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Souhrn

PtredloZena préace je zaméiena na stézejni téma poslednich patnécti let mého vyzkumu. V tivodu
seznamuje s volnymi radikaly a reaktivnimi kyslikovymi slou¢eninami a popisuje vlastnosti
oddil predstavujici hlavni antioxidacni systémy, pocCinaje enzymy, pifes nizkomolekularni
zhasece, popis transkripéni regulace antioxida¢ni odpovédi, az po ptirodni latky, které mohou
potencidlné¢ hrat roli v regulaci antioxida¢ni odpoveédi. Nejvétsi diraz je ale kladen na

endogenni systémy a poznatky o jejich vlivu na zdravi vyplyvajici z klinickych studii.

Daéle je diskutovana oxida¢né-redukeni signalizace, jeji mechanismy a nejvyznamnéjsi drahy,
které ovliviiuje. VSechny uvedené poznatky jsou vsazeny do ramce patogeneze chronickych
neptfenosnych chorob, které popularné nazyvame civiliza¢ni choroby. Podrobnéji jsou popsany
déje, které spole¢né stoji u vzniku vétSiny téchto chorob, tedy chronicky zanét, vyCerpani
kmenovych bun¢k a mitochondrialni dysfunkce. V ¢asovych souvislostech je uveden piehled
nejvyznamngjsich teorii, které se snazi globalné vysvétlit fenomén starnuti, dlouhovékosti a
chronickych chorob, ptfedev§im klasickd hypotéza volnych radikald, jeji velmi vlivna
modifikace zahrnujici mitochondrie a konecn€ moderni a svym zplisobem revolu¢ni hypotéza

mitochondrialni hormeze.

Nasleduje diskuse hlavnich vystupt, na jejichz vzniku jsem se podilel, z hlediska ptinosu
k poznani endogennich antioxida¢nich systému i jejich role v patogenezi chronickych chorob a
starnuti. Zac¢ind mou nejvyznamngjsi prvoautorskou praci, kde byla zavedena metoda pro
stanoveni hladin antioxidantu bilirubinu ve tkanich a bunikach. Pfedstavuje 1 prace, které tuto
metodu aplikovaly, aby popsaly aktivni regulaci metabolismu bilirubinu za rlznych situaci
souvisejicich s oxida¢nim stresem. Ddéle piechazi k tématice mitochondrii a objasnéni
mechanismu, kterym bilirubin reguluje oxida¢né-redukéni signalizaci. Dopliuje ji
charakterizaci stejného jevu u dvou dalSich tetrapyrolti, které jsou jiz dnes dostupné jako
soucast potravinovych dopliki, fykokyanobilinu a chlorofylu. V posledni ¢asti je predstaven
laktat jakozto pfirozeny induktor mitochondrialni hormeze a jeho dal$i Gi€inky jak ve fyziologii,

tak v patogenezi nadorovych chorob.

Zavérem celé prace je, Ze piirozené hladiny bilirubinu a laktatu, dvou bezpeénych, té€lu
vlastnich metaboliti, moduluji mitochondridlni produkci reaktivnich kyslikovych sloucenin

zadoucim smérem, ktery muze byt vyuzit v prevenci chronickych chorob a zpomaleni starnuti.
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Seznam zkratek

AP-1 Activator protein 1

ARE Antioxidant response element

DAMP Danger associated molecular pattern

GPR81 G-protein coupled receptor 81

HIF Hypoxia-inducible factor

Hmox Hemoxygenase

HPLC High performance liquid chromatography

IxB Inhibitor kB

Keap-1 Kelch-like ECH-associated protein-1

MAPK Mitogen-activated protein kinase

mTOR Mechanistic target of rapamycin

NF«xB Nuclear factor kB

NLRP3 NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3
NOX NADPH oxidasa

Nrf2 Nuclear factor erythroid 2-related factor 2

NQO1 NADPH: chinon oxidoreduktasa 1

PGCla Peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator la
ROS Reactive oxygen species

PTEN Phosphatase and tensin homolog

SOD Superoxiddismutasa
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1 Uvod

S koncepci oxidacniho stresu jsem se podobné jako vétSina laické vetejnosti setkal poprvé
v ranych devadesatych letech. Do t€¢ doby panujici neurcitd tvrzeni o potfebnosti vitaminl a
moznost koupit si Celaskon byly ndhle pfevalcovany masivni a dobie cilenou kampani
farmaceutickych firem. Ze vSech médii v Cele s, lifestyle” Casopisy se Clovek dozvidal o
existenci zaketnych volnych radikalt, oxida¢niho stresu a hlavné moznosti proti nim bojovat
tabletkami s antioxidanty, tedy se selenem, f-karotenem, askorbatem a tokoferolem, ke kterym

se pozdgji pridala myriada ,,antioxidacnich® ptirodnich preparati.

Pojidéni antioxidanti meélo zajistit zpomaleni starnuti, zlepSeni imunity a ochranu proti
chronickym chorobam vcetné nadorového bujeni. Vyznamnym bonusem pro
postkomunistickou populaci byl piislib, ze tyto doplnky stravy zmirni i poskozeni zdravi
vyvolané koufenim cigaret, konzumaci alkoholu a znec€isténym ovzdusim. Pfimocarost tohoto
konceptu lidem udarovala a i Cesi tehdy pomohli vytvofit trh, jehoz celosvétovy objem byl

v roce 2017 odhadovan na 50 miliard USD, a ktery stale prudce roste a rust zfejmée bude.

Kdyz se kolem roku 2005 stal oxidaéni stres pfedmétem mého odborného zajmu, zjistil jsem,
7e situace je ve skute¢nosti mnohem komplikovangjsi. Klinické a epidemiologické studie
nenasly mezi pojidanim vitaminovych preparati a zdravim zadny vztah. V nékterych ptipadech
byla dokonce nalezena vyssi umrtnost u jedincti, ktefi vitaminy konzumovali. Objevil jsem téz
prace popisujici oxidacné-redukeni signalizace v buiice, kdy volné radikdly slouzi jako
nepostradatelny signal rozhodujici 0 tak zasadnich jevech, jako je bunécné déleni,
metabolismus a imunitni odpoveéd’. Jednim z paradoxti byla i studie ukazujici, ze vysoké davky
vitaminu C prakticky vymazavaji prospéSné zdravotni ucinky sportu, ktery je naopak

doprovazen zna¢nym oxidacnim stresem.

Ale nejvic fascinujici pro mé byl fakt, Ze zddna z téchto kontroverzi neméla ani malou odezvu
mezi vefejnosti a uz vibec ne v marketingovych sdélenich spoleCnosti prodavajicich
antioxidanty. Byznys s nadéji jede dal, a i kdyz se nékteré koncepty ukazaly byt uzite¢né a jiné

Skodlivé, vefejnost zatim nemad Sanci tyto poznatky racionalné vyuzit v péci o své zdravi.

A prave proto se domnivam, Ze studium oxida¢niho stresu a jeho vlivu na lidské zdravi ma
smysl i Sedesat let od vysloveni prvni hypotézy na toto téma. Hlavné v poslednich deseti letech
se v tomto odvétvi odehralo mnoho ptevrata a botfeni paradigmat. Jsem rad, Ze jsem mohl toto
dobrodruzstvi sledovat a aktivné se ho ucastnit. Pfedkladana prace popisuje aktualni stav nazora

na roli oxidac¢niho stresu v patogenezi chronickych chorob a muj ptispévek k nim.
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2 Odpovéd’ na oxidacni stres

2.1 Role kysliku v evoluci Zivota

Dychani povazujeme téméf za symbol zivota a malokdo pochybuje o dilezitosti kysliku.
Realita je vSak mnohem komplexnéjsi. Biologické molekuly jsou ve své podstaté reduktanty,
zatimco molekularni kyslik je jednim z nejsilnéjSich oxidantl. Okamzité oxidaci veskerého
biologického materialu atmosférickym kyslikem brani pouze kineticka bariéra dana vysokou
aktivacni energii této reakce. V zivych organismech vSak probiha celd fada procest, které tuto
aktivacni bariéru mohou snizit, ¢imz dochézi k oxidacnimu poSkozeni. To méni strukturu i
funkci vSech biologickych molekul v¢éetné DNA. A protoze nékteré oxidované base v DNA
mohou byt pfi replikaci zaménény za jiné, pfispiva oxidacni poskozeni i ke vzniku mutaci a

Vv kone¢ném dusledku k evoluci Zivota.

Fosilni doklady i biochemické uspofadani organismi naznacuji, ze zivot vznikl a dlouhou dobu

se vyvijel v prostfedi prakticky neobsahujicim molekularni kyslik. Jednou z nejpievratnéjsich
biochemickych udalosti v evoluci zivota bylo objeveni se fotolyzy vody jakozto soucasti
fotosyntézy. Nahrazeni relativné vzacného sulfanu vSudypfitomnou vodou v roli donoru
elektronti pro fotosyntézu znamenalo explozivni rozsifeni sinic a také pocatek masivniho
uvolnovani kysliku do oceanu i atmosféry. Zpocatku kyslik okamzité spontanné reagoval
s zeleznatymi a manganatymi ionty rozpusténymi v oceanu, ¢emuz dnes vdéc¢ime za existenci
mimofadné hodnotnych paskovych sedimentarnich rud téchto kovi. Pozdgji se vsak zasoby
vhodnych reduktanti vycerpaly a hladina kysliku v oceanu i atmosféfe postupné stoupala.
Ptitomnost kysliku a s ni souvisejici oxida¢ni poSkozeni se od té¢ doby stali vyznamnymi ¢initeli
ovliviiujicimi evoluci, ekologii a fyziologii vsech organismii na Zemi (Dowling a Simmons,
2009).

Cast organismi zuistala striktnimi anaeroby a reagovala Gstupem do anoxickych nik, jako jsou
hlubiny oceant, bahno a pozdéji téZ utroby Zivocichl. Valna vétSina se vSak na piitomnost
kysliku adaptovala a dokonce ho pouZzila ve svilj prospéch. Klicovou roli v tom hraly tézké
kovy v Cele se zelezem. Na jedné strané se tyto esencialni biogenni prvky staly méné dostupné,
protoze sedimentovaly ve formé nerozpustnych oxidii, na druhé stran¢ se staly nebezpecnou
patou kolonou kysliku v bunice. Pravé t€zké kovy mohou skrze oxidaéné-redukéni cyklovani

katalyzovat oxidacni poSkozeni a tato vlastnost je dulezitou soucasti jejich toxicity.

Je mozné, Ze regulovana oxidace metabolickych odpadnich latek a soucasna redukce kysliku

na vodu, které jsou podstatou dychani, se ptivodné vyvinuly jako antioxida¢ni mechanismus,
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ktery mél bunky chranit pted toxickymi Gc€inky kysliku a tézkych kovl. Postupem casu se vSak
dychani stalo tak vydatnym zdrojem energie, ze ziejm¢ umoznilo vznik sloZzitéji organizované
eukaryotni bunky a pii dal$im vzristu koncentrace kysliku v atmosféie i vznik
mnohobunéénych organismt (Obr. 1). Existence naSeho extrémné slozitého a intenzivné
pracujiciho mozku spottebovavajiciho 20% veskerého kysliku rozvadéného krevnim ob&hem

je tak mozna pouhym vedlejsim produktem nouzového feseni, jez davnym mikroorganismim

umoznilo vyrovnat se s toxickym plynem, ktery se znenadani objevil v ocednu (Markos, 2008).

Stadia vyvoje atmosféry

1 2 3 4 5
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03 — —

o J% .

3.8 3 2 1 0

Miliardy let pred sou¢asnosti

Relativni tlak kysliku v atmosféie (pQ,)

Obr. 1: Predpokladané hladiny kysliku v pravéké atmosfére. Dvé krivky predstavuji horni a
dolni hranici odhadu. Upraveno podle Holland, 2006.

2.2 Reaktivni kyslikové slouceniny

Oxidac¢ni poskozeni biologickych molekul obvykle nezptisobuje molekularni kyslik ve své
zékladni tripletni formé, ale ve formé& nékteré z takzvanych reaktivnich kyslikovych sloucenin
(ROS), z nichz né¢které jsou svou podstatou téZ volné radikaly, tedy molekuly obsahujici
nesparovany elektron. Ne vSechny ROS jsou volné radikdly a ne vSechny volné radikaly
v zivych organismech obsahuji nesparovany atom kysliku. Tyto pojmy tedy neni vhodné
zaménovat, i kdyz ke vzniku volnych radikalti dochazi typicky v souvislosti s reakcemi
iniciovanymi ROS (Droge, 2002).



