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ANOTACE

Cilem prace je seznameni S nuklearnim transkripénim faktorem Nrf2, jeho strukturou
a funkci v organismu. Prace popisuje vznik oxida¢niho stresu ptisobiciho na organismus a jeho
souvislost s rozvojem onemocnéni kardiovaskularniho systému jako jsou aterosklerdza, ¢i
onemocnéni srdce v souvislosti s diabetem. Poukazuje na souvislost téchto onemocnéni s Nrf2

a zabyva se moznosti jeho vyuziti v terapii. Shrnuje zakladni principy aktivace i inhibice Nrf2.

KLICOVA SLOVA

Nrf2, KEAP1, oxidaéni stres, reaktivni formy kysliku, ateroskler6za

TITLE

Nuclear transcription factor Nrf2

ANNOTATION

Purpose of this work is basic description of the Nuclear transription factor Nrf2, its
structure and function. Bachelor thesis describes the origin of oxidative stress and its effect on
human organism. It focuses on the connection between oxidative stress and cardiovascular
diseases, such as atherosclerosis and diabetes induced heart disease. It points out the link
between these diseases and Nrf2 and submits its therapeutic abilities. It summarizes basic
principles of activation and inhibition of Nrf2.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

Nrf2

KEAP1
ROS
RNS
ARE
ICHS
NQO-1
HO-1
GCL
GST
GPx

SOD

Nuklearni transkrip¢ni faktor (z angl. nuclear factor erythroid 2—related
factor 2)

Kelch-like-ECH asociovany protein

Reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
Reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species)
Antioxida¢ni responzivni elementy

Ischemicka choroba srde¢ni

NADPH quinon dehydrogenasa 1

hemoxygenasa 1

glutamat-cystein ligasa

glutathion-S-transferasa

glutathion peroxidasa

superoxid dismutasa



UVOD

Nuklearni transkripéni faktor Nrf2 (z anglického nuclear factor erythroid 2—related
factor 2) je signalni molekula, ktera reguluje transkripci celé fady cytoprotektivnich genti, ¢imz
pomahd organismu v prekondni oxida¢niho stresu, udrZzovani homeostazy a zdravého
bunééného fenotypu. Bylo zjisténo, ze Nrf2 dokaze pusobit v prevenci vzniku
kardiovaskularnich onemocnéni, diabetu, aterosklerdzy, neurodegenerativnich onemocnéni,
a dalsich. V soucasnosti je snaha o prozkoumani jeho terapeutickych G¢inku a jejich vyuziti pti

ovlivnéni vyvoje téchto stavil a jejich 1écby.

S ptibyvajicim vékem je na télo kladena stale vétsi oxidacni zatéz spojena se zvySenym
oxidacnim stresem. Tento stav je zpiisoben vétsSim mnoZzstvim reaktivnich forem kysliku (ROS)
tvotfenych v butikach cévnich stén. Zestarlé endotelidlni buiiky, oproti mladym a fenotypové
zdravym bunkam, nejsou natolik schopné vyrovnavat se s oxida¢nim stresem, jelikoz ztraci
schopnost antioxida¢ni odpoveédi fizené pomoci Nrf2. Tento stav velmi pfispiva ke vzniku
ateroskler6zy a jejim komplikacim — infarktu myokardu, ischemické choroby srde¢ni az

srde¢nimu selhani.
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1. Struktura Nrf2

Nuklearni transkripéni faktor Nrf2, objeveny v roce 1994, je produktem genu NFE2L2
a strukturné se fadi do skupiny CNC (cap 'n’collar) transkripénich faktorti — sob& navzajem
velmi podobnych transkripénich faktort, kam dale fadime napt. faktory p45 NFE2, Nrfl a Nrf3.
Tato skupina je podrodinou tzv. leucinovych zipu (bZip). Leucinovy zip je strukturni motiv u
proteinii  vazajicich se na DNA. Je tvofen dvéma a-helixy, v nichz kazdy sedmy
aminokyselinovy zbytek je leucin. Diky nému muze protein vytvaret hydrofobni spoj, ktery se
podoba zapnutému zipu, a slouzi k dimerizaci dvou podjednotek. (Sykiotis, 2010; Kodi¢ek
2004).

