou ataxie

(Federico a kol, 2012).
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Mozeckova ataxie, mentalni retardace a hypogonadismus v détstvi nebo v dospélosti mohou
také souviset s deficitem koenzymu Q10. Koenzym Q10 je dulezitym -elektronovym
pfenasecem v mitochondridlnim dychacim fetézci a mé také antioxidacni ucinky v bunéénych

membranach (Federico a kol, 2012).

56



4. Mitochondrialni dysfunkce wu nedegenerativnich

poskozeni mozku

4.1 Cévni mozkova prihoda

Cévni mozkova ptithoda (CMP) a jeji nejvaznéjsi forma mozkovy infarkt jsou stavy, kdy
dochazi ke snizeni nebo zastaveni pratoku krve do tkdné mozku, tedy k tzv. ischémii.
RozliSujeme dva typy ischémie, globalni a lokalni (regionalni; fokalni). Globalni ischémie
postihuje Sirokou oblast mozku a regiondlni ischémie vznikd pouze v ohrani¢ené ¢asti mozku.
Ischémie a zvySené hromadéni metabolickych odpadt vede k Spatnému zasobovani mozkové
tkané kyslikem a zivinami. Tento stav se nazyvd mozkovou hypoxii, jez miiZze zpusobit
bunécnou smrt mozkové tkdné. V disledku ischemickych podminek dochazi k silnému
potlac¢eni metabolickych procesti a vznikéd energeticka krize, kterd ma za nasledek potlaceni
vizualnich, kognitivnich a neuromuskuldrnich funkci. Je pravdépodobné, Zze snizené
neuromuskuldrni a kognitivni funkce jsou pfinejmensSim z€4sti zpisobeny mitochondridlnimi
dysfunkcemi v disledku hypoxii vyvolaném snizeni mitochondridlni fuze a/nebo zvySenym
oxida¢nim stresem. Oxidacni stres je schopen poskodit ¢innost mitochondrii pomoci
posttransla¢nich modifikaci proteint a oxida¢nim poskozenim mitochondridlni DNA (Akbar a
kol., 2016; Kalogeris a kol., 2017).

Mozkova tkan ke své €innosti potfebuje jako zdroj energie ATP. BohuZel v mozkové tkani
neexistuji zddné mechanismy, které by byly schopny vyrdbét glukdézu za anaerobnich
podminek (napf. prostfednictvim glukoneogeneze v jatrech) a tim by byla hrazena potieba
ATP. Pro mozek je tedy enormné duleZita spravna cirkulace a okysliCovani krve. Béhem
ischémie poklesne hladina ATP pod prahovou hodnotu a obnoveni na ptivodni hodnotu trva
dlouhou dobu, i pfes prodlouzenou dobu reperfize. Pfi nedostatku nebo snizeni ATP
mozkové bunky ztraceji schopnost udrzet normalni elektrochemicky gradient, coz vede ke
zvysené propustnosti membran s obrovskym piisunem véapniku do cytosolu nasledovaném
hromadénim glutamatu a mocoviny. Je pravdépodobné, ze poskozeni neuronli peroxynitritem
muze probihat jiz béhem reperfuzni faze po probehlé ischémii. Dale aktivita
mitochondridlniho komplexu I a IV je sniZzena vlivem nitrosylace a/nebo nitrace proteint,
ktera probiha pii reperfuzi, coz vede k mitochondrialnim dysfunkcim a potlaceni dychaciho
fetézce. Navic dochazi k uvoliiovani cytochromu c¢ do cytosolu, kde dochéazi ke stimulaci
kaspaz, které zahajuji bunéénou smrt. Hromadéni odpadnich produktlii ma za nésledek

zpomaleni pritoku krve nebo prasknuti krevni cévy v mozku. VSechny tyto zmény béhem
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ischenicko-reperfuzniho procesu mohou zpiisobit okamzitou ztratu védomi a nevratné
nervoveé poSkozeni (Akbar a kol., 2016).