2.2.1 Zakladni tridda reaktivnich kyslikovych sloucenin

Zakladnim a nejdulezitéjsim ROS v biologickych systémech je superoxidovy radikal-anion
(O27). Vznika jednoelektronovou redukci molekularniho kysliku. Mize byt protonovan na
hydroperoxylovy radikdl (HO?") jez je vzhledem ke svému pKa = 4,88 za fyziologickych
podminek vzacny. Mezi volnymi radikaly patii spiSe k tém stabiln¢jSim a s mensi reaktivitou.
Hlavnimi zdroji Oz v lidském téle jsou membranové komplexy mitochondridlniho dychaciho
fetézce, kde O™ vzniké ¢asteCnou redukci molekularniho kysliku transportovanymi elektrony
predeviim na komplexu I a komplexu III. Unik O2" zreakéniho centra komplexu IV
(cytochrom ¢ oxidasy) je kupodivu vzacny. Superoxid je produkovan i zamérné enzymem
NADPH oxidasou (EC 1.6.3.1) za spotieby redukcniho ekvivalentu NADPH. I nékteré dalsi
enzymatické reakce mohou produkovat O2”, nejznamé;jsi je oxidace hypoxanthinu enzymem

xanthin oxidasou (EC 1.17.3.2). Ve vodném prostiedi O>" spontanné nebo za katalyzy

disproporcionuje na kyslik a peroxid vodiku (Phaniendra et al., 2015).

Peroxid vodiku je dal§im z ROS, nejedna se vSak o volny radikal. Je nejstabilnéj$im, nejméné
reaktivnim a nejhojnéjsim ROS v biologickych systémech. Mize spontanné nebo za enzymové
katalyzy oxidovat thiolové skupiny cysteinti a slouzi i jako substrat pro fadu dalSich reaket,
napiiklad jodaci tyrosinu pti syntéze hormonu thyroxinu. Hlavnim zdrojem H20- Vv buiice je
disproporcionace O". Dal§im vyznamnym producentem H20> je enzym ER oxidoreduktasa
(EC 1.8.4.X) lokalizovany v endoplasmatickém retikulu, kde je H2O2 vyuzivan jako substrat pfi
tvorbé disulfidovych miustki b&éhem sbalovani proteind (Yoboue et al., 2018). Ve
specializovanych bunéénych organelach, peroxisomech, vznikd H»O ¢innosti acyl-CoA
oxidasy (EC 1.3.3.6) jakoZto soucasti alternativni B-oxidace mastnych kyselin s velmi dlouhym
nebo vétvenym fetézcem (Reddy a Hashimoto, 2001). Zde muze byt H20. dale vyuzit jako
substrat pro n¢které detoxikacni reakce, napiiklad oxidaci alkoholu (Alberts et al., 2002).

V piitomnosti iont t€zkych kovu, pfedevsim Zeleza, mohou O™ a H20> podstupovat komplex

reakci véetné Haber-Weissovy reakce a Fentonovy reakce podle rovnic:
H.02 + Fe?* — Fe®* + OH + HO®
H0; + Fe®* — Fe?* + 2 H* + Oy~
0" + Fe** — Fe?* + O,

Klicovym produktem téchto reakci je dalsi zastupce ROS a volnych radikalti, hydroxylovy

radikal (HO"). Ten je extrémné nestabilni a reaktivni. Reaguje s Sirokym spektrem organickych



molekul vcetné proteinﬁ, lipidﬁ a DNA. Je hlavni pfiéinou oxida¢niho poékozeni zivych

24

organickych molekul, které se potom samy propaguji, ¢imz mnohonésobné zmnozuji vysledné
oxida¢ni poSkozeni (Phaniendra et al., 2015). Typickym ptikladem takové fetézové reakce je
peroxidace polynenasycenych mastnych kyselin v bunécnych membranach a lipoproteinech

znazornéna na Obr. 2.

0
7/ + "OH —L» /" Lipidovy radikal
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Nenasyceny lipid 0,
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R
/
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Obr. 2: Schéma retézové reakce peroxidace lipidii. Upraveno podle Young a McEneny, 2001.

Produktem jsou lipoperoxidy a epoxidy, které podstupuji dalsi reakce, naptiklad rizné
ptesmyky, nebo rozpad molekuly za vzniku aldehydid (malondialdehyd, akrolein, 4-
hydroxynonenal). Aldehydy jsou silné elektrofilni a pomérné reaktivni takze reaguji
s nukleofilnimi skupinami v proteinech a DNA (thioly, aminy) mechanismem Michaelovy

adice a také tvorbou Schiffovy baze podle rovnice:
R1-CHO + R2-NH; — R1-CH=N-R2 + H20

Tim dochazi k dalSimu poskozeni biologickych molekul, které nazyvame elektrofilni stres, a

které na oxidac¢ni stres pifimo navazuje (Young a McEneny, 2001).
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Neni bez zajimavosti, ze lipoperoxidy jsou v builkkach produkovany 1 zamérné jako
meziprodukty pii syntéze signalizacnich molekul, pfedevsim eikosanoidi (Jezek et al., 2015).
Syntéza probiha pfimou oxygenaci za katalyzy enzymy ze tfidy lipoxygenas (EC 1.3.11.XX)

podle rovnice:
Lipid-H + O — Lipid-OOH

2.2.2 Exogenni zdroje oxida¢niho stresu

Kromé endogennich zdroji mohou O2", H202 a HO® vytvaret i neméné vyznamné zdroje vnéjsi.
V prvé tfad¢€ to je ionizujici zafeni pochazejici ze slunce, z radioaktivnich prvka v cele
s radonem, ¢i Z riznych umélych zdroju (Einor et al., 2016). Vysoka energie ionizujiciho zafeni

zpisobuje radiolyzu vody za vzniku volnych radikalt podle rovnice:
H20 + hv — H" + HO
Utinky ionizujiciho zafeni na organismus jsou tedy do znaéné miry zprostiedkovany ROS.

Dal8im zdrojem ROS pochézejicim z vnéjsiho prostiedi jsou rizné tézké kovy. Nékteré (Cu,
Cr, Pb) se miizou ucastnit oxidacné-redukéniho cyklu podobného Fentonové reakcei a generovat
tak radikal HO". Dalsi (Hg, Cd, As) se vazou na nukleofilni skupiny v organickych molekulach,
ptedevsim thiolovych skupindch proteinti, ¢imz jednak napodobuji plisobeni ROS, a dile
nepiimo zvySuji tvorbu endogennich ROS. Proto je odpovéd’ organismu na intoxikaci t€zkymi

kovy podobna odpovédi na oxidac¢ni stres (Sarafian et al., 1996).

Zdrojem ROS se mohou stat i xenobiotika. Napiiklad molekuly obsahujici chinonovy
konjugovany systém mohou V intracelularnim prostiedi cyklovat mezi oxidovanym,
redukovanym a semichinonovym stavem pii¢emz dochazi k ¢aste¢né redukci molekuldrniho
kysliku za vzniku O;". Produkce ROS je zavisla na interakci toxinQ S riznymi enzymovymi
systémy v bunce (Bolton et al., 2000). V tomto ohledu zaujima pfedni misto enzymova rodina
cytochroma P450 (EC 1.14.XX.XX), ktera za normalnich okolnosti katalyzuje hydroxylaci
xenobiotik 1 nékterych endogennich latek (sterold, eikosanoidi) za spotfeby molekularniho
kysliku a reduk¢niho ekvivalentu NADPH. Néktera xenobiotika vSak hydroxylaci nepodléhaji
a Vv pribéhu katalytického cyklu misto toho dojde k tvorbé O2™ a H20». V tomto ohledu jsou

mimofadné efektivni a tim nebezpecné polychlorované bifenyly (Zangar et al., 2004).
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2.2.3 Dalsi zdroje oxida¢niho stresu

Mezi ROS fadime také chlornan, ktery je syntetizovan enzymem myeloperoxidasou (EC

1.11.2.2) jako antimikrobialni agens v ramci imunitni odpovédi podle rovnice:
H202+ ClI" — C1O0™ + H.0

Dalsim dilezitym ROS je singletni kyslik (1O2), ktery je vii¢i organickym molekulam mnohem
reaktivn&j$i nez ,,normélni tripletni kyslik (*02). V organismu vznikd procesem prenosu
energie na 30, oznadovanym jako sensibilizace. Typicky pochod vedouci ke vzniku 1O je

fotosensibilizace za ucasti svétla a molekuly porfyrinu podle rovnic:
porfyrin + hv — porfyrin*
porfyrin* + 30, — porfyrin + 102

Singletni kyslik v organismu reaguje s proteiny a lipidy za tvorby peroxidi a epoxidd. Vysoka
koncentrace porfyrini v krvi pfi vrozenych metabolickych poruchéch, porfyriich, je kvtili tomu
doprovézena nesnagenlivosti svétla, které zptisobuje skrze fotosensibilizaci a vznik 'Oz zna¢né
oxidani poSkozeni pokozky. Fotosensibilizacni uc¢inek mé také hypericin z tiezalky
(Hypericum perforatum) a mnoho dalsich latek pfitomnych v 1éCivych bylinach. Proto se
nedoporuéuje kombinovat piti bylinkovych ¢aji a slunéni. Tento mechanismus se pouziva téz
pti fotodynamické 1é€bé tumort, kdy kombinace fotosensibilizujici latky a svétla vyvola cilené

niceni nadorové tkan€ (Abrahamse a Hamblin, 2016).

Pti studiu oxida¢niho stresu je nezbytné vzit v potaz také reaktivni dusikaté slouceniny (RNS).
Jejich prototypem a biologicky nejvyznamnéjSim zastupcem je oxid dusnaty (NO), ktery je
zaroven mozné povazovat za volny radikal (Phaniendra et al., 2015). Je to pomé&rné& malo
reaktivni molekula s kratkym biologickym polocasem, ktera v téle funguje jako parakrinni
hormon. Jeho vylev spousti vazodilataci, zlepSuje prokrveni a snizuje krevni tlak. Vyuziva se
pii 1é¢bé ischemické choroby srde¢ni (nitroglycerin) a erektilni dysfunkce (sildenafil). Je

syntetizovan z aminokyseliny argininu enzymem NO synthasou (EC 1.14.13.39) podle rovnice:
Arg + 1,5 NADPH + 2 Oz — citrulin + 1,5 NADP* + 2 H,O + NO

Oxid dusnaty nésledné oxiduje bud’ spontdnné nebo za katalyzy proteinem krevni plasmy,
ceruloplasminem, na dusitanovy a piedev§im dusi¢nanovy anion. Tento proces mize probihat
1 opatné a je zdrojem zdkladni hladiny NO v téle. Dusi¢nany, jejichz hlavnim zdrojem je

zelenina, jsou z krve velmi G¢inn€ extrahovany slinnymi zlazami a nasledn¢ v milimolarnich
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mnozstvich vyluCovany ve slindch. V tstni dutiné pfichdzeji do kontaktu se symbiotickymi
bakteriemi, které je redukuji na dusitany. Ty jsou opét vstiebany travicim traktem a v organismu
redukovany na NO celou fadou oxidoreduktas. Dokladem vyznamu této drahy je pozorovani,

ze pravidelné pouzivani antibakterialni Gstni vody vede k signifikantnimu naristu krevniho

tlaku (Weitzberg et al., 2010).

Oxid dusnaty je také primarnim substratem pro vznik dal$ich RNS. Jeho reakce s O™ vede ke

vzniku peroxodusitanu podle rovnice:
02"+ NO — NOOy

Peroxodusitan je vysoce reaktivni a nestabilni. Mlize se pfeménovat na celou fadu dalSich RNS
a piimo ¢i nepfimo zpusobuje oxidaci cysteinli a nitraci tyrosinil v proteinech, nitraci

nenasycenych mastnych kyselin v lipidech, a také nitraci bazi v DNA (Drége, 2002).