NrF2 je protein slozeny z 605 aminokyselin 0 hmotnosti 67 827 Da. Transkrip¢ni faktor
obsahuje sedm Nrf2-ECH homolognich domén (zkracené Neh 1-7), z nichz kazda plni svou

specifickou funkci (viz obr. 1).

NEH2 NEH4  NEHS NEH7 NEH6 NEH1 NEH3
KEAP1 binding domain Transactivation  R¥Ra. binding B-TrCP binding domain DNA and Maf binding CDHOS binding
Domain domain domain domain
(CREB binding)

Obrazek 1: Struktura Nrf2 znazorfiujici sedm domén Neh1-Neh7 (Paramasivan, 2019)

Domény Nehl, Neh3 a Neh6 jsou lokalizovany blize k C-konci, domény Neh2, Neh4,
Neh5 a Neh7 se nachazeji na N-konci faktoru Nrf2.

Doména Nehl zahrnuje zakladni leucinovy zip. Jednd se o strukturni motiv, ktery
zprostiedkovava vazbu s DNA a zabezpeCuje heterodimerizaci s dal$imi transkripénimi
faktory, pfedev§im s malymi Maf (= musculoaponeurotic fibrosarcoma.) Skupina malych Maf
proteini (také sMaf — s = small) patii stejné jako Nrf2 do skupiny leucinovych zipt. sMaf
skupina zahrnuje tfi dilezité ¢leny, kterymi jsou MafF, MafG a MafK proteiny (Motohashi,
2004). Heterodimery Nrf2-sMaf pak funguji jako aktivni transkripéni faktory regulujici

transkripci antioxidacnich responzivnich elementl (ARE).
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Neh2 doména slouzi jako degron, tedy ¢ést proteinu starajici se o jeho miru degradace.
Umoznuje vazbu s proteinem KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein 1), coz je pfirozeny
inhibitor Nrf2 a zajistuje degradaci Nrf2 za fyziologickych ,,nestresovych® podminek. Jedna
molekula Nrf2 asociuje se dvéma molekulami KEAPI (tj. homodimerem KEAP1). Nese dva
strukturni vazebné motivy, a to DLG a ETGE. Motiv DLG ma k proteinu KEAP1 nizsi afinitu
nez ETGE (Suzuki, 2016).

Domény Neh3, Neh4 a Neh5 jsou dulezité pro transaktivacéni funkci Nrf2. Neh3
doména, situovana na karboxylovém konci, interaguje s transkripénim koaktivatorem CHD6
(chromo-ATPasa/helikasa DNA-vazajici protein) a Neh4 s Neh5 se vazi s CH3 skupinami
dalsich faktorti, napt. CBP (CREB-vazajici protein), a vSechny spolu postupné spousti
transkripci genti zavislych na ARE (Namani, 2014).

Doména Neh6 je oblast bohata na serin. Jedna se o druhou ¢ast v molekule Nrf2, ktera
slouzi jako degron, a to degron nezavisly na KEAP1. Obsahuje dva zékladni strukturni motivy,
DSGIS a DSAPGS, kter¢ interaguji s -transducin repeat-containing proteinem (B-TrCP). Tato
vazba zapricinuje degradaci Nrf2 za stresovych podminek v bunécném jadie (Namani, 2014;
Suzuki, 2016).

Posledni doména, Neh7, byla objevena pomérmné nedavno. Asociuje s DNA-vazajici
doménou retinoidniho X receptoru a a tim zmiriiuje expresi genl zavislych na antioxidac¢nich

responzivnich elementech (Wang, 2013).
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2. Vztah Nrf2 a KEAP1

KEAP1 (Kelch-like erythroid cell-derived protein with Cap'n'collar homology (ECH)
associated protein 1) je hlavni regulator Nrf2. Jedna se o tzv. negativni regulator. To znamena,
7¢ za normalnich okolnosti, tj. nestresovych podminek, kotvi faktor Nrf2 v cytoplazmé. Diky
27 cysteinovym zbytkiim v jeho molekule, které jsou nachylné k oxidaci, slouzi jako citlivy
senzor pro redoxni zmény endogenniho i exogenniho ptivodu. V zavislosti na oxidaci cysteini
poté uvoliiuje Nrf2 zvazby, aby mohlo nasledné dojit k transkripci dileZitych
cytoprotektivnich latek (Robledinos-Anton, 2019).

