1. Metabolicka acidosa, jeji pfi¢iny a dasledky

e acidobazicka rovnovaha (ABR)

dynamicka rovnovaha kyselin a zasad uvnitt organismu, tj. staly pomeér mezi jejich
tvorbou a odbouravanim, respektive vylu¢ovanim
nezbytnd pro udrZzeni homeostazy organismu
v klidovém stavu dochézi k vétsi produkci kyselych latek, které jsou ovsem
neutralizovany systémem pufri a vylucovany z téla pryc
fyziologické pH extracelularni tekutiny je 7,36-7,44
regulace kyselosti prostfedi probiha jednak pufry a jednak organy (metabolicka
regulace)
ABR neni sména H* a OH- iontti, ale zména koncentrace hlavnich iontti, zména pH je
az druhotna v disledku zmény v HCO3-/ pCO2
» v téle je bikarbonatovy pufr, jakoZto lapac prebytecnych vodikovych iontt
* narozdil od ostatnich systém je hydrogenuhlic¢itanovy pufr otevieny systém,
miizeme jej dopliiovat a odc¢erpavat, upravovat slozeni - piesnéjsi regulace
vnitfniho prostiedi
* metabolicky je pufr ovlivnén jatry (amoniak, mocovina, glutamin), ledvinami
(vylu¢ovani nebo zadrzovani bikarbonatu pfipadné amoniaku) a respiracné
potom plicemi (vylu¢ovani CO2) sniZuje mnozstvi HoCOs
Henderson-Hasselbachova rovnice

pH = pKa + log [HCOs7]/[H2COs]
pH = pKa + log [HCOs]/a . pCOz

pKa = 6,1

[HCOs5] =24 mmol/1
[H2COs] =1,2 mmol/1
a = 0,224 mmol/1. kPa
pCO2 = 5,3 kPa

e standardni bikarbonat

koncentrace bikarbonatu v plazmé nasycené kyslikem, pii teploté 37°C a pti pCO2=40
torr (5,32kPa), tj. pfi vylouceni respira¢ni poruchy

informuje nds pouze o metabolické slozce ABR

fyziologické rozmezi = 21-25 mmol/1

aktualni bikarbonat je pak koncentrace bikarbonatti v 11 krve nasycené kyslikem pri
aktudlné naméfreném pCO: (fyziologicky 21-25 mmol/I)

e metabolické poruchy ABR

stavy, pfi nichZ se vyznamné méni koncentrace hydrogenuhlicitant
soucasné se vzdy zméni i koncentrace jednoho ¢i vice hlavnich iontt, nebot
hydrogenuhlic¢itanovy aniont musi byt v rovnovaze s ostatnimi ionty télesnych tekutin

jedna se o acidosy nebo alkalosy

acidemie je odchylka pH od normy X acidosa je pfebytek kyselin/nedostatek bazi
kompenzace je vzajemnd - metabolickd porucha se kompenzuje respiraci a naopak
korekce pak probih4 tak, Ze metabolickd porucha se koriguje metabolicky

rozvoj kompenzac¢nich mechanismii - respirace za 12-24 hodin, ledviny asi za 5 dni



Metabolicka acidosa
e stav, kdy dojde k poklesu koncentrace standardnich hydrogenuhli¢itant pod referencni
hodnoty
e miZze se tak stat v diasledku
- hromadéni nékterého aniontu, ktery hydrogenuhli¢itany z mineralogramu , vytlac¢i”
- ztrat hydrogenuhlicitanti (doprovéazenych kationtem, nejspise tedy jako
hydrogenuhlic¢itanu sodného)
- ztrat nékterého kationtu, nejspiSe sodiku, jeZ jsou kompenzovany poklesem
koncentrace hydrogenuhli¢itanti (vzacnéji)
e metabolicka acidosa z hromadéni aniontt
- laktatova acidosa
» kyselina mlé¢na v prosttedi, jehoz pH je blizké hodnoté 7,4 prakticky zcela
disociuje na laktatovy aniont
» koncentrace laktatu vyznamné stoupd zejména pii tkariové hypoxii
- ketoacidosa
» 7z hlediska ABR hromadéni B-hydroxybutyratu a acetacetatu
* rozviji se pokud glukosa nepostacuje jako zdroj energie a ve zvySené mife se
odbouravaji tuky - pfi hladovéni, DM1, extrémni zatéZi apod.
- rendlni acidosa
» piiselhdni ledvin se typicky rozviji metabolicka acidosa
» schézi se nékolik poruch, které na ABR ptisobi stejnym smérem
- hromadéni sirant
- hromadéni fosfatii
- hyperurikémie (kyselina mocova se za pH blizkého fyziologickému
chova jako aniont)
- pti zachovani diurézy a tubularnim poruseni selhdva reabsorpce
hydrogenuhlicitanii
- ztraci se acidifikace moci
- acidosa pfi nékterych otravach
* intoxikace ethanolem - metabolizuje se na acetat
- kromé nadprodukce acetatu hraje vyznamnou tlohu produkce NADH
pfi odbouravani ethanolu
- vysoka koncentrace redukénich ekvivalentt inhibuje odbouravéani
laktéatu, ktery se hromadi
- podobné NADH inhibuje glykolyzu, coz v kone¢ném diisledku vede ke
stimulaci ketogeneze a hromadéni B-hydroxybutyratu a acetacetatu
* intoxikace metanolem - metanol se metabolizuje na formiat
* intoxikace etylenglykolem - metabolizuje se na oxalat
e metabolicka acidosa ze ztrat hydrogenuhlic¢itant
- nejcastéji dasledkem ztrat hydrogenuhlicitanti z GIT
* duodenalni a pankreaticka stava jsou bohaté na hydrogenuhlicitany, které maji
neutralizovat trdveninu pfichazejici z Zaludku
* normalné se hydrogenuhlic¢itany resorbuji zpét v tenkém stfevu - pfi nékterych
onemocnénich GIT (prajmy, syndromy kratkého stfeva) mize byt resorpce tak
nizka, ze koncentrace hydrogenuhlicitanti v krvi vyznamné klesne
- jinou pfi¢inou mohou byt ztraty hydrogenuhlicitant ledvinami (rendlni tubularni
acidosa, nezddouci tc¢inek diuretické 1é¢by apod.)
- do skupiny metabolickych acidos ze ztrat hydrogenuhli¢itantt miZeme také zaradit
tzv. dilu¢ni acidosu
* dochézi k ni pfi rychlém podani infuzi



* hydrogenuhli¢itany se v krvi natfedi rychleji, neZ se sta¢i metabolismem
dopliovat
* pochody, které udrzuji parcialni tlak oxidu uhlicitého, jsou mnohem rychlejsi,
takze pCOz se neméni
terapie
- pokud nékoho rychle zalkalizujeme, vznika respiracni tiseri
- terapie je podavani bikarbonatt

* NaHCOs
» soli organickych kyselin (organické kyseliny se metabolizuji v Krebsové cyklu na
bikarbonét)

- Ringertav roztok s laktatem - laktat se metabolizuje na bikarbonat (Na*, ClI-, K*, Ca?*)

vzorce: B-hydroxybutyrét, acetoacetat, aceton, laktat, pyruvat (aceton vztah k ABR nem4 -
nedisociuje)

2. Metabolicka alkalosa, jeji pfi¢iny a dusledky

poruchy ABR
- alkalemie je odchylka pH od normy X alkalosa je piebytek bazi nebo nedostatek
kyselin
- alkalémie vede k poklesu vapenatych ionti a tak vzestupu neuromuskularni
drazdivosti, dale k poklesu drasliku a poruchdm srde¢niho rytmu
- dale tu dochazi k posunu disocia¢ni kiivky Hb - tkanova hypoxie
- alkalosa je horsi nez acidosa - hors$i kompenza¢ni mechanismy
metabolicka alkalosa je stav, kdy dojde k vzestupu koncentrace standardnich
hydrogenuhlic¢itanti nad referenc¢ni hodnoty
miiZe se tak stat v disledku

- ztrat nékterého aniontu He! ﬁ'ﬂ
. ol?vykle chloridy nebo proteiny, které jsou Heo,
v ionogramu kompenzovéany doplnénim 0
hydrogenuhlicitanti H,C0;
- vzestupu koncentrace nékterého kationtu cr

* nejcastéji sodik
alkalosa ze ztrat aniontt
- hypochloremicka alkalosa
* pfichronickém zvraceni, pfi némz se ztraci velké mnoZstvi chloridového
aniontu vyzvracenou Zaludecni stavou
» jako diisledek podavani diuretik
- hypoproteinemie
» bilkoviny se chovaji jako polyanionty, takZe pokles jejich koncentrace
kompenzuje doplnénim hydrogenuhlicitanti
* napt. selhani proteosyntézy v jatrech, ztraty bilkovin pfi nefrotickém syndromu,
malnutrice
* jaterni selhani
- typicky provazeno metabolickou alkalosou v désledku
* hypoproteinemie (selhani proteosyntézy
» sekundarniho hyperaldosteronismu s retenci sodiku (aldosteron
se neodbouréva jatry)



* zpomaleni mocovinového cyklu (metabolicky déj, ktery produkuje
proton na kazdou molekulu vzniklé mocoviny)
e alkalosa z dehydratace
- relativni zvySeni sodnych ionth pfi sniZeni objemu vody v organismu
¢ hypernatremicka alkalosa
- nejcastéji dasledkem hyperaldosteronismu
* primarni hyperaldosteronismus
- unékterych nadort nadledvin nebo jinych tumort, produkujicich
aldosteron
* sekundarni hyperaldosteronismus
- Castejsi
- nasledek jaterniho selhani (aldosteron se v jatrech odbourava) nebo
nadmérna aktivace renin-angiotenzin-aldosteron (RAAS)
- zvysend hladina aldosteronu zptsobi, ze ledviny zadrzuji vice sodiku, coz se
v ionogramu kompenzuje

doplnénim alkal6za —— EC K* < IC H*
hydrogenuhli¢itanového aniontu / \

- Setfeni sodiku navic probiha na
ukor zvysenych ztrat drasliku a T odpad H* mosi K+
protont do modi, coz vede (a resorpce HCO3)
k dalsimu prohlubovani alkalosy | S » ) /
(paradoxni acidurie - tu lze \V Ie::;‘f lnr‘:gllsm
rozetnout podanim drasliku) e

- retenci sodiku zptisobuji i Na* < H*
kortikosteroidy, metabolicka
alkalosa proto provézi i Cushingiiv syndrom

* Cushinglv syndrom vznika dlouhodobym nadmérnym ptisobenim vysokych
hladin kortizolu v organismu
e alkalosa z nadbytku jinych kationtt

- vzéacnéji mize metabolickou alkalosu zptisobovat nadbytek jiného kationtu (napf.
ionizovany vapnik)

* napft. pfi nadorech kosti (mnohocetny myelom, metastazy karcinomu prsu,
prostaty apod.)

» pii odbourdvani tkané se uvoliuje velké mnozstvi vapenatych kationtd, ale i
hydrogenubhli¢itanovych aniontii
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e terapie
- argininchlorid (literarné tradovano)
- NadCl

* doplnéni chlorida

* misto NaH,POs se vylucuje Na,HPO4 (méné acidifikovana moc)

= diluce HCOs-

» korekce hypokalémie
* nemuiiZzeme jej podat mnoho (draslik)
e vySetieni podle Astrupa
- plna heparinizovana krev
- kapilarni (arterializovana - tfeba dosahnou vazodilatace)

- arteridlni
- venosni
pH 74 +- 0,04
pCO2 5,3 kPa +-0,5, respira¢ni slozka
HCOsak:.  |24,0 mmol/1 |*+-2
HCOs3 4t 24,0 mmol / 1 | *-2 kolik by bylo pii nasyceni krve na 5,3 kPa CO»
BE 0,0 mmol / 1 +-2,5, kolik by bylo nutné pridat silné kyseliny pfi nasyceni krve na 5,3 kPa CO, aby pH
bylo 7,4, metabolickd slozka
norma 10-13,3 kPa, respira¢ni podil na zménach ABR
pCO, 12,0 kPa 12 P
sat. Os 98/0% norma 94-99%, vhodny pro kontrolu vysledkit
celk. CO2 |27,0 mmol/1 celkové uhli¢itany - CO, + H,COs + HCOs.




3. Kombinované poruchy acidobazické
rovnovahy

kombinace nékolika poruch ABR
laboratorni vysetfeni ABR
- vySetfeni krevnich plynti a vnitiniho prostfedi dle Astrupa (novéji vysetieni
acidobazické regulace
- poskytuje informace o pH krve, parcialnim tlaku kysliku a oxidu uhli¢itého, procentu
okyslic¢ené krve v tepnach atd.
-k vySetfeni se pouziva arteridlni, arterializovana kapildrni nebo centralni venosni krve,
vzorek nutno odebrat anaerobné
vyznamnd je zejména metabolicka acidosa kombinovand s metabolickou alkalosou
- ptivysetfeni ABR dle Astrupa jsou jednotlivé parametry v normé nebo jen mirné
vychylené (poruchy se vzdjemné koriguiji)
- kombinovana porucha ABR proto nemusi byt rozpoznédna, nebo mtize byt
podhodnocena
- lécebny zasah, ktery ovlivni jednu z dil¢ich poruch, mtize zptsobit, Ze druhy porucha
rychle pfevazi - mtze dojit k prudké zméné pH vnitiniho prostfedi a téZkému
metabolickému rozvratu vnitfniho prostfedi pacienta
proto se laboratorni vysetifeni nehodnoti nikdy samostatné - vzdy je tfeba jej dat do vztahu
s ostatnimi laboratornimi nalezy, anamnesou a klinickym stavem
v zasadé plati
- kazda odchylka v koncentraci hlavnich iontt (Na, K, Cl) zptisobuje poruchu ABR
- kazda odchylka koncentrace celkové bilkoviny a albuminu zptisobuje poruchu ABR
- kazdé organové selhani (rendlni insuficience, tézsi hepatopatie, srde¢ni selhavani) je
provéazeno poruchou ABR
pokud poruchu ABR na zdkladé anamnesy, klinického obrazu ¢i jinych vysetieni o¢ekavame,
ale ve vysetfeni ABR nevidime, jde o kombinovanou poruchu a musime patrat po dalsich
odchylkach
- pokud rychle ovlivnime jednu slozku kombinované poruchy ABR, musime peclivé
monitorovat vnitfni prostfedi a o¢ekdvat jeho rychlé zmény
MAC + MAL
- zvraceni + hladoveéni - hypochloremické alkalosa + ketoacidosa z hladovéni
- zvraceni + prajem - hypochloremickd alkalosa + alkalosa ze ztrat bikarbonéatu
- hepatorenalni selhani - kombinace jaterni metabolické alkalosy s rendlni acidosou
- urémie + zvraceni
- selhani ledvin s nefrotickym syndromem + téZka hypoproteinemie - renalni acidosa
z hromadéni sulfat a fosfatii je provazen alkalosou pfi hypoproteinemii
- protrahované zvraceni - hypochloremicka alkalosa pfi zvraceni kombinovana
s ketoacidosou zptisobenou hladovénim a laktatovou acidosou z nedostate¢né perfuze
tkani pfi hypovolemii
MAC + RAL = otrava salicilaty - zvraceni a hyperventilace (tachypnoe)
RAC + MAL
- selhani jater s respiracni insuficienci
» tézkd hypoproteinémie pfi selhani jater vede k plicnimu edému, v disledku
hypoxie se rozviji laktatova acidosa
2x MAC = dekompenzovany diabetes mellitus (ketoacidosa) + hypovolémie (laktatova MAC)
RAC + MAC = kardiopulmonalni selhani



(kazuistiky)

4. Vztah acidobazické rovnovahy a
metabolismu iontt. Zmény iontového
hospodarstvi pti poruchach ABR, zmény ABR
pri poruchach hospodareni s ionty

vztah mezi ABR a metabolismem hlavnich iontti rozdélujeme do dvou skupin
- vyména protont za jiné kationty
- udrZovani elektroneutrality, tedy rovnovdha mezi koncentracemi hydrogenuhli¢itant
a ostatnich iontt

vymeéna protonu za kationty drasliku a vapniku
- draslik a ABR

na kratkodobém udrzovani ABR se podileji zejména pufry, mezi nejvyznamnéjsi
patii hydrogenuhlic¢itanovy, hemoglobinovy systém a intraceluldrni pufry
(hydrogenuhli¢itany, bilkoviny, fosfaty)
pfi acidémii bude ¢ast nadbyte¢nych protonti vstupovat do bunék, v nichz bude
pufrovat
pres bunéénou membranu se tak pfenese kationt, coz by samo o sobé vedlo ke
zméné membranového potencialu
proto se musi do ECT vratit také jeden kationt - diky vysoké vodivost
plazmatické membrany pro draslik to bude pravé K+
draselné ionty se tedy na plazmatické membrané sménuji za protony!
- acidosa - hyperkalemie
- nemeéni se vSak celkové mnoZzstvi drasliku v organismu, jen se pfesouva
mezi kompartmenty
- déle ale v diisledku zvySenych rendlnich ztrat kalia zpétné dojde k jeho
depleci
- alkalosa = hypokalemie
- mechanismus vSak funguje i obracené - hyperkalemie zptisobi acidosu a
hypokalemie alkalosu

- vapnik a ABR

podobné jako se sménuje K+ s protony, méni se protony i za Ca2*
klicovou roli hraji v tomto mechanismu plasmatické bilkoviny
- bilkoviny krevni plasmy se chovaji jako pufry pfedevsim diky
karboxylovym a amino skupinidm
- v kyselém prosttedi jsou e .
karboxylové skupiny

v protonovaném, ®
nedisociovaném stavu (- —coQ B COO"'@ (H-]
COOH) — coo) — COO™" o

- pti alkalizaci za¢nou — coo@® — coo...
pufrovat a dochdzi k jejich L coo@® Lo e
disociaci (-COO-) - (H')
karboxylat velmi G¢inné

Kyselé prostredi / ‘\.\ Zasadité prostiedi




vaze dvojmocné kationty (hlavné Ca2*)

* na pH prostiedi také zalezi, jaka ¢ast vapniku bude ionizovand a jaka
neionizovana

* na plasmatickych bilkovinach dochazi ke sménéni protonti za vapenaté ionty

- alkalosa - ionizovanda hypokalcémie

- acidosa - ionizovand hyperkalcémie

- celkova kalcémie se neméni, je ale podstatné, Ze praveé ionizované
kalcium je metabolicky aktivni, zejména pokud jde o membranové déje

» piiklad je patogeneze hysterického zachvatu

- psychogenné podminénd hyperventilace - hypokapnie spojend
s respiracni alkalosou
- pokles koncentrace ionizovaného vapniku - zvySeni neuromuskularni
drazdivosti, prohlubovani psychogenniho zachvatu
- vysledkem byva pad s kie¢emi a apnoickou pauzou - béhem pauzy se
upravi pCO», pH, stoupne i ionizovana kalcémie a epizoda konci
- vramci prvni pomoci se dava postizenym dychat do sacku - dostatecné
pro udrzeni saturace kyslikem, zabrani ztratam CO»
- Fizeni hyperventilace jako prostfedku ke zvySeni neurondlni excitability
se vyuziva i cilené, napt. béhem zaznamenavani EEG
hydrogenuhli¢itanovy aniont a ostatni hlavni ionty
- vztah mezi ABR a iontovym hospodafstvim jsou tésné provazané, zejména proto, ze
jedna ¢ast hydrogenuhlic¢itanového pufru nema naboj (H2COs ¢ili CO»), zatimco druha
slozka je nabita (HCOs.)