Superoxiddismutdza s manganem (MnSOD?2) je mitochondrialni enzym, ktery zodpovida za
eliminaci Skodlivych superoxidovych radikalti. Pouzitim mimetik s MnSOD2 je mozné
piedejit apoptoze a snizit disledky mozkové ischémie pomoci spravného redoxniho stavu
v mitochondriich. MnSOD?2 je schopna snizit hladinu ROS, které jsou tvoreny pii mozkové
ischémii a proto je velice dilezitd pro udrzeni spravné ¢innosti mitochondrii (Akbar a kol.,

2016).

4.2 Traumatické poranéni mozku

Traumatické poranéni mozku (TPM) je ziskané poranéni mozku, které¢ vznikd vnéjSim
fyzickym traumatem. Pfi TPM dochazi k docasnému nebo trvalému poskozeni kognitivnich
funkci. Po TPM hrozi nebezpeci otokd a vyplavovani prozanétlivych cytokint, které
podporuji projevy zanétu a nasledné poskozeni bun€k. Mitochondrie patii mezi vysoce
zranitelné organely nésledkem TPM. Experimentdlni modely TPM potvrdily znaéné
strukturdlni a funk¢ni poskozeni mitochondrii 1 to, Ze preZiti mozku je Uzce spojeno
s mitochondridlni homeostazou. V €asné fazi TPM dochazi k bobtnani mitochondrii a to jak u
experimentalnich modelii, tak u vzorki mozkl pacientt s TPM. Po TPM hrozi riziko
sekundarniho poskozeni v podobé ROS a dale miZe byt spusténa produkce iNOs a s tim
souvisi zvySeni mnoZstvi NO a vznik peroxynitritu. Peroxynitrit poskozuje mitochondridlni
dychani pomoci inhibice komplexu I, III a V. ZvySeny NO je schopen snizit ATP nitraci
zpusobenym potlacenim ATP syntézy a/nebo polymerazy PARP-1 v neuronech (Akbar a kol.,
2016; Fehily a Fitzgerald, 2017).

Sekundarni poskozeni vyplyvajici z oxidacniho stresu naruSuji fetézce DNA, které aktivuji
PARP-1, které mohou zplsobit dal$si poSkozeni DNA. Aktivované PARP-1 vyCerpavaji
energetické zasoby bunék, coZz vede k bunécné smrti. Pfi glykolyze je kone€nym produktem
pyruvat, ktery je redukovan na laktat nebo vstupuje do Krebsova cyklu, kde je oxidovéan na
CO, a H,O. Mitochondrialni pyruvatdehydrogenaza (PDH) katalyzuje reakci piemény
pyruvatu na acetylkoenzym A a je dileZitym enzymem spojujicim cytosolovou glykolyzu a
mitochondrialni Krebstv cyklus. Tento enzym miize byt béhem oxidac¢niho stresu pozménén
posttranslaénimi zménami, coz zplsobuje jeho inaktivaci. Inaktivovand PHD, i pfes
dostate¢né mnozstvi kysliku, omezuje prechod substratu do Krebsova cyklu, ¢imz vznika

hromadéni pyruvatu, tvorba laktatu a postupné snizovani az zastaveni tvorby ATP. U
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experimentalnich modeld 1 pacienti s TPM byly naméfeny sniZzené respira¢ni hodnoty a
snizend produkce ATP mitochondriemi. ZvySend koncentrace poméru laktat/pyruvat a
zvySend hladina extracelularniho laktatu v mozku byla zjiSténa i v téch piipadech TPM, kdy
krevni obé¢h mozku a okysli¢eni tkéni bylo vramci normalnich hodnot. Lze fici, zZe
mitochondrie hraji stézejni roli v naruSeném metabolismu vyvolaném TPM a toto naruseni

prispiva ke vzniku smrti nervovych bunck (Akbar a kol., 2016).