2.1. Struktura KEAP1

KEAPI je specificky substratovy adaptorovy protein pro BCR (BTB-Cul3-Rbx1)
E3 ubikvitin ligasu a slouzi jako klicovy senzor pro oxidacni ¢i elektrofilni stres. Sklada se
z 624 aminokyselin. V ramci struktury nachazime pét domén (viz obr. 2). Na N-konci se
nachazi doména NTR (N-terminal region). Tu nasleduje doména BTB slozena z broad-
complex, tram-track a brick-a-brack proteinu, kterd zajistuje homodimerizaci KEAP1 a je
dilezita pro jeho naslednou interakci s Cullin 3 proteinem a zaji$t'uje ubikvitinaci Nrf2. Dale
obsahuje cysteinové zbytky, které jsou citlivé na redoxni zmény v bunce. Nejcitlivéjsi na tyto
redoxni zmény je ovSem doména tfeti v pofadi s nazvem IVR (intervening region). Tato
domeéna se vyznacuje svoji pomérné velkou bohatosti na cystein, diky kterému pti sebemenSich
redoxnich zménach ovliviiuje celou funkci KEAPI. Pfedposledni doména se nazyvda DGR
(double-glycine repeat) a zahrnuje Sest Kelch-repeating motivii podnécujicich interakce
protein-protein (PPI) s regulatory KEAP1 vcetné faktoru Nrf2 nebo napiiklad p62. Jako
posledni na C-konci KEAP1 lezi doména CTR (carboxy terminal region). DGR a CTR domény
spole¢né tvofi tzv. DC domény, které se staraji o vazbu Neh2 domény Nrf2 (Panieri, 2019;
Leung, 2019).
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Homodimerization

Cul3 Binding Redox sensitive Region Nrf2 Binding

Y [ o) R

Obrazek 2: Struktura KEAP1 znazornujici 5 domén (Jiang, 2015)
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3. Degradace Nrf2

Nrf2 ma biologicky poloc¢as pfiblizné 10-30 minut a je drzen na nizké bazalni
koncentraci pomoci jeho represort v cytoplazmé. To jsou proteiny, které zajist'uji ubikvitinaci
a degradaci Nrf2. K degradaci muze dojit riznymi zplsOby a za piispéni raznych latek.

Nejzékladnéjsi rozde€leni je vSak d€leni na degradaci zavislou a nezavislou na KEAPL.

3.1. Degradace zavisla na KEAP1

Jedna se o fyziologickou regulaci Nrf2. KEAP1 je ukotven v cytoskeletu a ma v bufice
dvé funkce. Za prvé kotvici funkci — udrzuje Nrf2 v cytoplazmé a tim brani jeho translokaci do
jédra; za druhé KEAP1 slouzi jako adaptorovy protein pro systémy zodpovédné za kontinudlni
ubikvitinaci, konkrétné adaptorovy protein pro Cul3 E3 ubikvitin ligasu, a diky tomu zajist'uje
naslednou proteolyzu Nrf2, ¢imz tento regulator udrzuje jeho stalé, relativné nizké mnozstvi
Vv cytoplazmé. E3 ligasa je tvorena Cullinem 3 a Ring box proteinem 1 (Rbx1). KEAPI se vaze
na Cullin 3 a vytvaii s Cul3-Rbx1 mnohapodjednotkovou Cullin3-RING (really interesting new

gene) ligasu (Canning, 2015; Robledinos-Anton, 2019).

Bézné€ se tedy na Neh2 doménu Nrf2, konktrétné DLG a ETGE motivy, vaZou dvé
molekuly KEAP1 (obr. 3). Vazba na ETGE s vyssi afinitou zajisti navazani KEAP1 a druha
vazba s niz$i afinitou uskuteciujici se pfes DLG udrzuje molekuly obou proteind ve spravné
orientaci. Vazba se uskute¢nuje ze strany KEAP1 pies Kelch-repeating doménu (Pastorek,
2015; Tonelli, 2018). KEAP1 se dale navaze i s Cul3 E3 ubikvitin ligasou, kterou tak spoji
i s Nrf2. Diky E3 ligase mize dojit k navazani a ligaci ubikvitind na lysinové zbytky na Nrf2.
Vznikne fetézec nékolika spojenych ubikvitini (alespon 4), které oznacuji molekulu Nrf2 pro

degradaci ve 26S podjednotce proteasomu (Deshaies, 2009).
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3.2. Degradace nezavisla na KEAP1

