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ANOTACE

V této bakalafské praci se zabyvam oxidaénim stresem ajeho markery
u Alzheimerovy choroby. Prace je zaméfena na popis demence, Alzheimerovy
choroby a jeji klinicky obraz, 1é¢bu a diagnostické metody. Dale se v praci zabyvam
oxida¢nim stresem, volnymi radikaly, markery oxida¢niho stresu a poskozeni

biomolekul.

KLICOVA SLOVA

Alzheimerova choroba, markery oxida¢niho stresu, oxida¢ni stres, volné radikaly,

reaktivni formy kysliku, reaktivni formy dusiku



ANNOTATION

In my bachelor thesis | deal with the oxidative stress and its markers in
Alzheimer's disease. This thesis is focused on diagnostics, symptoms, causes
and treatment. I deal with oxidative stress, free radicals, markers of oxidative stress

and damage of biomolecules, too.

KEY WORDS
Alzheimer disease, markers of oxidative stress, oxidative stress, free radicals,

reactive oxygen species, reactive nitrogen species
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1 UVOD

Demence je zavazna mozkova choroba zplsobena degenerativnimi zménami
v mozkové tkani. Nejcastéjsi formou demence je Alzheimerova choroba, ktera
predstavuje 55 - 60 % vSech piipadi. Toto onemocnéni z velké Casti nastava u osob
star§ich 65 let.

V mozku dochazi ke zménadm, kdy proteiny se zacinaji usazovat atim vznikaji
amyloidni plaky aspleti tau. Tim neurony piestavaji fungovat, ubyva spojeni
S ostatnimi neurony a odumiraji. Oxidacni stres je podminén vyskytem nepiiznivych
kyslikovych radikalti. Nemlzeme se jich uplné zbavit, jelikoz kyslik tvoii vyznamnou
cast nasSich tél. V téle nam tedy vznikaji reaktivni formy kysliku a dusiku, tzv. volné
radikaly. Antioxida¢ni ochrana se snazi zabranit tvorbé nadmérného mnozstvi volnych
radikal.

V priibéhu let byly stanoveny markery, které vystihuji oxidaéni stres. Kromé vybéru

vyhovujiciho markeru, je rovnéz dulezité zvolit spravnou metodu stanoveni.
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2 DEMENCE

Demence je organicky podminény, trvale nezvratny pokles slozek intelektu.
Vyznamné limituje behavioralni, funkéni a kognitivni schopnosti. Jsou zménény bézné
ekonomické a socialni aktivity nemocného. Pojem demence pochazi ze spojeni slov de
(bez) a mens (rozum, védomi, mysl) [1].

Demence je mozné d¢lit na dve skupiny:

1. Primarni

a. Atroficko-degenerativni (Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba,
Demence s Lewyho télisky, aj.)
b. Ischemicko-vaskularni (multiinfarktova demence, aj.)
2. Sekundarni
a. Symptomicka - vznika v disledku postizeni CNS jinym organickym
procesem
I. Traumatické zmény
Ii. Metabolické poruchy (napf. jaterni selhani, postizeni pfi urémii)
iii. Infekéni choroby (napf. leus CNS)
iv. Intoxika¢nimi vlivy (chronicky abuzus alkoholu nebo drog)

V. Hypovitamindzy (napft. deficit niacinu) [2].
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3 ALZHEIMEROVA CHOROBA

3.1 Definice Alzheimerovy choroby

Alzheimerovu chorobu (AD) v roce 1907 poprvé popsal némecky neurolog, védec,
a psychiatr Alois Alzheimer. V té dob¢ byla nemoc povazovana za vzacnou [3]. Nyni je
povazovana za nejéastéji se vyskytujici demenci. Dalsi podstatna ¢ast demenci vznika
na smiSeném podklad¢ AD a cerebrovaskularniho onemocnéni [4]. AD piedstavuje
progresivni neurodegenerativni onemocnéni mozkové tkan¢ a kognitivni zhorseni [5,6].
Je charakterizovana pfitomnosti ¢etnych senilnich plakt a neurofibrilarnich klubek
v mozku, zejména v hipokamu a ktife mozkové [7]. V jeho dusledku dochazi nejprve ke
ztraté¢ funkce neuront, pozdéji K zaniku jednotlivych nervovych bunék a naslednému
ubyvani mozkové hmoty [6,8]. Z genetického hlediska je AD multifaktorialni nemoci.
Mohou se zde vyskytovat i mutace gent a jsou zakodovany na chromozomech 1, 14, 19
a2119].

Toto onemocnéni nejéastéji postihuje osoby starsi 65 let [9]. V soucasnosti trpi V4
lidi starSich 85 let demenci. AD se na tomto ¢isle podili z 50 - 60 %. Odhaduje se, Ze ve
svété touto nemoci trpi kolem 30 milionu lidi. V roce 2009 bylo odhadovano pies 120
tisic pacientti v Ceské republice [10]. Toto &islo neni tplné piesné, jelikoz &asto byva
Spatna diagnoza. Nékdy AD neni diagnostikovédna a stav nemocného je pfipisovan staii
[11].

Mezi makroskopicky patrné anatomické zmeény patii zaZeni mozkovych zavitd,
dilatace mozkovych komor a subkortikalni i kortikalni atrofie urcitych mozkovych
struktur, piedev§im amygdaly, hippokampu atemporalnich lalokl, s pasivnim
roz$itenim komorového systému a subarachnoidealnich prostor. Charakteristickym
patologickym nalezem v mozkové tkani pacientll jsou extracelularni senilni plaky
a intracelularni depozita neurofibrilarni klubek (konvolutl) [1]. Na obr. 1 je znazornén

mozek zdravého ¢lovéka a mozek pacienta s AD.
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Brain Atrophy in Advanced Alzheimer’s Disease

Obrazek 1 - Mozek zdravého ¢lovéka a mozek pacienta s AD [12]

3.2 Klinicky obraz

Pro AD je typicky pomaly zacatek. Tento zacatek je nékdy nendpadny, Ze si okoli
projevii demence v§imne aZz S odstupem ¢asu. Nemoc mé plynule postupujici charakter
bez napadnéjsich vykyvu [2].

Mezi urcujici rysy AD patii napadné zmény v obou mozcich, histologické zmény
azmény chovani. Mikroskopickd kombinace dvou pfitomnych tifid abnormalnich
struktur — extracelularni amyloidové plaky a intracelularni neurofibrilarni klubka jsou
charakteristické pro AD. Oba obsahuji vysoce nerozpustna husta vlakna. Mezi
rozpustné slozky téchto struktur patii amyloidni — B peptidy a tau protein [13].

Senilni demence Alzheimerova typu (SDAT) je hlavni pfi¢inou demence. Ptipady
SDAT lze rozdélit do 2 skupin podle véku pacienta v dob¢, kdy mu nemoc byla
diagnostikovana [13].