* hydrogenuhlic¢itanovy aniont musi byt v rovnovaze s ostatnimi ionty aby byla
zachovana elektroneutralita vnitfniho prostfedi

= pro pCOz nic takového neplati, jeho regulace mtze byt do zna¢né miry nezavisla

- koncentrace vétsiny hlavnich iontt jsou bud’ pfisné regulované, nebot jejich zména by
méla zdvazné funkéni disledky (Na, K, Cl) nebo organismus naopak disponuje jen
velmi omezenymi moZnostmi je rychle ovlivnit (koncentrace bilkovin, ketokyselin,
sulfatti a fosfatt)

» ale! zméni-li se koncentrace nékterého iontu v disledku néjakého patologického
pochodu, musi byt tato zména kompenzovana zménou koncentrace dalsiho
iontu, aby byla zachovéana elektroneutralita

» Casto kompenzace spociva ve zméné koncentrace hydrogenuhlicitanti

- hypochloremicka alkalosa

* pfizvraceni se zaludecni stavou ztraci velké mnozstvi chloridd, koncentrace
ostatnich hlavnich iontd se neméni

* aby byla zachovéna elektroneutralita, bude nedostatek aniont(i doplnén
zvySenim koncentrace hydrogenuhlic¢itanti - ventilace pfitom byva zachovana a
pCOz2 se neméni

* dojde ke zméné pomért v Henderson-

Hasselbachové rovnici a rozviji se hypochloremicka
alkalosa

» v prvnifadé vzdy dochédzi ke zméné koncentrace
iont, zména pH je az druhotna v dasledku zmény
poméru bikarbonat/pCO-

- ketoacidosa

* nadbytek kyseliny f-hydroxymaselné a
acetoacetatu zptisobi pokles koncentrace
bikarbonatu -

$0,2, HPO,Z,
» piikladem je dekompenzovany DM, hladoveéni Mg?*

laktat, ketokyseliny




* pokles bikarbonatu znamend rozvoj acidosy

5. Zakladni reaktivni formy kysliku a dusiku: vlastnosti, reakce, hlavni zdroje v organismu, vyznam

Vv patogenezi

¢ volny radikal
- molekula, atom nebo iont schopny samostatné existence, ktery obsahuje alespor jeden
neparovy elektron
e kyslik je v téle tfeba hlavné k pfenosu elektront (oxidace) z organickych latek na sebe sama
za uvolnéni obrovského mnozstvi energie

CeH1206 + 6 O2 ---> 6 CO2 + 6 HO -
AGO = -2820 kJ /mol (180 g glukosy)

e reaktivitu kysliku Ize navic regulovat katalyzou pfechodnymi w2y
kovy (zelezo, méd)
e spinova restrikce kysliku
- normalni (triplet) Oz je biradikal s vysokou afinitou oo
k elektrontim
- ale pfijem elektronu vyZaduje aby jeden ze stavajicich
neparovych elektront zménil svij spin, coZ je relativné
pomaly proces
- bez této restrikce bychom v kyslikaté atmosféte planety wls
okamZité shoreli
- singletovy kyslik je excitovana, vysoce reaktivni forma
kysliku
e v dychacim fetézci bézi elektrony po spadu redoxniho potenciélu a kyslik je v zasadé potieba
jen na konci fetézce jako akceptor elektronti

SIS,
@@@@(@@@O

SIS
®©®®©®OO

Ciromnd state Oy Simglet by

NADH + H* + 72 Oz---> NAD* + H,O

- napf. u bakterii miZze byt akceptorem i jiny prvek, ale afinita k elektronim u néj vzdy
je nizsi nez u kysliku
- proto je energeticky vytézek 0,

nizsi a tak u vyssich
organismdu, nez jsou bakterie, +le-
nedostacujici . (') _ +2 e- |

- na druhou stranu ale kyslik +4e- 2 " +3 e-
s sebou nese opotf'eberzli (+4 HY) Superoxid (+2 1) (+3 HY)
organismu H;(L

e kyslik sdm o sobé pro organismus
toxicky neni, to jeho derivaty |
- RO? (l‘ea,ktiVI.li formy kysliku, OH- (+H,0)
kyslikové radikély) lze
odvodit od meziprodukti '
jeho redukce na vodu 2H,0

peroxid vodiku

hydroxylovy
radik:il



ROS - reaktivni formy kysliku
o radikaly
- superoxid a7
- hydroperoxyl HO:.
- hydroxylovy radikal OH .
- peroxyl ROO .
- alkoxyl RO.
e neradikaly
- peroxid vodiku H2O»
- kyselina chlornd HCIO
- 0z6n O3
- singletovy kyslik 102

e superoxid .
- zdroje v téle Oj

* {nik elektrona na kyslik =
- dychaci fetézec v mitochondriich - tnik z redoxnich center komplext I a
III, pfedevsim, ze semiubichinonu
- jiné podobné redoxni systémy, napt. mikrosomalni cytochrom P450
monooxygenasa
- jedna se asi 0 1-2% celkové spotfeby kysliku organismem
» NAD(P)H oxidasa
- fagocyty (respiratory burst) - vzplanuti, aktivace makrofaga - pfi
zpracovani glukosy vznikne NADPH, burika si vytvoii systém NADPH
oxidasy a ta si pak vyrabi superoxid jako zbrarn
- nefagocytarni bunky
* nékteré enzymy
- xanthinoxidasa
- cykolooxygenasa
- lipoxygenasa
* reakce Fe?*-hemoglobinu
s kyslikem (nékdy se stane, Ze
kyslik ukradne jeden elektron Fe-
Hb a vznikne superoxid a
methemoglobin) - s tim se musi
umét vyporadat ¢ervené krvinky
* autooxidace (reakce s kyslikem)
raznych latek (askorbat, glutathion
a jiné thioly, katecholaminy)
- vlastnosti
» nepiili$ reaktivni, oxida¢ni i redukéni ¢inidlo
* omezena moznost priichodu pfes membréany (jen skrz aniontové kanély nebo ve
své protonové formeé)
* uvolniuje Zelezo z Fe-S clustert

.,
& proteases

— -
-
t&{elupemxld e )

2 P HO, = HCIO

Arginine —— I_lflir_ulllnc P

-

= dismutace
0,-+0,- + 2H*— 0O, + HO,

* reakce s oxidem dusnatym



NO +0,- — OONO- (peroxynitrit)
e peroxid vodiku H 2() 2
- tvorba v téle
» dismutace superoxidu (spontdnni nebo katalyzovand superoxiddismutasou)

0,-+0,- + 2H*— 0O, + H,0O,

* primo ¢innosti nékterych enzymi
- xanthinoxidasa
- monoaminooxidasa (MAO)
- vlastnosti
* neniradikal v pravém slova smyslu
* volné prochazi skrz biologické membrany
* sam o sobé celkem nereaktivni
= rychle reaguje s redukovanymi p¥echodnymi kovy jako Zelezo a méd’
(Fentonova reakce)

=  Fentonova reakce

H,0, + Fe* — OH- @+ Fe3*

N

(oxidativni poskozeni)
* bezpecné peroxid vodiku odstranuje glutathionperoxidasa, peroxiredoxin nebo
katalasa
e hydroxylovy radikal OH :
- vznik v téle
* jonisacni zafeni
H,0 — H' + OH
* Fentonova reakce (viz vyse)
- vlastnosti
» extrémné reaktivni
» poskozuje biomolekuly v blizkosti svého vzniku
» existuje cca. 10 s - na hranici definice radikalu

RNS (reaktivni formy dusiku)
e radikaly
- oxid dusnaty NO.
- oxid dusicity NO; .
e neradikaly
- nitrosonium NO*
- nitroxyl NO-
- kyselina dusita HNO>
- oxid dusity N2Os
- oxid dusicity N2Oq
- nitronium NOy*
- peroxynitrit ONOO -
- alkylperoxynitrit ROONO .
e oxid dusnaty N O
- vznik v téle
* NO synthasové reakce

L-Arginin + O, + NADPH — L-Citrullin + NADP* +NO-



» tfi rGzné NO synthasy

vlastnosti

NOS I (neuronalni, konstitutivni)

NOS II (fagocyty,
inducibilni)

NOS III (endotelialni,
konstitutivni)

u endotelidlni je pfes
vapenatou signalizaci
aktivovana NOS, NO
difunduje ven

z bunék a u svalstva
zpusobuje ptes cGMP
synthasu vazodilataci

* plynny radikal, toxicky plyn
ve smogu, presto ve vhodné
koncentraci ma v téle
fyziologickou funkci

» afinita k Zelezu

» reakce s -SH sulfhydrylovymi skupinami glutathionu atd. na nitrosothiol,
reverzibilni (fyziologicky transport NO)
= reakce se superoxidem na superoxynitrit a kone¢né hydroxylovy radikal

reakce s hemovym Zelezem guanylatcyklasy (fyziologické acinky,

Lumen of

blood vessel

Endothelial

cells

Smooth muscle cells

relaxace hladkého svalstva atd.)
reakce s hemovym Zelezem hemoglobinu (fyziologicka inaktivace NO)

(toxicita NO - vyuzito u fagocytit)

NO- +D:'_ — OONO- peroxynitrit

OONO- +H* — HOONO —

kyselina peroxydusitd

Volné radikaly v patogenezi

vove

e pricina chorobného stavu

kancerogeneze v diisledku ioniza¢niho zafeni

retinopatie novorozencti
iron-overload disease

e vyznamny podil na patogenezi
chronicky zanét

ARDS - acute respiratory distress syndrome
aterosklerosa
mozkové trauma

DM

ischemie/reperfuze

starnuti

Acetylcholine

Acetylcholine Phospholipasa
[ GPCR ]—’[ c

,IP3

Ca?+/Calmodulin
~

hydroxyl

B
i3 i Protein
receptor cGMP =+ kinase G
PP; l
RELAXATION

OF MUSCLE CELL

OH- + NO.,

wy radikal

¢ jen epifenomenon - obecny dtisledek tkanového poskozeni



6. Fyziologicka aloha reaktivnich forem
kysliku v metabolismu: tkanové hormony,
zbrané fagocyta, hydroxylasy, redoxni
signalizace

e potfeba RONS v téle
- monooxygenasy: hydroxylace steroidti, xenobiotik atd.
- dalsi enzymy
- fagocyty: zabijeni mikrobti nebo nadorovych bunék
- mediatory zanétlivé reakce
- lokalni hormony, mediatory
e hydroxylace hydrofobnich latek
- monooxygenasy, cytochrom P450...

HC=—==CH HC——=CH
- ra .

HE. JCH + O3 + RHp > o SCOH 4R+ HgO
HE ——CH Ho —oh

- v podstaté se jednd o fizenou Fentonovu reakci (mechanismem)

Fe** + SH + 2e- + O, + H*— FeOOH SH
FeOOH SH — FeO** SH + H,O

FeO’* SH — FeOH3*Se — Fe**SOH — Fe’* + SOH
- u alkoholiki je proto oxida¢ni stres - maji tuto reakci nastartovanou
- monooxygenasy
* enzymy, které zacletiuji do molekuly substratu OH skupinu - hydroxylasy
* maji vyznam pii syntéze kolagenu, steroidnich hormont, v metabolismu
xenobiotik (cytochrom P450)
* enzymy obsahuji Zelezo, které funguje jako katalyzator a reakci urychluje, volné
radikaly vznikaji jako meziprodukty reakce, ale jsou rychle odbourany
e dalsi enzymy
- oxidasy
* napi. cytochromoxidasa - oxiduje cytochrom C dychaciho fetézce a elektrony
pfedava koncovému akceptoru aerobniho metabolismu - kysliku
* enzym obsahuje Fe a Cu, které funguji jako katalyzatory, jedna molekula kysliku
pfijme 4 elektrony za vzniku 2 molekul vody, jako meziprodukty vznikaji ROS
Fe3* + Cu?* + e > Fe3* + Cu*
Fe3* + Cu* + e ---> Fe?* + Cu*
Fe* + Cu* + Oz —->Fe3* + Cu* + Oz -
Cu nasledné odevzda elektron superoxidu a vznikne peroxidovy

radikal
Fe3* + Cu?* + H2O2 + e + 2H* ---> FelVO (ferylovy meziprodukt) + Cu?*
+ H0
feryl + Cu?* + e + 2H* ---> Fe3* + Cu?* + H2O
- NADPH oxidasa

* enzym obsazeny hlavné v makrofazich a jinych fagocytech
* ma vyznam pfi respira¢nim vzplanuti, kdy se ve fagocytujici burice vytvareji
volné radikaly s cilem znicit fagocytovany material



» v tomto pfipadé je vznik volnych radikalé Zzadany, protoZe urychluje degradaci
fagocytovaného materialu
* NADPH se ziskava pent6zovym cyklem
= NADPH oxidasa se oxiduje za vzniku superoxidového radikalu, ktery pak mtize
- byt SOD pfeménén na peroxid vodiku
- peroxid pak vstupuje do reakce se superoxidem za vzniku volnych
radikald v pfipadé, Ze je katalyzovana Zelezem (to se mtize uvolnit
z fagolysosomu, kde je kyselé pH a nachazi se v ném fagocytovany
material (tzv. Haber-Weissova reakce)
- s myeloperoxidasou pak vznikd HCIO
- peroxid mtize vstupovat i do Fentonové reakce za vzniku hydroxylového
radikalu
» vznikajici radikaly miizou zaroven ptisobit jako chemoatraktanty a lakat do
oblasti dalsi fagocyty
o fagocyty
- respira¢ni vzplanuti neutrofilnich granulocytt a dalsich fagocytujicich bunék
- porucha tohoto mechanismu je chronicka toxicka granulomatosa, kdy fagocyty
nedokazou pohlcené patogeny zabit a ty se v nich hromadi - granulomy
- NADPH nenachazime pouze u makrofagt, ale i jinde, kromé toho maji fagocyty
schopnost i tvofit NO. a N-chloramin proto se jedna o smrtici silu!
- vyzbroj fagocytu
* membranova NADPH oxidasa
202+ NADPH --->2 Oz-- + NADP* + H*
* myeloperoxidasa
H>Oz + CI- ---> R'RNCl + H20 (N-chloramin)
= proteasy
- synergismus mezi RONS a proteasami
» HCIO, R'RNCl inhibuji al-antitrypsin
* nékteré metaloproteasy jsou aktivovany oxidaci
- respiracni vzplanuti
= aktivace NADPH oxidasy
NADPH + O3 ---> NADP* + Oz~ --—-> H20O2
* uvolnéni Fe ze zasob a Fentonova reakce
H>O; + Fe2* ---> OH . + OH- + Fe3*
* myeloperoxidasa z fagolysosomi
H>Oz + CI- ---> HCIO ---> chloraminy
* syntéza NO (inducibilni NOS) t¢inkem cytokint a mikrobt
Arg + Oy ---> citrullin + NO. ---> NO. + Oz~ ---> OONO- (peroxynitrit,
vazodilatac¢ni, antimikrobialni)

™ prateany
__—‘—~—__i__,.--'_ — e
{ Wyeloperoxidasa )

O, T —— 2 HCIO  +R'R-NH
) - H.O,

kyselina
Clé chlarnéd ™y
\?—.mwﬂ
Arginin = Cl - M-chloramin

e mediatory zanétlivé reakce



problematické je poskozeni nejen infekce, ale i okolni tkdné (zanét)
nizka sekrece - zvySeni exprese cytokinti, chemokint a adheznich molekul

¢ lokalni hormony/mediatory

NO.
* relaxace hladkého svalstva cévni stény, GIT, corpus cavernosum penis
* neurotransmitter/neuromodulator CNS, funkce v synaptické plasticité, uceni a
paméti
* inhibice adhese a agregace trombocytti, adhese leukocytt
Oz~
» funguje opacné nez NO., navzédjem se nici

e koncept redoxni signalizace

redoxni prostfedi buriky - ptiblizné dano pomérem GSH/GSSG a NADH/NAD
ROS funguji nejcastéji jako druzi poslové
na proteinech jsou redoxni sensory
» kritické -SH skupiny
* Fe-Scentra
cile redoxni signalizace
» transkrip¢ni faktory
» proteinkinasy a fosfatasy
oxida¢ni stres aktivuje urcité proteinkinasy a transkrip¢ni faktory
vyslednym efektem je napt. stimulace proliferace, senescence (starnuti) bunék
pusobeni ROS/antioxidant(i v burikach je dosti specifické a komplikované

7. Peroxidace lipidu jako pfiklad oxida¢niho
poskozeni biomolekul. Uloha pfechodnych
kovu (Zelezo, méd) v patobiochemii
reaktivnich forem kysliku

Oxidativni poskozeni biomolekul
e oxidativni poskozeni lipida

peroxidace polynenasycenych mastnych kyselin v membrénach (Zluknuti, fetézova
reakce lipoperoxidace)
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/ Lipidovy radikal, L

Konjugovany dien
—_— lipidového radikalu, T~
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- ? Peroxylovy radikal,
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*  mastna Retézovd reskee

kyvselina lipoperaxidace
R 'R‘f
+  Lipidovy radikal, L-

O
‘5 Lipoperoxid, LOOH
H

dalsim osudem je cyklizace, fragmentace a tvorba latek, jez modifikuji biomolekuly
(karbonylovy stres)
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Alkoxylovy radikal, LO* Peroxylovy radikil, LOO»

' .

Cyklizace, fragmentace

Alkany Aldehydy, napi.:
Alkeny OH
Oy, A I =0
el : o CH;(CHy)- CH-CH=CH-C
/ OB (CHy) -
Malondialdehyd 4-Hydroxynonenal

plice

modifikace biomolekul

e oxidativni poskozeni proteinti
- oxidace -SH skupin
- karbonylace -NH: katalyzovana Zelezem
- hydroxylace aromaticky AMK hydroxylovym radikalem
- nitrosylace aromatickych AMK peroxynitritem
- cross-linking - agregace, sitovani proteinti reaktivnimi aldehydy (produkty
lipoperoxidace)
- proteolyticka degradace modifikovanych proteinti
- témito mechanismy miuze dojit ke zméné antigennich epitopti a tak k rozvoji
autoimunitnich reakci!
e oxidativni poskozeni DNA
- hydroxylace basi - zména parovani bazi
- reakce hydroxylového radikalu s deoxyribosou a produkce malondialdehydu
- dtsledkem obojiho mohou byt zlomy v DNA fetézci, mutageneze, karcinogeneze,
apoptosa, starnuti atd.
e puvod radikali (hlavni cesty)
- hydroxylovy radikal vznika ionizaci vody

H,0 +hv — H +@

- v organismu
* jednoelektronova redukce kysliku (mitochondrie, NADPH oxidasa) vznika
superoxid
* dismutace superoxidu produkuje peroxid vodiku

O‘hl_ +01-_ + 2H+—3" Dj + H_-{):



= Fentonova reakce s Fe nebo Cu vytvofi z peroxidu hydroxylovy radikal

H,0, +Fe* — OH- +(OH) + Fe¥

Uloha prechodnych kovti
e redoxné aktivni pfechodné kovy pfijimaji/davaji elektron snadno

- obchazeji spinovou restrikci kysliku

- kovy jsou v aktivnich centrech vSech proteind pracujicich s kyslikem
e tytéz vlastnosti Fe a Cu jsou $kodlivé, pokud nejsou kontrolovany

- Fentonova reakce

H,0, + Fe2* — OH- +(OH) + Fe¥*

o Zelezo v téle
- ,volné” neexistuje
- Fe?* se oxiduje molekularnim kyslikem na Fe3* za vzniku kyslikovych radikala
- Fe3* tvofi nerozpustné oxohydroxidy
- lidské télo celkoveé vsak obsahuje asi 4g Zeleza
* hemoglobin, myoglobin, cytochromy, enzymy obsahujici hemové nebo
nehemové zelezo, ferritin, transferrin, laktoferrin
- pool nizkomolekularniho zeleza
* komplexy Fe s polyfosfaty, nukleotidy, polykarboxylovymi kyselinami (citrat) -
tyziologicky pouze uvnitf bunék, v plazmé nikoli
* pouze toto Zelezo miize reagovat ve Fentonové reakci
» kontrola/minimalizace tohoto poolu pfedstavuje zakladni antioxida¢ni strategii
organismu
e ECT sekvestrace Zeleza a médi
- transferrin Fe3*
- hemopexin a haptoglobin - hem
- ceruloplasmin - transport Cu
- Cuve vazbeé na albumin
e dale viz. antioxidanty

8. Antioxidac¢ni ochrana lidského téla

e oxidacni stres
- hladina reaktivnich forem kysliku je udrZovana v urcitych mezich mechanismy
antioxida¢ni ochrany
- oxidaéni stres nastava pii vychyleni této rovnovahy K e &
smérem k oxidaci r kN
e antioxida¢ni ochrana
- prevence tvorby ROS/RNS (regulace produkujicich oo
enzymd, sekvestrace pfechodnych kovti) &\ /
- vychytavani, lapani a zhageni radikala 2\
- reparacni systémy (fosfolipasy, proteasom, enzymy >
opravujici DNA) ’\?*'31 \ P s
e antioxidant v chemii potravin T b 1
- redukéni ¢inidlo schopné zastavit fetézovou reakci i % 8
lipoperoxidace (chain breaking)




napt. butylovany hydroxytoluen (BHT), butylovany hydroxyanisol (BHA), tokoferol

(vitamin E)

e antioxida¢éni ochrana lidského téla

¢ anatomické usporadani

anatomické uspotradani regulujici
hladinu kysliku ve tkanich
antioxida¢ni enzymy

sekvestrace redoxné aktivnich
kovt

antioxidaéni substraty

stresova reakce

reparace oxida¢niho poskozeni
DNA, proteind a lipida

prikladem je vniknuti
mitochondrie jakozto

Vdechovany vzduch: 160 mmHg O,
Plicni kapildry: 100 mmHg O,
Arteridlni krev: 85 mmHg O,
Arterioly: 70 mmHg O,
Kapildry: 50 mmHg O,
Bunky: 1-10 mmHg O,
Mitochondrie: < 0,5 mmHg O,
Obr: Wikipedic

prokaryotniho organismu do eukaryotni buriky nebo shlukovani mikroorganismu do

kolonii

u ¢lovéka téZ patrné anatomickym usporfadanim a parcidlnimi tlaky kysliku
e antioxidacni enzymy

superoxiddismutasa
» katalyzuje dismutaci superoxidu

0,~+0,- + 2H*— O,

* naprosto nezbytna pro zivot

s kyslikem
= SOD1
- uziva Cut+Zn
- v cytosolu
= SOD2
- uziva Mn (mitochondrialni
matrix)

- uziva Fe (prokaryoticka)
= EC-SOD
- uziva CutZn
- extracelularni
- vaze se na heparansulfat na
povrchu cévniho lumen
glutathionperoxidasa (GPX), peroxiredoxin

+ H,0,

Glu—Cys—Gly
|
SH

Glu-Cys—Gly
Oxidovany
glutathion (GS-5G)

NADP+
NAD*

Transhydrogenasa

H,O, + 2R-SH — 2 H,0 + RS-SR

2 GSH + H,0, — GS-SG + 2

» glutathion je nasledné regenerovan
glutathionreduktasami

* GPX obsahuji selenocystein
v aktivnim misté

* cytosolova GPX

- redukuje peroxid a LOOH
po uvolnéni z fosfolipid

* fosfolipidhydroperoxid-GSH-

peroxidasa

redukce peroxidu spojend s oxidaci glutathionu

S, wome o
| pemosovgoyiis | ‘ATP
H,O
0,-
| Superoxiddismutasa NADPH+H+
HIOZ

,

FADH, (Se)

] FAD (Se)
5=5

NADP+



- redukuje LOOH i v membréanach
- glutathion (GSH/GSSG)
* tripeptid, v kazdé burice 1-10 mM
* udrZuje redukéni prostredi ICT
* substrat pro GPX, GST
* neenzymové reakce s ROS -

Oxidace dlouhych mastnych kyselin v peroxisomech:

produkty oxidace GSH jsou toxické b i
pro burku ok CoA
* pfioxidaénim stresu export GSSG i \/s
2 buiiky =
- katalasa D
* tetramer, kazda podjednotka i
obsahuje hem s Fe HSC/KHZ)"

» dismutace peroxidu vodiku
2 H,0,— 2H,0 + O,
" peroxisomy, erytrocyty

* také ma peroxidasovou aktivitu, ve srovnani s GPX vSak nevyznamnou
H,0, + ROOH —- H,0 + ROH + O,

sekvestrace redoxné aktivnich kovi (Cu, Fe)
- redoxné aktivni pfechodné kovy ptijimaji/ d4vaji snadno jeden elektron
* obchézeji spinovou restrikci kysliku
* jsou v aktivnich centrech v8ech proteint pracujicich s kyslikem
- tytéz vlastnosti Fe a Cu jsou $kodlivé, pokud nejsou kontrolovany (Fenton)
- proteiny zachazejici s Fe nebo Cu
* transferin: vaZze 2 atomy Fe3* (transport)
* laktoferrin: analogie transferinu, ale Fe neuvolnuje (jen sekvestrace), leukocyty
» ferritin: H a L podjednotky, H je ferroxidasa, skladovani Fe (az 4500 atom Fe3*)
* haptoglobin: vaze hemoglobin v cirkulaci
* hemopexin: vaZze hem v cirkulaci
* ceruloplasmin: obsahuje Cu, funkce ferroxidasy (export Fe z bun€k)
* albumin: transport Cu
nizkomolekularni antioxida¢ni substraty

- thioly
» glutathion IcT ECT
» thioredoxin Supgrxid Superoxid
- dalsi endogenni metabolity o e siirin ><

= bilirubin

» kyselina mocova
» kyselina lipoovéa

z diety

» askorbat (vitamin C)
* g-tokoferol (vitamin E)

* karotenoidy
* rostlinné fenoly

tokoferoly (vitamin E)
» skupina 8 isomerti, nejacinné;jsi

a-tokoferol

* antioxidant membran (lipofilni)

Superoxiddismutasa
Glutathionperoxidasa
Katalasa

Glutathion
Tokoferol
Askorbit

Antioxidacni enzymy & hladiny
glutathionu velmi nizké

Tokoferol

Askorbit

Karotenoidy, kyselina moc¢ovi,
albumin, glukosa, bilirubin...