Seznam ROS, RNS, volnych radikalu a elektrofili timto vyctem zdaleka neni vycerpan. To ale
ani nebylo cilem. Podstatné je, ze vySe uvedené substance jsou nejb&znéjsi, nejdulezitéjsi a

nejvic prozkoumané, takze jejich znalost poslouzi jako opora pro dalsi vyklad.
2.3 Antioxida¢ni mechanismy

Vsechny zivé organismy vcetné cloveéka a s vyjimkou nékolika striktné anaerobnich mikrobi
disponuji celou baterii vysoce diverzifikovanych antioxidaénich mechanismd, které
zneSkodnuji ROS a chréni proti oxida¢nimu poskozeni. Tyto antioxida¢ni mechanismy zahrnuji
specializované enzymy a nizkomolekularni slouceniny hydrofilniho 1 hydrofobniho charakteru.
Nékteré antioxidanty jsou pfijimany potravou a jiné zase maji charakter metabolickych odpadi,
které pfed eliminaci naposledy poslouZi zajmim organismu. K antioxida¢nim mechanismim
dale mizeme ftadit 1 procesy, které pred oxidaénim poSkozenim chrani jen nepfimo, naptiklad
skrze zvySeni dostupnosti redukénich ekvivalenti NADPH, ¢i snizeni chemické aktivity
tézkych kovl ¢i eliminaci xenobiotik generujicich ROS. Dilezité je, zZe az na vyjimky jsou
vSechny komponenty antioxida¢ni masinerie provazany a funguji jako jeden koordinovany
celek, ¢imz mnohonasobné zvysuji efektivitu svého ptisobeni. V odpoveéd’ na oxidacni stres je
navic vzdy zesilena syntéza vice souvisejicich slozek antioxida¢niho systému, €asto spolu

s dal§imi mechanismy, které opravuji a odstraniuji jiz poSkozené proteiny, lipidy i DNA.
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2.3.1 Antioxida¢ni enzymy

Prvni mezi antioxida¢nimi enzymy je superoxiddismutasa (SOD, EC 1.15.1.1), ktera katalyzuje

disproporcionaci superoxidu podle rovnice:
202"+ 2H" - H202 + O2

Objasnéni jeji katalytické aktivity (McCord a Fridovich, 1969) je povazovano za pocatek
biologického vyzkumu ROS. U ¢&lovéka obsahuje SOD ve svém aktivnim mist& bud’ ionty Zn?*
a Cu?*, nebo ion Mn?*. Je exprimovana ve tfech izoforméch: jako cytoplasmaticky lokalizovana
SOD1 (Cu/Zn SOD), jako mitochondrialné lokalizovana SOD2 (Mn SOD) a jako
extracelularn¢ lokalizovana SOD3 (Cu/Zn SOD). Z hlediska enzymové kinetiky je SOD
povazovana za enzym s nejvySsim pomérem mezi konstantami ko a Km, coZ v praxi znamena,
ze 02" ktery uchvati, uz nepusti, a ze rychlost katalyzy je limitovana jen Cetnosti srazek 02" a
enzymu (Zelko et al., 2002). SOD je zivotné dilezita pro vSechny aerobni organismy. Delece
jakéhokoliv genu pro SOD u experimentalnich zvifat vede K vyssi citlivosti k oxidaénimu
stresu. Delece SODI1 navic ke zrychlenému starnuti a delece genu pro SOD2 k smrti
V neonatdlnim obdobi. Nadexprese SOD nemd zadné zietelné fyziologické ucinky.
Polymorfismus v genu SOD1 u ¢loveka je silné asociovan s vyskytem amyotrofni lateralni
sklerozy (Miao a St Clair, 2009).

DalSim enzymem, ktery pro neutralizaci ROS nepotiebuje zadny nizkomolekularni ligand, je

katalasa (EC 1.11.1.6), jez disproporcionuje H202 podle rovnice:
2 H,02 — 2 HO + Oz

Katalasa je zna¢né popularni jako kvalitativni diagnosticky ukazatel a skolni pomucka diky
schopnosti rozkladat pomérné koncentrované roztoky H2O> za vzniku bublinek molekularniho
kysliku. Nicméné v prostiedi bunky hraje vyznamnou roli zfejmé jen v mistech s velmi
vysokymi koncentracemi H202 jako jsou peroxisomy. Ackoli vynikd nejvy$§i znamou
konstantou k» mezi enzymy (>107 s, jeji Km je v fadu 102 mol.I%, coz ve fyziologickych
podminkach znamena zoufale nizkou afinitu k substratu. V peroxisomu vSak zfejmé¢ muze
katalyzovat i oxidaci alkohold, fenolt a aldehydt pomoci H2O2 (Alberts et al., 2002). Katalasa
je jediny antioxida¢ni enzym, jehoZz nadprodukce u laboratornich mysi vedla ke zpomaleni

starnuti a prodlouzeni zivota (Schriner et al., 2005).
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2.3.2 ZhaSeni radikalovych reakci

Dalsi antioxida¢ni systémy uz jsou zalozeny na spontanni nebo enzymové katalyzované
interakci ROS s nizkomolekularnimi latkami. V tomto kontextu je tfeba definovat pojem zhase¢
(scavenger) volnych radikald. Jedna se o slouceninu, ktera dokéaze efektivné prechazet do formy
stabilniho a malo reaktivniho radikalu (Huang et al., 2005). Zhase¢ pfi reakci s volnym
radikalem piejde do radikalového stavu a setrva v ném do doby, nez se setka s dalSim volnym

radikalem, ¢imz dojde k jeho kompletni oxidaci napt. podle rovnice:
H.Z + HO® — HZ" + H.0
HZ + HO' — Z + H20

Ukolem zha3e&t v buiice je eliminace volnych radikali a pfedev§im terminace radikalovych
fetézovych reakci. Uginnost zhasedt mize byt dale dramaticky zvysena jejich regeneraci
(redukci), coz umozni mnohonasobné vyuziti kazdé jejich molekuly pfi soucasné spotiebé
redukénich ekvivalenti NADPH. Efektivni je téZ modifikace odpadnich molekul metabolismu
do podoby zhasece, ktery je po pouziti vyloucen. V literatufe je pojem zhaSe¢ a antioxidant
nevhodné¢ zaménovan a dochazi kvili tomu k fadé¢ nedorozuméni. Mezi antioxida¢nimi
mechanismy aerobnich organismi skuteéné¢ nalezneme celou fadu nizkomolekularnich
zhasecu. To ale jesté neznamena, ze vSechny latky, které v in vitro testech vykazuji vlastnosti
zhasecl, se chovaji skute¢né antioxidacné. Zalezi ptedevSim na reaktivité a stabilit¢ zhaSece a
jeho schopnosti interagovat s dal§imi komponentami antioxida¢niho systému. Pravé diky
schopnosti existovat ve stavu volného radikdlu mohou nékteré zhaSece za urcitych okolnosti
naopak iniciovat radikalové fetézové reakce a vyvolavat oxida¢ni poskozeni. Vlastnosti zhasece
ma i ethanol (Trevithick et al., 1999) a cela fada flavonoid, které se ale v prostiedi organismu
chovaji spiSe prooxidacné. Proto je pro spravné pochopeni jejich Gc¢inku nezbytné studovat

potencialni antioxidanty vzdy ve fyziologickém kontextu (McCubrey et al., 2017).

2.3.3 Nizkomolekularni zhaSece

Nékteré z esencialnich latek v potravé se chovaji jako zhasSece. NejznaméjSim zastupcem této
skupiny je vitamin C, tedy askorbat. Patfi mezi vitaminy rozpustné ve vodé a ¢lovek spolu
s ostatnimi lidoopy a morcaty patii mezi nemnoho organismi, které si ho nedovedou samy
syntetizovat. Pfirozenym zdrojem askorbatu je piedevSim Cerstvd, zamrazend ¢i kysana
zelenina, ovoce a syrové maso. Tepelna uprava zvlasté v kontaktu s kovy askorbat z potravin

efektivné eliminuje. V trvanlivych potravinich se askorbat ptirozené nevyskytuje, pokud do
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nich neni pfidan jako aditivum (E300, E301). V organismu se ucastni jako kofaktor oxidacné-
redukénich reakci katalyzovanych enzymovou rodinou dioxygenas zavislych na 2-
oxoglutaratu. Mezi nejznamg;jsi patii hydroxylace prolinu prokolagen-prolin dioxygenasou (EC
1.14.11.2) jakozto soucast maturace kolagenu a demethylace 5-methylcytosinovych bazi v
DNA TET methylcytosin dioxygenasami (EC 1.14.11.X) jakozto soucast epigenetické
regulace. Volny askorbat spontanné reaguje s celou fadou ROS a volnych radikalt pficemz je
oxidovan na dehydroaskorbat (Obr. 3). Dehydroaskorbat je nasledné regenerovan enzymem
glutathion: dehydroaskorbat oxidoreduktasou (EC 1.8.5.1) za oxidace thiolové skupiny
tripeptidu glutathionu (Bigley et al., 1981). Askorbat ale mize slouzit i jako redukéni ¢inidlo
pohanéjici Fentonovu reakci a béhem spontanni oxidace askorbatu kyslikem vznika H2O. |
proto je askorbat v nefyziologicky vysokych davkach povazovan za Cisty prooxidant. Klinické
studie zatim neprokazaly zZadny pozitivni vliv suplementace askorbatem na mortalitu, vyskyt
kardiovaskularnich chorob a rakoviny, ani na odolnost k nachlazeni. Nitrozilni infuze askorbatu

je experimentalni 1é¢bou nékterych druhi nadorovych chorob (Mastrangelo et al., 2018).

CH,OH CH,0OH
HCOH HCOH
(o) (@)
S = O Ls2e+H*
O- OH O (@)
Askorbat Dehydroaskorbat

Obr. 3: Schéma oxidace askorbdtu na dehydroaskorbdt. Upraveno podle Rice, 2000.

Klasickym zastupcem antioxida¢nich vitamint rozpustnych v tucich je vitamin E, a-tokoferol
(Obr. 4). Jeho hlavnim zdrojem jsou tuéné potraviny rostlinného i zivoéisného puvodu.
V posledni dobé se spekuluje 0 moZnosti, Ze zastava spiSe signaliza¢ni funkci a jeho funkce
zhasece je zanedbatelna, ale tento pohled zatim neni predmétem vSeobecného konsensu (Azzi,
2007). Diky svému hydrofobnimu fetézci se koncentruje v membranach a lipidovych
kapénkach, kde zajistuje terminaci lipoperoxidace reakci s lipidovymi radikaly za vzniku
semichinonové formy. Ta mulze byt nasledné regenerovana interakci s askorbatem,
ubichinonem ¢i glutathionem. V literatufe je mozné nalézt celou fadu in vitro a in vivo publikaci
popisujicich protektivni u€inky raznych tokoferoli a tokotrienoll, ale velké epidemiologické
studie zatim konzistentné ukazuji spiSe na vysSS$i mortalitu a vyS§i riziko rakoviny u
suplementovanych jedinct (Ristow a Schmeisser, 2011). Syntetickym ve vodé rozpustnym
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analogem a-tokoferolu postradajicim hydrofobni fetézec je Trolox, ktery je vyuzivan jako

standard pfi in vitro testovani G¢innosti novych zhasect (Huang et al., 2005).

Do skupiny antioxidac¢nich vitaminii rozpustnych v tucich se trochu neptesné tadi i Siroka
skupina karotenoidd. Nékteré z nich jsou v organismu oxidac¢né §tépeny za vzniku vitaminu A,
retinolu. Jednd se tedy o provitaminy a jejich analoga. Jejich zdrojem je pfedevsim Cervena a
zelena zelenina a nékteré ovoce. V nasich podminkach je dominantnim karotenoidem v potravé
lykopen z rajc¢at, rajského protlaku a keCupu, pii¢emz na rozdil od p-karotenu (Obr. 4) neslouzi
jako prekursor retinolu. Svou strukturou se karotenoidy fadi mezi terpenoidy. Jejich molekuly
jsou siln€ hydrofobni a disponuji rozsdhlym systémem konjugovanych dvojnych vazeb. Diky
tomu mohou slouzit jako terminatory ale téZ iniciatory lipoperoxidace. Zpravy o jejich ucincich
obsahuji zna¢né kontroverze. Vysoké davky karotenoidll vyrazné zvysuji riziko karcinomu plic
u kuraku (Ristow a Schmeisser, 2011). Nizké davky s zadnym rizikem spojeny nejsou, ale
nepiinaseji ani Zadné zdravotni benefity. V in vitro systémech se karotenoidy samotné chovaji
jako prooxidanty, v kombinaci s tokoferolem jsou ale G¢inngj$i zhasSece nez samotny tokoferol.
Pro jejich funkci je tedy ziejmeé kriticky prenos radikéalu na tokoferol, ktery efektivné funguje
jen pii fyziologickych hladinach karotenoidu (Dao et al., 2017).

Ubichinon (Obr. 4) neboli koenzym Q1o je latka podobna vitaminim, nicméné nase t€lo si jej
dokéze samo syntetizovat. Svou strukturou povrchné ptipomina tokoferol. Svym hydrofobnim
polyisoprenovym océaskem je zanofen v lipidové dvojvrstve, zatimco jeho polarni hlavicka se
muze nachazet ve stavu chinonu, chinolu nebo semichinonového radikélu. Jeho hlavni funkci
je ptenos elektronti z komplexu I a komplexu II na komplex III mitochondridlniho dychaciho
fetézce. Zde se hodi stabilita jeho radikalové semichinonové formy, nebot’ muze elektrony
pfenaset jednotlive. Panuje podezieni, Ze prave ubichinon mize pfedavat nesparovany elektron
na molekulu kysliku a tim vyznamné ptispivat k produkci O2™ mitochondrialnim dychacim
fetézcem. Ubichinon je v mensim mnozstvi zastoupen i v membranach jinde v bunce, kde
slouzi jako terminator lipoperoxidace. Ubisemichinon mtiZe interagovat s tokoferolem nebo byt
redukovan na ubichinol enzymem NADPH: chinon oxidoreduktasa 1 (NQOI1, EC 1.6.99.2) za
spotieby redukéniho ekvivalentu NADPH. PtestoZze je oblibenym potravinovym doplitkkem,

klinické studie nenalezly u suplementovanych jedincii Zadny vliv na zdravi.
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Obr. 4: Struktura tokoferolu, p-karotenu a ubichinonu. Upraveno podle Zhang, 2016.