1. familiarni AD — objevuje se v raném véku (Casto pied 60. rokem zivota), 10 - 15
% pacientt,

2. sporadicka AD — objevuje se mezi 60. — 70. rokem zivota, 85 - 90 % vSech
ptipadid AD [14,15].
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Z klinického hlediska je vhodné pro hodnoceni stavu nemocného a piehledné
posouzeni miry postizeni funkénich oblasti pouzit rozdéleni na ABC symptomy
demence. Tii zakladni skupiny symptomt AD jsou:

e A - aktivity denniho Zivota
e B - behavioralni zmény

e C - kognitivni poruchy [16].

3.2.1 Tau protein

Tau je mikrotubuldrni-asociovany protein (MAP), ktery je exprimovan prevazné
v nervovych bunkach. Podporuji sestaveni a stabilizaci mikrotubuld (MTs). Je odolny
proti vysokym koncentracim kyselin a vysokym teplotam, aniz by ztratil svoji funkci.
V AD se tau stane nadmérné fosforylovan a ztraci svou schopnost vazat se k MT.
Agreguje do neurofibrilarnich klubek (NFTs), ktera se skladaji z parovych
Sroubovicovych vlaken (PHFs) tau [17].

Ma nizky obsah sekundarnich struktur. Vzhledem k tomu, Ze neuspotadané proteiny
maji tendenci byt vysoce flexibilni, mohou mit rizné konformace, které nejsou
pfistupné pro strukturni analyzu pomoci krystalografie. Nuklearni magneticka
rezonance (NMR) je zatim jedinou metodou, kterd umoZnuje popisovat jejich
konformace a dynamiku s vysokym stupném rozliseni [17].

Nedostatek uspotadané struktury zpuisobuje prekryti signalu. Diive bylo mozné jen
studovat o fragmentech tau nebo urovat jeho sekvence. V soucasné dobé je nalezen

nejdelsi zaznam molekuly tau proteinu (441 aminokyselin) [17].

3.2.2 Betaamyloid

Beta-amyloidovy peptid je neurotoxicky a je spojeny s patologii AD [18].

Amyloidovy prekurzorovy protein (APP) je integralni membranovy protein,
dilezity pro neuronalni regeneraci aneurogenezi. APP je tvofen 365 - 700
aminokyselinovymi zbytky. Gen pro APP je lokalizovan na 21. chromozomu [19].

Stépenim APP vznika beta-amyloidni peptid (Ap) tzv. amyloidogenni cestou (obr.
2).

Rizné sady enzyml mohou zpracovat APP dvéma cestami:

e Non-amyloidogenni (plak netvofici) cesta

e Amyloidogenni (plak tvofici) cesta [20].
17



Amyloid je patologicka fibrilarni forma proteinu v beta struktufe (struktufe
skladaného listu). Ke vzniku amyloidu dochazi agregaci pivodné solubilni
(degradované) formy proteinu s primarni nebo sekundarni vyrazné zastoupenou beta

strukturou do formy fibrilarni (rezistentni na degradaci) [20].
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3.2.3 Senilni plaky

Senilni (amyloidni) plaky (SPs) jsou kulaté, polymorfni Ap usazeniny vyskytujici
se UAD aubézného starnuti, které poskozuji mozkovou kiru. Ap je jejich
prekurzorového proteinu (APP) [7]. RozliSujeme vice druht SPs:

e primitivni (neuritické)

e diftzni (pre-amyloidni)

e Kklasické (dense-cored)

e kompaktni (burnt-out) [22,23].

Rozpustné Ap proteiny (monomer, dimer a trimer) tvoii amyloidni plaky. Vstupuji

do procesu agregace, ktera je ovlivnéna koncentraci a fyziologickym prostiedim [24].

Na obr. 3 jsou znazornény amyloidni plaky a neurofibrilarni klubka.
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Obrazek 3 — Vlevo mozek pacienta s AD a vpravo mozek zdravého ¢lovéka [25]

3.2.3.1 Mikroglie

Mikroglie (obr. 4) jsou malé, ovalné buniky s velkou cetnosti vybézki. Nejsou
pripevnéné a mohou se svévolné pohybovat. Pii poranéni CNS nardstaji, pfemistuji se
ke zranéni, fagocytuji a méni se na tzv. zrné¢kové bunky. Maji schopnost ochranovat
mozek proti patogennim mikrobim, kteti se snazi dostat do mozku [26].

Mikroglie jsou soucasti senilnich plaki. Ve zdravém mozku jsou mikroglie
rovnomeérné rozdéleny Vv celé Sedé a bilé hmoté. V mozku pacienta s AD jsou mikroglie

seskupeny kolem Ap vkladii a v senilnich placich se aktivuji v disledku interakce s Ap

[71.

3.2.4 Neurofibrilarni klubka

Neurofibrilarni klubka jako prvni popsal Alois Alzheimer ve své pitevni kazuistice

jako intraneuronalni vlaknité inkluze v oblasti pyramidovych neuronti. Ultrastrukturalni
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studie mozku AD ukazaly, ze NFTs jsou primarné slozena z parovych Sroubovicovych
vlaken. S pomoci molekuldrni mikroskopické techniky s vysokym rozlisenim byla
odhalena pfitomnost zkroucenych, stuze podobnych shroméazdénych tau vladken in vitro,
coz je piekazkou v PHFs predstavé [28]. NTFs jsou dodnes povazovana za zakladni
mikroskopické nalezy spojené SAD. Je velmi tézké je obarvit s tradicnim

morfologickym barvenim pouzivanym Vv patologii (eosinem a hematoxylinem) [29].

3.2.5 Apolipoprotein E

Lidsky apolipoprotein E (ApoE) je 299 aminokyselin dlouhy. ApoE je cholesterol
transportujici protein, které tvoti dulezitou souc¢ast VLDL, HDL a chylomikrond. Slouzi
jako ligand pro vazbu na bunétné receptory ato zejména v jatrech a CNS. ApoE je
hlavnim nositelem cholesterolu, ktery podporuje transport lipidii a opravy zranéni
v mozku. Tento protein s kombinaci lipidi v téle tvoii molekuly zvané lipoproteiny
[30,31]. Na obr. 5 jsou znazornény cesty, kterymi ApOE a Ap vzajemné pisobi

v mozku.
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Obrazek 5 — Cesty mozného piisobeni apoE a Ap v mozku [32]

ApoE polymerni alely jsou hlavnimi genetick}'Imi determinantami AD. EXiStuji

cv v

vvvvvv

se Zvyéen)?m rizikem pro rozvoj cerebralni amyloidni angiopatie. Ubytek kognitivnich

funkci souvisi s vékem a pribéhem normalniho starnuti. ApoE-lipoproteiny se vazou
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k n¢kolika povrchovym bunéénym receptorim. Dodavaji lipidy a také hydrofobni Ap,
které iniciuji toxické udalosti, které vedou k synaptické dysfunkci a neurodegeneraci
v AD. ApoE izoformy rozdilné reguluji Ap agregaci a volny prostor v mozku a maji
odlisné funkce vregulaci transportu mozkovych lipidd, metabolismu glukézy,
neuronové signalizace, neuronovému zanétu a mitochondrialni funkce [31].