Redoxné aktivni Fe pfitomno
(LIP ,labile iron pool®)

Sekvestrace zeleza a médi:

- transferin, laktoferin

- hemopexin

- haptoglobin

- ceruloplasmin (ferroxidasa)
- Cu vizino na albumin

» chain breaking - zastavuje fetézovou reakci lipoperoxidace

askorbat (vitamin C)



=  redoxné aktivni derivéat sacharida

oxida¢ni - kofaktor

- u Vétéiny 2iVOéiCh{1 SyntetiZOVén membrinovy kompartment: Iy rofilni kompartment:
. . Tokoferol Semidehydro-
z kyseliny glukuronové LH -
* pro ¢lovéka, primaty, netopyry a
morcata vitamin LoO
» deficit zptisobuje onemocnéni -
Fetézovd reakee
zvané kurdéje (skorbut) Bpeperailuce
» askorbat v téle \a /
- hlavni funkce je pro- LOOH
L_

hydroxylas Tokoferyl
= hydroxylace prolinu radil 2GSH
a lysinu pfi syntéze
kolagenu

* syntéza noradrenalinu z dopaminu
* syntéza karnitinu (Gloha v oxidaci tuka)
» aktivace hypotalamickych peptidovych hormona amidaci (CRH,
GRH, oxytocin, vasopresin, substance P)
- reduktant pro Zelezo - podpora jeho vstfebavani
- pfi poruse sekvestrace Fe (hemochromatosa) miize byt nebezpe¢ny pro-
oxidant
- denni potieba 70-100mg, vyssi davky p.o. se vylouc¢i moci (rendlni prah
cca 200mg/24 hodin)
- také aktivované neutrofily hromadi dehydroaskorbat (DHA) - ochrana
membréany pied acinky vlastnich ROS
- selen
» stopovy prvek (denni potfeba 5511g), moznost deficitu i intoxikace
* soucast fady antioxida¢nich enzymi (glutathionperoxidasy,
thioredoxinreduktasy) a také napt. 5'-dejodasy
- p-karoten
* provitamin A, prekurzor pro syntézu retinalu (vidéni) a kyseliny retinové
(regulator genové exprese, ristu a diferenciace bunék)
stresova reakce
- oxidace nebo nitrosylace kritickych -SH skupin vede k aktivaci transkripénich faktort
(NFxBm Nrf-2...) - aktivace a translokace do jadra
- to vede k indukci genové exprese nésledujicich
* chaperony (heat shock proteiny)
* enzymy antioxidacni ochrany
* metalothionein
* hemoxygenasa
- vysledkem je vy$5i odolnost viici dalsimu oxida¢nimu stresu
extrémnim antioxidaénim ochrannym mechanismem mftize byt apoptosa
cervené krvinky pottebuji pentosovy cyklus pro tvorbu NADP k redukci glutathionu - jsou
vystaveny kysliku téméf nejvice

9. Biochemicky podklad starnuti organismu.

Radikalova/mitochondrialni teorie, starnuti



jako katabolické selhani, vztah k chronickému
zanetu

starnuti
- pokles vitality s vékem, vzestup nachylnosti k riznym chorobam
- neni chorobou samo o sobé, jedna se o fyziologicky proces
- urhznych zivocicht vypada stejné, ale probiha rtizné rychle - musi byt univerzalni déj
- stochasticky proces, na rozdil napt. od embryogeneze neni pfimo programovano
genomem (i kdyZ geny roli hrajf)
- na molekularni Grovni je starnuti neschopnost obnovovat spravnou strukturu
biomolekul neomezené dlouho (systemic molecular disorder - Hayflick)
- tfebarozliSovat
* primérna délka zivota (nadéje doziti)
- 2000: muzi 71,65 roku, Zeny 78,35 roku
- 1920: muzi 47 let, Zeny 49,6 roku
* maximalni délka Zivota
- u c¢loveéka cca 115-120 let, neméni se
patogeneze starnuti
- mnoho teorii kolem procesu starnuti
* evolucni teorie - pfirozeny vyvoj dava prednost gentim pro reprodukci pred
geny pro ochranu bunék - teorie antagonistické pleiotropie (viz 12)
» teorie somatickych mutaci - kumulace mutaci DNA odpovédna za projevy
starnuti (neurony se nedéli, jak vysvétlit jejich degeneraci?)
* teorie mitochondridlni - organely vystavené oxida¢nimu stresu, zaroven
produkuji fadu signalnich molekul
- obecné se pfipousti, Ze s nartistajicim vékem dochazi ke sttddani chyb v organismu,
ktery neni schopen je dostate¢né opravovat
- nejvyznamnéjsi vliv maji zmény mitochondrialni a vliv radikald
radikalova/mitochondrialni teorie starnuti
- hromadéni oxida¢niho poskozeni s vékem = starnuti (Denham Harman, 1956)
- pozdéji formulovana mitochondrialni teorie - mitochondrie jsou hlavni zdroj ROS
v organismu
- mitochondridlni DNA starne 10x rychleji neZ jadernd - moZzna expozice kyslikovym
radikaldm ¢i absence histont, které by ji chranily nebo méné dokonaly systém opravy
mtDNA
- bludny kruh oxida¢niho poskozeni mitochondrif
* tvorba kyslikovych radikalti v mitochondriich, nasledné nahromadéni mutaci
v mtDNA s vékem vede k poruse funkce respiracnich komplext
* to vede k dalsi tvorbé radikald a k projevim - srde¢ni selhani, svalova slabost,
DM, demence, neurodegenerace - prokazano u mitochondriopatii
- mirné poSkozené mitochondrie také produkuji méné energie nez burika pottebuje
(antioxida¢ni mechanismy nepfimo odebiraji energii)
- nedafi se ale jednoznacné prokazat, ze mtDNA je vice posSkozovana ROS, ani ze
dramaticky hromadi mutace s vékem
- model dle Kirkwooda a Kovalda
» urcité mnozstvi ROS unikd z mitochondrii a poskozuje ostatni bunécné
struktury
= prevence tvorby ROS a systém opravujici poskozeni nejsou nikdy 100% ucinné
* mirné poskozené mitochondrie produkuji méné energie, nez burika potfebuje



- dukazy pro radikalovou/mitochondrialni teorii starnuti
» life-time energy potential
- Drosophila: délka Zivota zavisi na teploté (vyssi t = vyssi spotfeba kysliku
= kratsi Zivot)
- u vétsiny savcil je délka zivota dana urcitou sumou srdec¢nich
tepd/spotiebou kysliku
* ki ma 0,2 1 kysliku/kg/h - Zije maximalné 35 let (60 000 1/kg)
* veverka ma 11 kysliku/kg/h - Zije maximalné 7 let (60 000 1/kg)
* mysSsi, exprimujici defektni mitochondridlni DNA polymerasu bez proof reading
maji 3-5x vice bodovych mutaci v mtDNA, vice deleci, zkracenou délku Zivota a
predcasné projevy starnuti
e starnuti jako katabolické selhani
- hromadéni defektnich slozek v burice
- normalni odbouravani
» kalpainy, proteasom (proteiny tae endoseme
s kratkym polocasem) * .
* autofagie (proteiny s dlouhym — .
poloc¢asem, organely) ’ . 4 o [ 4 &
- makroautofagie (celé T St
organely)
- mikroautofagie
(makromolekuly, malé organely)
- chaperony zprostfedkovana autofagie (KFERQ proteiny)
* lysosomy (mitochondrie)
- odbouravani v lysosomech pii selhani
* nekompletni degradace v lysosomech vede k uvolnéni Fe z mitochondrii, ROS,
lipoperoxidaci, cross-linkingu, agregaci a polymeraci zoxidovanych proteinti a
lipida
* nasledkem toho je hromadéni lipofuscinu v lysosomech a v cytosolu jsou
defektni mitochondrialni a proteinové agregaty
» deficit hydrolaz dodavanych do defektnich lysosomt pak vede k tomu, Ze
poskozené, hypertrofované (obfi) mitochondrie nelze odbourat - potenciace
prvniho kroku
* nasledkem vSeho je méné ATP a vice ROS v burice, poskozené mitochondrie a
lysosomy pak mohou iniciovat apoptosu
- jedinym zptisobem zbaveni se odpadnich latek se stdva bunécné déleni
» odpad se neodstranuje, ale rozdéluje do defektnich bunék, ¢imzZ se sniZuje jeho
koncentrace
* problém vznika u bunék, které ziji dlouho a déli se hiife (kardiomyocyty,
hepatocyty)
e vztah starnuti k chronickému zanétu
- stresova reakce
» oxidace nebo nitrosylace kritickych SH skupin
* nasledkem toho jsou aktivovany TF a translokovany do jadra
* dochézi proto k indukci genové exprese pro
- chaperony (HSP)
- enzymy antioxida¢ni ochrany
- metalothionein
-  hemoxygenasu 1
» vysledkem je vyssi odolnost vici dalsimu oxidacnimu stresu a/nebo propagace
zanetu

isolation membrane autophageseme
autophagolysosome



- stresové reakce se ve stari stava chronickou

(b)
Arthritis
Q¢ o0 Heart disease
Céo & » Cancer

Oxidative
stress

Cene

activation activation

Young cell Old cell
(External reversible trigger) (Internal irreversible trigger)

10. Vyznam mitochondrii v buné¢né smrti
(apoptose i nekrose) a fyziologickém starnuti
organismu

e vyznam mitochondrii pfi nekrose
- v ¢asné fazi nekrosy dochézi k naruseni bunéénych membran, coZ zptsobi, Ze buriky a
jejich organely, napt. mitochondrie, za¢nou bobtnat a dojde k naslednému tniku
vnitiniho obsahu do okoli
- dochazi k poruse kalciové homeostazy
* ischemie a nékteré toxiny jsou schopné navodit velmi rychly nartst koncentrace
cytosolového vapniku tokem z mitochondrii, endoplazmatického retikula a
extracelularniho prostoru a tim se nespecificky zvysi permeabilita bunéénych
membran a aktivuje se fada enzymt poskozujicich bunécné struktury (zejména
fosfolipasy, proteasy, ATPasy a endonukleasy)
* nasleduje ztrata mitochondrialnich pyridinovych nukleotida s navazujicim
vyraznym Ubytkem ATP a sniZzenim aZ nemoZnosti jeho obnovy



» tyto porucha je diisledkem ischemie a ptisobeni nékterych skodlivin a ovliviiuje
integritu plasmatické membrany
- vysokoenergetické vazby ve formé ATP jsou nutné pro fadu syntetickych i
degradacnich postupt
* hypoxie ptisobi na aerobni respiraci, tedy na oxidacni fosforylaci
v mitochondriich
* sniZzeni tenze kysliku vede ke zpomaleni oxida¢ni fosforylace a tim snizené
tvorbé ATP
* nasleduje aktivace anaerobni glykolyzy a glykogenolyzy, kterd vyustuje
k hromadéni laktatu a zvyseni obsahu anorganického fosfatu (hydrolyzou
fosfatovych vazeb)
* sniZuje se intracelularni hodnota pH a dochazi k zaskrcovani chromatinu
(clamping)
» deplece ATP déle vede k poruse Na/K-ATPazy a tim k isoosmotickému zvyseni
obsahu vody v butice a bunéénému edému
- pretrvavajici hypoxie zpasobuje hyperhydrataci buriky i mitochondrii a poté
vakuolizaci mitochondrii a dal$i poskozeni membrany
- pfioxidaci v mitochondriich vznikaji reaktivni formy kysliku (ROS)
- postischemické zvyseni ROS vznika nedokonalou redukci kysliku v mitochondriich
pti reakci xanthinoxidasy, kdy dochazi k tvorbé superoxidu
prabéh apoptosy
- apoptosa vyzaduje aktivni tcast buiiky na svém vlastnim zaniku - pfitomnost a
syntézu ATP
- podstatou je fada proteolytickych stépeni pomoci kaspas, jejichZ termindlnimi
substraty jsou pro buriku podstatné regulacni a strukturni bilkoviny
- prubéh lze délit do 3 ¢asti - inicia¢ni, kontrolni, efektorové
- iniciacni faze
* mnozstvi faktord, které plisobi jako ligandy membranovych nebo
cytoplazmatickych receptorti iniciujicich vznik apoptotickych inicia¢nich
komplext
» kromeé této iniciace je podstatné téZ poruseni DNA a zména funkéniho stavu
mitochondrii
* existuje tzv. intrinsicka a extrinsicka cestra
* vnéjsi cesta
- sebedestrukce zprostfedkovand imunitnimi burnikami - nesou na své
membréané ligandy tzv. receptorti smrti
- zatimco ligandy jsou exprimovany pouze efektory imunitniho systému,
receptory smrti jsou na membrané bunék vsech tkani
- jedna se o TNFR, FasR, Apo-1 receptory, které obsahuji DD - death
doménu v intracelularni ¢asti své molekuly
- pomoci DD interaguji ligandy receptorti smrti s adaptorovymi
molekulami na vnitfni strané membrany
- adaptorové molekuly (napt. FADD) slouZi k navazani prokaspasy 8 do
vznikajiciho aktivaéniho komplexu DISC (death inducing signaling
complex)
- prokaspasa se pak autokatalyticky aktivuje na kaspasu 8, aktivni, volnou
* vnitini cesta
- spoustécim mechanismem je uvolnéni cytochromu c z mitochondrie
- uvolnény cytochrom c aktivuje Apaf-1 (apoptotic protease activating
factor), ktery slouzi k aktivaci kaspasy 9



- pro plnéni této funkce ma Apaf-1 doménu CARD (caspase recruitment
domain)
- navazanim prokaspasy 9 se vytvori apoptoticky signalni komplex vnitfni
cesty aktivace apoptosy - tzv. apoptosom
- jeho vysledkem je uvolnéni proteolyticky plné aktivni kaspasy 9
- kontrolni faze
* v burice je fada bilkovin, které mohou apoptosu ovlivnit
» vregulaci sehrdvaji roli proteiny rodiny Bcl-2
- vice nez 20 proteint, patficich jak mezi inhibitory apoptosy (Bcl-2), tak
mezi aktivatory (Bax) apoptosy
- maji charakteristickou schopnost vytvaret homodimery i heterodimery
navzdjem (1-4 domény BH)
- mistem vyskytu proteinti této rodiny je hlavné vnéjsi membrana
mitochondrii, ale umi délat kanaly i do membrany jaderné ¢i ER
- schopnost butiky indukovat apoptosu urc¢uje mimo jiné i pomér
intracelularnich koncentraci mezi skupinami pro a proti apoprotickych
zastupct rodiny Bcl-2
- jednotlivé proteiny vyznamné reguluji schopnost uvolnéni cytochromu c
z nitra mitochondrie, resp. vnitini membrany
- proapoptoticti zastupci maji schopnost tvorit kandly v zevni membrané
mitochondrie - porucha transmembranového potencidlu, nezbytného pro
udrzeni produkce ATP
- membrana se stava labilni a cytochrom c se uvoliiuje z mitochondrie, na
jejimZ povrchu je ukotven Apaf-1
- antiapoptoti¢ti zastupci naopak membranu stabilizuji
- exekutivni faze
» Kkaspasy 8 a 9 aktivuji vykonné prokaspasy, napi. prokaspasu 3, 6, 7
* substratem exekutivnich kaspas jsou strukturné a funkéné vyznamné proteiny -
aktin, lamin, proteiny regulace sestfihu pre-mRNA, reparac¢ni proteiny
» rozstépenim inhibitoru kaspasami indukované DNAsy se aktivuje
endonukleasa, ktera zptisobi fragmentaci genomové DNA
* jakmile dojde k aktivaci efektorovych kaspas, je d&j apoptosy jiZ nevratny
vliv mitochondrii na apoptosu
- podstatny je MPT (mitochondrial permeability transition - megakanal)
- mitochondrie zabiji buriku nékolika zptsoby
* uvolnéni proapoptotickych faktort z intermembranového prostoru
- cytochrom c
- AIF (apoptosis inducing factor)
- edonukleasa G
- Smac/Diablo (inhibitor IAPs)
- Htra2/Omi (serinovéa

Mechanismus uvolnéni Proieasaf Stépi IAPs)
) i o L. - prokaspasy
cytochromu ¢ z mitochondrie ? . naruSeni buncéné
energetiky a produkce ATP
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MPT fg:f‘g’il)wke Bl proteiny » nadprodukce kyslikovych
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IApoptolick)’f signdl, stress, poSkozeni burky atd. l

[ | e patogeneze chorob jako dysregulace apoptosy
- neurodegenerace, ischemie, AIDS:

MPT !Fd'\‘ Bak ranslokace | buriky umiraji, kdyZ nemaji
/ Al e e I - autoimunita, nddory: neumiraji burnky,
ATP které by mély
l - nadorové bunky ziji z glykolyzy a
T ATP mitochondrie vypinaji
- dichloracetat - inhibice PDH kinasy -
aktivace PDH
NEKROZA APOPTOZA » aktivace mitochondrialni

respirace a produkce oxidantt
= aktivace apoptotického programu
* ndadorové buriky hynou
vyznam mitochondrii pfi starnuti
- postupné se snizuje kapacita oxidativni fosforylace a dochazi k pleomorfni vakuolizaci
mitochondrii
- ROS denné zptisobuji alterace bazi v DNA i mtDNA, pfi¢emz jsou postupné
prevySovany moznosti opravného mechanismu, jehoz schopnosti klesaji s vékem
-  mtDNA je tedy postupné vice poskozovana
- pro tuto tezi svéd¢i radikalovd/mitochondridlni teorie starnuti

11. Za jakych podminek muze byt bunka
nesmrtelna? Autofagie, Hayflicktav limit,
telomerasa

burika k nesmrtelnosti potiebuje 3 véci
- déleni (mj. se fedi neodbouratelné proteiny) nebo spanek v hypoxickém prostiedi
- telomerasu
- zadné anebo vypnuté mitochondrie
» typicky u nadorovych bunék - glykolyza = warburgtiv fenomén + vypnuta
apoptosa
- nejvice tedy starnou specializované postmitotické buiiky nervové, srde¢niho a
kosterniho svalu - nejspi$ kone¢ny limit trvani nasich tél
autofagie
- v burice se postupné hromadi defektni soucasti - zbavuje se jich tzv. autofagii
- autofagie (proteiny s dlouhym polo¢asem, organely)
* makroautofagie (celé organely)
* mikroautofagie (makromolekuly, malé organely)



» chaperony zprostfedkovana autofagie (KFERQ proteiny)

e Hayflickav limit
lidské fibroblasty v kultute se déli maximalné 50-70x, pak starnou a hynou

plati to pro vSechny somatické buiiky, s vyjimkou nadorovych
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u bunék ze starych osob je pochopitelné pocet déleni nizsi
e telomerasa
ribonukleoprotein s vlastnim RNA primerem
enzym, ktery priddva opakujici se sekvence navic k 3" konci templatu - dosyntetizuje
se tak DNA opozdujiciho vlakna a tato neni zkracovana
jinak telomery urcuji pocet déleni buniky - pfilisné zkraceni (bez telomerasy pfi

replikaci dochazi ke ztratdm) neumozni butice prezit (u normélnich nenadorovych

somatickych bunék)

telomerasa neni kli¢ k véénému mladi!
vétsina bunék lidského téla telomerasu nepottebuje (déli se méalo nebo viibec)
kmenové, germindlni a aktivované imunitni buriky telomerasu maji
fibroblasty a epitelidlni buiiky nikdy Hayflickova limitu nedosdhnou

mysi somatické buriky telomerasu maji, pfesto Zije mys kratsi dobu nez ¢lovék

K.O. mysiho genu pro
telomerasu ale vede

k pred¢asnému starnuti
az po nékolika
generacich, vyskyt
lidskych epitelialnich
nadord (karcinomtt)
nepfitomnost
telomerasy u normdlnich
bunék se vysvétluje jako
ochrana proti
zhoubnému bujeni

e je starnuti nevyhnutelné?