Zakladni podminkou efektivniho fungovéni zhéaSecli volnych radikali je dostatecnd
koncentrace v misté ucinku. Jejich syntéza ale stoji energii a zdroje, proto se organismu vyplati
hledat nahradni feSeni, byt sebou mohou nést urcité rizika. Az do osmdesatych let dvacatého
stoleti bylo jednou ze zahad biochemie, pro¢ lidské télo v krevni plasmé akumuluje ve zna¢nych
mnozstvich potencidln¢ nebezpeéné metabolické odpady, kyselinu mocovou a bilirubin, kdyz
jini Zivocichové tyto slouceniny bud’ viibec neprodukuji, nebo je ztéla eliminuji mnohem
ucinnéji. Piedevsim diky usili skupiny prof. Bruce Amese se nakonec ukazalo, ze oba odpady
jsou velmi dobrymi antioxidanty a zifejmeé se svym ucinkem podileji na relativni dlouhovékosti

lidoopu véetné ¢loveéka (Ames et al., 1981; Stocker et al., 1987).

Kyselina mocova (Obr. 5) a jeji anion urat jsou produktem oxida¢ni degradace purinovych bazi.
Vznikaji postupnou oxidaci z xanthinu a hypoxanthinu enzymem xanthinoxidasou. VétSina
savcl urat oxidacné $tépi enzymem uratoxidasou na alantoin. Lidoopi tuto schopnost ztratili, a
proto jim v krvi cirkuluje pomérn¢ $patné rozpustny urat. Ten mize za urcitych okolnosti
precipitovat v kloubech za vzniku bolestivé dny, nebo v mocovych cestach za vzniku neméné
bolestivych mocovych kamenti. Urat je velmi u€innym hydrofilnim zhdSec¢em volnych radikala
a vyznamn¢ se podili na antioxidacni kapacité krevni plasmy (Ames et al., 1981). Nicmén¢ |
kolem jeho plsobeni panuji ur¢ité kontroverze. VétSina chronickych chorob je provazena
vzestupem urikémie. Zatimco néktefi odbornici to povazuji za projev snahy organismu

kompenzovat oxidacni stres, ktery chorobu doprovazi, jini naopak povazuji hyperurikémii za
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pricinu vzniku chronickych chorob kviili moznosti, ze urat podobné jako dalsi zhasece muze za

patologickych podminek fungovat jako iniciator radikalovych reakci (Sautin a Johnson, 2008).

Jesté zajimavéj$im antioxida¢nim odpadem je bilirubin (Obr. 5). Ten ov§em zaroven patii mezi
hlavni okruhy mého zajmu, proto o ném bude podrobné pojednano v oddile 3.1. Na tomto misté
se patii uvést, ze je produktem oxidaéni degradace hemu enzymem hemoxygenasou (HmMox,
EC 1.14.99.3) a nasledné redukce vznikajiciho ve vodé rozpustného a malo toxického
biliverdinu enzymem biliverdinreduktasou (EC 1.3.1.24) za spoticby NADPH. Samotny
bilirubin mé velkou afinitu k proteiniim a fosfolipidim, ale je Spatn¢ rozpustny ve vodé¢ a tucich.
V krevni plasmé je transportovan navazany na albumin, je vychytavan jatry, konjugovan
s kyselinou glukuronovou a nasledné¢ aktivné transportovan do zluce. Ve travicim traktu
probiha Cinnosti stievnich bakterii jeho dekonjugace a redukce za vzniku urobilinoidd, které
dodavaji charakteristické zbarveni stolici a po resorpci do krve téZ moci. V perinatdlnim obdobi
dochazi k vyraznému nartstu hladin bilirubinu vlivem obmény fetalniho hemoglobinu za
dospély. To muze v kombinaci s dal§imi podminkami, jako je sepse a nedonoSenost vést
k bilirubinové encefalopatii, ktera v lepsim ptipadé kon¢i mirnym kognitivnim poskozenim a
Vv hor§im pfipadé smrti (Zelenka, 2004). Zajimavé je, Ze az na par vyjimek produkuji bilirubin
jen savci, zatimco ostatni zivoc¢ichové vylucuji biliverdin. Naklady a rizika s tim spojené jsou
ziejme bohaté vyvazené schopnosti bilirubinu plsobit jako lipofilni zhase¢ volnych radikala
(Stocker et al., 1987). V literatufe se uvadi, ze ROS oxiduji bilirubin na biliverdin, ktery mize
byt opét zredukovan enzymem biliverdinreduktasou. Pravdépodobna je i interakce bilirubinu

s dal§imi zhaseci, pfedevsim s tokoferolem, ubichinonem a askorbatem.

o=<\/rjz

Obr. 5: Struktura bilirubinu s vyznacenymi vodikovymi miistky (vievo, viastni prdce) a struktura

kyseliny mocové (vpravo, volné dostupné dilo).
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2.3.4 Thiolové antioxidanty

Klasickym cilem oxida¢niho poSkozeni jsou thiolové skupiny ve volném a peptidicky vazaném
cysteinu. Jejich reaktivita s ROS se 1isi v zavislosti na prostiedi, kde se zrovna nachazeji.
Mohou byt ptevedeny do stavu radikalu, nebo oxidovany na disulfidové mistky a dale pies
sulfenaty a sulfinaty az na sulfonaty. V organismu se vyskytuji v§echny oxidované formy, ale

majoritni jsou disulfidy.

Reaktivita cysteinovych thioli je vyuzita i v antioxidacni ochran¢ organismu. Hlavnim ve vodé
rozpustnym intracelularnim antioxidantem je tripeptid glutathion (y-glutamylcysteinylglycin).
Je syntetizovan bez ucasti informace kodované v nukleovych kyselinach. Klicovym krokem
V jeho syntéze je vytvofeni sekundarni amidové vazby mezi aminoskupinou cysteinu a vy-
karboxylovou skupinu glutamétu enzymem glutamat:cysteinligasou (EC 6.3.2.2) za spotieby
energetického ekvivalentu ATP. Vykonava tfi hlavni ukoly: Jednak je sam o sob& velmi
ucinnym zhasecem radikalovych reakci, dale ptimo odstraituje H20> a elektrofily, a kone¢né
regeneruje ostatni zhaSece veetné askorbatu, a také oxidované thioly v bunéénych proteinech
(Hatem et al., 2017). Jeho prototypickou reakcei je redukce H202 na vodu bud’ spontanné nebo
za katalyzy enzymem glutathionperoxidasou (EC 1.11.1.9) podle rovnice:

2 G-SH + H202 — 2 H20 + G-S-S-G

Nasleduje regenerace glutathion disulfidu enzymem glutathionreduktasou (EC 1.8.1.7) za

spotieby redukéniho ekvivalentu NADPH podle rovnice:
G-S-S-G + NADPH + H" — 2 G-SH + NADP*

V lidském organismu najdeme osm izoenzymu glutathionperoxidasy. Jednotlivé izoformy se
1181 svou lokalizaci a substratovou specifitou. Napiiklad izoforma 1 je intracelularni, izoforma
3 se nachazi v krevni plasmé a obé¢ jsou specifické pro peroxid vodiku. Naproti tomu izoforma
4 dokaze redukovat lipoperoxidy a nachazi se v blizkosti plasmatickych membran. Izoforma 4
je jedina, jejiz Gplné vyfazeni je pro organismus letalni. Naopak haploinsuficience u mysi mirné
prodluzuje stfedni dobu doziti (Ran et al., 2007). Nékteré izoformy glutathionperoxidasy téz
patii mezi nemnoho proteind, které maji ve svém reakénim centru selenocystein (Mariotti et
al., 2012). Pro jeho syntézu je potfeba stopovy prvek selen, a proto je selen Casto soucasti
mantioxidacnich® doplnka stravy. Klinické studie vSak nenalezly zadny vztah mezi

suplementaci selenem a lidskym zdravim nebo mortalitou (Ristow a Schmeisser, 2011).
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S antioxidacni roli glutathionu souvisi 1 jeho vyuziti jako substratu pro obrovskou a v buiikach
hojné zastoupenou rodinu enzymu glutathion-S-transferas (EC 2.5.1.18). Jejich ukolem je
katalyzovat konjugaci glutathionu s riznymi elektrofily endogenniho i exogenniho ptiivodu. Ta
V optimalnim ptipad¢ vede k deaktivaci elektrofilu a usnadni jeho nasledné vylouceni moci a
zlu¢i. Mezi substraty glutathion-S-transferas patéi kromé celé fady xenobiotik i aldehydy a

lipoperoxidy.

prs P 2H,0 H,0, 2H,0
\ AN A
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2GSH GSSG 2GSH  ,,Trx T
\_ O\ A

. xR
( N ¥ \
2R 2R-GS :f\DPH ¥ NADP* :f\DPH g

Obr. 6: Vzajemné vztahy mezi glutaredoxinem (GRX), glutathion-S-transferasou (GST),
glutathionperoxidasou (GPX), glutathionreduktasou (GR), peroxiredoxinem (Prx),
thioredoxinem (Trx) a thioredoxinreduktasou (TrxR). Prevzato z Espinosa-Diez et al., 2015.

Dalsi dulezity antioxidaéni systém zaloZeny na cysteinovych thiolech sestava z rodiny enzymi
peroxiredoxint (EC 1.11.1.15) a proteinu thioredoxinu. Peroxiredoxin katalyzuje redukci ROS
vcetné H202 podobné jako glutathionperoxidasa, jen s tim rozdilem, ze jeho substratem je misto
glutathionu protein thioredoxin. Thioredoxin je maly protein, ktery kromé toho, ze slouzi jako
substrat nekterych enzymovych reakci, sim o sobé dokaze redukovat disulfidové mustky
proteinli, ¢imz piechdazi do oxidovaného stavu. Nasledné je regenerovan enzymem
thioredoxinreduktasou (EC 1.8.1.9) =za spotieby redukcéniho ekvivalentu NADPH.
Thioredoxinreduktasa je dal§im z enzymil obsahujicich ve svém aktivnim misté selenocystein
(Mariotti et al., 2012). Thioredoxinim jsou podobné glutaredoxiny. I zde se jedna o malé
vSudypfitomné proteiny, které¢ spontanné redukuji disulfidové mustky proteini. Rozdil je ten,
ze oxidované glutaredoxiny jsou regenerovany glutathionem bez potfeby enzymové katalyzy.
VSechny zminéné komponenty tohoto systému jsou v builkdch velmi hojné zastoupeny
Vv n¢kolika izoforméch a podle vSeho se neucastni jen antioxida¢ni ochrany, ale jsou klicové pro

oxida¢né-redukéni signalizaci, podrobné&ji popsanou v kapitole 2.4 (Espinosa-Diez et al., 2015).
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2.3.5 Transkripéni regulace

Antioxidac¢ni odpoveéd’ bunky je koordinované regulovana i na transkripcni urovni. Syntéza
antioxidacnich enzymii i dalSich komponent mtZze byt fizena celou fadou transkripcnich
faktorti, mezi nimiz prominentni misto zastava faktor s krkolomnym nazvem Nuclear factor
erythroid 2-related factor 2 (Nrf2). Jedna se o faktor s motivem leucinového zipu, ktery naseda
na DNA ve form¢ heterodimeru s proteiny Maf. Jeho cilem je ,,element antioxida¢ni odpovédi*
(ARE), ktery se naléza v promotoru né€kolika stovek gend (Obr. 7). Mezi nimi jsou vSechny
klicové geny antioxidacni odpovédi kodujici enzymy SOD, NQO1, Hmox a enzymy ucastnici
se syntézy, regenerace a funkce glutathionu. Kromé toho Nrf2 aktivuje i transkripci gent pro
nékteré membranové transportéry a metabolické enzymy, ¢imz usnadiiuje naptiklad syntézu

glutathionu a regeneraci NADPH (Espinosa-Diez et al., 2015).

Transkripce fizend Nrf2 je vyrazné stimulovana v podminkach oxida¢niho stresu, ktery je
rozpoznan diky elegantnimu oxida¢né-redukénimu mechanismu jeji regulace. Nové
syntetizovany Nrf2 je pfitomen v cytoplasmé navazan na Kelch-like ECH-associated protein-1
(Keap-1), ktery stimuluje jeho ubikvitinylaci a naslednou degradaci v proteasomu. Represor
Keap-1 obsahuje né€kolik cysteinii s vysoce reaktivnimi thioly, jejichZ oxidace vlivem ROS
nebo kovalentni modifikace elektrofily vede k uvolnéni Nrf2, ktery je nasledné translokovan
do jadra, kde teprve zacne stimulovat transkripci genti obsahujicich ARE. Jaderna translokace
Nrf2 je typicky stimulovana H2O», oxidem arsenitym a téZkymi kovy. Geneticka aktivace Nrf2
vede K vyssi rezistenci organismu k oxida¢nimu poskozeni, radiaci, t¢zZkym kovim a ptisobeni
karcinogenil. Pfipisuje se ji téz protizanétlivé piisobeni a schopnost potlacit obezitu, diabetes
mellitus 2. typu a aterosklerézu (da Costa et al., 2019). Induktor Nrf2 dimethylfumarat je
schvalen jako l1éCivo proti roztrousené skleroze. Zesilena transkripce fizena Nrf2 je téz typicka
pro nadorovou tkan, které tim udé€luje vétsi schopnost invadovat do okoli, tvofit metastazy i

odolavat chemoterapii (Zelenka et al., 2018).