ApOE je imunochemicky lokalizovan na SPs, vaskularnim amyloidu a NFTs AD. In
vitro se ApoE Vv mozkomi$nim moku vaze na synteticky beta A4 peptid (primarni
slozku SPs) s vysokou afinitou. Aminokyseliny 12 - 28 peptidu beta A4 jsou povinné.
Gen pro ApoE se nachazi na chromosomu 19q13.2, v oblasti difive spojené s vazbou

pozdniho nastupu familiarni AD [33].

3.3Lécba

V soucasnosti jeSté neni zcela znadma etiopatogeneze AD. To nam neumoziuje
optimalni 1é¢ebny postup — kauzalni terapii. Je vSak zndmo vice etiopatogenetickych
fetézen, vzajemné spolu souvisejicich. Pravé tyto fetézce mizeme terapii ovlivnit a tak
pribéh demence vyrazné zpomalit, pfedev§im kdyz za¢neme s 1écbou véas. Terapie AD
ma byt komplexni. Zahrnuje farmakoterapii, psychosocioterapii, 1é¢bu interkurentnich

onemocnéni, rehabilitaci télesnych funkci [11].

3.4 Diagnostické metody

Neinvazivni morfologické metody, jako je pocitacova tomografie (CT)
a magneticka rezonance (MR) mozku, odlisuji strukturalni pfic¢iny demence (tumor,
subdurdlni hematom, ischemické 1éze aj.). NejCastéjSim ndlezem U pacientl
s pokrocilou AD je atrofie (vétSinou kortikosubkortikalni) [2,34].

Funkéni  zobrazovaci  techniky pozitronova emisni tomografie (PET)
ajednofotonova emisni pocitaova tomografie (SPECT) poskytuji informace
0 regionalnim mozkovém metabolismu vcetné neuromedidtorovych zmén. U pacientl
s AD se prokazuje hypoperfize v temporoparietdlnich oblastech mozku, sniZzeni vazné
kapacity nikotinovych receptori v postizenych oblastech aabnormality krevniho

prutoku béhem pamétovych uloh [2,34].
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4 OXIDACNI STRES

Oxidacni stres (OS) se popisuje jako stav, kdy je porusena fyziologicka rovnovaha
mezi antioxidanty a oxidanty ve prospéch oxidantt, nebo-li kdyz dochazi k poruseni
rovnovahy mezi vznikem a odstraiiovanim volnych radikal zreaktivni formy
kysliku ROS [35,36]. Cast&ji dochazi k prevaze volnych radikala (VR). Neptiznivé
nasledky miiZze mit i pfevaha antioxidanti. VR jsou také pro organismus dulezité, ale
pokud je antioxidanti pfebytek, dochazi kjejich blokovéni. Proto pfebytkem
antioxidanti maze také dojit ke vzniku oxidaéniho stresu [37].

Prostiednictvim patologické redoxni reakce ROS mohou biomolekuly, jako jsou
lipidy, nukleové kyseliny a proteiny, denaturovat. To mize vyvolat poSkozeni tkané
prostfednictvim nekrézy a apoptozy [35].

S amyloidnimi plaky, které jsou patologickym znakem AD, je spojovana i zvySena
koncentrace kovovych ionti. Koncentrace kovovych iontil je v placich podstatné vyssi
nez v okolni tkani, a to konkrétné zelezo, méd’ a zinek [35].

Zelezo se v organismu mize vyskytovat ve dvou oxida¢nich stavech, ato jako
kationt zeleznaty (Fez+) nebo Zelezity (Fe3+). Fe? nejsou ve vodném prostredi stalé
a reaguji s molekularnim kyslikem za vzniku Fe* a superoxidového radikalu [36].

Fe*" + 0, — Fe*" ++0,

Dalsi vyznamnou reakci je Fentonova reakce, kde se ucastni Fe** a vznikaji vysoce
reaktivni hydroxylové radikaly [36].

Fe* + H,0, — Fe*" ++«0H + OH’

4.1 Volné radikaly

Volné radikaly jsou nejvyznamnéjs$im divodem bunééného starnuti. Jsou to ionty,
molekuly ¢i atomy schopné samostatné existence. Maji ve valen¢ni vrstvé jeden nebo
vice neparovych elektronti, proto maji snahu ziskat dal$i elektron a doplnit tak
elektronovy par do stabilni konfigurace. Tim je dana jejich velka reaktivita a jen
omezend doba existence. Reaguji S ostatnimi VR, ale také s intaktnimi molekulami
a vytvareji dalsi volny radikal; tento d¢j mtize pokracovat formou fetézové reakce [38].
VR mohou vznikat 3 zpisoby:

o Oxidace — odebrani jednoho elektronu
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o Redukce — pridani jednoho elektronu

o Homolytické sté€peni kovalentni vazby [39].

Pokud castice reaguje s volnym radikalem, odstartuje se fetézova reakce, na jejimz
konci vznikaji slouceniny, které nemaji formu radikdlu. RozliSujeme dvé skupiny
volnych radikalt — ty které maji ve své molekule kyslik, jsou zafazeny mezi ,,reaktivni
formy kysliku“ (ROS) a molekuly s ptitomnosti dusiku jsou zafazeny do skupiny
,reaktivnich forem dusiku® (RNS). Mezi reaktivni formy kysliku a dusiku patii jak
volné radikaly, tak latky, ze kterych se volny radikal mize generovat [40].

VR mohou napadat lipidy v lipoproteinech a bunéénych membranach, nukleové
kyseliny, sacharidy i bilkoviny véetné enzymi, coz muize vést K t€Zkému poskozeni

tkani a celych organt [41].

4.1.1 Reaktivni formy kysliku
Reaktivni formy kysliku (Castéji nazyvané jako ,,volné kyslikové radikaly®)
vznikaji jako meziprodukty redukce kysliku na vodu. Maji jeden neparovy elektron
V jejich nejvzdalenéjsi vrstvé elektront. Diky tomuto charakteru jsou ROS vysoce
reaktivni. Lze je rozd¢€lit do dvou skupin: volné kyslikové radikaly (VKR) a latky
neradikalové povahy [42]. Na obr. 6 jsou znazornény metabolické cesty a zdroje vzniku
ROS.
e VolIné radikaly

o superoxid, O,°

o hydroxylovy radikal, HO®

o peroxyl, ROO®

o alkoxyl, RO*®

o hydroperoxyl, HO,®

e Latky, které nemaji radikdlovou povahu

o peroxid vodiku, H,O;
o kyselina chlorna, HCIO
o o0zon, O3

o singletovy kyslik, ‘0, [43]
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Obrazek 6 - Metabolické cesty a zdroje ROS [44]

Superoxid
Superoxid (0,°) je znaéné reaktivni kyslikovy radikal (anion O°), ktery vznika
redukci molekuly kysliku. Dochazi soucasné k oxidaci aredukci, kdy molekula
odevzdava elektron druhé molekule, tzv. dizmutace. Reakci vznika kyslik a peroxid
vodiku:
0,* + 0,° + 2H" —» 0, + H,0,
Enzym superoxiddismutaza v biologickych organismech napomaha zrychlovat

reakci i piesto, ze se reakce ve vodném prostiedi uskuteciiuje rychle [39].