Nezmar (Hydra) ma
jednoduchy télesny plan,
rychlou a tplnou
obnovu vsech
somatickych bunék
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z kmenovych bunék

dale ma rozptylenou nerovovou soustavu, zadny mozek ani sval

rozmnoZzuje se hlavné pucenim (nepohlavné)

neprojevuje Zadné znamky starnuti

i kdybychom ale dokéazali totéZ uméle (kmenové buriky), ndhrada bunék v CNS musi
vést ke ztraté paméti

12. Rozdil mezi primérnou a maximalni
délkou zivota. Vliv genq, teorie ,téla na
vyhozeni”, teorie antagonistické pleiotropie,
tucinek kalorické restrikce

e pramérna a maximalni délka Zivota

pfi otdzce smrtnosti rozlisujeme pramérnou délku zivota, charakterizujici o¢ekdvané
doziti urcitého véku v dané oblasti ¢i populaci a maximalni délku zivota, neboli
predpoklad dosazeni nejvyssiho mozného véku pii nejptiznivéjsich podminkach
pramérna délka zivota

» pramérnd délka, neboli nadéje na doziti urcitého véku, s jistou
pravdépodobnosti

* tam, kde je vysokd tmrtnost déti bude pramér ocekavaného doziti nizsi, nez
v oblastech, kde se déti dozivaji v hojném poctu dospélosti

» zalezi téZ na mnoha dalSich faktorech - ptislusnost k socidlni vrstvé (bohatsi si
mohou dovolit lepsi zdravotni péci), stav vefejného zdravotnictvi (odrazi
vyspélost statu - v Japonsku prameér 81 let), probihajici valka, promotenost HIV
a TBC v populaci, hladomory, kvalita Zivota, Garazovost lokality atd.

* v dnesni dobé je primérné doziti muzii u nas kolem 71 a u Zen 78 let

» pied 80 lety to byl u muzt 47 a u Zen zhruba 50 let

» v pfedindustrialnim obdobi, kdyz nékdo preZil pubertu, mél velkou
pravdépodobnost dozit se stejného véku jako my dnes, ale v ndvaznosti na
smrtnost mladych byla pramérna délka Zivota nizsi (20-30 let)

» zvyseni primérného véku doziti souvisi s pokroky v medicing, s lepsimi
zivotnimi podminkami, méné nebezpecnymi Zivotem a samoziejmé vysokou
kvalitou vetejného zdravotnictvi oproti dobam minulym

maximalni délka Zivota

* uclovéka 115-120 let, pfi soucasnych zivotnich podminkach dokonce nékde i

» lidsky vék se v zasadé neprodluzuje, i diive se lidé dozivali véku nad sto let -
doklady jsou jiz z antiky

» zvysuje se ale pravdépodobnost doziti vyssiho véku, stiedni délka Zivota

» pribyva tedy lidi, kteti se doZivaji vysokého staii

* izde hraje roli mnoZzstvi faktort ovliviiujicich Zivot, jako napt. prostfedi, ve
kterém Zzijeme (radiace, zafeni, priimyslové oblasti, mésta X venkov), strava a jeji
slozeni (podil zeleniny a ovoce, pfimorska strava s vétsim podilem nenasycenych
mastnych kyselin X tu¢ny zaklad jidelni¢ku CR), fyzickd kondice (souvisi s
pohybem, utuzovanim, udrzovanim svého téla), abusus (koufeni, alkohol, 1éky,
kofein) a vyznamnou strdnkou bude i dusevni stav

e genetické vlivy



- vliv genu - geny se ve vztahu k délce Zivota uplatiiuji tfemi riznymi zptsoby

» geneticky kddovanym programem, kterému se fika programované starnuti,
resp. programovana smrt a jehoZ pritomnost je nutnd jednak pro zaruceni
zivotniho prostoru pro novou generaci, jednak jako ochrana pted priliSnym
zatizenim genetického materialu mutacemi v pritbéhu Zivota (zkracovani
telomer)

» jde o celkovy dopad na délku Zivota vSech geneticky programovanych funkci
organismd, které samy o sobé bezprostiedni vliv na délku zivota nemaji
(rozmnoZzovani, adaptace, diferenciace bunék a tkani)

» jde o geneticky diisledek na funkce organismu, které nejsou fizeny programem
smrti, ale které délku Zivota vyrazné ovliviiuji - zejména imunita, metabolismus
a regenerace, biochemicky hlavné produkce klicovych latek - vitamind,
hormonti, enzymi a neuromediatori (tedy jde o ¢innost funkci, které délku a
kvalitu zivota ovliviiuji podstatnou mérou)

- je ziejmé, ze dlouhovékost je urcena hlavné geneticky - cestou genové manipulace
bude jisté jednou mozné lidsky vék prodlouzit

- kazdému genu v8ak odpovida urcity proces/stav organismu, proto mtizeme kli¢ovy
prvek ovlivnit i bez genetické manipulace

- nejuzsi souvislost mezi geny a télesnymi funkcemi nachazime u latek nejacinnéjsich, u
hormoni, které jsou dtleZitymi nastroji pfi fizeni organismu, jeho funkci, orgdnt a
vyvojovych procestt

- ovlivnitelnost 3 fecenych genetickych vliva

» geneticky program Ize ovlivnit samotnym zasahem do néj - do struktury DNA a
jeho zménou (genova terapie) - eticka hlediska v souc¢asnosti nepfipoustéji

* komplexni prispivani funkci organismu k délce Zivota Ize ovlivnit pozndnim a
zmapovanim vsech vztahti mezi fyziologickymi funkcemi a naslednym jemnym
vylepsovanim - tak 1ze délku zivota prodlouzit, ale ne za urcitou hranici, mnoho
¢asu navic nutno vénovat zivotospravé a doplikovym terapiim

» pro lidsky zésah se jevi jako nejefektivnéjsi oblast dlisledkii genetického
programu - tvorba enzymu a hormont, které mtize rozdélit do 3 skupin enzymi
z hlediska dlouhovékosti

- enzymy a koenzymy, které nam pomahaji asimilovat ziviny
- enzymy podporujici ¢innost organti, dodavajici butice energii a
pomédhajici uklizet télo
- enzymy, které nas obrariuji pfed volnymi radikaly, oznacované jako
enzymy a koenzymy s antioxida¢nim a¢inkem
e teorie téla na vyhozeni (disposable soma theory)
- bakterie nestarnou za cenu vysoké mortality
- VyS$8i organismy - specializace

» gamety: haploidni (filtr genetickych defekt1), obrovska redundance a velka
selekce, DNA pro dalsi generace

* soma: diploidni, trvalejsi struktura, kterd se ale opotfebovava, DNA neni ur¢ena
pro dalsi generace

- v prirodé se vétsina zivocichti starnuti nedoZije - selek¢ni stin pro mutace s negativnim
vlivem v pozdnich fazich Zivota

- v pfirodnim vybéru je rozhodujici Gspéch v reprodukci - geny prodluzujici post-
reprodukéni obdobi jsou k ni¢emu!

- omezené mnozstvi energie se musi délit mezi adrzbu téla a reprodukci (trade-off)

- prikladem je katastrofické starnuti u lososa tichomoiského - po navratu z moie do
pavodnich pothcki se jeho télo rozpada - zanedbana vyZiva, jediny cil je rozmnoZit se

- vyjimky ze vztahu délky Zivota a spotieby kysliku



» Zelva s krunyfem, kiidla u netopyra a vyspély mozek u Simpanze
» ptaci Ziji relativné déle nez stejné velci savci, protoZze maji lepsi mitochondrie
- krysa Zije 3,5 roku, kdeZto holub 35 let
- intenzita metabolismu u obou srovnatelna, produkce ROS
mitochondriemi ve vztahu ke spotiebé kysliku je asi 10x mensi
- dtkazy pro trade-off mezi délkou Zivota a plodnosti
» v laboratofi 1ze vyselektovat Drosophily Zijici 2x déle asi po 10 generacich,
asociovano s pozdéjsi reprodukci, celkovy pocet potomstva stejny
» genealogické studie britské aristokracie ukazuji, Ze ti, ktefi Zili nejdéle méli
zaroven nejvétsi problémy s plodnosti
teorie antagonistické pleiotropie
- geny, které poskytuji vyhodu v reprodukci, ale poskozuji nositele pozdéji
- priklady u lidi
* Huntingtonova chorea
- existuji dvé teorie
- podle jedné maji postiZeni jako jeden z projevii psychickou promiskuitu -
vétsi mnozstvi déti
- dle druhé je vyskyt rakoviny mezi postizenymi nizsi ne u stejné starych
v bézné populaci
* hemochromatosa
- AR onemocnéni, zvysené ukladani Fe - vyhoda pfi morové nékaze
» srpkovita anemie
- heterozygot ma vyhodu pfi malarii
» dédicna trombofilie
- rychlejsi zastava krvaceni pfi zranéni ¢i porodu, nevyhoda pfi
dlouhodobém znehybnéni
- také moznost toho, Ze v mladi dobra obrana proti infekci vede k chronickym zanétiim a
oxidaénimu stresu ve stari
soucasné moznosti ovlivnéni
- kaloricka restrikce
* omezeni mnoZstvi potravy pii zachovani jeji biologické kvality
* funguje u teplokrevnych Zivocicha - mys, makak, s konstantni intenzitou
metabolismu (mys Zije 28 mésicti, ale omezeni potravy na 25% ji prodlouZi Zivot
na 47 mésict)
» skutecné prodluZzuje maximalni délku Zivota, sniZuje oxidac¢ni stres, vyskyt
nddort a zpomaluje starnuti
» organismus preckdvaji nepfiznivé obdobi totiz vénuje vice metabolické energie
na udrzbu
* mechanismus
- urcité potlaceni signalizace IFG-I (somatomedin C) a inzulinu
- sirtuiny - enzymy deacetylujici histony, P53 apod., inhibované NADH
u lidi probih4 studie CALERIE (Comprehensive Assessment of Long-term
Effects of Reducing Intake of Energy)
- fyzicka aktivita
* prospivé svalovym mitochondriim
* potteba energie stimuluje biogenesi a obnovu svalovych mitochondrii
» priméfena davka (napft. oxida¢niho) stresu zvysuje odolnost vici stresu dalsimu
- co té nezabije, to té posili
- mechanismu je napf. indukce exprese heat shock proteinti (chaperonti),
stresova reakce



» piikladem je produkce ROS ve svalové tkani pii fyzické aktivité - presto
prospeésné
* obdobné mentalni aktivita pomé&hda obnovovat mozkové mitochondrie (??7?)
- slozeni stravy
» dieta bohata na ovoce a zeleninu (optimalné 5x 80 g denné€) je spojena s niz$im
rizikem kardiovaskularnich chorob, diabetu a nékterych typt rakoviny (plic,
Gsta, hltan) - nevi se vsak proc¢
» v patogenesi lidskych onemocnéni se objevuji volné radikaly - proto by se dalo
fici, Ze feSenim je pozivani antioxidantt - vitamin E, C, p-karoten a selen
* antioxidac¢ni pfipravky vSak mohou i skodit
- recentni meta-analyza celkové mortality v 68 studiich s podavanim
antioxida¢nich doplik{
- P-karoten, vitamin A a vitamin E signifikantné zvysuji mortalitu
- vitamin C a selen nemaji vliv
- ve vyssich davkach uz totiz antioxidanty nedélaji nic a ptsobi tam, kde
nemaji
* inhibice stresové reakce
* brani boji proti infekci, nddorovym burikam, opravnéné apoptose
- maji i jiné acinky neZ antioxidacni
» tokoferoly: protizanétlivé
» p-karoten: ko-karcinogen (dohromady s koufenim nebo
environmentalnimi toxiny)
e nesmrtelnost ani vé¢né mladi nejsou na dosah, starnuti je zfejmé nevyhnutelnym disledkem
aerobniho metabolismu mitochondrii postmitotickych tkani
e rychlost starnuti ale ovlivnit nejspis 1ze - kalorickou restrikci a fyzickou aktivitou
s vyvazenou dietou
e budoucnosti jsou nejspis imunomodulace, pfima aktivace sirtuind, kmenové buriky, ovlivnéni
autofagie, mitochondrialni medicina...

13. Metabolicky syndrom a inzulinova
rezistence - charakteristika, pfi¢iny, dasledky,
mozné terapeutické ovlivnéni

¢ metabolicky syndrom = Reaventiv syndrom
- soubor rizikovych faktortt a nemoci, které vedou k zdravotnim komplikacim -
zvySenému riziku aterosklerosy a pridruzenych komplikaci
- definice neni zcela urcena - lisi se podle jednotlivych spole¢nosti
- zakladni kritéria pro diagnostiku metabolického syndromu
» dyslipidemie - T TAG, | HDL, T LDL (zejména oxidované LDL), T celkového
cholesterolu, 1 apolipoproteinu a v krvi
* abdominalni/visceralni obezita
* hyperglykémie nebo porucha glukosové tolerance nebo DM2
» arteridlni hypertenze
- jedné se o tzv. smrtici kvarteto
- oxidované LDL
* malé, denzni molekuly LDL
» velmi reaktivni a agresivni, pronikaji hloubéji do cévni stény



- obezita
* tukova tkan je vysoce metabolicky aktivni, tuk je vyuzivan k tvorbé rtstovych
faktort
* pfiobezité je excesivni tvorba rastovych faktort vhodnych pro nadory
» tukova tkan visceralni obezity je vice metabolicky aktivni, endokrinné aktivni,
stimuluje zanétlivou reakci (vice prokrveni) nez tukova tkan bfisni stény
» karcinogeny rozpustné v tucich se deponuji v tukové tkéni, ¢im vice tuku, tim
vice kancerogenti
* souvisis dysplipidémii
- hypertenze
» 1 tlakové zatiZeni cév - adaptace proliferaci hladké svaloviny - | pruznosti cév
za zakladni patologickou jednotku metabolického syndromu je povazovana inzulinova
rezistence
inzulinova rezistence
- | reakce tkani na inzulin (napf. | vystavovani receptord pro inzulin na povrch bunék)
- | oxidativni a hlavné neoxidativni utilizace glukosy, | aktivita glykogen synthetasy
- organismus nereaguje na bézné hladiny inzulinu - tkdné vyzadujici inzulin ke
zpracovani glukosy ji nedokazi utilisovat (sval, tuk)
- primarni
* polymorfismus genu pro IRS-1, glykogensynthasu, glukosové transportéry -
hyperglykémie vyvol4 inzulinovou rezistenci
- sekundarni
* 1 volné mastné kyseliny, T nasycené mastné kyseliny, hormonélni poruchy -
kortizol apod.
- priciny
* 1 hladiny kortizolu v krvi - infekci zptisobeny zanét nebo stres pfes sympato-
adrenalni systém
- sacharidy: T glykémie, glukoneogeneze v jatrech
- tuky: mobilizace a lipolyza
- amk: 1 rozklad - T moc¢oviny - vylu¢ovéani, amk utilizovany pro
glukoneogenezi
- | vychytavani glukosy svaly a tukovou tkani
» (asté zvySovani kortizolu intravaskularné zptisobi inzulinovou rezistenci
* sniZené vychytavani glukosy svaly a tukovou tkani vede ke zvyseni glykémie
* B-buniky Langerhansovych ostriivki se snazi o vyrovnani - T produkce inzulinu
(kratkodobé to mé efekt, dlouhodobé nikoli)
* nasledkem je down-regulace inzulinovych receptort
* inzulinova rezistence se projevi T glykémii + 1 inzulinémii
- dasledky
= | pfijem glukosy svaly vede k nedostatku energie
» zvySeny inzulin sniZuje glykogenolyzu v jatrech - pfi rezistenci k inzulinu tento
mechanismus ¢asto nefunguje a je tedy zvysena glukosa v krvi jesté z divodu
glykogenolyzy v jatrech
» tukova tkan sniZuje prijem cirkulujicich tukt, dochézi ke 1 hydrolyze TAG a tak
7 volnych mastnych kyselin v plazmé
mechanismy poskozeni tkané
- Tinzulin / IGF-1 (inzuline qrowth factor 1) vede k proliferaci bunék hladkych svali
cév, migraci a proliferaci cévnich a srdec¢nich fibroblastti a nasledné hypertrofii stény
cév a myokardu (kardiovaskuldrni onemocnéni!)
- 1inzulin / IGF-1 také zvysuje riziko rozvoje nadort
- 1 lipidy, zejména volné mastné kyseliny



» vedou ke karbonylovému stresu
* akumulace visceralniho tuku vede ke zvyseni zanétlivych cytokint - rezistin,
TGF-p - chronicky zanétlivy stav
dlouhodobé hyperglykemie spousti reakce, vedouci k oxida¢nimu stresu
* negativni ovlivnéni cév, endotelidlni dysfunkce
* dochazi k neenzymatické glykaci - vazbé glukosy na proteiny (i NK), dochézi
ke zméné jejich struktury a zesitovani
endotelialni dysfunkce
* nerovnovaha tvorby vazokonstrikénich a vazodilata¢nich ptsobki
* sniZend aktivita endotelialni syntazy NO (eNOS)
* zvySena degradace NO
» dysregulace osy RAAS - zvySend aktivita a tedy zvysend hladina angiotenzinu II
prokoagulacni stav - z dvodu zvysené exprese inhibitoru plazminogenu
- to vSechno vede ke zvysené pravdépodobnosti kardiovaskularnich onemocnéni
terapie
- prevenci je fyzicka aktivita, redukce mirnéjsi nadvahy, aprava stravy
- inzulinova rezistence
» PPARYy (peroxisome proliferator activated receptor y)
- jaderny receptor steroidni rodiny
- zasadni transkripéni mediator pro adipogenesi, lipidovy metabolismus,
inzulinovou citlivost a glukosovou homeostasu
- PPARYy agonista - 1€k, thiazolidin
- adinek
» 1 citlivost k inzulinu, | glykémie
* | hladina volnych MK a TAG v cirkulaci
» | krevni tlak
» | z&nét a aterogeneze - pokles monocytarni adheze k endotelu,
snizena proliferace, migrace a zvysena apoptosa hladkych
svalovych bunék cév, sniZzena akumulace oxidovanych LDL
v makrofazich

* biguanidy
- peroralni antidiabetika, rizikem je laktatova acidosa
- zvysuji senzitivitu tkani, zejména jater a kosterniho svalstva, k inzulinu a
snizuji glykémii
* podporou utilizace glukosy v kosternich svalech a v tukové tkani
(stimulace glykolyzy)
* Gtlumem glukoneogeneze v jatrech
* sniZenim resorpce glukosy ze stfeva
* inhibitory dipeptidylpeptidasy 4 (DPP-4)
- §tépi proteiny, které pfiznivé podporuji inzulinovou rezistenci (nemaji
vyrazné vyssi ucinnost)
- dalsi terapie IR a MS
* inhibice RAAS
- ACE inhibitory - zabrariuji konverzi angiotenzinu I na angiotenzin II
- AT1 receptor blokatory - blokuji receptor 1 pro angiotenzin II, nemaji
vyssi tcinnost nez ACE inhibitory
- nasledkem je sniZeni krevniho tlaku a dale antiproliferacni efekt na
buriky hladkych svalii cév, fibroblasty, kardiomyocyty
- angiotenzin II m4 totiZ prolifera¢ni efekt, zejména pii dlouhodobém
zvyseni aktivity RAAS
» statiny



-  HMG-CoA reduktasa inhibitory

- sniZeni hypercholesterolemie, zlepSeni dyslipidemie

- antiproliferativni G¢inek na fibroblasty, buriky hladké svaloviny cév,
kardiomyocyty