Prototypickym cilem Nrf2 je izoforma 1 enzymu Hmox (Hmox-1). Zatimco izoforma Hmox-2
je konstitutivni a zajist'uje zakladni homeostazu hemu ve vSech bunkach, gen pro Hmox-1 je
vysoce inducibilni nejen skrze Nrf2 ale téZ v podminkach hypoxie, teplotniho Soku, zanétu a
nadbytku svého substratu, hemu. Indukce Hmox-1 ma intenzivni antioxida¢ni, antiapoptoticky
a protizanétlivy efekt zdokumentovany v tisicich praci na desitkach laboratornich modela 1
Vv celé fad¢ klinickych studii. Enzym Hmox-1 oxida¢né $tépi hem za vzniku biliverdinu, oxidu

uhelnatého a volného iontu Fe?*. Oxid uhelnaty patfi mezi plynné hormony a ma vyrazné

22



-----

Vyzkum, na némz jsem se podilel, téz ukdzal, ze netoxické davky oxidu uhelnatého zpomaluji
progresi nadort pankreatu u experimentélnich zvirat (Vitek et al., 2014). lon Fe?* je potencialng
nebezpecny katalyzator Fentonovy reakce, ale v buiice je rychle navazan na ferritin a tim
inaktivovan. O vyznamu indukce Hmox-1 v odpovédi na oxidacni stres se dosud intenzivné
debatuje. Pfedpoklada se, ze v podminkach vyssi produkce ROS je zivotné dilezité z bunky
odstranit volny a labilné vazany hem, jehoz koncentrace mohou v buiice ve stresovych
podminkach nartstat, a ktery je téz nebezpecnym katalyzatorem Fentonovy reakce. V sav¢ich

bunkach hraje sekundarni roli i nadprodukce zhasece bilirubinu (Ryter a Choi, 2016).

V nedavné dob¢ se ukazalo, ze i Hmox-1 ovliviiyje transkripci. Série praci z laboratote prof.
Phyllis Dennery ukazala, ze Hmox-1 je v podminkach oxida¢niho stresu §tépena na C-
termindlnim konci cysteinovymi proteasami a vznikld zkracend forma je translokovana do
jadra. V jadie nefunguje jako klasicky transkripéni faktor, ale zesiluje aktivitu nékterych
transkrip¢nich faktord v ¢ele s rodinou dimerickych faktori znamych jako Aktivacni protein 1
(AP-1), které jsou centralnimi mediatory odpovédi bunék na stres, zanét a rustové stimuly. Dalsi
dulezitou funkci jaderné Hmox-1 je stabilizace Nrf2 v jadre, ¢imz je prodlouZzena a zesilena
jeho transkripéni aktivita. Navic AP-1 i Nrf2 jsou transkripénimi faktory pro Hmox-1, takze
jeji jaderna translokace vlastné v pozitivni zpétnovazebné smycce zesiluje jeji vlastni

transkripci (Biswas et al., 2014).
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Obr. 7: Schéma aktivace transkripcniho faktoru Nrf2. Upraveno podle Zelenka et al., 2018.
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2.3.6 Prirodni antioxidanty

Velmi dulezitou kapitolou ve vyzkumu oxidacniho stresu a zdrojem mnoha nad¢ji je obrovska
skupina pfirodnich latek rekrutovana vesmés ze sekundarnich metaboliti rostlin, které se v in
vitro studiich chovaji jako zhaSece. Jedna se ptredevS§im o polyfenolové latky, napiiklad
resveratrol z vinnych slupek, kurkumin z kurkumy (kari), a nespocet flavonoidu, jejichz
nejznamé&jSimi zastupci jsou antokyany, kvercetin, a silymarin. Jako zhasece se mohou chovat
1 konjugované dvojné vazby terpenoidll a latky obsahujici siru, pfedevsim allylisothiokyanat
Z brukvovitych rostlin a alicin z ¢esneku. Cela fada in vitro a in vivo studii ukazala, Ze tyto latky
mohou mit cytoprotektivni, protinadorovy a protizanétlivy efekt. Vysledky klinickych studii
jsou zatim spiSe nekonzistentni. Ekologické studie ukazaly, ze konzumace ovoce, zeleniny a
¢aje miZze mit ochranny efekt proti civilizacnim chorobam, ale to je pouze nepiimy dikaz.
Zasadnim problémem je, Ze tyto latky se relativné Spatné vstiebavaji z traviciho traktu do
krevniho ob¢hu, takze jejich maximalni dosazitelné koncentrace jsou zanedbatelné v porovnani
s endogennimi zhaseci, které jsou navic regenerovany specifickymi enzymy. V tomto ohledu
je zajimavé, ze v organismu se tyto latky Casto chovaji spiSe jako zdroj ROS. Polyfenolové
latky mohou podléhat oxida¢né-redukénimu cyklovani, latky obsahujici siru mohou
elektrofilné modifikovat proteiny. Diky tomu vSechny prototypické piirodni antioxidanty
indukuji uz v nizkych hladinach transkripci fizenou Nrf2/Hmox-1. Je tedy mozné, Ze jejich
potencidlné pozitivni G€inky jsou spi$ disledkem zesileni endogenni antioxidacni odpovédi a

nikoliv jejich vlastniho zhaseciho efektu (McCubrey et al., 2017; Zelenka et al., 2018).
2.4 Oxidacné-redukéni signalizace

VySe zminéna regulace aktivity transkripéniho faktoru Nrf2 skrze oxidacni nebo elektrofilni
modifikace cysteinli v represoru Keap-1 je klasickym ptipadem situace, kdy ROS a volné
radikély slouzi jako signdl. Mal4 velikost a kratky poloc¢as ¢ini z ROS citlivé reagujiciho a
rychle se Sificitho posla. Hladiny ROS v bunice navic koreluji s mnoha dileZitymi déji,

predevsim s intenzitou metabolismu, imunitni odpovédi nebo stresu (Droge, 2002).

Cela fada dulezitych signaliza¢nich drah v burice je fizena nebo modifikovana hladinami ROS.
Koncentrace ROS je nejcastéji méfena vhodné umisténymi thiolovymi skupinami cysteinti
V kinasach a transkripcnich faktorech. Ty mohou alostericky ménit svou aktivitu poté, co jsou
jejich cysteiny oxidovany ROS nebo elektrofilné modifikovany produkty oxidace lipid.
Jednotlivé cysteiny se navic mohou podstatné lisit svou reaktivitou a tim jemn¢ odstupiiovat

nebo 1 obratit vyznam signalizace v zavislosti na druhu a koncentraci ROS nebo elektrofilu.
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Diilezitou roli v celé soustavé hraje op€tovna regenerace téchto cysteinti pomoci glutathionu
nebo systému peroxiredoxin/thioredoxin (Espinosa-Diez et al., 2015). Hovofime proto o
oxida¢né-redukeni (redox) signalizaci, nebot’ konecna rovnovaha mezi oxidacné aktivovanym
a reduk¢né inaktivovanym signalnim proteinem nezalezi jen na hladin¢ ROS, ale i na
dostupnosti redukovanych thiol v bunice. V tomto ohledu jsou dilezité jak absolutni hladiny,
tak 1 rovnovaha mezi oxidovanou a redukovanou formou glutathionu a
peroxiredoxinu/thioredoxinu. Ta se pii oxida¢nim stresu posouva ve prospéch oxidovanych
komponent, ale za normalnich okolnosti by méla byt stala. Organismus proto udrzuje oxidacné-
redukéni homeostazu thiolovych antioxidantt, kterd je do urCité miry nezavisla na homeostaze

redukénich ekvivalentt NAD*/NADH a NADP*/NADPH (Forman et al., 2014).

Oxida¢né-redukéni signalizace je nejprobadanéjsi u kinas a fosfatas zapojenych do
signaliza¢nich kaskad, které reguluji vS§echny kli¢ové déje v buiice. Prototypickym piipadem je
rodina proteinkinas aktivovanych mitogenem (MAPK, Obr. 8). Ta skrze kaskadu fosforylaci
prenasi signal z receptorti na povrchu bunky az k transkripcnim faktorim a reguluje déje jako
proliferace, diferenciace a apoptéza. ROS putisobi aktivaéné pfinejmenSim na tyto tfi znamé
¢leny kaskady MAPK znamé pod zkratkami Erk1/2, INK a p38 MAPK. Vysledek je zavisly na
intenzit¢ oxida¢niho podnétu. Mirné zvySeni hladiny ROS stimuluje proliferaci a inhibuje

apoptozu, velké zvySeni funguje opaéné (Burhans a Heintz, 2009; Gao a Schottker, 2017).
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Obr. 8: Schéma signalizacnich drah aktivovanych oxidacné-redukcni signalizaci. Upraveno

podle Espinosa-Diez et al., 2015.

25



ROS naopak inhibuji fosfatasy, které ptisobi ve fosforylac¢nich kaskadach jako negativni zpétna
vazba. Prikladem je homolog fosfatas a tensinu (PTEN), ktery defosforyluje fosfatidylinositol-
4,5-bisfosfat. PTEN skrze svou aktivitu nepfimo snizuje aktivitu dtilezitého signalniho proteinu
Akt (znamého téz jako proteinkinasa B), ktery pienasi signal od insulinového receptoru smérem
ke kinasovému komplexu zvanému mechanisticky cil rapamycinu (mTOR). Ten slouzi jako
ktizovatka signdlnich drah pfijimajici na jedné stran¢ informace o zdsobeni zivinami a
rustovymi faktory a na druhé strané stimulujici proteosyntézu, riist a proliferaci buiiky. V tomto

piipadé tedy ROS opét, 1 kdyz neptimo, stimuluji aktivitu Akt a mTOR atim i proliferaci bun¢k.

Oxida¢né-redukénim mechanismem jsou modulovany i aktivity transkripcnich faktort a
enzyml. Vyznamnym piikladem je transkripéni komplex zvany jaderny faktor kappa B
(NFxB). Ten je, podobné¢ jako Nrf2, za normdlnich okolnosti lokalizovan v cytoplasmé
Vv komplexu se svym represorem IkB. Pokud je IkB fosforylovan, uvoliiuje se a NFkB je
translokovan do jadra, kde tidi transkripci gent dilezitych pro proliferaci, inhibici apoptozy a
pro indukci imunitni odpovédi véetné zanétu. Kinasy regulujici aktivitu NFkB i samotny
proteinovy komplex mohou byt cilem ROS (Obr. 8). | v tomto piipad¢ plati, ze mirné zvySeni

hladin ROS pisobi stimula¢né a extrémni zvySeni je inhibi¢ni (Gao a Schéttker, 2017).

S imunitni odpovédi souvisi i oxida¢né-redukéni aktivace komplexu proteas z rodiny kaspas
zvaného NLRP3 inflamasom. Ten je za normdlnich okolnosti v buiice pfitomen v inaktivni
form¢, ale po aktivaci mitochondridlnimi ROS je sestaven do aktivni formy. Aktivni
inflamasom funguje jako proteasa Stépici proformy cytokind IL-1f a IL-18 na aktivni molekuly,
které jsou nasledné exkretovany z bunky a stimuluji zdnét a imunitni odpovéd’. Role ROS je
Vv pfipadé¢ imunitni odpovédi opravdu klicovd, protoze transkripénim faktorem pro protein
NLRP3 i pro oba cytokiny je NF«B, takze pii oxida¢ni stimulaci dochazi k amplifikaci aktivity
celé signaliza¢ni drahy (Swanson et al., 2019).

Kone¢né¢ ROS se zasadné podileji i na signalizaci, ktera reguluje odpovéd buiky na
metabolicky stres. Klicovym zdrojem ROS jsou v tomto ptipadé mitochondrie. Ukazuje se, ze
jakakoliv nerovnovaha mezi vstupy a vystupy mitochondrialnich respira¢nich komplext, at’ uz
se jedna o ptrebytek redukéniho ekvivalentu NADH, nedostatek kysliku — hypoxii, nebo pfili§
vysoky membranovy potencial, vede k zvySeni produkce mitochondridlnich ROS. Tento signal
pak v zavislosti na kontextu mize stimulovat dva kli¢ové transkripcni faktory, které se i¢astni
regulace metabolické homeostazy: Hypoxii indukovany faktor (HIF) nebo faktor znamy pod

zkratkou PGC1a (Peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator 1a).
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HIF délime do izoforem 1, 2 a 3, které ve form¢ heterodimeru podjednotek o a B stimuluji
transkripci stovek genii. Podjednotky B jsou pfitomny spiSe konstitutivné, podjednotky o
podléhaji piisné regulaci. Prototypicky zastupce HIFla je za normalnich okolnosti ptfitomen
V cytoplasmé, kde dochazi k hydroxylaci jeho prolini prolylhydroxylasami za spotieby kysliku.
Hydroxylovany HIFlo je rozeznan proteinem Von Hippel-Lindau, ktery katalyzuje jeho
ubikvitinylaci a proteolytickou degradaci. V piipad¢ snizeni hladiny kysliku v bunce je
omezena hydroxylace prolinti, HIF1a je stabilizovan a translokovan do jadra, kde jim fizena
transkripce stimuluje glykolyzu na ukor respirace, tvorbu novych cév, ale také zanét a
proliferaci bunck. Z hlediska oxida¢né-redukéni signalizace je kliCcova schopnost ROS
inaktivovat katalytickd centra prolylhydroxylas a tim zesilovat transkripci fizenou HIFla i

Vv pfitomnosti kysliku.