Pokud neni mozno zabezpecit regulaci Nrf2 pomoci vazby na KEAP1, buiika vyuziva
Kk udrzeni jeho stability alternativni mechanismus. V tomto pfipadé se jedna o fosforylaci Nrf2,
kterou zajist'uje glykogen syntasa kinasa 3 (GSK-3). GSK-3 ma dv¢ varianty - GSK-3a a GSK-
3B, které fosforyluji serinové a threoninové zbytky. GSK-3 se bézné v buiice nachazi
V neaktivovaném stavu, protoze je fosforylovana na N-konci pomoci proteinové kinasy B
(AKT) ¢i sekvestrovana v proteinovych komplexech. Aktivuje se v piipadé absence KEAP1
receptorové signaliza¢ni cesty. Po aktivaci GSK-3 fosforyluje zbytky na DSGIS motivu Neh6
domény Nrf2. Takto modifikovany strukturni motiv je rozpoznavan p-transducin
repeat-containing proteinem (B-TrCP), ktery slouZi jako adaptorovy protein pro dalsi E3 ligasu,
jmenovité Cull-Rbx1 E3 ligasu. Toto vede k ubikvitinaci a nasledujici degradaci, opét v 26S
podjednotce proteasomu (viz obr. 3) (Qin, 2019; Robledinos-Antén, 2019).

KEAP1 Ubiquitination B-TrCP
\__/ Proteasomal B
CUL3 Degradation CcuL1

-

~G.

L

dQO

Obrazek 3: Schéma a rozdily degradace pomoci KEAP1 a B-TrCP (Cuadrado, 2018)
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B-TrCP rozeznava i druhy strukturni motiv v ramci Neh6 a to DSAPGS. Tato struktura
musi byt pro uskute¢néni vazby také fosforylovana, ovSem fosforylace se déje jinou cestou,

nezavisle na GSK-3.

Dalsi pomocné cesty degradace jsou méné vyznamné. Naptiklad se jedna o degradacni
systém schopny regulovat Nrf2 na posttranskripéni urovni. V tomto piipad¢ jde o dalsi E3
ubikvitin ligasu, konkrétné synoviolin nékdy nazyvanou také HRD1. Tento systém vyzaduje
pro svou funkénost Inositol-requiring enzyme 1 (IRE1). Tato cesta byla popsana predevsim
v cirhotickych jatrech. HRD1 je protein zabudovany do stény endoplazmatického retikula.
V dusledku vystaveni endoplazmatického retikula stresu IRE stimuluje produkci X-box-binding
proteinu 1 (XBP1), coz zaroven vede k up-regulaci HRD1, jeho nasledné piimé interakci s Nrf2
a nasledujici degradaci tohoto transkrip¢niho faktoru (Panieri, 2019; Qin, 2019; Wu, 2014).

V neposledni fadé funguje jako inhibitor Nrf2 BACH1 (CNC homologni protein s BTB
doménou). BACHI1 je protein nachdzejici se Vv bunééném jadie a slouZici jako regulator
transkripce. Jelikoz patii do skupiny leucinovych zipu, stejné jako transkripéni faktor Nrf2,
maji tyto faktory podobné strukturni vzory. BACHI1 v jadie aktivné soupeii s Nrf2 o vazbu
se SMAF proteiny, diky ¢emuz blokuje expresi genti pro antioxida¢ni responzivni elementy

(ARE) (Robledinos-Antén, 2019).

3.3. Proteasom

Proteasom je rozsahly komplex sloZzeny z podjednotek enzymi S$té€picich proteiny
(tj. proteas). V bunkach se vyskytuje bud’ volné v cytoplazmé nebo vazany na sténu
endoplazmatického retikula. Hlavni tlohou proteasomu je hydrolytické §t€peni peptidovych
vazeb proteinti ur¢enych k degradaci. Proteiny jsou zde $tépeny na peptidy o délce dvou az
deseti aminokyselin, které jsou nasledné hydrolyzovany cytoplazmatickymi exopeptidasami na
jednotlivé aminokyseliny a vyuzity pro syntézu novych molekul. Velka vétSina vSech déju
Vv proteasomu se odehrava v jeho podjednotce oznaCované jako 26S. 26S je ve své podstaté
dalsi komplex slozeny z proteolytické jednotky 20S a dvou regulacnich jednotek 19S, kazdé na
jednom konci 20S (Collins, 2017).
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Proteiny urc¢ené pro degradaci proteasomem musi byt ubikvitinovany, tzn. musi se na
né¢ vazat n€kolik molekul polypeptidu ubikvitinu. Tento krok slouzi jako signalizace pro

proteasomovy komplex.