14. Tvorba AGEs, interakce AGE-RAGE,
terapeutické moZnosti redukce tvorby/acinku
AGEs

e AGEs (advanced glycation end products)

produkty pokrocilé glykace
heterogenni skupina latek, mezi které patii pentosidin, GOLD, MOLD
charakteristickd zlutohnéda pigmentace a fluorescence
modifikace biologickych struktur, vazba na bilkoviny, schopnost zesiténi -
crosslinking
reakce se specifickymi receptory, napt. RAGE
vyznam v patogenezi chronickych onemocnénti a jejich komplikaci - DM, chronické
rendlni selhdni, aterosklerosa, neurodegenerativni onemocnéni aj.
zména fyzikalnich i chemickych vlastnosti pozménénych AGE bilkovin

* zména rozpustnosti

* zména naboje

* niz8i izoelektricky bod

* crosslinking

» zvySena rezistence k tepelné denaturaci

» stabilita vci snizeni pH

e ovlivnéni hladiny AGEs v organismu

neenzymaticka glykace
oxidacni stres
karbonylovy stres
obrat proteinti

potrava

e tvorba AGEs - neenzymatickd glykace (Maillardova reakce)

pfi neenzymatické glykaci proteinti (starsi ndzev neenzymaticka glykosylace) reaguiji
volné aminoskupiny s karbonylovymi skupinami redukujicich cukrt bez katalytického
pusobeni enzymt
reakce poprvé popsana Louisem Maillardem, ktery pozoroval hnédnuti bilkovin pfi
zahtivani s cukry
reakce probiha ve 3 krocich - iniciace, propagace a terminace
iniciace
* neenzymova kondenzace aldehydové skupiny redukujiciho cukru (napt.
glukosa) a aminové skupiny proteinu za vzniku nestabilni Schiffovy baze
(produkt ¢asné glykace)
» tvorba baze probiha rychle a k dosazeni rovnovahy dochazi béhem nékolika
hodin, tento typ reakce je reverzibilni
propagace



Schiffova baze béhem nékolika dni podléhd chemickému pfesmyku za vzniku
stabilnéjsich struktur, kterym se fika Amadoriho produkty (pfechodné produkty
glykace) charakteru ketoamint

jsou do urcité miry reverzibilni, jejich rovnovaha je zna¢né posunuta ve sméru
jejich tvorby

ustaleny stav nastava béhem 20-30 dni

dale béhem propagace mohou byt Amadoriho produkty rozkladany na
karbonylové slouceniny jako glyoxal, methylglyoxal, deoxyglukoson
deoxyglukoson vznika pti vyssim pH, kdy Amadoriho produkty enolizuji

v pozici mezi 2. a 3. uhlikem a tim eliminuji amin z 1. uhliku

tyto slouceniny jsou velmi reaktivni a jsou vlastnimi propagatory neenzymatické
glykace, které zptisobuji nevratné molekularni zmény proteinii

terminace

v posledni fazi reaguji Amadoriho produkty nebo jeho degrada¢ni slouceniny
s volnymi aminoskupinami proteinii s dlouhou zivotnosti (kolagen, elastin,
myelin)

vznikaji produkty pokrocilé glykace - AGE-slouc¢eniny

dané procesy jsou ireverzibilni a trvale poskozuji tkané, ve kterych se ukladaji

zvysend hladina glukosy v krvi vede ke zvySené tvorbé AGEs (pfiméd timérnost tvorby)
nasleduje rozvoj dlouhodobych komplikaci

laboratornim markerem diabetické kompenzace je HbA1 po 3 mésicich, fruktosamin po 3
tydnech
vznikaji stabilni proteiny s porusenou strukturou bez fyziologickych funkci, s dlouhym
biologickym poloc¢asem

endotelialni bunky

nepotfebuji inzulin pro pfijem glukosy - tedy EC hladina u nich odpovida IC hladiné
dochézi u nich k tvorbé prekurzori AGEs intracelularné (napt. glyoxal)
intraceluldrni vliv - glykace IC proteinti - ovlivnéni genové transkripce

EC transport - glykace proteinti matrix - ovlivnéni interakce bunék s matrix

EC transport - vznik AGEs - AGE-RAGE interakce - jaderné NF-«B - tvorba
prozéanétlivych cytokint a ristovych faktort

interakce AGE-RAGE

RAGE je receptor pro produkty pokrocilé glykace

fadi se do imunoglobulinové superrodiny

jednéd se o transmembranovy protein, ktery ma schopnost vazat AGE slouc¢eniny
interakce AGE-RAGE zpuisobi

nitrobunéc¢nou signalizaci

nejcastéji se vyskytuje na burikach endotelu (oblasti typicky postiZené
aterosklerosou), makrofazich a mikrogliich v mozkové tkani

vede k oxida¢nimu stresu a aktivaci MAP-kinas

tyto dva mechanismy vedou k aktivaci transkripénich faktor, napi. NF-xB,
ktery je na tyto mechanismy velmi citlivy - spousti kaskddu reakci, které vedou
k tvorbé mnoha molekul

pusobeni RAGE receptoru v organismu

aktivace NF-xB faktoru

stimulace tvorby cytokinti - IL-1, TNF-q, interferon y
stimulace tvorby rastovych faktort - IGF-1, PDGF
exprese adhezivnich molekul

zvySeni bunécné proliferace

zvyseni vaskularni permeability

podniceni migrace makrofagt



* tvorba endotelinu

* dochazi k mutacim DNA

* zvySuje se syntéza kolagenu IV, proteoglykant a fibronektinu

* v misté zanétu vytvareji makrofdgy karboxymethyllysiny (CML)

negativni ptisobeni AGEs v organismu

Diabetes mellitus - mikrovaskularni komplikace
* nefropatie vedouci k selhdvani ledvin, depozita v bazadlni membrané, zména
néboje, sekrece riistovych faktort, zvyseni permeability cév, zhusténi a
zmnoZzeni mesangidlni matrix
* neuropatie z divodu degenerativni zmény vlaken i myelinové pochvy,
somatické i autonomni neuropatie
» retinopatie z dtivodu edému, fibrosy cév, krvaceni do sklivce, mikroaneurysmat
a exsudath
kardiovaskularni komplikace
* modifikace proteinti cévni stény, crosslinking, zvysena produkce extracelularni
matrix
» glykace a oxidace LDL ¢astic, poskozeni endotelu - glykace kolagenu
hromadéni AGEs v pyramidovych burkach zpasobuje Alzheimerovu chorobu, obecné
Ize ¥ici, Ze jde o neurodegenerativni onemocnéni
poskozeni arterii (zeslabeni cévni stény, zmény permeability), aterosklerosa
chronicka plicni onemocnéni, jaterni cirhosa, revmatoidni artritida

terapeutické moZnosti redukce tvorby/acinku AGEs

zamezeni negativnich vlivit AGEs lze docilit obecné na 3 drovnich
vznik AGEs
» dietarni restrikce (zamezeni pfijmu nezddoucich potravin)
» sniZeni hyperglykemie a hyperlipidemie
* inhibice tvorby oxidanta - sniZeni oxida¢niho stresu
degradace zesiténych proteinti chemicky (aminoguanidin?)
interakce AGEs-RAGE
* ovlivnéni t¢inku na receptor antiRAGEADb, sRAGE (solubilni receptor pro
AGEs je inhibitorem toxickych a¢inkt AGEs
» sérova hladina je sniZena u pacientti s ICHS, arteridlni hypertenzi a u pacientt
s diabetes
v dnesni dobé probihaji neustalé studie na ovlivnéni hladiny AGEs a jejich
nezadoucich aé¢ink
do této souvislosti miizeme zatadit latky napf. taurin, carnosin, aspirin, pyridoxamin,
aminoguanidin, kyselinu a-lipoovou a dalsi

15. Mechanismus hyperglykémii vyvolaného
poskozeni tkani

dlouhodoba hyperglykémie nastadvéa pti inzulinové rezistenci nebo pti DM1 i DM

nejedna se o kosmetickou vadu - vyrazné snizuje o¢ekdvanou dobu doziti a kvalitu Zivota
molekuldrni podklad organovych zmén (jednd se jakoby o odbocky z glykolyzy, protoze je
hyperglykémie a ta to umoZnuje)

polyolova cesta
» glukosa se aldosareduktasou pfemeéni na sorbitol (aldosareduktasa, NADPH-
NADP+)
» sorbitol se oxiduje na fruktosu (NAD-NADH)



* polyolova cesta normalné slouzi k odstrariovani toxickych aldehydi
» v tomto pfipadé ale zvysené spotfebovava redukované koenzymy NADPH,
tedy nedochazi k dostatecné regeneraci glutathionu a tedy stoupa intracelularni
oxida¢ni stres
* krome toho vznika sorbitol, ktery nemtize prochazet buné¢nou membrénou a
tak vznika edém
- hexosaminova cesta
* Glc = Glc-6-P = Fru-6-P - vznik glukosamin-6-P (glutamin-fruktosa-6-I
amidotransferasa = GFAT, glutamin se pfeméruje na glutamat)
» glukosamin-6-P pak dava vzniknout UDP-N-acetyl-glukosaminu
* ten se vaZe na serinova a threoninova rezidua a modifikuje transkripéni faktory
* nasledkem této modifikace dochédzi ke zvySeni exprese prozanétlivych a
prokoagulaénich faktort
- cesta proteinkinasy C
* Fru-6-P - glyceraldehyd-3-P - DHAP - glycerol-P - DAG - PKC
* ucinky proteinkinasy C
- | eNOS, 1 ET-1 - endotelialni dysfunkce, hypertenze
- 1 VEGEF (vascular endotelial growth factor) - angiogeneze (jen
v nékterych organech, napft. sitnice - retinopatie)
- 1 TGF-p - tvorba kolagenu a fibronektinu - okluze kapilar
- 7 PAI-1 (inhibitor aktivatoru plazminogenu) - sniZeni fibrinolyzy, okluze
cév - prokoagulacni stav (jakoby) - oboji vede k omezeni krevniho toku,
zanétu a ischémii
- 1 NF-kB - exprese genti prozanétlivych cytokina
- 1 NADPH oxidas - vzestup ROS a oxidativni poskozeni tkani
= efekt na cévy je vazokonstrikce, okluze, prokoagula¢ni stav - ischémie
= globalni Gc¢inek je zanétlivy a poskozeni proteinti a DNA
- tvorba superoxidu
* hyperglykémie zptisobuje nadbytek redukovanych koenzymti, proto je
blokovan komplex III v mitochondriich - koenzym Q ztstava redukovany a
dochazi ke vzniku superoxidu
» superoxid aktivuje jaderné PARP (polyADPribosapolymerasa) a ta zptsobi
inhibici GAPDH, tedy nedochazi k dehydrogenaci glyceraldehydfosfatu na 1,2-
difosfoglycerat
» akumuluji se proto metabolity glykolyzy a dochazi k aktivaci poskozujicich cest
(fecenych nahote) - endotelidlni dysfunkce, vznik diabetickych cévnich

komplikaci apod.
* experimentalni 1écbou je inhibitor PARP
- cesta AGEs

» glyceraldehyd-3-P - methylglyoxal 2 AGEs, produkty pokrocilé glykace
* nasledkem je zvySena tvorba NF-«xB, IGF-1, PDGF, adhezivnich molekul,
bunécéna proliferace, zvysena permeabilita cév, migrace makrofagii a tvorba
endotelinu
¢ dlouhotrvajici hyperglykémie vede k pozdnim komplikacim
e poskozeni zraku
- nahromadénim sorbitolu v oéni ¢oéce dochédzi k zadrzovani vody, kterd omezuje
transparentnost ¢ocky (zakaleni ¢ocky, katarakta)
- kromé toho v dtsledku mikroangiopatie dochazi ke zméndm na sitnici a retinopatii
(také zptsobeno angiogenezi, mikroaneurysmaty nebo krvacenim do sklivce)
e zhorseni vedeni vzrucht neurony



nahromadéni sorbitolu ve Schwannovych butikach a v neuronech narusuje vedeni
axonem (polyneuropatie) a poskozuje pfedevsim vegetativni fizeni, reflexy a ¢iti
buriky produkuji proti edému kompenzaéné myoinositol, ktery jim pak ovSsem chybi
pro jiné funkce

téZ zptisobeno AGEs - na zdkladé neuropatie pak vznika diabeticka noha

e oslabeni imunitniho systému

buriky, které neabsorbuji v dostate¢né mite glukosu, se v diisledku extracelularni
hyperosmolarity svrastuji

u leukocytt vede svrastovani k omezent jejich funkce, jako je naptiklad tvorba
superoxidii, dilezitd pro imunitni obranné reakce

pacienti s diabetem vykazuji zvysSeny sklon k infekcim, jako napfiklad infekce kiize
(furunkl) nebo ledvin (polynefritis)

infekce potom zvysuji potiebu inzulinu, protoZe vedou k vétsimu uvoltiovani jeho
antagonistti

e tromboembolické komplikace

hyperglykemie podporuje tvorbu plazmatickych proteint obsahujicich sacharidy
(fibrinogen, haptoglobin, a2-makroglobulin, koagula¢ni faktory V a VIII)

takto se miize zvysit pohotovost ke srazeni, viskozita krve a tim i tromboembolické
riziko

dale je zvysena tvorba PAI-1 (téZ tromboticky stav)

¢ ledviny - nefropatie

selhavani ledvin nasledkem AGEs

v ledvinach vznika glomerulosklerosa (Kimmelstieltiv-Wilsontiv syndrom), ktera
miize vést k proteinurii, poklesu GF zanikem glomerult, hypertenzi a insuficienci
ledvin

na zdkladé vysoké koncentrace amk v plazmé vznikd hyperfiltrace dosud intaktnich
glomeruld, které jsou tim rovnéZz poskozeny

e kardiovaskularni systém

mikroangiopatie
* vazbou glukosy na volné aminoskupiny proteint a naslednym nevratnym
preskupenim vznikaji AGEs (advanced glycation end products), které se vice
vyskytuji ve stari
» AGEs se vazi na receptory bunééné membrany a mohou tim podporovat
ukladani kolagenu v bazalnich membranach cév
* tvorba pojivové tkané je ¢astecné stimulovana TGF, navic vlakna kolagenu
mohou byt ménéna glykosylaci
* oboji zmény zptsobuji ztlusténi bazalnich membran se snizenou propustnosti a
zuzenim lumina (mikroangiopatie)
* nasledkem jsou retinopatie, neuropatie, nefropatie, poskozeni arterii (zeslabeni
cévni stény, zmény cévni propustnosti a aterosklerosa)
makroangiopatie
» uzavieni perifernich cév
* hypertenze podporuje, ve spojeni se vzestupem VLDL v krvi a zvySenou
koagula¢ni pohotovosti, vznik makroangiopatii, které mohou vést k dalsimu

poskozeni ledvin, srde¢nimu a mozkovému infarktu a k uzaveni perifernich cév

CNS - hromadéni AGEs v pyramidovych burikach - Alzheimerova choroba
jatra - jaterni cirh6za

klouby - revmatoidni artritida

pfenos kysliku

chronicka plicni onemocnéni
reakce s hemoglobinem



» glukosa mtzZe reagovat s hemoglobinem HbA na HbAlc, jehoz zvysSena
koncentrace v krvi nasvédcuje uz déle trvajici popripadé opakované
hyperglykémii (glykovany hemoglobin)

* HbAlc vykazuje vyssi afinitu ke kysliku neZ HbA a proto jej na periferii htfe
uvolnuje

» trvajici nedostatek inzulinu vede k poklesu 2,3-bisfosfoglyceratu (BPG)

v erytrocytech, jenz jako alostericky regulator Hb sniZzuje jeho afinitu ke kysliku

* nedostatek 2,3-BPG ma tedy za nasledek zvysenou afinitu HbA ke kysliku

téhotenstvi
- u diabetickych rodic¢ek se vy vétsi mite rodi hypertrofi¢ti novorozenci - nasledkem
zvysené koncentrace amk v krvi, ktera by mohla vyvolat vétsi sekreci somatotropinu
(STH)
peritoneum
- u pacientt se selhanim ledvin, 1é¢enych peritonedlni dialyzou vznikaji AGEs
v peritonealni membrané
amyloidosa spojena s dialyzou
- modifikace f2-mikroglobulinu v amyloidovych depozitech - kostni a kloubni
destrukce
pfi selhavani ledvin se ¢asto pfed proteinurii objevi albuminurie - selektivni proteinurie
- albumin je v malém mnozstvi vylu¢ovén i fyziologicky - tubularni kapacita resorpce je
uz pii fyziologickych hodnotach albuminu vycerpana
- casné diagnostika poruchy glomerularni filtrace, diilezita zejména u pacienttt s DM2
- mikroalbuminurie jsou ztraty malych mnozstvi albuminu - 30-300mg/den
- stanoveni v moci

* sbirané pies noc <100pg/min je reverzibilni poskozeni

* v prvniranni pomér albumin/kreatin - 2,8-22,8 g alb/mol kreat

» tfeba vyloucit uroinfekci

dalsi diabetické komplikace
- diabeticka nefropatie - glomerulosklerosa (difusni, nodularni)

» zvétseni ledvin, vzestup glomeruldrni filtrace

* stadium mikroalbuminurie

* stadium makroproteinurie - postupny pokles glomerularni filtrace

* rendlni syndrom, nefroticky syndrom

* bez specifické 1écby, 1é¢ime hypertenzi (téméf vsichni pacienti s DM1 po 20
letech maji DN)

- diabeticka retinopatie

»  70% po 15 letech DM, 5% slepych

* neproliferativni forma - mikroaneurysmata, drobnd krvaceni, edém, exsudaty

» preproliferativni forma - plosné krvaceni, avaskularni aseky, intraretinalni
mikrovaskuldrni abnormality (a-v spoje)

» proliferativni forma - novotvorba cév, glidlni proliferace, fibrosa, krvaceni do
sklivce

* makulopatie - edém, ischémie

- diabeticka neuropatie

* somaticka - distalni senzorickd (DK), smiSend periferni (+ motoricka),
proximalni motorickd, mononeuropatie (n. VI, n. ulnaris)

* autonomni - sympatickd eferentni (posturalni hypotenze atd.), motilita GIT,
urogenitalni poruchy

- diabeticka noha - neuropatie, angiopatie vedouci k ulceraci, gangréné (¢asto pies
vysoky plantarni tlak + infekce)



- diabetes a hypertenze - prevalence dvojnasobnd, mortalita na kardiovaskularni
choroby spojené s hypertenzi 3x vyssi nez u lidi bez DM

16. Karbonylovy stres a jeho aloha
v patogenezi dlouhodobych komplikaci
diabetu, ateroskler6zy a renalniho selhani

Karbonylovy stres

e zvyseni reaktivnich karbonylovych sloucenin vede k postupnym orgdnovym poskozenim
e muzZe byt zptsobeno jejich zvySenou tvorbou nebo jejich snizenym

odbouravanim (chyba eliminace - aldehyddehydrogenasa) a naslednym CHO
vyluc¢ovanim CH,OH
e karbonylové slou¢eniny maji velmi blizky vztah k oxida¢nimu stresu,
hyperlipidémii a hyperglykémii Glykal-
e mezi karbonylové slouceniny patti glyoxal, glykoaldehyd, hydroxynonenal, aldefryd
methylglyoxal, 3-deoxyglukoson, malondialdehyd
* vznik GLYOXAL
- autooxidace sacharidii, polynenasycenych mastnych
kyselin, askorbatu
- neoxidacni degradace fosfatti cukrti (napf. pfi tvorbé H H
AGESs z Amadoriho produktt)
- mohou vznikat jak ze sacharid{i, tak Schiffovy baze, tak
Amadoriho produktt béhem tvorby AGEs
e eliminace 0 0

- exkrece ledvinami
- enzymaticka cesta
» specifické reduktasy - aldosoreduktasu,
aldehyddehydrogenasu a glyoxalasu
» vSechny tyto enzymy pottebuji pro svou funkci redoxni koenzymy (GSH,
NADPH, NADH)
e ptsobeni
- neenzymaticka reakce s aminoskupinami proteinti a vznik AGEs (Maillardova reakce)
- neenzymaticka reakce s lipidy a vznik ALEs (advanced lipoperoxidation end products)
e v dasledku zvyseni koncentrace karbonylovych sloucenin dochdzi k mnoha tkérnovym
poskozenim

e komplikace pii diabetes mellitus
- chronické zmény u diabetu jsou nasledkem J\f/Y\NCH3
. J Ly . .o H
hyperglykemie, ktera vede ke zvySené glykaci proteinti a
néslednému oxida¢nimu a karbonylovému stresu OH
- tento mechanismus ovSem neni jediny, ktery vede hydroxynonenal

k organovym poskozenim pti diabetu
* je tfeba si uvédomit, Ze komplikace pfi diabetu nevznikaji jen ptisobenim
jednoho mechanismu
* jedna se o komplexni a do jisté miry kaskadovity proces, jenz je znacné propojen
- mezi komplikace u diabetu se fadi nasledujici zmény
* metabolické zmény
- neenzymova glykace (Maillardova reakce)