Naproti tomu PGClo reaguje na zvySenou potfebu respirace, napiiklad na zvySeny
katabolismus mastnych kyselin a laktatu a stimuluje mitochondridlni biogenezi. Na rozdil od
koaktivator rodiny transkripénich faktorti Peroxisome proliferator-activated receptor, které jsou
dilezité v metabolismu lipid, a jejichz farmakologicka modulace mé protidiabetické a
protizanétlivé ucinky. Pozdéji se vSak ukdzalo, ze muze tvofit aktivni komplex s celou fadou
dalsich faktord, a je ve skute¢nosti jednim z kli¢ovych faktord metabolické adaptace ve zdravi
i nemoci. | v ptipadé PGCla hraji ROS stimula¢ni roli a zvySuji jeho aktivitu. Na rozdil od HIF
ale pfesny mechanismus neni uréen. Je vSak znamo, ze aktivita PGCla je stimulovéna i Nrf2 a

nékterymi kinasami (Zelenka et al., 2018).
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Obr. 9: Role ROS v aktivaci faktori HIF 1o a PGCla. Upraveno podle Zelenka et al., 2018.
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2.5 ROS a chronické choroby

Oxidacni stres i oxida¢né-reduk¢ni signalizace hraji dileZitou a komplexni lohu v patogenezi
chronickych neinfekénich chorob, kterym se nékdy popularné fika civiliza¢ni nemoci (Ceriello
a Motz, 2004). Jsou to choroby, jejichz incidence narlsta s vékem, pfitomnosti obezity a
konzumnim Zivotnim stylem. V sou¢asné dobé piedstavuji v Cesku i ve svété hlavni pfi¢inu
umrti a nejveétsi zatéz z hlediska zdravotnich naklada. Jejich spoleénym Cinitelem je pfitomnost
chronického zanétu. Radime mezi né predevsim $irokou skupinu kardiovaskularnich chorob,
jez jsou dusledkem rozvoje aterosklerézy. Dale nékteré typy nadorovych onemocnéni,
predevsim karcinom plic, tlustého stfeva, prsu, pohlavnich organti a pankreatu. Dale diabetes
mellitus 2. typu, alkoholovou i nealkoholovou steatohepatitidu, chronickou obstrukéni plicni
nemoc, osteoporozu, artrozu velkych kloubil a neurodegenerativni onemocnéni. Z této palety
veéku, ale jinak jsou téz provazeny chronickym zanétem. Velmi béznym a nebezpecnym typem
civiliza¢ni choroby je tzv. metabolicky syndrom, kterym podle odhadd trpi tfetina Ceské
populace. Jednd se o pfitomnost obezity a alespont dvou dalSich rizikovych faktori, které
vSechny souviseji s chronickym zanétem: vysokych hladin triacylglycerolt, nizkych hladin
HDL cholesterolu, vysokého tlaku a insulinové rezistence. Osoby s metabolickym syndromem
maji nékolikanasobné vyssi pravdépodobnost, Ze se u nich objevi infarkt myokardu, diabetes
mellitus 2. typu, nadorové choroby a tada dalSich civiliza¢nich chorob. Jejich ptedpokladana

doba zivota je oproti zdravym jedinctim krat$i az o desitky let (O'Neill a O'Driscoll, 2015).

V soucasné dobé¢ je za kritickou komponentu vzniku civilizaénich chorob povaZovan chronicky
zan&t. Na rozdil od akutniho zanétu, ktery je dileZitym homeostatickym mechanismem
doprovazejicim regeneraci poSkozené tkané, chronicky zanét probiha s malou intenzitou a
chybi u n&j zavéreené rozliseni. Casto se téZ jednd o zanét sterilni, ktery neni indukovan
pritomnosti patogenu, ale nefyziologickym stavem vlastniho organismu. Dilezitymi spoustéci
sterilniho zanétu jsou hypoxické adipocyty pfeplnéné tukem u obéznich osob, castice popilku
Vv bronchiolach kutakl a jaterni buiiky poSkozené alkoholem. Vyznamnou roli pfi vzniku a
udrzovani chronického zanétu hraji molekularni struktury asociované s poskozenim (DAMP).
Dilezité misto mezi DAMP zaujimaji produkty oxidacniho poskozeni biologickych molekul,
napiiklad oxidovany cholesterol nebo oxidovand mitochondridlni DNA. Spusténi zanétu je
fizeno faktorem NFkB a inflamasomem. Dilezitym regulatorem zanétlivé signalizace je
mitochondrialni produkce ROS, piedevsim O>™. Ta je té€sn¢ propojena s produkci O2™ enzymem

NADPH oxidasou. Oba systémy se dosud nezndmym zplisobem pozitivné ovliviiuji, takze vyssi
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produkce ROS v mitochondriich spusti vyssi aktivitu NADPH oxidasy a naopak. NADPH
oxidasa je jednim z kli¢ovych enzymil v imunitni odpovédi. Superoxid, ktery vytvaii, se podili
nejen na prozanéctlivé oxida¢né-redukeni signalizaci, ale funguje i jako mikrobicidni ¢inidlo,
piedevsim po konverzi na peroxodusitan nebo chlornan. Zanét je tedy vzdy doprovazen
oxida¢nim stresem a naopak oxidac¢ni stres zvysuje pravdépodobnost vzniku zanétu. Chronicky
zanét zpisobuje postupnou remodelaci a ztratu funkce zasazené tkané, a navic zvySuje

pravdépodobnost, Ze se v ni objevi nadorové bujeni (Rao et al., 2018; Swanson et al., 2019).

Pro vznik nadorového bujeni je potiecba prostiedi podporujici proliferaci bunék a mutace
V jejich genomu. ROS mohou plnit obé role skrze oxidacné-redukéni signalizaci a skrze
oxidacni posSkozeni jaderné DNA. I u etablovanych nadora hraji ROS dulezitou roli a proto jsou
jejich hladiny v nadorovych buiikach obvykle vyssi, nez v okolni tkani. Vysoké hladiny ROS
stimuluji proliferaci a angiogenezi, ale téZz indukuji antioxidacni odpovéd, ¢imz zvySuji
odolnost rakovinnych bunék, ktera je dtlezitou podminkou pro jejich schopnost prorustat do
okolni tkané a tvorit metastazy. Pravé vysev metastaz je pti¢inou 90% umrti na nadorové

choroby (Hatem et al., 2017; Zelenka et al., 2018).

Pravdépodobnost vzniku vétSiny civilizacnich chorob roste s vékem. Je to tim, ze k jejich
vzniku je tfeba hodné Casu a taky tim, Ze starnuti je doprovazeno postupnym rozvojem
chronického zanétu. Hypotéza o souvislosti mezi stdrnutim a oxidacnim poskozenim byla
vyslovena v samych pocatcich vyzkumu oxidaé¢niho stresu. V roce 1956 Dr. Denham Harman
interpretoval vyssi hladiny markerd oxida¢niho poskozeni u starnoucich jedincti jako dusledek
celoZivotniho pusobeni ROS. Ptedpokladal, Ze postupnd oxidace biologickych molekul je
zakladem degenerativnich zmén vedoucich ke starnuti a v kone¢ném dusledku k ristu mortality
s vékem (Harman, 1956). Zalozil tak nazorovou linii, ktera pfedpokladala, ze vyssi hladiny
antioxidanti by mohly branit oxida¢nimu poskozeni a tim zpomalovat starnuti a v kone¢ném
dasledku prodluzovat zivot. Tato hypotéza az doneddvna dominovala vyzkumu starnuti a
dodnes je vyznamnou oporou farmaceutického marketingu. Béhem doby prosla fadou uprav,

jak se vyvijel stav poznani.

Sam Harman ji o Sestnact let pozd&ji modifikoval, aby zahrnovala tlohu mitochondrii jakoZto
hlavniho zdroje ROS v organismu a téz hlavniho cile oxida¢niho poskozeni. Tento posun
souvisel snalezem morfologicky abnormalnich a dysfunkcénich mitochondrii ve svalové a
nervove tkani starnoucich jedincti. Mitochondrie maji svou vlastni DNA (mtDNA), ktera se
replikuje nezavisle na jaderné. Predpokladalo se, Ze blizkost respira¢nich komplext jakoZto
zdroji ROS a relativni nechranénost zptisobuji vysokou rychlost mutageneze mtDNA, ktera
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vede k tvorbé vadnych respira¢nich komplexti produkujicich jesté vice ROS. Tim vznika
circulus vitiosus vedouci ke ztraté funkénosti mitochondrii a zaplaveni organismu ROS
(Harman, 1972). Tuto hypotézu podpofily vysledky studii provedenych na transgennich mysich
s vloZzenou variantou DNA polymerasy vy, které chybéla opravna funkce a zvySovala tak miru
mitochondrialni mutageneze. Transgenni mysi skuteéné zily krat$i dobu a vykazovaly nékteré
charakteristiky lidského starnuti, jako tieba ztratu chlupii, vznik vrasek, ubytek leukocyti a
srde¢ni nedostate¢nost. Zajimavé je, Ze u tohoto modelu se nenasla vyssi mira oxida¢niho
poskozeni. Nejnov¢jsi prace na toto téma vSak ukazala vysSi hladiny H202 ve tkanich

starnoucich transgennich mysi (Logan et al., 2014).

Dulezitym aktérem starnuti jsou kmenové bunky. Starnuti je v§eobecné definovano jako tbytek
funkénich bunék, pfedev§im téch kmenovych. VSechny ostatni projevy, tedy vyss$i mira
oxidacniho poskozeni, chronicky zanét, mitochondridlni dysfunkce a akumulace
nedegradovatelného materidlu tomu jen sekunduji. S pfibyvajicim vékem se replikacni
potencial kmenovych bunék postupné vyCerpava a s vyssi frekvenci se objevuji buniky nesouci
nebezpecné mutace v onkogenech a tumorovych supresorech. Vyc€erpané a podezielé buniky se
diferencuji do bunck senescentnich, které¢ se dale nedéli, zato vysilaji do okoli signaly
stimulujici proliferaci a zanét. Mezi signalni molekuly senescentnich buné€k patii i ROS. Cilem
je ziejmé upozornit na snizenou reparacni kapacitu tkané a potencialné nebezpecné bunky. Ve
tkanich starych jedincii je mnozstvi senescentnich bun€k mnohonésobné vyssi nez u mladych
jedinci a imunitni systém je nestiha odklizet. Jejich signalizace pak ptispiva k rozvoji
chronického zanétu a piipadné téZ nadorovému bujeni. Signalem pro piechod do stavu
senescence muze byt 1 pfili§ silnd signalizace podporujici proliferaci a mitochondridlni
dysfunkci, tedy nasledky vyssi hladiny ROS. Skute¢né, kmenové buiky s defektni SOD2

ptechazely do senescence mnohem rychleji (Velarde et al., 2012).

MV

starnuti, nedafilo se z ni vyvodit pozitivni disledky. Nadexprese antioxidac¢nich enzymu a
suplementace antioxidanty nevedly u experimentalnich modeltl az na nékolik vyjimek ke
zpomaleni starnuti ani k prodlouzeni zivota (Schriner et al., 2005). Klinické studie hodnotici
suplementaci antioxidanty na lidskych dobrovolnicich byly rovnéz naprostym zklaménim
(Ristow a Schmeisser, 2011). Objevily se téz negativni vysledky. Suplementace antioxidanty
vedla u mySich modelti k rychlej§imu metastatickému $ifeni nadorti a suplementace askorbatem
u sportujicich lidskych dobrovolnikl zase smazavala pozitivni G¢inky fyzické aktivity (Ristow

et al., 2009). Manipulace, které laboratornim modelim konzistentné prodluzovaly zivot a

30



chranily pted chronickymi chorobami, ovliviiovaly spi§ signalizani kaskddy a v hodnoceni
jejich vlivu na hladiny ROS se publikace rozchazely. Jednalo se piedev§sim o kalorickou
restrikei, kdy byl modeliim snizen pfijem potravy na cca 60% normdalni hodnoty, a o utlument
signalizacni drahy mTOR. V obou ptipadech byla snizena aktivita signalnich drah, které jsou
za normalnich okolnosti stimulovany oxida¢né-redukéni signalizaci a naopak posilena
antioxida¢ni odpovéd. Upln& posledni verze mitochondrialni teorie starnuti tedy kalkuluje
s myslenkou, ze rozhodujici neni oxida¢ni poskozeni, ale oxidacni signalizace, ktera je tmérna

produkci ROS v mitochondriich (Barja, 2019).