Hlavni ¢asti, kterd obsahuje proteasy, je 20S jednotka. sklada se ze Ctyt prstenca (dva
B-prstence ulozené uvnitf, dva a-prstence obklopujici B-prstence). a-prstence slouzi jako

vstupni brana pro proteiny uréené k degradaci, v B-prstencich dochazi k samotnému $tépeni.

19S podjednotka je tvofena dvéma oblastmi — bazi a vikem. Funkce vika je ziejmé
rozpoznavani ubikvitini a vazba s nimi. Baze obsahuje Sest ATPas, které maji za ukol
rozvolnéni proteinti. Pfes vazbu s a-prstenci dadle napomahd translokaci proteinii do centra

proteasomu k degradaci (Hamazaki, 2006).
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4. Uéinky Nrf2

V téle jsou neustale generovany reaktivni formy kysliku a dusiku (ROS, RNS) jako
vedlejsi produkty metabolismu a stejné tak jsou pfijimany i z okoli. Faktor Nrf2 je neustale
tvofen skoro v8emi bufikami téla, aby zabranoval negativnimu vlivu tohoto oxidaé¢niho, ale také
elektrofilniho, stresu na lidsky organismus. Oxidacni stres je spojeny ptimo ¢i nepiimo s fadou
onemocnéni, ale také s nékterymi fyziologickymi procesy odehravajicimi se v organismu.
Piimou souvislost ma napftiklad zvySeny oxidaéni stres v dusledku kumulace ROS a RNS
v burikach s jejich starnutim, coz se projevuje zhorSenou buné¢nou regeneraci nebo uplnou
zastavou proliferace. V builkkdch dochazi k nadprodukci riznych piasobki jako jsou
interleukiny, chemokiny, ristové faktory a rizné soucasti extracelularni matrix. Kazda z téchto
zejména dochazi kporuse Ca?" ATPasy endoplazmatického retikula (SERCA =
sarco/endoplasmic reticulum Ca?* ATPase), ktera nedostate¢né Cerpa véapenaté ionty do
endoplazmatického retikula, nemuze dojit ke svalovému stahu, coz koneéné¢ muze vyustit
Vv poruchy srdce. B€hem tohoto procesu vznikd oxidovanéd forma LDL lipoproteind, kterd se
dale hromadi v cévach a zpusobuje vznik aterosklerézy. Oxidac¢ni stres se zde podili i na
patogenezi komplikaci spojenych s diabetem II. typu cestou glykooxidace aminoskupin na
lysinu a argininu vedouci k produkci riznych pokrocilych produktt glykace (Gagné, 2014;
Ghafouri-Fard, 2020).

4.1. Oxidacni stres

Pojem oxidacni stres a jeho principy byly pojmenovéany v roce 1985. Pivodni definice
oxidac¢niho stresu byla definovéana jako ,,porucha rovnovéhy mezi prooxidanty a antioxidanty
ve prospéch prooxidanti‘. V poslednich letech bylo ale potieba definici preformulovat, jelikoz
byly objeveny a detailnéji popsany jak ucinky oxidacnich latek, tak i zpisoby, kterymi
organismus reaguje. Nova definice oxidac¢niho stresu tedy zni ,,nerovnovaha mezi antioxidanty
a oxidanty, ktera se naklani ve prospéch oxidantl, coz vede K rozvratu redoxnich signalnich
drah a/nebo k poskozeni molekul*‘. Oxidaéni stres mize byt klasifikovan dle své intenzity na
bazalni oxidacni stres (BOS), oxida¢ni stres o nizké intenzité (LOS = low intensity oxidative