59



5. Zavér

V poslednich letech bylo ziskdno mnoho novych poznatkid o vlivu mitochondrialnich
dysfunkci na patogenezi neurodegenerativnich onemocnéni. Tato svoji podstatou heterogenni
onemocnéni vznikaji kombinaci vice patogenetickych dé&ji, mezi které je nutno zaradit i
narusené¢ funkce mitochondrii. Mitochondridlni dysfunkce jsou disledkem spoluptisobeni
fady faktord, predevsim pak oxidacniho stresu. Poskozené funkce mitochondrii nesouviseji
pouze s neurodegenerativnimi onemocnénimi, ale i s jinymi chorobami centralniho nervového
systému. Pfes znaény narast recentnich poznatkil neni doposud zcela objasnén vztah mezi
mitochondridlnimi dysfunkcemi a genezi neurodegenerativnich onemocnéni, ale i podil tohoto
mechanismu na patofyziologii cévni mozkové piihody ¢i traumatu mozku. Z tohoto zjisténi
vyplyva dilezitost spravné mitochondridlni funkce v lidském organismu a nutnost dalSich
novych studii zaméfenych na bliz§i objasnéni slozitych mechanismii odehravajicich se

v mitochondriich.
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6. Pouzité zkratky

AIF
AMPA
APP

ATP
Bcl-2
BDNF
BER
DNA
DLP1
DR
Drpl
EAATI
Fisl
FXN
GSH
GTP
Hapl
Hsp
HTT
IL1
IL1P

IL6

JINK

kDa

faktor vyvoléavajici apoptozu
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionova kyselina
amyloidovy prekurzorovy protein

adenosintrifosfat

anti-apopticky protein

mozkovy neurotrofni faktor

vyStépovaci oprava baze

deoxyribonukleova kyselina

dynamin like protein 1

opakovani vazebného mista pro mikrotubuly

protein piibuzny dynaminu
glutamatovy transportér
protein déleni

gen kodujici frataxin

glutation

guanosintrifosfat
Huntingtin-associated protein 1
protein tepelného Soku

gen kodujici protein huntingtin
interleukin 1

interleukin 18

interleukin 6

c-Jun N-terminalni kindza
kilodalton
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MAPKSs

MAPT

MCI

MELAS

MERRF

Mf1
Mf2
mHtt
MMP-3
MPTP
mtDNA
MTHI1
MTTK
MUTYH
NK-«xB
NMDA
NOS
Nrf2

0GGl1

OPAL1
Pael-R
PARP-1

PGCla

POLGI

mitogenem aktivované proteinkinazy
gen kodujici protein tau
mirna kognitivni porucha

syndrom mitochondrialni encefalomyopatie s laktatovou acidoézou a ,,stroke-

like* atakami, progresivni vrozena mitochondrialni encefalomyopatie

myoklonicka epilepsie s ragged-red vldkny, progresivni vrozena
mitochondridlni encefalomyopatie
mitofusin 1

mitofusin 2

mutovany huntingtin

matrixova metoloproteindza 3
mitochondrialni permeabilni tranzitni por
mitochondridlni DNA
7,8-dihydro-8-oxoguanine trifosfataza
gen kodujici tRNA pro lysin

mutY DNA glykosylaza

nukleédrni faktor kappa B
N-methyl-D-asparagova kyselina

NO- synthasa

nuclear factor erythroid 2—related factor

8-oxoguanine DNA glycosylaza

protein optic atrophy 1
Parkin-associated endothelian- receptor like receptor
poly-(ADP-ribdza) polymeraza 1

transkrip¢ni faktor biogeneze mitochondrii

mitochondrialni DNA polymeréza y
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PRNP
PrP
PrP¢
PrP>
RNA

RNS
ROS
SSB

TDP-43
TNF-a
tRNA
XIAP

YFHI

gen kodujici prionovy protein
prionovy protein

tkanovy prionovy protein

patologicky zménény prionovy protein
ribonukleova kyselina

reaktivni formy dusiku
reaktivni formy kysliku
single strand binding protein

transaktivni DNA vazajici protein o délce 43 kDa
tumor nekrotizujici faktor

transferovd RNA

X-linked inhibitor of apoptosis

kvasinkovy homolog frataxinu
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7. Seznam tabulek

Tabulka 1: Rozd¢leni neurodegenerativnich onemocnéni
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