- intracelularni hyperglykemie
* ve tkanich, kde neni tfeba inzulin (o¢ni ¢oc¢ka, nervova tkan,
ledviny) vede hyperglykemie ke zvySenému obsahu glukosy
v burikach
» glukosa se metabolizuje na sorbitol a fruktosu a to vyvola
hyperosmolaritu bunék
* tim vznika osmotické poskozeni burnky
» sorbitol také poskozuje iontové pumpy, coz vede k neuropatiim a
aneurysmatim v sitnici
* makrovaskularni komplikace
- urychleny rozvoj aterosklerosy
- vede k ICHS, ICHDK (chronicka ischemicka choroba dolnich koncetin)
» mikrovaskularni komplikace
- nefropatie (vede k selhavani ledvin)
» depozita v bazalni membrané, bazalni membrana ztlusténa
* zména naboje
» sekrece rastovych faktora
» zvyseni vaskuldrni permeability
» zhu$téni a zmnoZeni mesangialni matrix
» modifikace proteinti cévni stény, crosslinking
» glykace a oxidace LDL ¢astic
» poskozeni endotelu - glykace kolagenu
* dochézi k progresi renalni insuficience a nasledné urémii
- retinopatie
* neproliferativni forma (mikroaneurysmata, drobna krvéceni,
exsudaty, edém)
» preproliferativni forma (avaskularni aseky, plosna krvaceni)
» proliferativni forma (tvorba novych cév, fibrosa, krvaceni do
sklivce)
» ostatni komplikace
- diabeticka noha
* vznika v podstaté na zakladé neuropatie a souc¢asného postizeni
malych a velkych cév
» vznikaji otoky, viedy
=  do mista se mohou dostat infekce, dochazi k nekréze tkané a
gangréné
- diabeticka neuropatie
- hypertenze

komplikace pfi chronickém selhdni ledvin

karbonylovy stres poskozuje ledviny prostfednictvim AGEs, ALEs sloucenin, které
modifikuji biologické struktury (viz poskozeni vlivem AGEs) nebo dochazi
k diabetické nefropatii
ve vysledku toto vede k naruseni funkce ledvin (vylucovani katabolitti, regulace
iontové, vodni a acidobazické rovnovahy)
amyloidosa spojena s dialyzou
» p-2-mikroglobulin, ktery je souc¢asti amyloidovych depozit, je vlivem oxida¢niho
a karbonylového stresu modifikovan a postupné dochazi k pritahovani
monocytl a makrofagt a tvorbé cytokinti
karbonylovy stres ma také vyznam v peritonealni dialyze
* dochézi k autooxidaci glukosy na dikarboxylové slouceniny, coz nasledné vede
ke vzniku AGEs a naslednému selhani peritonealni dialyzy



tomu Ize predejit separaci glukosy od elektrolytového roztoku

karbonylovy stres je velmi charakteristicky pro chronické selhani ledvin s naslednou
dialyzou

urémie vede vlivem karbonylového a oxida¢niho stresu (narusené rovnovahy) ke
vzniku

karbonylovych sloucenin (glyoxal, glykoaldehyd, metylglyoxal,
deoxyglukoson)
produktti radikdlovych reakci (hydroxyperoxidy, NO, ox-LDL)
kone¢nych produkti vzniklych oxidaénim a karbonylovym stresem (AOPP -
advanced oxidation protein products, AGEs - advanced glycation end products,
ALEs - advanced lipoperoxidation end products)
tyto zpasobuji

- snizeni clearance reaktivnich forem dusiku a kysliku

- sniZeni antioxida¢ni ochrany (enzymy a jejich kofaktory, antioxida¢ni

vitaminy, deplece thiold, hypoalbuminémie - souvislost s malnutrici)
- MIA syndrom (malnutrition, inflamation, atherosclerosis)

e Lkomplikace pri aterosklerose

aterosklerosa je patobiologicky pochod, pfi némz dochézi k poskozovani cévni stény a
vzniku ateromovych loZzisek

oba tyto mechanismy postupné zptisobi uzavér tepny a nasledné ischemické poskozeni

tkané

na patogenezi aterosklerosy ma vliv mnoho po sobé jdoucich procesti
karbonylovy stres ptisobi p¥i vzniku nasledovné

lipoproteinové ¢astice (LDL, VLDL) cirkulujici v krvi pronikaji do
subendotelového prostoru intimy
tyto ¢astice mohou byt modifikovany glykaci, oxida¢nim stresem a
karbonylovym stresem
vznika glykovany LDL, glyko-oxidovany LDL, oxidovany-LDL
- vSechny tyto ¢astice interaguji s proteoglykany v mezibuné¢né matrix
intimy a zptisobuji tak strukturni modifikace proteint a crosslinking
(zesitovani)
- zvétSuje se mnoZzstvi extracelularni matrix a tim dochézi ke ztlusténi
endotelu
- déle dochazi k poskozeni endotelu a zvySuje se prokoagula¢ni aktivita
(adheze a agregace trombocytit)
- v daném misté vznika zanét a objevuji se protizanétlivé faktory (TNFa,
IL-1)
- dale nastava blokace syntézy NO, coZz sniZuje vlastni vazodilataci cévni
stény
dalsi dialezitou roli v rozvoji aterosklerosy maji makrofagy
- makrofagy maji na svém povrchu tzv. scavenger receptor
- timto receptorem je zajisténa akumulace LDL-¢astic a cholesterolu
v makrofazich
- jednoduse feceno pohlcuji tyto ¢astice a tim se méni na pénové buiiky
- pénové bunky uvolnuji lipidy extracelularné (tvorba ateromového platu)
a produkuji riastové faktory pro butiky hladkého svalstva
- dale uvolnuji kyslikové radikaly a hydrolasy, které zptisobuji dalsi
modifikaci proteint
- modifikované LDL-¢4stice maji chemotaktické ac¢inky na monocyty
(podporuji expresi VCAM a dalsich adhezivnich proteint v burikach
hladké svaloviny)



- v dalsim kroku se takto pfivolané monocyty zachycuji a pronikaji do
cévni stény, kde se méni v makrofagy, které se ndsledné méni v jiz
zminéné pénové bunky

- takto vzniké ateromovy plat

- uvnitf ateromového platu postupné dochédzi k nekréze pénovych bunék,
coz miize zpusobit naruseni a rozpad platu

- takto mtze vznikat trombus a s nim souvisejici komplikace

e terapeutické moznosti redukce karbonylového stresu

v dnesni dobé se u pouzivanych latek pfedpokldda schopnost zasdhnout do tvorby
produktii karbonylového stresu

mezi nej¢astéji udavané latky patii Aminoguanidin, ktery brani zesitovani

reakce probiha atakem nukleofilni hydrazinové skupiny na karbonyl - vznikaji tzv.
hydrazony

vzhledem k tizké souvislosti oxida¢niho a karbonylového stresu mtizeme podavat
antioxidac¢ni 1é¢bu napt. vitamin E, GSH, lipoova kyselina a jiné

21. Pravidla sbalovani bilkovin k dosazeni
nativni konformace

e konformacéni zména

je zména sekundarni, tercidlni nebo kvartérni struktury proteind, aniZ by se zménila
struktura primarni

sbalovani proteinu je sled konformaé¢nich pfemén, ktery umoznuje polypeptidovému
fetézci zaujmout biologicky aktivni strukturu

ke sbalovani dochédzi béhem translace i in vitro pfi renaturaci

jedné se o proces velmi komplexni a o zdkonitostech jeho pribéhu zatim nejsou
dostate¢né znamé informace

zatimco jednofetézcové bilkoviny se obvykle svinuj do své nativni struktury
samovolné, kdy je proces sbalovani dan primarni strukturou, vétsi komplexni
bilkoviny nékdy potfebuji ke spravnému svinuti pomocnou bilkovinu, tzv. chaperon
kdyz ke kone¢né konformaci doch4zi samovolné, je to snaha o zaujeti nejnizsiho
energetického stavu pro danou primarni strukturu v daném fyziologickém prosttedi a
v pfijatelném casovém tseku

podléha uréitym pravidltm, dosud neni zcela objasnéna

e peptidicka vazba

ma c¢aste¢né dvojny charakter - kratsi neZ jednoducha vazba, delsi nez dvojna
neni mozna rotace jako u jednoduché vazby
existence ve dvou moZnych konformacich - cis a trans
ostatni nepeptidové jednoduché vazby rotovat mtizou
vypocet moznych sekundarnich struktur
» 2zakladni sekundarni struktury stabilizované vodikovymi mtstky
- a-helix ma 1-4 vnitrofetézcové vodikové miistky
- p-skladany list ma vodikové mtstky mezi dvéma fetézci
* uobou pak nachazime jesté spojovaci tiseky, které maji jiny charakter (otocky,
smycky)

e postranni fetézce

elektrostatické sily
* jontové
» dipél-dipél interakce (Van der Waalsovy sily)



» vodikové mustky
hydrofobni sily
* zména usporadani vody - hydrofobni tseky u sebe
* voda ma moznost vétsi neusporadanosti (systém sméfuje k neusporddanosti)
* hydrofobni sily jsou hlavnim impulzem ke sbalovani proteint pti 2D
konformaci se uvolnuji 2/3 obalové vody, pti 3D konformaci dalsi 1/3 obalové
vody
stabilizace pomoci disulfidickych mustka

e problematika sbalovani proteinu

dnes zndme primarni strukturu asi 100 000 bilkovin, tercidrni struktura je objevena asi
u desetiny z nich

problém sbalovani proteini neni jednoduchou zélezitosti, protoze protein vysttida
nékolik konformaci, nez se stane funkénim

princip samosbalovani neni Gplné jednoduchy, protoze by trval piili§ dlouho a
produkty by zfejmé ihned reagovaly s dal$imi latkami v cytoplasmé a vznikla by tak
nerozpletitelna sméska

Afinsenuv postulat

* nativni prostorové usporadani bilkoviny je uréeno samotnym poradim
aminokyselin v jejim fetézci (primarni struktura)

* nejvyznamnéjsi roli hraji aminokyseliny proteinového jadra a hydrofobni
interakce mezi nimi

* rychlost sbalovani odpovida tomu, jak jsou od sebe vzdélené aminokyseliny,
které na sebe vzajemné ptisobi

* interaguji-li spolu aminokyseliny, které spolu v fetézci sousedi, probiha
sbalovani rychleji

* naopak je-li pro sbaleni potfebna interakce mezi vzdalenymi aminokyselinami,
bude probihat pomalu

Levinthalav paradox

» sbalovani proteinu je fizeno termodynamicky - protein se sbaluje do energeticky
nejvyhodnéjsi konformace (odpovidajici pfislusnému minimu volné energie)

* toto sbalovani ale nemftize probihat zcela ndhodné, protoze moznych konformaci
je ohromné mnoZzstvi (fetézec 100 amk, 3 konformacni stupné pro kazdou amk
napr.)

* kdyby mél protein postupné prochdzet mnoha moznymi konformacemi, trvalo
by sbalovani mnohem déle, neZ ve skute¢nosti pozorujeme - fe¢eny paradox

nativni struktura vznika termodynamicky, avsak jejimu vzniku pfedchazi vytvoreni
nékolika meziprodukti, jejichz vznik je fizen kineticky

sbalovani zac¢ind v tzv. nukleac¢nich centrech - ¢astech polypeptidového fetézce, které
maji usporadanéjsi strukturu

nukleacni centra se sbali jako prvni tim je urceno dalsi sbalovani proteinu a vyrazné
snizen pocet moznych konformaci, které maze protein béhem sbalovéani zaujimat

s vz

e domény jsou pak kompaktné zformované globularni ¢asti bilkovin v zadsadé nezavislé na
struktufe ostatnich ¢asti molekuly

e molten globule = meziprodukt se specifickymi vlastnostmi, kompaktni Gtvar s vysokym
mnoZstvim nativnich sekundarnich struktur s fluktuujici tercialni strukturou

e kvl fluktuacim béhem sbalovani vznikaji v rznych fazich urcité ¢asti fetézce, jez jsou
nestabilni, avsak slouzi jako kostra pro dalsi sbalovani

e faze sbalovani proteint

casna faze
* hydrofobni kolaps
* nésledna kondenzace polypeptidového retézce



» vznik sekundarnich struktur
- jsou pozorovany mikrostruktury, které prezivaji denaturaci a jsou moznym zékladem
nukleacnich center (hydrofobni shluky)
- casnou fazi vznika heterogenni populace ¢aste¢né sbalenych meziproduktti, které jsou
ve fluktuujici rovnovaze a mohou mit multimerni charakter
- stfedni a pozdni faze
* pozorovéna tvorba vazebnych mist pro substraty a ligandy
» pfesné uspofddani sekundarni struktury, spravné sbaleni hydrofobniho jadra
* usporadani podjednotek u oligomert
» pfeskupeni disulfidovych vazeb
krok ktery vyrazné zpomaluje pfeskupeni disulfidovych vazeb je izomerizace prolinu
e sbalovani proteinti in vivo
- objev molekularnich chaperont
- chaperony interaguji se vznikajicimi proteiny a zabrariuji jejich nespravnému ustaleni a
naslednému sraZeni
- chaperony nenesou informaci, ktera by vedla k jiné konformaci, nez je ta nesena
sekvenci amk
- chaperony se nejsou schopny vazat na taplné rozbaleny polyproteinovy fetézec
- zatimco malé jednoretézcové bilkoviny jsou schopny se sbalit samovolné, vétsi
molekuly komplexnich bilkovin pottebuji ke spravnému sbaleni chaperony
e shrnuti znamych fakta
- vztah mezi primarni strukturou a skladanim
- rozruSeni nativniho stavu - zména teploty, pH, mechanické poruseni (denaturace...)
- $patné skladani a neurodegenerativni choroby
- efekt vnéjsich faktort na skladani proteint
- Levinthaltiv paradox a kinetika

Molten globules, Framework model
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chaperonu, proteasomu a lysosomu, stres
endoplazmatického retikula bunky

Chaperony
e proteiny, podilejici se na sbalovani dalsich bilkovin
- pomadhaji bilkovinam spravné se sbalit (najit nativni konformaci), nékdy mohou
umoznit bilkoviné se i rozbalit
- zabranuji bilkovinam svinout se pfedc¢asné
- zabranuji intermolekuldrnim interakcim jesté nesbalenych bilkovin a tim jejich
precipitaci
e jsou to ATPazy, které jsou nespecifické ke svym ligandtm
e dfive byly oznacovény jako stress proteins nebo heat shock proteins
e syntéza nastava pfi celularnim stresu - zmény teploty, chladu, vlivem detergens, zménou pH,
iontové sily, aé¢inkem toxickych latek (snad i nékterych potravin)
e jejich syntéza je obranou proti t¢inkdim stresovych faktori
e glucose regulated proteins jsou pak chaperony v endoplazmatickém retikulu (cold shock
proteins)
e acinky chaperonii
- molekularni - rozpoznavaji patologicky protein, vaZzi se na hydrofobni povrch, inhibuji
agregaci, zejména. heat shock proteiny - vznik pfi tepelném poskozeni
- chemické - upravuji podminky uvniti buriky, stabilizuji proteiny proti tepelné a
chemické denaturaci
- farmakologické - vazi se na specifickou konformaci a stabilizuji ji, prevence pred
proteasomalni degradaci
¢ chaperony nenesou informaci, ktera by vedla k jiné konformaci, nez je ta nesena amk sekvenci
¢ nejsou schopny se vazat na tplné rozbaleny polyproteinovy fetézec
e ptiklady hlavnich chaperonti
ubikvitin a HSP8
» reguluji degradaci cytoplazmatickych proteint
» aktivace molekuly ATP vede k navazéani na lysinovy zbytek proteinu
* takto ubikvitinovany protein se vsune do kavity vhodného proteasomu, kde se
degradace realizuje
» degradace asi 30% nové vzniklych polypeptidii a proteini - pfi prvnim foldingu
se utvari velké mnoZstvi chybnych intermediat, které musi byt pro udrzeni
homeostazy v butikach znic¢eny
- HSP32
* enzym hemoxygenasa
* oxiduje hemovou ¢ast Hb na bilirubin
* reguluje spravnou koncentraci NADPH v buiikach
* rozhoduje o antioxida¢ni metabolické ochrané bunék
- HSP28
» crystallin
* reguluje apoptosu a reorganizaci filament
- HSP70
» nejdilezitéjsi veliky chaperonovy komplex, nejvétsi v eukaryotickych butikdch
* obsazen hlavné v cytoplasmé, endoplasmatickém retikulu a v mitochondriich



* pomdhd opravovat Spatné usporadané nascentni nebo jiz starsi hotové
polypeptidové fetézce

Proteasomy
e bilkovinné komplexy s proteasovou aktivitou
e maji je eukaryota i prokaryota, v jadfe i cytosolu
e jsou sloZeny ze dvou podjednotek - katalytické a regulacni
e slouzi k degradaci intracelularnich proteind, nejcastéji téch informacnich, signédlnich
e rozpoznavaji polyubikvitinylované proteiny a vtahuji je do svého nitra
e v proteasomu v jakémsi minimixéru dojde k odstépeni polyubikvitind, protein je dale
rozstépen na kratké oligopeptidy, které jsou spolu s ubikvitiny vypustény ven do cytosolu
e nékteré proteiny jsou vsak v proteasomech degradovany bez pfedchoziho oznaceni
ubikvitinem, musi byt ale pfitomen jiny specificky signal anebo zprostiredkujici protein
¢ inhibice ¢innosti proteasomi je zajistovana ubistatiny, ty se vazi na polyubikvitiny danych
proteint
e vyznam proteasomu
- odklizeni starych bilkovinnych molekul
- imunitni - Géast v procesu rozpoznani antigennich struktur (rozklad Ag pro nasledujici
prezentaci)
- regulace bunécného cyklu
- vyznam v apoptose
e proteasomy maji i své endogenni inhibitory - pocita se s nimi k vyuZiti v terapii nddort
e inhibice proteasomii umozni apoptosu bunék potlacenim aktivity nukledrniho faktoru NF-xB,
ktery ma silné prolifera¢ni acinky
e jde o to, Ze inhibitor faktoru NF-kB pfestane byt degradovan a tim dojde k inhibici
samotného faktoru
e dale inhibice proteasomt zptsobi zvyseni aktivity strazného proteinu p53
e uneurologickych onemocnéni spojenych s hromadénim proteinovych komplext
(Alzheimerova choroba, Parkinsonova nemoc, Huntingtonova chorea) je naopak zddouci
¢innost proteasomi podporovat
e ubikvitin proteasomovy systém
- vyznamnou roli v tomto protein-degradacnim systému hraje maly protein (76 amk)
ubikvitin, slouZici k znacéeni proteinti v déji zvaném ubikvitinace
- ubikvitinace
* ubikvitin je v burice nejprve vazan (aktivovan) za spotfeby ATP tzv. ubikvitin
aktivujicim enzymem E1
* nasledné je pfenesen na ubikvitin-pfenasejici nebo ubikvitin-konjugujici enzym
E2
» dalsi pfesun ubikvitinu na protein, ktery ma byt degradovan (déle PDG, nebo na
vytvarejici se fetézec ubikvitind na PDG) je podminén ubikvitin ligasou E3, jeZ
dokaze specificky rozpoznat proteiny, které maji byt degradovany
* nejprve je na PDG navazan jeden ubikvitin, na néj druhy atd.
* v burikdch je mélo E1 a E2 ale naopak rozmanité mnozstvi E3, pro rtizné skupiny
proteinti uréenych k degradaci
» zpusob vazby ubikvitint
- nejbéznéjsi zplisob vazby dvou ubikvitini v polyubikvitinovém retézci je
pres lysin 46 (tzv. K48 fetézce) nebo lysin 63 (tzv. K63 fetézce), existuiji
vsak ijiné fetézce, vyjimecné i rozvétvené



- zarozsudek smrti jsou povazovany zejména K48 rfetézce, zatimco K63
hraji roli hlavné v buné¢éné signalizaci, ale i ony mohou byt rozpoznany a
degradovany v proteasomech
deubikvitinace
* dochéazi k ni téZ v eukaryotni buiice
* enzymy zodpovédné za tento déj se nazyvaji deubikvitinasy (DUB) a lze je délit
na 5 skupin
- ubikvitin C-terminalni hydrolasy
ubikvitin specifické proteasy
proteasy s doménou Machadovy-Josephovy nemoci
proteasy z vaje¢nikovych tumort
proteasy s JAMM doménou
* dnes je zndmo 75 DUBZ, které interaguji se stovkami proteint a hraji
v eukaryotni butice nesmirné mnozstvi riznych roli
* jedna z JAMM deubikvitinas hraje roli pfi spravném fungovani eukaryotniho
proteasomu (Pohl)
proteasom
» protein, ktery na sobé nese K48 fetézec mtize byt rozpoznan tzv. 265
proteasomem a degradovan v ném
» 265 je bézny typ proteasomu v nasich burikach, ma dvé zakladni ¢asti
- 20S proteasom neboli hlavni partikule (core particle) - tvar vélce, probiha
v ni samotna proteolyza PDG
- 19S proteasom neboli regulacni partikule (regulatory particle) - nezyva se
téz PA700
* hlavni partikule
- &tyfi prstence - dva vnéjsi ze 7a podjednotek a dva vnitini ze 73
podjednotek
- aktivni mista $tépici proteiny jsou v B-prstencich a jsou obraceny dovnitf
vélce proteasomu, konkrétné to jsou podjednotky
* 1 = aktivita podobna kaspasam
* (2 = aktivita podobna trypsinu
* PB5 = aktivita podobna chymotrypsinu
- kromeé bézného 20S proteasomu existuji u nas téz inducibilni proteasomy
s jinymi aktivnimi misty - imunoproteasomy nebo smésné proteasomy
-ty hraji roli v imunitni odpovédi bunék na cizorodé latky
- zcela specialni typ existuje v brzliku - thymoproteasomy, obsahujici 35t
podjednotku s neobvyklou aktivitou (souvislost se selekci CD8+ bunék)
» regulacni partikule
- vazou se na vngjsi a prstence 20S proteasomu
- regulacni ¢astice obsahuje dvé zdkladni navzijem spojené oblasti - bazi a
viko
- v bazi lze najit 6 rozdilnych AAA+ ATPaz a dalsi 4 podjednotky
- hlavnim poslanim je regulace vstupu do nitra 20S proteasomu
- viko obsahuje 9 ne-ATPazovych podjednotek a zakladni funkci je
deubikvitinace ubikvitinovanych proteinti pomoci Pohl pfed vstupem
do nitra 26S proteasomu
degradace neubikvitinovanych proteini
* asi 20% vsech proteint stépenych proteasomy v eukaryotnich burikach, nemusi
mat ubikvitinové znaceni