stress), oxidac¢ni stres se stfedni intenzitou (IOS = intermediate intensity oxidative stress)
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a kone¢né oxidacni stres o vysoké intenzit¢ (HOS = high intensity oxidative stress). Bazalni, ¢i
nizkd mira oxida¢niho stresu je pro organismus fyziologicka a je klicova pro spravnou funkci
nekterych signalnich a regulacnich drah. ROS v pfimétené koncentraci funguji jako dileziti
druzi poslové, ktefi prendseji signaly v ramci nejriiznéjSich bunéénych procesti. Tomuto, pro
télo priznivému, mnozstvi stresu se fika eustres, naopak vyssi hodnoty oxida¢niho stresu, které
jiz maji na svédomi naruSeni molekul a signalizace v buitkdach se oznacuji jako distres

(Lushchak, 2014; Sies, 2018; Incalza, 2018).

Oxidacni stres je zptisoben prevazné nadmérnou tvorbou reaktivnich forem kysliku. Do
této skupiny latek se fadi biomolekuly tvofené v téle jako produkt aerobniho metabolismu,
bunééného dychani v mitochondriich, syntézy lipidi, metabolismu kovil, fagocytozy
cizorodych ¢astic, biotransformace xenobiotik, tj. latek pro organismus cizorodych atd. i latky
prijaté do organiSmu z okoli. Pfikladem nékterych ROS muze byt naptiklad peroxid vodiku
(H202), superoxid (*O2"), hydroxylovy radikal (HO¢), peroxidy lipidd, proteinti a nukleovych
kyselin (Gagné, 2014; Lushchak, 2014; Sies, 2018). Krom& ROS piispivaji ke vzniku
oxidac¢niho stresu 1 reaktivni formy dusiku. Do skupiny RNS se fadi oxid dusnaty, oxid dusicity,

¢i peroxynitrit.

4.2. Reakce organismu na oxidacni stres

Jako odpovéd’ na oxidacni zmény télo mobilizuje antioxida¢ni mechanismy jako je napf.
systém Nrf2-KEAP1, které pak ddle maji na starosti zajiSténi adekvatni odpovédi formou

stimulace produkce antioxidanti.

Aktivace Nrf2 v reakci na oxidacni stres mize probihat dvéma nasledujicimi zptisoby.
V jednom z ptipadi mize dojit k oxidaci vysoce reaktivnich cysteinovych zbytka v IVR
(Cys288 a Cys273) a BTB (Cys151) doménach KEAP1, coz vede v molekule K vnitini zméné
uspofadani a naslednému uvolnéni Nrf2 z vazby v tomto komplexu. Zaroven se na Neh2
doménu Nrf2 vaze protein p21, zlepSuje jeho disociaci z komplexu, a navic zabrafiuje op&tovné
vazbé Nrf2 s KEAPL. Transkrip¢ni faktor se nemtze vazat s Cul3 proteinem, a tudiz nemutize

dochazet k polyubikvitinaci v proteasomu (Chen, 2015).

Druhym zptsobem je tzv. ,,hinge and latch “ model. V tomto pfipadé je oxidaci narusena

vazba s KEAPI1 jen ¢astecné. Diky strukturnim zménam dochazi k odpojeni molekuly v misté
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DLG motivu, ale siln€jsi vazba s ETGE motivem pfetrvava. Diky tomuto ¢aste¢nému pieruSeni
vazby je zabranéno rozpoznani molekuly Nrf2 pro ubikvitinaci. JelikoZ je ale vazebné misto
KEAP1 stale obsazeno, mohou nov¢ vzniklé molekuly Nrf2 snadno pronikat do bunécného
jadra (Kansanen, 2013; Chen, 2015). Kromé oxidace KEAP1 ma na piesunu Nrf2 do jadra podil
také fosforylace Nrf2 kinasami podilejicimi se na pienosu signdlu v buiice. Jednd se
o proteinkinasy C, mitogenem aktivované proteinkinasy, fosfatidylinositol proteinkinasy

a proteinkinasy endoplazmatického retikula (Kloska, 2019).