Mezitim vSak doslo k necekanym objevim upln¢ jinych mechanisml oddalujicich starnuti a
prodluzujicich zivot. Na nékolika riznych modelech pocinaje kvasinkami, pfes octomilky,
hlisty, az po mysi bylo zaznamenano prodlouZeni Zivota a vyssi odolnost ke stresu. Spoleénym
jmenovatelem byla tentokrat vyssi produkce ROS v mitochondriich, ktera spoustéla stresovou
odpovéd’. Modely byly zaloZzeny na malych davkach mitochondrialnich toxinti nebo mutacich,
které jen mirn¢ poskozovaly funkénost mitochondrii. Kompenzacni odpovéd’ na stres v téchto
modelech piebila Gi¢inek mitochondridlniho poSkozeni a vedla k vyslednému pozitivnimu vlivu
na zdravi. Tim pfipominala jev znamy toxikologiim jako hormeze, kdy silna reakce organismu
na mirnou zatéz (intoxikaci) zlepsuje stav organismu oproti kontrole bez zatéze. Mechanismus
prodluzujici zivot zminéné skupiné modeld byl Dr. Michaelem Ristowem nazvan
mitochondrialni hormeze, ve zkratce mitohormeze (Ristow a Schmeisser, 2011). Hladiny ROS
u téchto modelil byly tak vysoké, Ze je organismus interpretoval nikoliv jako signal, ale jako
problém. Na druhou stranu nezpisobovaly zasadni poSkozeni. Odpovéd’ v tomto piipadé
zahrnovala tfeba aktivaci faktort Nrf2 a PGCla. Dulezitou soucasti mitohormeze je zvySena
biogeneze a kontrola kvality mitochondrii a snizena signalizace smérem k mTOR (Owusu-
Ansah et al., 2013). Tim se stavaji v zasad¢ analogické ostatnim modelim s oddalenym
starnutim. Aktivace stresové odpovédi je antagonisticka k signalnim kaskadam, které jsou za
jinych okolnosti stimulovany oxida¢né-redukéni signalizaci, predev§im té€ch stimulujicich
proliferaci a zanét. Za prototyp mitohormeze u clovéka je povaZovan sport. Ten je doprovazen
oxidac¢nim a energetickym stresem a v zasadé stimuluje podobné drahy, jako mitohormeze u
experimentalnich modell. Sport je také velmi robustni prevenci chronickych chorob a sportovci

ziji déle nez sedava populace (Merry a Ristow, 2016).

V kone¢ném dusledku se tedy nevylucuje, ze jak mitohormeze, tak snizené hladiny
mitochondridlnich ROS mohou prodluZovat Zivot a chranit proti civilizatnim chorobam.

V obou piipadech je jejich signaliza¢ni ucinek antagonisticky k mirné zvySenym hladindm
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ROS, které jsou spoustéci chronického zéanctu, mitochondridlni dysfunkce a vycerpani
kmenovych bun¢k. Bohuzel, velka ¢ast ceské 1 svétové populace udrzuje hladinu ROS ve svych
organismech pravé v nebezpecné zoné mirného zvyseni. Dosahuji toho kontinudlnim pfisunem
velmi vyzivné stravy, sedavym zivotnim stylem, intoxikaci cigaretovym kouiem a alkoholem
(Ceriello a Motz, 2004). Pomoci by jim mohla farmakologickd manipulace s produkci ROS
V jejich mitochondriich. A pravé hledani cesty k takové manipulaci bylo hlavni ambici mého

dosavadniho vyzkumu.
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3 Prehled FeSené problematiky

3.1 Bilirubin — od toxinu k antioxidantu

Zloutenka zptisobena hromadénim bilirubinu v krvi, sklérach a podkozni tkani je jiz po staleti
povazovana za dulezity symptom jaterni nedostateCnosti. Jakmile je naruSeno mnozstvi
jaterniho parenchymu nebo jeho energeticky metabolismus, projevi se to nedostate¢nou
schopnosti bilirubin konjugovat s glukuronosylovymi zbytky a nasledné¢ exportovat do zluce.
Bilirubin se hromadi v krvi a odtud ptestupuje i do periferni tkané. Existuji i nékteré vrozené
poruchy konjugacnich a exportnich mechanismiti, které vedou k rizné té€zké zloutence bez
zjevného jaterniho poSkozeni. Vedle vzacnych a t€zkych syndromu jako je Crigler-Najjariv a
Rotoriv syndrom stdl donedavna v dustrani nejbéznéjsi a nejmirngj$i polymorfismus
vV promotoru pro UDP glukuronosylasu, ktery spolu s dal$imi dosud neodhalenymi faktory
zpisobuje mirné zvysSeni sérovych hladin nekonjugovaného bilirubinu, Gilbertlv syndrom,

vyskytujici se u zhruba 7% normalni populace (Obr. 10).
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Obr. 10: Distribuce hladin bilirubinu v populaci. Za hyperbilirubinemii jsou povazovdny
hladiny vy$si nez 1 mg.di™t (17 umol.I'Y). Upraveno podle Horsfall et al., 2011.

V dob¢, kdy jsem nastoupil na postgradudlni studium, stale prevladal nazor, Ze bilirubin je
pouze nebezpecny metabolicky odpad, jehoz hromadéni v téle je v lepSim ptipad¢ nezddouci a
V hor§$im neurotoxické, jako tfeba pii novorozenecké Zloutence. Nicméné uz se zacaly
objevovat i prace, které bilirubinu pfisuzovaly roli antioxidantu, a mtj tehdejsi Skolitel Libor
Vitek prekvapivé ukazal, Ze lidé s Gilbertovym syndromem maji mensi prevalenci
aterosklerdzy, tedy nejcastéjsi priiny invalidity a smrti na svété (Vitek et al., 2002). V té dobé
se predpokladalo, Ze bilirubin se v téle vyskytuje pievazné v krevni plasmé navazany na

albumin, a tam také jediné¢ miZe plnit svou antioxidacni funkci. V literatufe se objevovaly
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nazory, ze realné koncentrace bilirubinu v bunkéch jsou zanedbatelné a proto jeho biologické

ucinky je nutné vysvétlovat pouze antioxidacnim piisobenim na lipoproteiny.

Této situaci nahravala néktera specifika bilirubinu. Vedle relativné nizkych koncentraci také
extrémni nestabilita. Na svétle, pti pH odliSném od 7 a v pfitomnosti tézkych kovi se bilirubin
okamzité oxiduje a rozpadd na nedefinovatelnou smés degradacnich produkti. Ve formé
kyseliny je rozpustny pouze Vv chloroformu a dimethylsulfoxidu, ve formé soli zase jen ve vodé.
Proto v té dobé existovalo jen n€kolik dosti hrubych metod jeho stanoveni v séru nebo in vitro
systémech, ale realn¢ zadna metoda, ktera by dokézala urcit jeho koncentraci v bunkéach a
tkanich. Mym prvnim uspéchem bylo zavedeni pravé takové metody (PFiloha 1). Vyuzil jsem
k tomu poznatek, Ze bilirubin je antioxidant a také jeho specifickou dvoji rozpustnost ostie
zévislou na pH. Pouzil jsem modifikaci klasické Folchovy extrakce nasledovanou HPLC
stanovenim (Obr. 11). Touto metodou jsem poprvé stanovil koncentraci bilirubinu ve tkanich
laboratornich potkanit kmene Wistar a také potkani kmene Gunn s vrozenou
hyperbilirubinemii. Ukazalo se, Ze koncentrace bilirubinu se mezi jednotlivymi tkdnémi 1isi az
o Ctyfi fady a ne vzdy koreluje s hladinou v séru. Do dnes$ni doby byla tato metoda pouzita ke
zméteni hladin bilirubinu  u rGznych laboratornich modeld vcetné potkanli a mysi

s novorozeneckou zloutenkou (Gazzin et al., 2012; Bortolussi et al., 2014; Bockor et al., 2017).
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Obr. 11: Originadl chromatogramu s pikem bilirubinu v 19 minuté a pikem vnitiniho standardu

mesobilirubinu ve 21 minuteé.

Mym priméarnim zajmem vSak bylo antioxidacni piisobeni bilirubinu a snaha zjistit, jestli je jeho
hladiny ve tkani mozné modifikovat a tim modulovat antioxida¢ni kapacitu bun¢k. V té dobé
probihaly z4sadni objevy protektivnich G¢inkit Hmox-1. Nicmén¢ jestli mtze indukce Hmox-1
zvySovat intraceluldrni hladiny bilirubinu ziistavalo sporné. Diskutovala se pfedevSim otazka,
jestli je v bunice dost hemu na to, aby mohlo vzniknout vyznamné mnozstvi biliverdinu, a jestli

vznikly bilirubin ihned nedifunduje do krve (Sheftel et al., 2007). Moje kolegyné Lucie
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Muchova tehdy zjistila, ze 1€ky statiny vyuzivané jako kardioprotektiva indukuji v srdcich
potkani Hmox-1. Ja jsem zm¢éfil koncentraci bilirubinu v srde¢ni tkéni a ukéazalo se, ze u tkani
S vyssi expresi Hmox-1 je signifikantné zvySena (PFiloha 2). Zbyvalo vytesit zahadu, odkud se

bere zdroj hemu pro nadprodukci bilirubinu.
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Obr. 12: Schéma syntézy hemu, upraveno podle Ponka, 1997.

Metoda fungovala 1 na tkanovych kulturach, a tak jsem m¢l moznost zméftit, Ze indukce Hmox-
1 je doprovazena zvySenim intracelularnich hladin bilirubinu, zatimco oxidacni stres jeho
hladiny snizuje, ziejmé skrze nevratnou oxidaci (PFiloha 3). Co bylo kli¢ové, indukce Hmox-
1 byla doprovéazena zvySenim aktivity synthasy kyseliny -aminolevulové (EC 2.3.1.37), ktera
ur¢uje rychlost syntézy hemu (Obr. 12). Podaftilo se tedy prokazat, ze soucasti indukce Hmox-
1 skute¢né je zvySeni intracelularnich hladin bilirubinu diky soucasné vyssi syntéze hemu.
Tento jev se podafilo potvrdit i v pokusu na laboratornich potkanech se septickym Sokem, ktery

je doprovazen indukci Hmox-1 a Zloutenkou.

Nase pozornost se uptela 1 na Zloutenku. Experimenty na tkaiovych kulturach ukazaly, ze za
standardnich podminek koreluje intracelularni hladina bilirubinu s hladinou extracelularni.

Zloutenka byla do té doby povazovana za pasivni vedlej§i produkt jaterni dysfunkce. Nase
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hypotéza byla, Ze se jedna o aktivni adaptivni mechanismus, kterym jatra chrani periferni tkdné
pii oxidaénim stresu. Pouzili jsme model oxida¢niho stresu zpiisobené¢ho vysokymi hladinami
zlucovych kyselin pii obstrukeni cholestdze. Ta je zaroven doprovédzena zloutenkou. Ukézalo
se, ze systétmové zvyseni hladin bilirubinu bylo mnohem vyssi nez zvysSeni v jatrech a bylo
doprovazeno vyraznym nariistem antioxidacni kapacity krevni plasmy, zatimco v jatrech byly
zvySeny ukazatele lipoperoxidace a bilirubin byl zfetelné¢ konzumovan. To nas vedlo k tvrzeni,
ze Zloutenka je adaptivni a protektivni reakci na oxidacni stres v jatrech (PFiloha 4). Tento
poznatek vyvolal otazku, zda by bylo mozné iatrogenné zvysit hladiny bilirubinu v téle skrze
inhibici konjugacnich a exportnich mechanismt a soucasnou indukci Hmox-1. Nejnové;jsi
ptispévek na toto téma ukazuje, ze podavani nékterych derivati silymarinu z Ostropestice

marianského skute¢né dokaze zvysit tkanové a sérové hladiny bilirubinu (Suk et al., 2019).
3.2 Tetrapyroly a mitochondrie

Série prvnich ctyt praci pomohla ukazat, ze bilirubin je skute¢né aktivnim a vyznamnym
Cinitelem antioxida¢ni obrany organismu. Jenze vysledky in vivo a klinickych studii
naznacovaly, Zze mezi antioxidanty zaujima zvlaStni misto. Zatimco suplementace jinymi
antioxidanty nevykazovala u lidi Zadny efekt, nebo byla dokonce asociovana s vyss$i mortalitou,
u bilirubinu tomu bylo Uplné jinak. Vys$i hladiny bilirubinu u subjekti s Gilbertovym
syndromem i v ramci piirozené variability byly silng, konzistentné a jednozna¢né asociovany
S niz§i prevalenci aterosklerdzy a incidenci jejich nasledkli — ischemické choroby srdecni,
infarktu a mrtvice. Stejné tak incidence nékterych druhi rakoviny byla nizsi. Niz§i zatéz dvéma
nejéastéj$imi pri¢inami Gumrti se projevila i v niz§i mortalité subjektd s vy$$imi hladinami
bilirubinu. Vys$s§i hladiny bilirubinu byly téZ asociovany s niz§im krevnim tlakem, niZsi
prevalenci obezity, diabetu, plicnich chorob a autoimunitnich chorob. Bilirubin plsobil téz
protizanétliveé a zlepSoval piezivani potkant vystavenych septickému Soku, ischémii a alogenni

transplantaci (Horsfall et al., 2011; Wagner et al., 2015).