» takové proteiny obsahuji $patné uspofadana mista ve svych strukturdch a
takovy mista potom slouZi jako nespecificky signal pro degradaci
v proteasomech bez nutnosti ubikvitinace daného proteinu

- degradace ubikvitinovanych proteinti

* krozpozndni jsou nutné nékteré podjednotky z baze (ubikvitinové receptory) a
nékteré proteiny, které jsou jen docasné asociovdny s proteasomem

* kdyz je ubikvitinovany protein jiz navazan na 26S proteasom, jeho
polyubikvitinovy fetézec miize byt proteasomem riizné stépen a znovu
syntetizovan pomoci deubikvitinas a ubikvitin ligas

* sniZeni intenzity degradace samotnych ubikvitin v proteasomu souvisi
s ¢innosti specifické DUB, nazyvané Ubp6, ktera neni stalou podjednotkou 265
proteasomu

» pfed samotnou degradaci PDG je vSak polyubikvitinovy fetézec zpravidla
odstépen vcelku pomoci Pohl a dale odstraniovan jinymi DUBy

» rozplétani proteinu do primarni struktury a jeho pfesunuti do otvoru
proteasomu je pak spojeno s hydrolyzou ATP AAA+ ATPazami

* rozpleteny protein mtize byt skladovan v a prstencich, pokud  prstence jsou
jesté vytizeny degradaci predchoziho PDG

» proteiny mohou pfitom vchazet do 20S proteasomu z obou stran

* degradace probiha dokud vzniklé oligopeptidy nejsou dostate¢né malé na to,
aby difundovaly ven

» jakmile se oligopeptidy dostanou ven z 26S proteasomii jsou v burice dale
Stépeny jinymi peptidasamy az na aminokyseliny pouzitelné pro dalsi
proteosyntézu nebo v ramci imunitniho systému jako antigeny

- regulace aktivity proteini

* nékteré proteiny jsou proteasomy degradovany netplné neboli naopak dojde
k degradaci inhibitorti na nich vazanych

* funkce proteasomii neni tedy spojovana jen s hladinou protein v burice ale i
s aktivitou mnoha z nich, napf¥. transkrip¢ni faktory, signaliza¢ni proteiny

* ubikvitin proteasomovy systém hraje tedy kli¢ovou roli v mnoha terapeuticky
vyznamnych procesech jako jsou zadnétliva onemocnéni, neurodegenerativni
procesy, svalové dystrofie, virové infekce nebo karcinogeneze

Lysosom

sférické membranové organely vyskytujici se u mnoha eukaryotnich organisml
obsahuji pfes 50 typt enzymii (kyselé hydrolasy) slouZicich rozkladu extra i intraceluldrniho
materialu (sacharidy, proteiny, lipidy a NK)
vnitfni pH 5,0-6,0 je udrzovano protonovou pumpou v membrané lysosomu
vznikaji zpravidla oddélenim se z hladkého endoplazmatického retikula ¢i Golgiho aparatu
rozliSujeme lysosomy
- primarni - vacky s enzymy, bez materialu
- sekundarni - podstatné vétsi vacky, vznikajici splynutim priméarniho lysosomu
s fagosomem
- terciarni - obsahuji zbytky materidlu, ktery uz nejde rozlozit, napi. lipofuscin
autofagii vyuziva burika k recyklaci vlastnich opottebovanych struktur
onemocnéni na podkladé defektu lysosomui
- vrozena
» genetické poruchy jejich enzymt ¢i regulacnich proteint - dochéazi
k postupnému hromadéni materidlu, zejména v CNS a makrofazich



* asi 40 chorob s frekvenci 1:100 000 porodd, vétsinou nelécitelné

» Fabryho choroba (lé¢itelnd podanim chybéjici a-galaktosidasy)

* Niemann-Pickova choroba, Tay-Sachsova choroba, Gaucherova choroba,
Pompeho choroba

- ziskana

» vétsinou jen relativni poruchy z nadbytku pfijimaného materialu

» casto u makrofagti, napt. foamy cells pfi aterosklerose, ale postizeny mohou byt
i hepatocyty, epitel bunék proximalnich tubulii ledvin

* pfi dné jsou membrany lysosomt rozrusovany krystalky kyseliny mocové, coz
vede k uvolnéni enzym, které se projevi kloubni zanétlivou reakci

Stres endoplazmatického retikula

soubor véech moznych vlivd, které vyvadéji endoplazmatické retikulum z homeostazy, coz se
projevi zejména hromadénim proteini, které neprosly protein foldinfem
jako odezva se spusti signalni dréhy, které se souhrnné oznacuji jako unfolded protein
response (UPR)
vysledkem je zpomaleni translace mRNA, degradace malfoldovanych proteinti, zvyseni
exprese chaperonovych gent a udrZeni oxidativniho prostredi v ER
v piipadé selhani regula¢nich mechanismii je spusténa apoptosa
bézna funkce ER
- zafyziologickych podminek je béhem translace mRNA vznikajici polypeptid oznacen a
cely komplex ribosom-polypeptid-mRNA odeslan na vhodné misto v ER, kde je
polypeptid dotvoren
- je provedena N-glykosylace a oxidativni prostfedi ER zaruci vznik disulfidickych
mistkd (-SH + -SH - -5-5- + 2H* + 2e)
- pokud dojde k malfoldingu a protein je sbalen $patné, ohrozuje celé endoplazmatické
retikulum, protoze indukuje nabalovani dal$ich malfoldovanych proteinti
- tomu je zabrdnéno navazanim chaperonti jako Grp78 (glucose regulated protein) a
protein je tak urcen k degradaci (ERAD - endoplasmic reticulum associated
degradation)
stresové signalizacni drahy
- MERK kinasa (elF2 kinasa)
- kinasova rodina zahrnujici Irel - spousti dvé formy odpovédi
» exprese chaperonovych gent, mimo jiné i Grp78, které zaruci, ze proteiny
ziistanou v unfoldovaném stavu a nebude dochédzet k malfoldingu
» k expresi dochazi pomoci translace mRNA transkripcniho faktoru XBP1
* vazba a udrZeni Ca?* v ER
- transkripéni faktor ATF6 (activating transcription factor) - ovliviiuje expresi mRNA
XBP1
spusténi apoptosy
- neni je$té fadné vysvétleno, predpokladaji se dvé cesty
* pomoci transkrip¢énich faktort, patrné Irel by mohlo upregulovat transkripéni
taktor GADD153/CHOP, ktery ovliviiuje rovnovahu mezi Bcl-2 a Bax
» pomoci kaspas, patrné casp-12

23. Mechanismus prionovych onemocnéni

prion je z anglického protainaceous infectious particles



¢ jedna se o infekéni ¢astice, tvofené pouze molekulou bilkoviny
e prionovou teorii formuloval v roce 1982 Stanley Prusiner, ktery obdrZel v roce 1997 Nobelovu
cenu
e priony jsou ptivodci neurodegenerativnich onemocnéni lidi i zvifat
o charakteristika priona
- zafyziologickych podminek je v lidském mozku prion produktem genu PRNP na 20.
chromosomu - protein PrP (PrionProtein), konkrétné PrPC (C-cell), normalni, divoka
forma
- jeho fyziologicka funkce je nejasnd, zfejmeé se podili na synaptickém pienosu a
diferenciaci bunék
- patogenni priony maji stejnou primarni strukturu (pofadi amk), ale lisi se svym
konformac¢nim uspofadanim
- zatimco divoky PrPC md vyraznou prevahu a-helixu a asi jen 5% [3-skladaného listu,
patogenni PrPSc (Sc-scrapie) maji zastoupeni p-sklddaného listu az 40%
- proc¢ aberantni priony PrPSc vznikaji je stile nevyfeSenou otazkou
- mohou pravdépodobné vznikat mutaci genu PRNP nebo pfeménou prostorového
usporadani nepatogenniho prionu po setkdni s patogennim
- patogenni priony jsou extrémné odolné proti fyzikalnim a chemickym vliviim, z ¢ehoz
plynou obtiZe se sterilizaci (délal se pokus se spalenim mozku postizenych zvitat pti
600°C, popelem se infikovala asi 1/3 exponovanych zvitat)
- mezi vysoce infekéni patfi oko, mozkova a misni tkan
e onemocnéni
- prionové choroby ptlisobi patogeny, které jako jediné neobsahuji nukleovou kyselinu
- mohou byt sporadické, geneticky podminéné nebo infekéni (a to i iatrogenné)
- pfitomnost defektnich proteint vyvoldava onemocnéni souborné nazyvané jako
spongiformni encfalopatie
- jde o degenerativni onemocnéni nervové soustavy, kdy mozek postupné nabyvéa
houbovitého vzhledu v diisledku tvorby miniaturnich otvarkt
- lidska prionova onemocnéni
»  Creutzfeldt-Jakobova nemoc (CJD)
- velmi vzacné onemocnéni ze skupiny transmisivnich spongiformnich
encefalopatii
- pficinou je vznik patologické bilkoviny v mozku nékterych lidi
- prionova bilkovina se u CJD dostane do bunék mozku a v nich se
zachova jako virus
- postizené burky jsou nakonec tak zaplnény prionovymi bilkovinami, ze
prasknou a odumfou
- sporadicka CJD
* ma incidenci 1-2:1000 000
= v CR kazdoro¢né umira vice nez 10 pacienti na tuto formu CJD
» obtize nastupuji kolem 65. roku véku
* onemocnéni probihd jako prudce progredujici demence (v rozmezi
2-3 mésicti), objevuje se ataxie, myoklonus
* nemocny umira do 5-12 mésicti od prvnich pfiznaka
- iatrogenni CJD
* objevovala se u pacienti 1é¢enych lidskym riistovym hormonem
z kadaverosnich hypofyz (dnes se jiz pfipravuje rekombinantné),
pfenosem tvrdé pleny, perikardu ¢i rohovky
* riziko existuje i u neurochirurgickych vykona pfenosem
prostiednictvim instrumentaria
» pfenos priond je ziejmé mozny i transfuzi



familiarni CJD
* je genetickou formou s mutaci v genu PRNP a
neuropsychiatrickou symptomatologii
nova varianta CJD
* je charakterizovédna psychiatrickymi pfiznaky (Gzkosti, depresemi,
zménami chovani), progresivnim mozeckovym syndromem,
myoklonem, choreou a dal$imi neurologickymi pfiznaky
* na rozdil od sporadické formy je pritbéh pomalejsi a postihuje
mladsi vékové skupiny
» pfenos je pravdépodobné alimentarni z masa zvifat s BSE

* inkubac¢ni doba je vice nez 10 let, na celém svété na ni zemfelo asi
200 lidi

nédkaza se vyskytovala zejména u domorodych kment na Nové Guinei,
které provozovaly ritualni kanibalismus

po nékolikaleté inkubaci se u nemocnych objevil tfes, ataxie, imobilita a
naslednd smrt

po potlaceni kanibalismu zmizela i nemoc

Alperova nemoc

Gerstmanntv-Strausslertv-Scheinkertv syndrom

fatalni familiarni insomnie

sporadicka fatalni insomnie

- zvifeci prionova onemocnéni

bovinni spongiformni encefalopatie (BSE - nemoc silenych krav)

u skotu pozorovana poprvé v roce 1986

0 10 let pozdéji také popsana nova varianta CJD

stoupa pocet dikazti o podobnosti ptivodce BSE a nové varianty CJD
nemoci $ilenych krav se nazyva proto, zZe v pozdnich stadiich vyvolava u
zvifat zvlastni chovani

makroskopicky nalez na mozku (pérovaténi) v pozdéjsich stadiich
pfipomind houbu (spongiformni = houbotvarné)

variantou BSE by mohlo byt (dle pfedpoklad) onemocnéni ovci (scrapie)
inkubacni doba je nékolik let, zatim neni ditkaz (resp. konkrétni ptipad),
ze by byl pfenos na ¢lovéka mozny

prionovy celularni protein (PrPC) se pfirozené vyskytuje na membranéch
gangliovych bunék mozku

podili se na regulaci procestt spanku a bdéni a na udrzovani
homeostatickych mechanismi organismu

PrPC muize ménit svou konformaci na patologickou izoformu PrPSc
(pfi¢iny nejsou objasnény)

PrPC a PrPSc se nelisi v primarni struktufe, rozdily ale nalezneme

v prostorovém usporadani

PrPSc je ze 41% strukturné pB-skladany list, zatim co PrPC je ze 42% a-
helix

diky tomu ziskdva PrPSc extrémni odolnost vii¢i chemickym a
fyzikalnim vliviim a Gé¢inkéim proteas

scrapie (klusavka, drbavka)

nepochybné nejdéle zndm4a prionopatie

u postiZené ovce se nejdfive projevi ttlum, ktery se stfida s obdobimi
prehnané aktivity (se zvifetem ,Sijou vSichni certi”)

pozdéji se muZe objevit silné svédéni



- v nasledujicich fazich choroby se objevi poskozeni CNS (narusena
koordinace pohybti) - zvifata naslapuji zvysoka, jako kdyby klusala
(proto ¢esky lidovy nazev klusavka)
- nemoc kon¢i ochrnutim a smrti ovce
- ¢lovék se prionem nenakazi, zfejmé neni mozZné, aby ovc¢i prion slouZil
jako matrice pro proménu lidského PrPC (na rozdil od prionu skotu,
ktery toto umi a lidé pak onemocni novou variantou Creutzfeldt-
Jakobovy choroby)
* chronické chfadnuti jelenovitych (CWD - chronic wasting disease)
* felinni spongiformni encefalopatie
* transmisivni encefalopatie norka
e diagnostika
- diagnostika spongiformnich encefalopatii je zaloZena na klinickém a
histopatologickém nalezu (imunohistochemie, Western-blot), pfipadné genetickém
vySetreni
- sporadicka forma CJD
» typicky ndlez na EEG (vypada jako EKG)
* na MR je zjevné postizeni bazalnich ganglii a insuly, atrofie frontotemporélni
oblasti
» v likvoru lze prokazat protein 14-3-3
- familiarni forma CJD
» Ize diagnostikovat stanovenim mutace v genu PRNP
- variantni forma CJD
» priony Ize prokézat v tonziladch, apendixu nebo ve sleziné
* postizeni na MR je zejména v pulvinarech thalamu
» likvor je negativni na protein 14-3-3
v histologickém preparétu 1ze nalézt spongiformni zmény (opticky prazdné prostory -
vzhled myci houby), tbytek neuronti a zmnoZzeni astrocyta (astrocytosa)
e terapie zatim neexistuje

24. Priciny patologické konformace bilkovin a
klinické dusledky

e proteolytickd konformace bilkovin - proteopatie
- neni zcela jasné, zda jsou vznikajici agregaty pri¢inou nebo diisledkem nerovnovéahy
homeostazy proteinu

- rizikové faktory
* destabiliza¢ni zmény v primérni struktufe
» posttransla¢ni modifikace
* zmeény teploty, pH
» zvySend produkce proteinu
* sniZzené vylucovani a degradace proteinu
= vys$sivek
* traumatické zranéni mozku

e poruchy
- primdrni porucha sbaleni - v dsledku mutace genu (cysticka fibrosa) a naslednd ztrata
funkce proteinu
- agregace do amyloidnich fibril
» diky mutaci



e amylo

» diky zvySené produkci

» diky alternativnimu sbaleni
nasledky

* bud vznikaji toxické bilkoviny vedouci k neurodegenerativnim onemocnénim

* nebo dochézi k ukladani - amyloidosy
id
nevétvené extracelularni proteinové fibrily, v preparatu barvitelné Kongo ¢erveni nebo
Thioflavinem T
obsahuji cross-p-sheet patet, tyto fetézce do sebe zapadaji ve formé sterického zipu, na
kterém jsou pak navazany dalsi retézce
i u amyloidu (podobné jako u prionti) Ize uvazovat o seeded amyloid production, i
kdyz ne zcela prokazano
u jednotlivych neurodegenerativnich i jinych onemocnéni, zptisobenych patologickou
konformaci bilkovin, se objevuji rizné mutované proteiny, avSak amyloid mohou
vytvaret vSechny a jeho charakter je v zdkladu obdobny
fibrily amyloidu nejsou toxické, jen nerozpustné a ukladaji se v orgénech, ¢imz
poskozuji tkan

e cysticka fibrosa

AR choroba, delece Tamk
defekt CFTR = chloridovy kanal v epitelovych burkach
klinicky
» vznik vysoce viskézni mukézy, hlenu, ktery blokuje dychaci cesty
» zhorSeny pfenos plynt a perzistujici infekce
mutovany protein CFTR ma témét plnou biologickou aktivitu, ale je rozpoznavan jako
chyba a degradovan v proteasomech (do urcité doby)

e Alzheimerova choroba

EC ukladani depozit p-amyloidu
geneticky podklad, dochazi ke stradani Spatné sbalenych protein
prekurzorovy protein je -amyloidni prekurzorovy protein (B-APP)
v mozku pacientt vznikaji 2 rizné agregaty
» chybné sloZeny cytoskeletarni protein Tau
* plaky tvofené fragmenty membranového proteinu f-APP
B-APP
* ma nejasnou funkci
» patologicky je jinak $tépen, vznikd amyloidni B-peptid, ktery utvaii proteinové
agregaty
* amyloidni B-peptid snadno polymerizuje a utvari nerozpustné fibrily -
neuritické plaky (sporadicky i u zdravych jedinct)
* postiZen je zejména hippokampus - poruchy paméti
» plaky infiltrovany reaktivnimi mikrogliemi, obklopené astrocyty - dochazi
k uvolnéni ROS a cytokint a rozviji se asepticky zanét
* nasledkem je smrt okolnich neuronii
terapie
* inhibice konformacnich zmén, vyvoj novych peptidi (3-sheet breakers)
* experimentalni studie chaperoni

¢ Huntingtonova chorea

mutovany gen, ve kterém dochazi k expanzi trinukleotidi
dochazi k tvorbé patologického proteinu - huntingtinu, neznamé funkce
mechanismus onemocnéni neni pfesné znam



uvaZzuje se o pietiZeni neuront glutamétovou neurotransmisi, sniZzeni
antiapoptotickych tcinkd normélniho huntingtinu nebo mitochondrialni dysfunkci
(pacienti maji niz$i metabolickou aktivitu v postiZenych oblastech)

dochazi k selektivni ztraté neuronti v bazalnich gangliich ale i jinych oblastech
spojenych s koordinaci pohybti - napt. mozkové kire

jedné se o AD dédi¢né onemocnéni

e amyloidosa

nemoc z ukladani amyloidu v mezibuné¢ném prostoru

amyloid nedokédZou makrofagy rozlozit

uklada se do tkani - ledviny, stfevo, myokard, jatra, mozek, cévy, jazyk...
dochazi ke zvétseni organu, ktery je tuhy a makroskopicky nazloutly

e Parkinsonova choroba

utvari se patologicky protein a-synuklein, ktery potom utvari amyloidové fibrily
juvenilni forma je ddna mutaci genu parkin

v diisledku mutace dochazi k abytku dopaminergnich neuront v substantia nigra
ten zptlisobuje zvysenou aktivitu globus pallidus a tak poruchu pohyblivosti - Gtlum
stimulac¢nich drah, hypokineticko-hypertonicky syndrom

v neuronech se utvareji tzv. Lewyho téliska

¢ frontotemporalni demence

utvari se patologicky protein Tau
nékdy je povazovana za podtyp Alzheimerovy choroby

e (JD - viz priony

25. Metabolické zmény v bunice pfi anoxii a
ischemii

e ischemické poskozeni srdce nebo mozku je celosvétove nejcastéjsi pii

v

inou smrti
srdce - aterosklerosa korondrnich tepen - ICHS

mozek - problém aterosklerosy NH
proximalnéji - karotidy - uvolnéni trombu 0
nebo aterosklerotického platu, jenz je HO—HZC
vmeten do distélnich ¢asti fecisté (nékdy S o
pri¢inou mozkové mrtvice téZ krvéceni) / s