Po translokaci volného transkripéniho faktoru do jadra dochazi k vazbé se sMaf
proteiny a k vytvareni jejich heterodimert. Tato vazba usnadnuje navazani Nrf2 na segmenty
DNA v misté antioxidacnich responzivnich element (ARE). ARE jsou specidlni promotorové
sekvence DNA na 5° konci vldkna. Touto vazbou Nrf2 aktivuje expresi mnoha cilovych genti
pro antioxidanty (cca 500), mezi néZ patii i detoxifikacni enzymy, proteiny reagujici na stres,
enzymy vychytavajici reaktivni formy kysliku aj. (obr. 4). Zaroven komplex Nrf2-ARE
napomaha ke stabilizaci cytoplazmatického faktoru Nrf2 a brani jeho ubikvitinaci. Tvofi se tak
zpusobem patii naptiklad NADPH-quinon oxidoreduktasa 1 (NQO-1), hemoxygenasa 1
(HO-1), glutamat-cystein ligasa (GCL), glutathion-S-transferasa (GST), glutathion peroxidasa
(GPx), superoxid dismutasa (SOD), cystinovy transportér a dalsi (Chen, 2015; Kloska, 2019;
Guo, 2020).
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Obrazek 4: Schéma uvolnéni Nrf2 zjeho oxidovaného inhibitoru (cytoplazma).
Nasleduje translokace do bunééného jadra, kde Nrf2 dimerizuje, vaze s Maf proteiny, vaze se

na ARE a spousti transkripci cytoprotektivnich gent (Hiebert, 2019).
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5. Onemocnéni spojena s oxida¢nim stresem

Oxidac¢ni stres hraje dtlezitou roli pfi regulovani redoxnich signalnich cest a tim
ovlivituje rtizné bunécné struktury a organy. Pokud neni mnozstvi ROS a RNS spravné
regulovano, muze jejich vyssi koncentrace v organismu piispivat ke vzniku a rozvoji fady
onemocnéni a patologickych stavii. Regulace oxidaéniho stresu je umoznéna ptisobenim mnoha

vvvvvv

umoznéni transkripce antioxidanti pomoci faktoru Nrf2, jehoz aktivity v prubéhu Zivota ubyva.

Existuje nékolik teorii, zabyvajicich se pricinou starnuti, které tvrdi, ze modifikovany
bunéény fenotyp, typicky pro zestarly organismus, vznikd nasledkem kumulativniho
poskozovani bun¢k oxida¢nim stresem v prub¢hu zivota. Nahromadéna poskozeni zplisobena
oxidac¢nim stresem jsou brdna jako pfimy nésledek nerovnovidhy mezi produkci a eliminaci
oxidanti a elektrofilnich latek. S ptibyvajicim vékem se hladina ROS v téle pozvolna zveda,
coz muiize ve staii vyvolavat nebo komplikovat pribéh fady onemocnéni (Zhang, 2015). Mimo
jiné piispiva i ke vzniku kardiovaskularnich onemocnéni, které jsou v dnesni dobé povazovany

vvvvvv

ischemicka choroba srde¢ni a srde¢ni selhani (Satta, 2017).

5.1. Oxidacni stres a poSkozeni bunék cévni stény

Endotel tvofi jedna vrstva bun€k na vnitini stran€ cévni stény. Zdravé buiiky cévniho
endotelu produkuji fadu biologicky aktivnich molekul, jeZ se podileji na udrZeni funkce stény
cév a ovliviji jeji vlastnosti, vasodilataci a vasokonstrikci, trombolyzu a dalsi. Neporusené

endotelové buriky zachovavajici si spravnou funkci tak ptispivaji k udrzeni vnitini homeostazy.

Dysfunkce endotelu je jednou z hlavnich pfi¢in vzniku kardiovaskularniho onemocnéni
a umoziuje rozvoj aterosklerdzy aj. Mezi rizikové faktory zapfticinujici poruchu endotelu patii
hypertenze, hypercholesterolémie, obezita, diabetes mellitus, starnuti organismu nebo muzské
pohlavi a mnoho dal$ich. V dysfunkénim endotelu dochazi ke zménam, pfi kterych se snizuje
mnozstvi oxidu dusnatého (NO), ktery ve fyziologické koncentraci umoziuje vasodilataci. NO

je produkovany endotelialni frakci syntasy oxidu dusnatého (eNOS) (Satta, 2017).