Peroxid vodiku
Peroxid vodiku (H,O;) fadime do ROS, ikdyz neni radikalem, ale podili se na
jejich vzniku. Rychlost reakce je nizka, ale po kontaktu s Fe’* nebo Cu* se H,0,
redukuje:
H,0, + Fe* — HO"® + OH" + Fe**
Tato reakce se nazyva Fentonova reakce a produkuje toxicky hydroxylovy radikal.
Odebira elektron z nenasycenych MK a napada AMK a baze NK [39].

Kyselina chlorna
Kyselina chlorna (HCIO) prostfednictvim  myeloperoxiddzy  syntetizuje
polymorfonukleéry:

H,0, + CI" + H* —» HCIO + H,0  [39]
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4.1.2 Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy dusiku jsou slou¢eniny odvozené od oxidu dusnatého [45].
Podobné jako ROS se déli na volné radikaly a latky neradikalové povahy. Na obr. 7 jsou
znazornény metabolické cesty a meziprodukty ROS a RNS.

e Volné radikdly
o oxid dusnaty, NO*
o oxid dusi¢ity, NO,*
o Latky, které nemaji radikalovou povahu
o nitrosil, NO*
o nitroxid, NO
o kyselina dusitd, HNO;

o oxid dusity, N,O3

o oxid dusicity, NoOy

o nitronium, NO,"

o peroxynitrit, ONOO

o alkylperoxynitrit, ROONO [43]
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Obrazek 7 - Metabolické cesty a meziprodukty ROS a RNS [46]
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Oxid dusnaty

V organismu je oxid dusnaty (NO®) syntetizovan relativné komplikovanym
enzymovym mechanismem, ikdyz se jedna o0 jednoduchou molekulu. Oxid dusnaty
spolu se svymi metabolity patii mezi velmi toxické latky. | piesto, Ze patii mezi
radikaly, tak in vivo sbiomolekulami reaguje pozvolna, jelikoz inaktivace
hemoglobinem a difuze do krve je daleko rychlejsi nez uvazované reakce. In vivo

reaguje rychle pouze s radikaly a pfechodnymi kovy [39].

Peroxynitrit
Patologicky vyznamnou molekulou je peroxynitrit (OONQO"), ktery vznika reakci
superoxidu s oxidem dusnatym. Jedna se oxidaé¢ni ¢inidlo.

NO® + 0, —» OONO™  [39]

4.2 Antioxidac¢ni ochranny systém

Na zédklad¢ vztahu k VR, organismus vyuziva 3 typy ochrany. Prvni zpiisob je
zamezit vzniku nadmérného mnozstvi ROS a RNS naptiklad regulaci ¢innosti enzymu,
ktery je produkuje (indukovatelna syntéza NO®), nebo vychytdvanim tranzitivnich
prvki z reaktivnich mist (feritin, transferin) [39].

Druhy zplsob je zachyceni a odstranéni radikalii, které se jiz vytvotily. Jsou
oznacovany jako zametaci, vychytavaci, lapace nebo zhasece [39].

Mezi tteti zpusob jsou zafazovany opravné mechanismy, které opravuji poSkozené
biomolekuly. Poskozené mastné kyseliny jsou z fosfolipidii odstranovany pomoci
fosfolipazy, poskozenou DNA opravuji reparacni enzymy a oxidacn€ modifikované
proteiny se rozkladaji proteolyticky.

Antioxidacni systém miiZeme rozdé¢lit na:
e enzymové antioxidacni systémy,
¢ antioxidanty neenzymatické povahy
o nizkomolekularni endogenni antioxidanty,

o vysokomolekularni endogenni antioxidanty [39].
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4.2.1 Enzymové antioxidacni systémy

Superoxiddismutaza (EC 1.15.1.1)

Superoxiddismutaza (SOD) katalyzuje pfeménu superoxidu na peroxid vodiku,
ktery mize byt jesté rozkladan katalazou. Superoxidovy aniont ma redukéni i oxidacni
vlastnosti, jelikoz podléha dizmutaci, pfi které jedna molekula poskytuje elektron druhé
molekule. Vysledek reakce je kyslik a peroxid vodiku [47,48].

20, +2H"—H,0, + 0,

Tato reakce probihd ve vodném prostiedi, v biologickych systémech dochézi
K urychlovani enzymem SOD, ktery urychluje proces piemény superoxidu (Oz) na
peroxid vodiku (H,0,) a kyslik podle reakci:

M™D*.S0D + 0,” — Mn*-SOD + O,

Mn*-SOD + O, + 2H* — M™*.S0D + H,0,
Kde M = Cu (n=1); Mn (n=2). Rozlisujeme 3 formy SOD. SODI se objevuje
Vv cytoplazmé, SOD2 v mitochondriich a SOD3 v extracelularnim prostoru. Zinek a méd’
jsou obsazeny v SOD1 a SOD2, mangan v SOD3 [47,48].

Glutathion peroxidaza (EC 1.11.1.9)

Glutathion peroxidaza (GPx) pozménuje karcinogenné ucinkujici peroxid vodiku
na vodu a molekularni kyslik. Nejdualezitéjsi Cinitel antioxidaéniho obranného systému
buriky je glutathion (GSH), protoze ve spojeni s enzymy GPx a glutation-S-transferazou
pi (GSTpi) pfedstavuje klicovou roli v biotransformaci chemoterapeutickych 1éciv
a detoxikaci. GPx je selen-dependentni cytosolovy enzym, ktery vyuziva GSH jako
kofaktor. Katalyzuje s$tépeni peroxidu vodiku na vodu asoucasnou oxidaci
redukovaného GSH na oxidovanou formu (GSSG) [48].

2 GSH + H,0, — GS-SG + 2H,0

Glutathion-S-transferaza (EC 2.5.1.18)

Glutahion-S-transferaza zajist'uje konjugaci glutathionu s fadou hydrofébnich latek,
které maji elektrofilni centrum. Tento enzym je vyznamny v detoxikaci rtznych
xenobiotik (antibiotika, léCiva, aflatoxiny). GST je nejvice obsazena v jatrech
a ledvinach [49]. Obecna rovnice pro tento enzym:

GSH + RX—GS-R + HX
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Katalaza (EC 1.11.1.6)

Enzym katalaza urychluje S$té€peni peroxidu vodiku za vzniku kysliku avody.
Veskeré doposud znamé katalazy maji spolecnou zakladni reakci - dizmutaci peroxidu
vodiku podle rovnice:

2H,0, —» 2H,0 + O, [48]
4.2.2 Antioxidanty neenzymatické povahy

4.2.2.1 Vysokomolekuldarni endogenni antioxidanty

Nekteré proteiny dokazou vazat piechodné prvky, jako je méd’ a zelezo. Zméni
jejich oxidoreduk¢ni vlastnosti a tim prvky zastavi katalyzu radikalovych reakci. Mezi
antioxidanty fadime transferin (v plazmé) a laktoferin (v polymorfonuklearnich
leukocytech), které jsou si strukturné podobné. Obsahuji jeden polypeptidovy fetézec
a reverzibiln¢€ navazuji na molekulu 2 atomy zeleza. Tyto proteiny siln¢ poutaji zelezo
(Fe**) a tim nemiiZe vstupovat do Fentonovy reakce [39,50].