Nabizelo se, ze bilirubin je vice neZ pouhy zhase¢. Vyuzil jsem tedy svého piestupu na
pracovisté zabyvajici se mitochondrialni molekularni fyziologii a snazil se zjistit, jestli bilirubin
néjak neovliviiuje mitochondrialni respiraci, membranovy potencial a produkci ROS. Inspiraci
mi byly prace, které ukazovaly, Ze extrémni hladiny bilirubinu mohou sniZovat membranovy
potencial a inhibovat respiraci (Keshavan et al., 2004). Spolu s tehdejsim doktorandem AleSem
Dvotékem jsme adaptovali fadu metodik pro pouziti k vyzkumu bilirubinu a zjistili, Ze jeho
popisovany vliv na membranovy potencial a respiraci jsou artefakty. Nicméné se ukazalo, ze
bilirubin inhibuje produkci mitochondridlnich ROS a tento jev vyrazné ovlivituje celkové
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bunécné hladiny H20> 1 rovnovahu mezi oxidovanou a redukovanou formou glutathionu. To
znamenalo vyznamny zéasah do oxida¢né-redukeni signalizace, ktery mohl vysvétlovat Siroké

spektrum protektivnich G¢inku bilirubinu (PFiloha 5).

Niz§i produkce mitochondridlnich ROS je zaroven svatym gralem piiznivcl hypotézy, Ze
starnuti je zpusobené mitochondridlnimi volnymi radikaly. Proto jsme se rozhodli porovnat
starnuti laboratornich potkant kmene Wistar a potkani Gunn, kteii od narozeni maji zloutenku.
Ukazalo se, Ze ro¢ni a starsi potkani se zloutenkou maji nizsi hladiny prozanétlivych cytokinii,
vyssi toleranci glukozy, méné visceralniho tuku a nizsi tkanové ukazatele bunécné senescence
a mitochondrialni dysfunkce. Piestoze méteni délky zivota nebylo z logistickych divodi
provedeno, tyto parametry naznacuji, ze starnuti u potkanii se Zloutenkou bylo skute¢né

pomalejsi, nebo prinejmensim ze zdravotniho hlediska pfiznivéjsi (PFiloha 5).

Protoze zanét je zasadnim Cinitelem v patogenezi chronickych chorob, rozhodli jsme se o
n¢kolik let pozdéji prozkoumat rozsah protizanétlivych ucinkt Zloutenky v plné §ifi 1 hloubce
na potkanim modelu septického Soku. Ukazali jsme, Ze Zloutenka nesnizuje jen produkci
cytokind, ale i mobilizaci neutrofili a pomér mezi CD4" a CD8" T-lymfocyty. Kli¢ovym
nalezem vSak byla niz§i mira aktivacni fosforylace u faktoru NFkB. Ta je modulovana
oxidacné-redukcéni signalizaci a tak tento nalez déle zvySuje pravdépodobnost, Ze i

protizanétlivé G¢inky bilirubinu jsou zpuisobeny jejim utlumenim (P¥iloha 6).
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Obr. 13: Struktura fykokyanobilinu a chlorofylu. Volné dilo.

Ani takto slibné vysledky nic neméni na faktu, ze iatrogenni vyvolani Zloutenky je a jesté
néjakou dobu bude pfinejmenSim kontroverzni. Alternativnim pfistupem, jak simulovat

pusobeni bilirubinu, je podavat néjakou bezpecnou a relativné stabilni latku, kterd bude mit
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podobné ucinky. Jako vhodni kandidati se jevi tetrapyroly zvané fykokyanobiliny nachazejici
se v sinicich a chlorofyl ve vSech zelenych ¢astech rostlin a fas (Obr. 13). Sinice a fasy jsou

ucinky, takze tyto nadéje nejsou neodiivodneéné.

Proto jsem se sradosti podilel na vyzkumu antiproliferacnich ucinkti téchto tetrapyrold.
Ukazalo se, ze fykokyanobilin i chlorofyl ptisobi na mitochondrialni produkci ROS podobné
jako bilirubin a maji potencial ovliviiovat oxida¢né-redukéni signalizaci. V experimentech na
mysich s xenotransplantovanymi lidskymi nadorovymi bunikami zptisobovaly oraln¢ podavané
extrakty ze sinic i ¢isty chlorofyl zpomaleni rustu nadord, coz je opét v souladu s utlumenim
oxida¢né-redukéni signalizace, ktera vesmés stimuluje proliferaci (PFiloha 7, Priloha 8).
Atraktivita téchto vysledki spociva ve faktu, ze sinice Spirulina a fasa Chlorella jsou
dostupnym a oblibenym doplitkem stravy. Otazkou samoziejmé zlstava, jestli komercné

dostupné preparaty obsahuji dostate¢né mnozstvi u¢innych tetrapyrola.
3.3 Laktat a mitohormeze

V dobé pied navratem na VSCHT uZ mi byl znamy koncept hormeze a nové&jsi mitohormeze.
V analogii s velmi slibnymi u¢inky bilirubinu jsem uvazoval, jestli by nebylo mozné pouzit
néjakou bezpecnou a pokud mozno ptirodni molekulu jako univerzalni induktor mitohormeze,
tedy jakysi ,,sport v pilulce”. Pfi prizkumu literatury jsem narazil na pionyrskou praci ze
skupiny prof. George A. Brookse, ktera ukazovala, ze laktat zvySuje hladiny ROS v in vitro
kulturach svalovych bunék a stimuluje mitochondrialni biogenezi (Hashimoto et al., 2007).
Vzhledem k tomu, Ze hladiny laktatu se zvysuji pii télesné namaze, hladovéni a dalSich formach
zatéze, zacal jsem o ném uvazovat jako o stresovém signdlu. Podobné jako bilirubin, 1 laktat
byl vt¢ dobé vniman jen jako pasivni produkt metabolismu, ktery zptusobuje maximalné

svalovou unavu.

Pro zkoumani ucinku laktatu jsem zvolil oblibeny in vitro model starnuti, kontinudlni
pasdzovani netransformovanych kozZnich fibroblastl. Tyto buiiky svymi vlastnostmi odpovidaji
multipotentnim kmenovym buiikadm a jako takové piejdou po omezeném poctu pasazi do stavu
replikacni senescence, nebo u nich dojde k transformaci na nadorové buiiky. Spolu s dvéma
tehdejSimi postgradudlnimi studenty jsme ukdzali, Zze expozice laktatu skuteCné zvysSuje
produkci ROS v mitochondriich, ovlivituje oxida¢né-redukéni rovnovahu glutathionu a
ovliviiuje klicové prvky stresové signalizace vcetné faktoru PGCla. Dal§Sim zajimavym

zjisténim bylo, Ze fibroblasty vystavené pravidelnym pulsiim laktatu vykazovaly i ve vysoké
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pasazi mén¢ znamek senescence a mitochondridlni dysfunkce (Priloha 9). Byly tedy naplnény
hlavni znaky mitohormeze a dalo se ptfedpokladat, Ze samotny laktat se vyznamné podili na

prospésnych zdravotnich Gcincich sportu.

cytosol ( mitochondrie

dychaci

resplra<7

laktat

mTORCI1

/

Senescence m——) starnuti

Obr. 14: Schéma signalizacnich ucinki laktatu. Bile Sipky — metabolické toky, zelené Sipky —

aktivacni signalizace, cervené Sipky — inhibicni signalizace. Vlastni prace.

My sami jsme neméli pfistup k technikdm nezbytnym pro provedeni pokusu na zvifatech, takze
jsme nemohli ziskana data ovéfit in vivo. Nase prace se vSak stala vychodiskem pro publikaci
skupiny prof. P. J. Magistrettiho, kde pro studium ucinka laktatové mitohormeze pouzili
oblibeny in vivo model starnuti, hlistice Caenorhabditis elegans. Ve své praci ukazali, ze
expozice fyziologickym hladinam laktatu prodluzovala hlisticim Zivot a ¢inila je odolng;si
k farmakologicky vyvolanému oxida¢nimu stresu (Obr. 15). Krom¢ toho popsali vyrazné

neuroprotektivni ucinky latatu (Tauffenberger et al., 2019).
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Po piestupu na VSCHT mi bylo mym vedoucim Toméasem Rumlem velkoryse umoznéno
pokracovat ve vyzkumu signalizacnich a protektivnich G¢inkii laktatu. Mezitim se V literatute
zaCalo objevovat mnozstvi dalSich pracich popisujicich laktat jako signalni molekulu. Byl
nalezen receptor pro laktat GPR81 a popsana role laktatu v indukei transkripce skrze PGCla.
Ukazalo se, ze laktat hraje roli v insulinové signalizaci, termogenezi, tvorb¢ a uchovani paméti,
angiogenezi, erytropoéze a zanétu (Obr. 16). Laktat téz ovliviiuje uvolnovani hormoni
spoustéjicich stres a chut’ k jidlu. Infuze hypertonického roztoku laktatu se ukazuje byt velmi
nadéjnym lékem v akutni medicing, predev§im pii poranéni hlavy a mozkové mrtvici. Tyto

nejnovejsi poznatky jsem pro ¢eskou vefejnost shrnul v ptehledovém ¢lanku (Piiloha 10).

Jednou z dilezitych oblasti, ve které ziejmé hraje laktatova signalizace klicovou roli, je
interakce mezi nddorovym mikroprostfedim a agresivitou nadorovych bunck. Nadory totiz
obsahuji vy$$i hladiny laktdtu nez normalni tkan. Je to disledkem tzv. metabolické
transformace, kdy mitochondridlni respirace nadorovych bun¢k nestaci tempu glykolyzy (nebo
pentdézového cyklu) a prebyteény laktat je ve znaénych mnozstvich exportovan z burky.
Ukazuje se, ze hladiny laktatu v tumoru koreluji s vyssi tvorbou metastaz, rezistenci k 1écbé a
horsi progndzou pacientii. Nasi hypotézou je 1 v tomto piipadé, ze laktat ¢ini naddorové buiky
odolnéjsi ke stresu skrze mechanismus mitohormeze. V soucasné dobé se spolu
s doktorandkami Martinou Koncosovou a Nikolou Vrzackovou zabyvame moznosti, jak tuto
signalizaci obejit a tim ucinit nddorové builky vnimavéjsi k 1é¢be. Tento ptistup je tieba chapat
v kontextu komplexni role stresové a antioxida¢ni odpovédi pfi vzniku a Sifeni nadorovych

onemocnéni, ktery jsem shrnul v pfehledovém ¢lanku (P¥iloha 11).
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4 Zavér

Tato prace shrnuje nejzajimavéjsi vysledky poslednich patnacti let mého badani. Prezentované
publikace nepatii vzdy mezi mé nejimpaktovanéjsi nebo nejcitovanéjsi, zato prinaseji nadéji na

smysluplnou aplikaci v péci o lidské zdravi.

Hlavni ambici bylo nalézt ptfirozené antioxidacni mechanismy, které bude mozné transformovat

v ucinnou a bezpecnou farmakologickou prevenci civiliza¢nich chorob.

Dva negativné vnimané metabolické odpady lidského tcla, bilirubin a laktat, byly
charakterizovany jako molekuly, které dokazi pti bezpecnych fyziologickych koncentracich

ptirozen¢ vychylit mitochondridlni produkci ROS smérem od nezadoucich hodnot.

Tim byla nalezena podstata ptekvapivého protektivniho Uc¢inku bilirubinu, jediného

antioxidantu, jehoz vys$i hladiny v téle prokazateln¢ chrani pted civiliza¢nimi chorobami.

Prezentované vysledky jsou téZ raciondlnim argumentem legitimizujicim pfirodni dopliky

stravy zaloZené na fasach a sinicich.

Tématika ptiznivych ucinkt laktatu se zase trefuje do rostouciho zajmu odborné i laické
vetejnosti o lidsky mikrobiom, jehoz schopnost produkovat laktéat se ziejme G€astni jeho G¢inkl
na lidské zdravi. Stejné tak je to s preferenci rekreacnich sportovnich disciplin ze skupiny
intenzivnich intervalovych tréninka (HIIT, Tabata) béhem nichz dochéazi k velkému nartstu

hladin laktatu v organismu.

Cela tada otazek souvisejicich se signalizaénim G¢inkem bilirubinu a laktatu vsak stale jesté
neni dofeSena. Pfedev§im stale nezname piesny molekuldrni mechanismus, jimZz reguluji
produkci ROS v mitochondriich. Velkou neznamou je také efektivni zpisob podani do

organismu nebo alesponi do postizené oblasti.

Prezentované vysledky tedy povazujme spi§ za nalezeni zacatku cesty, na jejimz konci by se

mohl skryvat u¢inny a bezpeény farmakologicky prosttedek k prevenci civiliza¢nich chorob.
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