HO

* hypoxie (anoxie) Vasodilataéni | e |

e ischemie HNT

nedostatek kysliku G&inek :"" ' o

N HN r‘f .
|

) |
N N HaN N N

nedostatek kysliku Ho—# : wo-rc
Q O.
prutok krve tkani omezen/zastaven T wl )

nasledkem je porucha dodavky Zivin a *incsine “Suenceine
R, e,

porucha odstranovani zplodin metabolismu 1 f

“* Ribose 1-phosphate < |

e metabolické zmény v burice pti hypoxii a ischemii it it

zvyseni degradace glykogenu a glykolyzy N > oy, Sy

* nésledkem toho se hromadi laktat a o Mypoxanthine Guanine

klesa pH (acidosa) PO (
ubytek ATP Hromadi se il
* burka ma nedostatek energie pii ischemii B 1

* adenylatkinasa pak realizuje ADP + A W
ADP > ATP + AMP M0
schema z: Harper's Illustrated [ =

i i ] g N
3iochemistry, 27th edition, McGraw B = A0
i N~ MNN&L Uric acid



* AMP je odbouravan az na Pi a hypoxanthin

» v srde¢nim svalu ani nervové burce neni xanthinoxidasa, kterd by hypoxanthin
odbourévala na kyselinu mocovou

- rozvrat iontovych gradienta

= 1 H* (laktat)

* 1 Na* (sména Na*/H* na membréané)

* 1 Ca?* (selhani ATP-dependentniho ¢erpani do ECT a ER, poruchy smény
Na*/Ca?* na membrane¢)

ECT: Ca* 2.5 mM ICT: Ca?* 0.0001-0.001 mM ECT: ICT:
ATP
ATP
—_ ’:I Cd‘_ —— f= Cal+
ADP ADP
y. ATP ATF (protoZe chybi
—_— ————Na* —— ’— Nat ATP)
K*‘ e — K+ o f—
ADP ADP
— Ca?t —y Ca® .
. _ Na* —_— (vysoké Na
Na*: — v cytosolu)
— H+ L
——— —_—— H* \]1:'* " (laktitova

Nat IS W acidosa)

e vyznam vapniku v buirice
- druhy posel dileZity naprosto ve vSech zivotnich projevech buriky
- v cytoplasmé jen 0,1-0,2pmol - cca Tpmol je jiz signdl
zdroj signalu je
* zvnéjsku
- ligandem aktivované Ca?* kanaly
- napétim fizené Ca?* kandly
= ze zasob v ER
- PI3 receptor/kandl
- ryanodinovy receptor/kanal
- zavisly na membranovém potencialu (kosterni sval)
- zavisly na Ca?* (srdce, CNS)
o tom, jakou informaci Ca?* signal nese rozhoduje jeho lokalizace, frekvence a
amplituda
- vépnik je ¢asto ucinny jen ve vazbé s kalmodulinem
e patobiochemické ucinky zvyseni intraceluldrniho kalcia
- aktivace mnoha enzymi
* (Ca/kalmodulin dependentni proteinkinasy
* nékteré fosfatasy (calcineurin)
* endotelidlni a neuronalni NO synthasy
* kalpainy (Ca aktivované non-lysosomalni proteasy)
» fosfolipasy (poskozeni membran, syntéza prostanoida)
* endonukleasy (fragmentace DNA pii apoptose)
- svalova kontrakce
- uvolnéni hormont a neurotransmittera
- regulace genové exprese
- skladba cytoskeletu (vysoké Ca - membrane blebbing)
- mitochondrie



» regulace respirace
* indukce MPT (mitochondria permeability transition)
e import vapniku do mitochondrie
- v mitochondrii skladovani Ca2* (nelze tak tplné fici)
- jejednim z cilt Ca?* - diky protonové pumpé a rozdilnému néboji na membréné (vné
kladny a uvnitt zaporny) umoznéni priichodu dovnitf mitochondrie
- Ca?* uniporter - facilitovana difuze po spadu elektrochemického gradientu, kapacita
obrovska
- metabolicka regulace - kritické mitochondrialni dehydrogenasy jsou stimulovany Ca2*
* pyruvatdehydrogenasa
* isocitratdehydrogenasa
» 2-oxoglutardtdehydrogenasa
- takto srde¢ni mitochondrie reaguje na zmény ATP (nikoli deplece ATP, ale zvySeni
Ca?*l)
- mitochondrie tedy burice umoziiuje sekvestraci cytoplasmatického kalcia
- bohuzel ale jen za urcitych okolnosti - pokud dojde k pfekroceni miry, otevira se
megakanal (1 na 1 mitochondrii) = MPT
- MPT = mitochondrial permeability transition
» otevieni megakandlu ve vnitfni membrané mitochondrie
» propustnost pro vSechny molekuly mensi nez 1500 Da
» kolaps potenciadlu vnitini membrany, vyrovnani protonového gradientu a
rozptazeni nebo inhibice respirace
* zbobtnani mitochondrie
- otevieni megakanalu
* spousti Ca2*
» stimuluji
- oxidanty
- depolarizace
- anorganicky fosfat
* inhibuji
- protony (nizké pH matrix)
- magnesiové ionty
- ATPa ADP
- cyklosporin A
- funkce MPT
» struktura kanalu stale jesté neznama
» fyziologické (reverzibilni) otevieni MPT
- energeticky vyhodny eflux Ca?* z mitochondrie
- kalciova signalizace - uvolnéni Ca?* indukované kalciem, mitochondrie
jako Ca?* signalling storing device
» patologické (ireverzibilni) otevieni MPT
- bunééna smrt (nekrosa a apoptosa)
- mechanismus jak jsou staré mitochondrie oznaceny pro autofagii
- dojde-li k tomuto jevu u vSech mitochondrii - kolaps energie -
apoptosa/nekrosa

26. Reoxida¢ni poskozeni tkané

e reoxygenacni poskozeni tkané
- dalsi poskozeni ischemické tkané, probihajici az po obnoveni priitoku krve



vyznamné zejména po kratké ischemii
pokud je tkar ischemii zcela zni¢ena, reperfuze uz nemtze lokalni stav zhorsit, ale
miiZze vyplavit toxiny z mrtvé tkané do cirkulace
* multiple organ dysfunction syndrome (MODS)
* systemic inflamatory response syndrome (SIRS)
zaplava kyslikovych radikéld, NO a eikosanoidi
vyznam poskozeni

stievo

* trombosa, torze, uskfinuté kyly

srdeéni infarkt

* trombolyticka lécba, angioplastika
* arytmie, porucha kontraktility (stunning)

perinatalni asfyxie

hemoragicky sok po doplnéni krevniho obéhu
otrava oxidem uhelnatym léc¢ena kyslikem

spankova apnoe
organy pfed transplantaci

klasicky model ischemicko reperfuzniho poskozeni

xanthinoxidasovy model
dobfte vysvétluje poskozeni
stfev u kocek
lidské srdce ale neobsahuje
zadnou xanthinoxidasu
enzym se nachazi pouze
v jatrech, stfevé a laktujici
mlécné zlaze, v malém
mnozstvi je v cévach vazan
na povrchu endotelu
pfeména na O formu je
v lidském stfevé prilis
pomald
tvorba ROS béhem
reperfuze ma jiné zdroje

* mitochondrie

| Medostatek kysliku

l

|ATP — ADP — AMP — adenosin |

|

inosin

-SH oxidace, nebo

Ca-aktivovand
protealyza

X anthinoxidasa

Reperfuse
abnavife O,

Klasické schema
ischemicko-reperfusniho
poskozeni

Podie: ] M.McCord Fed. Proc. 46, 2402, 1987

- po ischemii jsou vice , déravé”
- mitochondrial permeability transition

* leukocyty

|

O+, Hy(, kyselina mocovi
l Uvolnéni Fe, Cu
OHs

{Upravenog

- no-reflow fenomén (ucpani kapildr adherovanymi bilymi krvinkami)
MPT je zfejmé hlavnim mechanismem reoxygenacniho poskozeni myokardu

ischemie - nizké pH chrani pfed MPT
reperfuze - v myokardu nastavaji podminky pro MPT koincidenci nasledujicich

faktora

* nadprodukce oxidant

* deplece adeninovych nukleotidi
» vysokda koncentrace Pi (z degradace ATP)
» vysoka koncentrace Ca?*

* normalizace pH

ATP synthasa mtize fungovat i obracené
» H*jde ven za stépeni ATP
* vyhoda pfi ojedinélém MPT - dojde k rychlému znovustanoveni H* gradientu



» pfireperfuzi po ischemii ovsem dochazi ke ztrataim drahocenného ATP a tak se
zhorsuje stav buriky
o poly(ADP—rlbosa)polymerasa (PARP-1)
enzym vazany na chromatin, aktivovany (oxida¢nim) poskozenim DNA
- Stépi NAD*, prenasi poly(ADP-ribosa) na jaderné proteiny
- pomdhd v opravach DNA a podporuje preziti buriky
- je-li ale DNA poskozena piilis, enzym zptisobi depleci NAD*, kterd urychli bunéénou
smrt (suicide response)
- deplece NAD* je usnadnéna jeho uvolnénim z mitochondrii v diasledku MPT
e prevence ischemickou reperfuzniho poskozeni
- stale spiSe teoreticky
- fizena hypotermie
- MPT inhibitory (md i imunosupresivni t¢inek, kde je v 1é¢bé vyuZivan, ten v8ak neni
zpusoben inhibici MPT)
* Cyklosporin A - vaze cyklofilin D (sou¢ast MPT poéru)
- antioxidanty
- PARP-1 inhibitory

27. Excitoxicita v patogenezi poruch CNS

e excitoxicita hraje roli v patogenezi nékterych neurologickych onemocnéni, napt. cévni
mozkové pfihody a Huntingtonovy chorey
e excitoxiny jsou exogenni, endogenni, véetné nadbytku excitacnich aminokyselin - glutamat
e glutamat
- vétsina excitacnich synapsi v lidském mozku uziva glutaméat
_ receptory glutarn\ate Qs
* ijonotropni b
- ligandem fizené iontové kanaly
- iontové kandly jsou tetramery - tisice moZznosti
sloZeni podjednotek
- podle afinity k dal$im latkam (agonisttim) se

dale déli
- non-NMDA receptory l
* N-methyl-D-asparagova kyselina P
* rychlé synapticka transmise, propustné
pro Na*
» dale délené na AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxalon)
X kainat

* AMPA receptory - vétsSina
rychlych excita¢nich synapsi
mozku

» kainat receptory -ina
postsynaptickych membranach

- NMDA receptory

* dlouhodobé zmény v sile
synaptického pfenosu

* propustné pro Na* a Ca?*

* metabotropni
- sprazené s G proteiny, seven-
spanning

EXTRACELLULAR

membrane

©199% GARLAND PUDLISHING




» glutamatové receptory a indukce LTP (long-term-potentiation)
- nizka frekvence impulzi - pouze AMPA receptory aktivni
- vysoka frekvence impulzii - AMPA i NMDA receptory aktivni
- NMDA receptor je tzv. coincidence detector

synapticka plasticita

sila synaptického spojeni udava synaptickou

aktivitu o > g
synapticka aktivita vede ke kovalentni modifikaci an f:_,N

stavajicich proteint, které pak zpétné ovliviiuji

silu synaptického spojeni

kromé toho kovalentni modifikace stavajicich

proteinti zptisobi expresi a syntézu novych protein, které opét zpétné ovliviiuji silu
synaptického spojeni

prilisna hladina glutamatu vede k pfilisSnému draZzdéni neuronu a mtze vést az k jeho
zahubeni - pfehnanym influxem Na* a Ca?* do buriky

excitoxicita pfi mozkové ischemii-reperfuzi (u cévni mozkové prihody)

glutamatova kaskada (MPT se u nervové bunky netcastni)
indukce

* ischémie - depolarizace neuronalni membrany vede k uvolnéni glutaméatu

* nadmérna excitace NMDA receptorti zptisobi influx Ca?* a Na* do buriky

* Na* zptlisobi osmotické bobtnani buiiky a nekrosu

» (Ca?* vede k vzestupu hladiny mitochondrialnich ROS, vzestupu NO a aktivaci

Ca?* stimulovanych enzym (proteasy, fosfolipasy - vzestup eikosanoidit)

» takto pokracuje poskozeni a nastava buné¢na smrt - apoptosa, nekrosa
amplifikace

» dalsi kumulace Ca?* intracelularné (influx z extraceluldrniho prostfedi a ER do

cytoplasmy)
* to vede k dal$imu uvolnéni glutamatu a poskozeni dalsich neurond - propagace
poskozeni
exprese

* intraceluldrni Ca?* aktivuje Ca2?* dependentni nukleasy, proteasy a fosfolipasy
» dochazi tak k poskozeni biologickych struktur - uvolnéni kyseliny
arachidonové a vznik eikosanoida a volnych radikala

* tovede k propagaci poskozeni
glutamat je z postsynaptické membrany vychytavan gliovymi burikami a zpracovavan
na glutamin
transportéry glutamatu vyuZivaji iontovych gradienti na bunééné membrané
depolarizace membrany vede k tomu, Ze se ale transport miZe otocit - do stérbiny
s prebytkem glutamatu je gliemi pfipumpovan dalsi
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Presynapti

Huntingtonova chorea

- mutace Huntingtonova genu

- strukturni zmény predpoklddaného proteinu huntingtinu

- uvolnéni excitoxini - excesivni stimulace NMDA receptori

- to vede k intracelularni kumulaci Ca?* a poskozeni neuronti ve striatu a jinych
oblastech

- symptomy Huntingtonovy chorey jsou chorea, progresivni degenerace nervového
systému

Ischaemia

b

eduction of oxygen and glucose supply, energy failure, bleeding
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28. Obecné mechanismy smrti nervovych
bunék pfi neurodegenerativnich chorobach

e Alzheimerova nemoc (AN)

demence = ziskana a progresivni porucha vsech vyssich kognitivnich funkci
nejcastéjsi ze viech neurodegenerativnich chorob (USA: 30% ve véku 65 let nebo vic)
nejasné oddéleni od vaskularni demence (chronicka ischemie mozku) a zmén pii
normalnim starnuti mozku
difuzni ztrata neurond, v patologii je charakteristické
» senilni plaky - extracelularné, jadro z agregovaného 3-amyloid peptidu (ApP)
* tangles - vlakna uvnitf neuront, tvorena z hyperfosforylovaného proteinu tau
epidemiologie
» vétsina pfipadh sporadicka, ale dédi¢nost silné ovliviiuje predisposici (napf.
polymorfismy apolipoproteinu E)
» familidrni formy (s ¢asnym zac¢atkem): mutace v APP nebo v presenilinech
(ovliviiuji tvorbu AP z APP), také M.Down (trisomia 21 - kde je gen pro APP)
* negativni asociace s dosaZzenou trovni vzdélani a pravidelnou fyzickou
aktivitou
uc¢inné lécba dosud neni

e Parkinsonova nemoc (PN)

progresivni porucha hybnosti, pomalost pohybti (bradykinesia), klidovy tfes, obtizny
zacatek pohybu (akinesia), svalova rigidita
druha nejcastéjsi neurodegenerativni porucha (5% ve véku 85 let nebo vic)
selektivni smrt neuront v substantia nigra (SN) - nedostatek dopaminu v striatu -
symptomy
patologickd anatomie - Lewyho téliska (ve zbyvajicich SN neuronech, obsahuji
agregovand a-synuklein), ale neni specifické
epidemiologie

*  téméf vzdy sporadické

» familiarni formy s ¢asnym zacatkem jsou velmi vzacné

* nékdy téz zpiisobeno toxiny (napt. MPTP)

* modulace dopaminergni transmise (L-DOPA + Carbidopa atd.) - v zdsadé
funguje, ale s vedlejsimi tcinky a acinek 1écby se s ¢asem vytraci

» experimentdlni terapie transplantaci dopamin-produkujicich bunék do mozku
pacienta

¢ mechanismy smrti neuronti u AN a PN a dalsich chorob

jsou komplexni a jen ¢astecné probadané, presto existuje nékolik obecnéjsich ryst
» porucha funkce mitochondrii
» zvySeni oxida¢niho poskozeni
* poruchy ubikvitin-proteasomového systému
* hromadéni abnormalnich agregovanych proteinti
* zmény v metabolismu zeleza
* excitoxicita
* zaneét

e porucha funkce mitochondrii

Alzheimer
* mitochondrialni poruchy popsany jako sniZend aktivita cytochromoxidasy,
pyruvatdehydrogenasy a a-ketoglutardtdehydrogenasy



* mitochondrie jsou jednim z cilii toxicity Af
- Parkinson
* poruchy v komplexu I nalezeny specificky v nemocné SN - v souc¢asné dobé
povazovano za jeden z hlavnich mechanismt patogenese PN
* SN neurony jsou ziejmeé zvlast citlivé k plisobeni komplex I toxint
- MPTP (ptimeés v heroinu, v neuronech metabolizovan na MPP+) u
narkomant (MPTP = 1-methyl-4-feny-1,2,3,6-tetrahydropyridin)
- pokusy na zvifatech s rotenonem (pesticid) - takové toxiny mohou byt
v prostfedi velmi rozsifeny
e zvySeni oxida¢niho poskozeni
- Alzheimer
» piesvédcivé dikazy pro lokalni oxidaé¢ni stres jiz na poc¢atku onemocnéni
= ptavod ROS
- AP peptid (zdkladni mechanismus jeho toxicity) - jak pfimo, s katalyzou
pfechodnymi kovy, tyk nepfimo (indukce ROS-generujicich enzym,
ucinek na mitochondrie)
- aktivace mikroglie senilnimi plaky, véetné AGE-RAGE interakce
- Parkinson
» presvédcivé dikazy pro lokdlni oxidacdni stres, ale vztah pfic¢ina/dtisledek
ponékud nejasny
* deplece GSH miize byt jeden dtilezity a ¢asny déj
= puavod ROS
- metabolismus dopaminu (jak jeho nefizena kovy-katalyzovana
autooxidace, tak katabolismus monoaminooxidasami generuje radikaly)
- proto asi jsou SN neurony zvlasté nachylné k oxidaénimu stresu
- porucha mitochondrii (napt. zptisobena MPP+)
- moznost uvolnéni Zeleza z neuromelaninu
- aktivace glie
e poruchy ubikvitin-proteasomu
- Alzheimer
» aktivita proteasomu nizka
- mutantni ubikvitin (generovany chybami transkripce)
- nékteré oxidované/abnormadlni proteiny (v¢. AP a tau) mohou proteasom
ucpavat
- Parkinson
* nékteré vrozené formy
- mutace genu pro parkin (E3 ligasa pro ubikvitinaci a-synukleinu)
- mutace v UCHL1 (ubikvitin carboxy-terminal hydrolase L1) - enzym
dtlezity pro recyklaci ubikvitinu
» aktivity proteasomu a UCHL1 jsou nizké i u sporadickych forem PN
- takové poruchy obecné podporuji hromadéni vadnych proteini a také oxidac¢ni stres
(porucha odstrarovani oxidovanych proteinil)
¢ abnormalni agregované proteiny
- Alzheimer
* amyloid P peptid je aberantni produkt stépeni APP - jeho hromadéni je
povazovano za zakladni mechanismus patogeneze AD
* neurotoxické jsou pfedevsim rané, jesté rozpustné Ap-agregaty
» produkce ROS je hlavnim mechanismem neurotoxicity
» zralé plaky nejsou pfimo neurotoxické, ale indukuji zanétlivou odpovéd
mikroglie
- Parkinson



* hromadéni a-synukleinu pfispiva ke smrti neuronti
- mutace v genu pro a-synuklein zptsobuje jednu formu familiarni PN
- zvySend exprese normalniho a-synukleinu také vede k PN (pokusy na
zvitatech, téZ jedna vzacnd familidrni forma)
* ale ne kazdy pfipad PN ma Lewyho téliska a existuje také stav s Lewyho télisky,
ale bez PN
zmény v metabolismu Zeleza
- Alzheimer
* stopy Cu nebo Fe jsou nezbytné jako katalyzatory agregace A jak ve zkumavce,
tak in vivo
* AP s vazanou médi pfimo generuje ROS
» plaky hromadi Cu, Fe (také Zn, snad i Al) v redoxné aktivnich formach
- Parkinson
* Fe se hromadi v nemocné SN, ale je to relativné pozdni déj
» kovy katalyzuji autoxidaci dopaminu - ROS + neuromelanin bohaty na Fe
* mozné uvolnéni redoxné aktivniho Fe z neuromelaninu (stara, zajimava, ale
nepotvrzena teorie)
excitoxicita
- myslenka pomalé excitoxicity
» ifyziologicka stimulace glutamédtem muze byt toxicka pro neuron, pokud je
porusena jeho produkce energie
» pokud formulovéno timto zpéisobem, mtize byt vyznamné v patogenezi mnoha
chronickych neurodegenerativnich chorob
prilis malo glutamatu téz skodi
- urditd aroven nervové aktivity je nezbytny pro preziti nervovych bunék
- kultivace neuroni in vitro - pfidavky glutamatu/KCl v urcité rané fazi vyvoje kultury
brani apoptose
- NMDA receptor je napojen na signalizaci rastovych faktorti (Ras/ MAPK apod.)
- antiapoptotické signalni drahy se prekryvaji se signalizaci synaptické plasticity
v ontogenezi fyziologicky zanikaji ty butiky, které do urcitého ¢asu nevytvori dostate¢ny
pocet synapsi
mozkovy infarkt
- centralni léze - anoxie, rychla nekrosa, pfilis mnoho glutamatu
- penumbra - hypoxie, opozdénd bunécna smrt, spise apoptoticka, prilis malo glutamatu
v dtsledku ztraty aferentace