Feritin je hlavnim zasobnim proteinem pro Zelezo. Vaze velké mnozstvi Fe®*, které
je pro organismus netoxické a rozpustné. Diky feroxidazové aktivité, pusobi feritin jako
antioxidant. Udrzuje vazané Zelezo v oxidovaném stavu, dokud neni odpoutano silné
redukujici latkou (askorbat) [51].

Ceruloplazmin je antioxida¢ni protein plazmy, ktery vaze méd’. Méd’ je diilezita pro
feroxiddzovou aktivitu ceruloplazminu, kterd oxiduje Fe?* na Fe**. Zaroven je kyslik
oxidovan 4 elektrony na H,O bez toho, aby se vytvarely toxické meziprodukty [52].

Dalsimi proteiny jsou metalothioneiny, které patii do skupiny intracelularnich
proteinti bohatych na cystein, ale neobsahuji zadné aromatické aminokyseliny. Maji
dilezitou utlohu v bunééném jadie. Pomoci siry chelatuji ionty kovid. Jejich syntéza
vzroste pii oxidaénim stresu [53].

Chaperony jsou bilkoviny, které napomahaji pii svinovani dalSich bilkovin.
Uplatiiuji se 3 zplsoby: a) napomahaji dobrému sbaleni, b) brani pfed¢asnému svinuti,
C) brani intramolekularnim interakcim dosud nesvinutych bilkovin atim i jejich
precipitaci [54]. OS indukuje syntézu chaperonti, které rozeznaji proteiny, které¢ byly
poskozeny oxidaci. Pfipoutaji je na sebe av proteazomech zrychli jejich likvidaci.
Napomahaji také pii napravé konformace proteint. Chaperony se fadi do systému

reparujiciho tkan po oxida¢nim poskozeni [39].
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Thiolové skupiny proteini maji znacny vliv na reaktivitu VR. Lidsky sérovy
albumin je nejhojnéjsim plazmatickym proteinem. Albumin ma schopnost vazat méd’
ahem atim pusobi jako antioxidant. Ion Cu?, ktery je navazany na albuminu se
pritomnosti peroxidu vodiku oxiduje na cu*t. cu®* je vysoce toxicky iont, ktery se
z albuminu neuvolni a tim narusuje okolni struktury albuminu. Albumin je z cirkulace
eliminovan degrada¢nimi procesy [39].

Hem uvolnény z hemoproteini véetné hemoglobinu a myoglobinu a hemoglobin
uvolnény z erytrocytt, jsou prooxida¢né nebezpecnou formou Fe. Z toho divodu mezi
dalsi antioxidanty fadime haptoglobin a hemopexin. Haptoglobin prvotné vychytava

extracelularni hemoglobin a hematopexin vaze uvolnény hem [55].
4.2.2.2 Nizkokomolekuldrni endogenni antioxidanty

Askorbat (vitamin C)

Vitamin C je silny antioxidant rozpustny ve vod¢, ktery plisobi ve vodném prostredi
téla. Je nezbytny jako kofaktor enzymi béhem syntézy kolagenu apii proméné
dopaminu na noradrenalin. Vitamin C pracuje jako donor elektronti (redukéni ¢inidlo)
a redukuje Cu®* na Cu* a Fe** na Fe?*. Umoziiuje tak absorpci Zeleza ze stieva a pouZiti
pfechodnych prvka v aktivnim centru hydroldz. Vitamin C extraceluldrné zabrafiuje
oxidaci lipoproteinti 0 nizké hustoté (LDL) a regeneruje tokoferol z tokoferoxylového
radikalu. Béhem téchto reakci se askorbat zméni na askorbylovy radikal [39,56].

Nizka hladina vitaminu C se vyskytuje u stfedni a zavazné formy AD [57]. Na obr.

8 je znazornén strukturni vzorec vitaminu C.

HQ

Obrazek 8 - Strukturni vzorec vitaminu C [58]

Vitamin E a a-tokoferol

Vitamin E je souhrnné oznaceni pro skupinu osmi izomerd, z nichz a-tokoferol je
u lidi nejaktivngjsi formou. Jedna se 0 silné membranové vazany antioxidant a jeho

struktura je lipofilni. Béhem peroxidace lipidii dochazi ke zméné alkylperoxylového
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radikalu LOO® na hydroperoxid, se kterymi si poradi GPx. Zlikviduje tak peroxylové
radikaly pfedtim, nez napadnou okolni lipidy. Tokoferol se zméni na tokoferolovy
radikal, ktery je pevné&jsi nez substance, se kterymi tokoferol reaguje [39,56].

U Alzheimerovy choroby je mnozstvi sérového ¢i plazmového vitaminu E
podstatné nizsi. Doplnénim hladiny, nedochazi ke zlepseni dalsiho vyvoje AD [57]. Na

obr. 9 je znazornén strukturni vzorec vitaminu E.

HO
CHs

H3C CHs

Obrazek 9 - Strukturni vzorec vitaminu E [59]

Ubichinon (koenzym Q)

Koenzym Q (CoQ) patii do skupiny benzochinonu, které se lisi délkou lipofilniho
izoprenového fetézce (obr. 10). U ¢loveka je nejbéznéjsi CoQio S 10 izoprenylovymi
podjednotkami v postrannim fetézci. CoQ je soucasti dychaciho fetézce mitochondrii,
kde vystupuje jako prenase¢ elektronti. Nachazi se ve vSech membranach, kde spolu
s tokoferolem, potlacuje radikélové reakce. Ubichinon podporuje (napomahd) obnoveni

vitaminu E z tokoferolového radikalu [39,60].
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Obrazek 10 - Reakce koenzymu Q [61]
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Karotenoidy, p-karoten a vitamin A

Karotenoidy jsou lipofilni organické latky spadajici do skupiny terpenti. DEli se na
2 skupiny: karoteny (Cervené barvivo) akyslikaté slouceniny (alkoholy, ketony aj.)
odvozené od xantofyll (zIuté barvivo). Karoteny jsou polynenasycené uhlovodiky, které
maji 40 atomu uhlika (obr. 11). Nejzakladnéjsim karotenem je necyklicky uhlovodik
lykopen, ze kterého cyklizaci a izomeraci miizeme odvodit a-, B- a y-karoten. Z ur¢itych
karotentl se vytvaii vitamin Aj-retinol a A,-dehydroretinol. Méni excitovanou formu
singletového kysliku na tripletovy kyslik [39,62].

Vyzkumy pozorujici hladinu vitaminu A v plazmé ¢i séru prokazaly velky rozdil

mezi Alzheimerovou chorobou a kontrolni skupinou [57].

Obrazek 11 - Strukturni vzorec B-karotenu [63]

Thioly a disulfidy
Jako ochrana vaci radikdlovym reakcim uc€inkuji disulfidy (oxidovanid forma
glutathionu — GSSGQ), thioly (redukovana forma glutationu — GSH) a sirné slou¢eniny

(napf. taurin, homocystein, lipoamid) [39,64]

Kyselina mocova

Kyselina mocova je heterocyklicka slouc¢enina, jejiz vzorec je CsH4sN4O3 (0br. 12).
Jedna se 0 koncovy produkt metabolismu purinti. Nejedna se jen 0 odpadni latku,
jelikoz ma také silné antioxidacni vlastnosti. Jako antioxidant zabranuje tvorbé
hydroxylového radikalu a vychytava RO® a HCIO. Kyselina mocova vaze zelezo a m&d’
za vzniku stabilnich komplexi, které neptispivaji ke vzniku radikélové reakce.
Biologicky mize skodit urat, ktery se zméni v radikal, ktery vznika po reakci kyseliny
mocové s hydroxylovym radikdlem a perferylovymi radikaly (komplexy zeleza
s aktivnim kyslikem) [65,66].
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Nekteré studie poukazuji na snizenou hladinu kyseliny mocové v séru ¢i plazmé,
zatimco jiné vyzkumy tyto rozdily nenasly. Vylouceni pacienti s metabolickym
syndromem je dulezité pfi méfeni nizsi hladiny kyseliny mocové u pacientd s AD. To
znamend, Ze metabolicky syndrom je schopen interferovat s mnozstvim kyseliny

mocové jako nepfimym markerem oxidacniho stresu u AD [57].

0]
H
N
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O /J\

N

N o]
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Obrazek 12 - Strukturni vzorek kyseliny mocové [67]

Bilirubin

Bilirubin (BR) je kone¢nym produktem katabolismu hemu, jehoz struktura je
necyklicky tetrapyrrol (obr. 13). BR neni rozpustny ve vodg, ale je rozpustny v lipidech,
proto je schopny vniknout do bunéénych membran a poskodit metabolické procesy.
Jako volny i vazany na albumin a jiné proteiny ma antioxida¢ni vyznam. BR zabranuje

peroxidaci lipidd tim, Ze obnovuje a-tokoferol, ktery je obsazen v lipoproteinech. BR

vazany se oxiduje na biliverdin (rozpustny ve vod€) a presouva radikdlovou reakci
z LDL do vodné faze. Zachycuje VR a zhasi 'O,, O,° a *OH [39,68].
COO COO

Obrazek 13 - Strukturni vzorec bilirubinu [69]

4.3 PoSkozeni biomolekul v diasledku oxidaéniho stresu

ROS nebo peroxydusitany, pochédzejici z reakce oxidu dusnatého a peroxidového
aniontu, jsou intenzivnimi oxidacnimi Cinidly, ktera poskozuji DNA, proteiny

a nenasycené mastné kyseliny (MK) v lipidech (tabulka 1) [39,70].
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Tabulka 1 — Hlavni bunééné cilové struktury pro volné radikaly [39]

Cil Poskozeni Disledky

nenasycené MK v lipidech | ztrata dvojnych  vazeb, | zména fluidity

(bunééné membrany) tvorba reaktivnich | a propustnosti ~ membran,
metabolitt (aldehydy, | tvorba  chemoreaktivnich
peroxidy) latek pro mikrofagy

proteiny agregace, sitovani, | zmény V transportu iontd,
fragmentace, $tdpeni, | vstup Ca?* do cytosolu,
reakce shemovym Fe, | zmény v aktivité¢ enzymi
modifikace thiolovych
skupin a benzenovych
jader aminokyselin (AMK)

DNA Stépeni Kruhu deoxyribozy, | translacni chyby, inhibice

modifikace a poskozeni

bazi, zlomy fetézce

proteosyntézy, mutace
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5 MARKERY OXIDACNIHO STRESU

Jedna se 0 velice reaktivni molekuly s kratkou zivotnosti [71].

Zmeéna Cinnosti enzymi (CAT, GPx, SOD, GST) patii mezi markery oxidac¢niho
stresu. Aktivita CAT se méti pomoci spektrofotometrické metody, U které se pozoruje
ubytek substratu H,O,. GPx se stanovuje nepiimym méfenim c¢innosti, kdy se
spektrofotometricky méfi mnozstvi NADPH spotiebovaného na redukci GSSG [39].

U SOD, oxidaz a CAT je mozné pozorovat zmény exprese mRNA [72].

Zménu antioxidacniho potencidlu nebo zménu koncentrace reaktivni formy kysliku
je mozné povazovat za markery oxidac¢niho stresu (obr. 14). Vzhledem ke kratkému
polocasu zivota reaktivnich molekul je jejich zjistovani obtizné, z tohoto divodu jsou
metody piimého stanoveni VR technicky aekonomicky naro¢né. Ke stanoveni se
vyuziva chemiluminiscence, fluorescen¢ni sledovani radikdli nebo elektronova

paramagneticka rezonanéni spektrometrie [73].

H
-. oxidace oxidace oH
@"‘:{XDOH fpselinp arachidorové g amgnokpsalin CCOH
| . v - e -
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HO,
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-~ e e
ECJH }HJ\LJINN‘)_OH
e lipidové peroxidy BRTNEE,
= A e g/‘, OH
konjugosang dieny alkany H

B-hydr oo 2'-deoxEuanosin
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R TEO -— e — U
n-aldehidy tria lomdialdehsd
CH
R o
nenagcené aldehydy

Obrazek 14 - Produkty ROS aktivity v organismu [74]

5.1 Poskozeni lipida

Lipidova peroxidace (LP) je mechanismus, kdy volné radikaly berou lipidim
elektrony. Lipidy jsou napadené ROS, které¢ maji dostateCnou reaktivitu na odebrani
atomu Vvodiku z methylenového uhliku v jejich postrannim fetézci. Vznikaji

hydroperoxidy a cyklické peroxidy mastnych kyselin, ze kterych naslednymi reakcemi
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vznikaji sekundarni produkty. Cim vétsi je pocet dvojnych vazeb v molekule, tim
snadnéjsi je odstranéni atomu vodiku. To vysvétluje, pro¢ polynenasycené mastné
kyseliny (PUFA) jsou velice nachylné na peroxidaci lipida [47,75].
Mozkové membranové fosfolipidy jsou slozeny z PUFA, pfedevs§im z kyseliny
arachidonové a dokosahexaenové [75].
Bylo prokazano, ze v mozku pacienti s AD je Groven peroxidace lipidl vyssi, nez
zdravych lidi [75]. Peroxidace lipidt rozdélujeme na:
e Enzymaticka peroxidace
Tvorba biologicky ¢innych produkti, které jsou dulezité pro fizeni, signalizaci
a fadu dalsich bunéénych procesi. VR nejsou uvolnény z ¢innych center enzymu
(naptf. lipoxygendz acykloxygenaz) do okoli aproto nejsou Skodlivé pro
organismus (napft. prostaglandiny a leukotrieny). Vznikaji zde i oxidanty, ale ty
jsou znic¢eny antioxida¢nim systémem organismu [47,76].
e Neenzymaticka peroxidace
Nekontrolovatelny pribeh zmény lipidu.
Retézce mastnych kyselin se lehce §tépi na kratsi fetdzce, jako jsou uhlovodiky
a toxické aldehydy (malondialdehyd a 4-hydroxy-2-nonenal). Ty se lehce navazi
na proteiny a pozménuji jejich funkci a zivotnost. Vzrusta permeabilita pro ionty

a zapricinuji lyzu bunék [47,76].

U neenzymové peroxidace lipida jsou rozliSovany 3 zakladni faze: iniciace, propagace

a terminace (obr. 15).

Iniciace:

Je to dé&j, pti kterém dochdzi k ataku mastné kyseliny volnym kyslikovym radikalem
(napt. hydroxylovy radikal HO®, HO,®*, RO®, ROO®). Nejvice je atakovana metylenova
skupina, kterd je nejcitliv€j$i a z obou stran ma dvojnou vazbu. Mastna kyselina je
pieménéna na radikal (L°).

LH +HO®*—>L* + H,0

Po odtrZzeni vodiku vznikne v fetézci mastné kyseliny konjugovany dien po
pteskupeni dvojnych vazeb. Ten jednoduse reaguje s molekulou kysliku a vzniké
lipoperoxylovy radikal (LOO®), ktery odstartuje fazi propagace [39,47,77].

L®+ O,— LOO®
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Propagace:
Jedna se 0 autokatalyticky proces, kdy radikdly MK reaguji opakovan¢ s PUFA
a kyslikem a vytvaii se hydroperoxidy (LOOH)
LOO*+LH — LOOH+L*®
Hydroperoxidy MK jsou nestalé v pfitomnosti ptechodnych kovii (napt. Cu a Fe).
Dochazi k jejich rozstépeni na peroxylové a alkoxylové (LO®) radikaly
LOOH + Fe** — LO® + OH + Fe**
LOOH + Fe** — LOO® "H" + Fe**
Ptrechodné kovy maji vyznam jako katalyzatory, protoze dochazi k urychlovani

vzniku novych radikala [39,47,77].

Terminace:
Posledni faze terminace vznika v okamziku, kdy se VR setka s jinym VR nebo
s molekulou antioxidantu. Dochazi k vytvoteni stabilniho dimeru atim se propagace
radikalové reakce zastavi [39,47,77].
L*+L*— L-L
L* +LOO* — LOOL
LOO® + LOO®* — LOOL + O,

R R R

H.O
Terminace
/ 4+ *oH —L> / Radikil MK / + 'OH —— Neradikilovy
H Iniciace 5 produkt
Nenasycena MK o ) '
R
Propagace
R R - / Termmace. ‘
00* *+ o Sm— .\eradika]o\y
4 / / produkt
+
OOH H 00*
Peroxid MK Peroxylovy radikal MK

Obriazek 15 - Mechanismus peroxidace lipidi [78]
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Vyzkumy prokazaly zvySené mnozstvi lipoperoxidace, HNE a akroleinu u lidi
trpicich Alzheimerovou chorobou, proto oxida¢ni poskozeni lipidii se nevyskytuje u

normalniho starnuti organismu [36].

511 Malondialdehyd

Malondialdehyd (MDA) je genotoxicka avelmi reaktivni organicka sloucenina.
Jedna se o dialdehyd kyseliny malonové, jehoz vzorec je CH2(CHO), (obr. 16) [79].
Vlivem ROS dochézi k lipoperoxidaci fetézci polynenasycenych MK. Tvoii kovalentni
proteinové slouceniny, nazyvané jako pokrocilé koncové produkty lipoxidace (ALE).
Vznikaji dvé faze. V prvni fazi se vytvareji hydroperoxidy a Vv druhé fazi dochazi ke
Stépeni uhlikového fetézce a odstépovani jednoduchych molekul. Nejvyznamnéjsi je
MDA. Vaze se pies thiolovou aaminovou skupinu na NK a proteiny atim dochazi
koncentraci MDA, ale v tkanich se nachazi jako vazany a malé mnozstvi ve volné formé
[80,81]. Tento aldehyd je velice toxickd molekula. Jeho vzajemné pusobeni
s deoxyribonukleovou kyselinou (DNA) abilkovinou je potencialné mutagenni
a aterogenni [82].

Zvysené mnozstvi MDA je diileZitym cinitelem poruseni neuronu a patogeneze AD
[83].

OWO
Obrazek 16 - Strukturni vzorec malondialdehydu [84]

5.1.2 4-hydroxy-2-nonenal

4-hydroxy-2-nonenal (HNE) je jeden z hlavnich kone¢nych produkti peroxidace
lipidt. Z chemického hlediska se jedna 0 o,B-nenasyceny aldehyd (obr. 17). Mezi
potencialni prekurzory pro vznik HNE patii kyselina arachidonova a kyselina linolova.
Podili se na ptenosu signalii amé, v zavislosti na koncentraci, vliv na udalosti
bunééného cyklu. Jako silny elektrofil mize ménit redoxni stavy bun¢k, nebo reagovat

s jinymi biomolekulami [82,85,86].
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Obrazek 17 - Strukturni vzorec 4-hydroxy-2-nonenalu [87]

5.1.3 Isoprostany

Isoprostany (IsoPs) jsou produkovany in vivo neenzymatickou oxidaci mastnych
kyselin (pfedev§sim kyseliny arachidonové¢), vlivem kyslikovych radikalti bez tucasti
enzymu cyklooxygenazy (COX). Svou strukturou spadaji do skupiny prostanoidi
osahujici tii i vice dvojnych vazeb (obr. 18) [88,89].

IsoPs rozdélujeme do 3 skupin lisici se strukturou: F2, E2, a D2. U osob trpici AD
bylo prokazano zvySené mnozstvi F2 — isoprostanti v mozkomi$nim moku, a proto je

povazovan za biomarker této choroby [90].

W

HO

OH
Obrazek 18 - Strukturni vzorec isoprostanu F2 [91]

5.2 PoSkozeni nukleovych kyselin

Ribonukleova kyselina (RNA) a DNA jsou biomolekuly citlivé na oxida¢ni
poskozeni. K oxidaénimu poskozeni méa vétsi tendenci RNA, protoze je vyhradné
jednovldknova a jeji baze nejsou chranény vodikovymi vazbami ani histony. Nukleové
kyseliny (NK) jsou opétovnym cilem hydroxylovych radikalti a vytvati se cukerné
zbytky nebo rizné¢ modifikované baze [36,92]. NK neposkozuji pouze hydroxylové
radikaly, ale dochazi také k jejich poskozeni a modifikaci pomoci ROS a RNS. ROS
a RNS zputisobuji modifikaci a rozstépeni fetézce nefyziologické vazby [36].

U pacientd s AD je dulezitym markerem oxida¢niho poskozeni DNA 8-hydroxy-
2'deoxyguanosin (obr. 19) nebo jeho enol-keto tautomerni forma 2'deoxy-7,8-dihydro-
8-oxonosin [36,92].
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Obrazek 19 - Strukturni vzorec 8-hydroxy-2'deoxyguanosin [93]

5.2.1 8-hydroxy-2'deoxyguanosin

8-hydroxy-2'deoxyguanosin (obr. 19) je derivat dusikatych bazi v moci. Tato latka
se dobfe stanovuje, neni pfijimana potravou a tak jeji hladinu neovliviiuje dieta. Hladina
8-hydroxy-2'deoxyguanosinu v mo¢i i jinych biologickych materialech, je brana jako
platny marker oxida¢niho poSkozeni DNA av §ir§im vyznamu také jako marker
oxida¢niho stresu [94]. Studie prokazali, ze hladina 8-hydroxy-2'deoxyguanosinu u AD

je vyrazné zvysena [57].

5.3 Poskozeni proteintu

Proteiny mohou byt napadany radikalovymi slouceninami. Hojné zastoupeni
V organismu zpusobuje to, Ze se stavaji hlavnim cilem oxida¢niho poskozeni. Naruseni
proteintt mize vzniknout pfimym ttokem VR nebo sekundarné kone¢nymi produkty
peroxidace lipida jako napt. MDA, HNE aizoketaly. Aldehydy a ketony jsou
karbonylové derivaty proteinl, jejichZz vznik je typicky pro poSkozeni proteind.
Karbonylové derivaty tvofi v soucasnosti nejbéznéjsi biomarker oxida¢niho poskozeni
proteint. Karbonylace je neenzymaticka, nevratna zména proteinu, kdy do postrannich
fetézcu zavedeme karbonylové skupiny [90,95].

U AD nastava patologické usazovani proteint. Ukladaji se jako vldkna, nebo kolem
neuronl jako SPs. Zapfi¢inuji poskozeni a zanik neuront a jejich spojeni. Nervové

vzruchy vznikaji, jelikoz poklesne hladina acetylcholinu. [96].

5.4 Vybrané nizkomolekularni latky

Kromé produkti poskozeni biomolekul vzeslych v pribéhu OS je vyznamnym

kritériem zména koncentrace nizkomolekularnich latek. NejcastéjSim stanovovanym
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biomarkerem je glutathion (obr. 20) a jeho oxidovana forma GSSG. Tripeptid glutathion
je slozeny ze 3 aminokyselin (kyseliny gluthamové, cysteinu a glycinu), nebo ptesnéji
se jedna o L-y-glutamyl-L-cysteinyl-glycin [97].

Glutathion nachazime v bunikach ve 2 formach: redukovana (GSH) a oxidovana
(GSSG) [76]. Jedna se 0 nejhojnéjsi intracelularni antioxidaéni thion a je hlavni redoxni
ochrana béhem OS [98]. Vyskytuje se ve vysokych koncentracich ve vétsiné bunék.
Hraje kli¢ovou roli v odstranovani ROS audrzuje sulfhydrylové skupiny (proteint,
cysteinu, koenzymu A atd.) v redukované formé. Snizeni hladiny redukovaného GSH

Vv bunikach je jednim ze znaki oxidaéniho stresu tkan¢ [39,99].

HS
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HOOC\_/\)-LN N.__COOH
' H
O

NH,

Obrazek 20 - Strukturni vzorec glutathionu [100]

5.5 PoSkozeni sacharidu

Oxida¢né poskozené molekuly sacharidti maji souvislost s naslednym poskozenim
proteinti. Pfechodné kovy zpusobuji urychleni oxidace monosacharidi za vzniku VR,
H,0O; a reaktivni dikarboxylové slouc¢eniny. Poté tyto substance reaguji s proteiny, které
vytvateji kovalentni vazby a vznikaji tzv. koncové produkty glykace (AGES). Fruktoza,
glyceraldehyd-3-fosfat, deoxyglukoza aj., jsou nejvice reagujicimi molekulami, zatimco
glukéza diky energii patii mezi velmi malo reaktivni cukry [36].

Dalsim principem vzniku AGESs je Maillardova reakce. Tato neenzymaticka reakce
vznikd mezi aminokyselinami a redukujicimi cukry (produkty degradace). RozliSujeme

ti1 kroky reakce — iniciace, terminace a propagace (obr. 21) :

Iniciace — tvorba Amadoriho prduktd

Neenzymovou kondenzaci redukujiciho cukru a aminu vznika Shiffova baze, ktera
neni stabilni. Po pfesmyku, tato baze vede ke stabiln¢jSimu Amadoriho nebo Heynsovu
produktu (podle toho, zda reagujici cukr je ketosa nebo aldosa). Reakce je reverzibilni

[101].
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Propagace - degradace Amadoriho produktt
Amadoriho produkty se rozkladaji na prvotni amin a 1-, 3-, nebo 4-deoxyglukoson

nebo se nevratné oxiduji a tak vznika N-karboxymethylalkylamin [101].

Terminace — tvorba AGEs
V zavére¢né fazi Amadoriho produkty (jeho degradacni sloueniny) reaguji
S volnymi aminoskupinami proteinti (myelin, kolagen, elastin). Produkty AGES jsou

nevratné a trvale poskozuji tkané [101].
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Obrazek 21 - Schéma glykace [101]

Na AD se z velké casti podili glykace. V pribéhu starnuti dochazi k poklesu funkci
tkani a bunék, kterému napomahd nevratné nefyziologické propojovani dlouhého
polocasu s proteiny, prostiednictvim AGEs. Dochazi k jejich shromazdovani
Vv extracelularnim (SPs) a intracelularnim (NFTs) prostoru, jelikoz agregace proteintl
zabranuje jejich degradaci. AGEs nepatii mezi primarni pfiiny patogeneze AD, ale
pfedstavuji hnaci silu nadmérné tvorby a ukladani amyloidu a tvorby senilnich plaki

[36].
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6 ZAVER

V této bakalarské praci jsem se zabyvala Alzheimerovou chorobou a markery
oxidacniho stresu. Popsala jsem klinicky obraz AD, 1écbu a diagnostické metody U této
nemoci.

Alzheimerova choroba je dosud nevyfeSenym problémem. Zatim neni 1€k, ktery by
tuto nemoc vylécil. Existuje cela fada 1éku, které tlumi nebo odstranuji symptomy
azlepSuji kvalitu zivota lidi, ktefi touto nemoci trpi. Lécba se déli na
nefarmakologickou a farmakologickou. Chceme-li zmirnit a zlepsi pribéh onemocnéni,
je dulezita kombinace obou terapeutickych postupti. Oxidacni stres dokaze zpusobit
poskozeni biomolekul v organismu a zhorSit pfirozenou ¢innost bun€k. OS doprovazi
patologické procesy v mozku AD, hromadéni produktd radikalového narusSeni
biomolekul a nefunkénost zplisobujici neurodegeneraci. Doposud neni zcela jisté, zda
OS je primarni pfi¢ina nebo sekundarni reakce patologické pfemény mozku u AD, ale
podle dosavadnich studii je jasné, ze radikalové poskozeni a Spatné fungovani

biologickych struktur poukazuji, ze se OS na vzniku a vyvoji nemoci podili.
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