23



Poskozeni struktury bunék cévni stény, vedouci k poruse funkce, mize byt zpiisobeno
fadou mechanismi. Miize jit o fyzické poskozeni, poskozeni zplisobené butikami imunitniho
systtmu a dal$i. Nadmérny oxidacni stres je jednim z hlavnich patologickych procest
podilejicich se na endotelialni dysfunkci (Chen, 2015). K tomu muze dochazet pti hypo i pii
hyperaktivaci faktoru Nrf2. Oba tyto stavy se uplatiiuji pfi naruSené bunécné funkcei (Satta,
2017).

V zestarlych bunkéach cévni stény je vysokd koncentrace ROS pievazné ptivodem
z mitochondrii. Dal$im vyznamnym pfispévatelem je zvySena aktivace NADPH oxiddzy, diky
které vznika mnozstvi ROS (Ungvari, 2019). V prubéhu starnuti narsta pocet
poskozenych mitochondrii, které syntetizuji stale vice ROS a ¢im dal méné ATP, coz se d&je
vesmés kvili mutacim v mitochondrialni DNA jako piimy dusledek oxidaci (Warraich, 2020).
Nasledkem toho jsou bunky méné odolné, piestavaji se d¢lit, Castéji prochazi riznymi
fenotypovymi pifeménami, které ptispivaji k poruse regenerace endotelu, vzniku sterilniho
zanétu, prestavbé extraceluldrni matrix a poruse transportu latek z a do buiiky. Zestéarlé bunky
maji také tendenci ¢im dal diive podléhat apoptdze nebo nekroze. Takto poSkozené buiiky jsou
zakladnim stavebnim kamenem pro vznik cévnich onemocnéni, kterd jsou jednou z hlavnich

pfi¢in smrti u starSich osob (Ungvari, 2019).

5.1.1. Rozvoj aterosklerozy

Aterosklerdza se fadi do skupiny chronickych zanétlivych onemocnéni cév spojenych
s oxidacnim stresem a poruchou bunék cévni stény. Ovliviiuje zejména stény velkych
a stfednich arterii. V prib&hu aterosklerézy vznikaji v cévach aterosklerotické platy (tzv.
ateromy). Jedna se o nakupeniny lipida a pfidruzenych bun¢k (pfedevsim bilych krvinek), které

se ukladaji ve sténach cév a zptisobuji ztizeni jejich prusvitu (Kattoor, 2017).

Prvotni pfi¢inou rozvoje aterosklerdzy je poSkozeni bunék cévniho endotelu. K tomu
muze dojit riiznymi zpisoby — mechanickym poskozenim, pisobenim vysokého krevniho tlaku
1 plisobenim volnych radikalt a toxickych sloucenin vznikajicich pfi nadmérném oxida¢nim
stresu atd. (Marchio, 2019). Cévni sténa obsahuje mnohé systémy produkujici ROS, jako jsou
NADPH oxidasa, myeloperoxidasa, xantin oxidasa, enzymy mitochondrialniho dychaciho
fet¢zce a nefunkéni NO syntasa. Dochézi knaruSeni rovnovahy mezi oxida¢nimi

a antioxida¢nimi systémy ve prospéch oxidanti (Férstermann, 2017; Pignatelli, 2018).
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V Casné fazi rozvoje aterosklerozy dochdzi pouze k malym zméndm v buinkach
endotelu. Endotelové bunky se aktivuji a zacinaji na svém povrchu exprimovat adhezni
molekuly. Tento stav je vyvolan prozanétlivymi cytokiny, V jejichz produkci hraje vyznamnou
roli pravé oxidaéni stres. Adhezni molekuly k sobé pfipojuji bufiky imunitniho systému
(Incalza, 2018), pfedev§im monocyty, které se dale diferencuji v makrofagy, a T-lymfocyty
(Kattoor, 2017). ZvySuje se propustnost bunééné membrany pro lipoproteinové castice,
nejéastéji v mistech, kde se arterie vétvi, ¢i ohybaji. V téchto mistech k tomu dochazi hlavné
Z divodu zménéného proudéni krve. Dochazi zde k recirkulacim a krev proudi turbulentné (t;.
vitivé) (Marchio, 2019). Na poskozenou cévni sténu se za¢nou nalepovat Castice LDL
lipoproteinu, které pronikaji do subendotelialniho prostoru. V prabéhu patologického procesu
dochazi k oxidaci LDL na oxidovanou formu — ox-LDL, ktery nasledné podporuje adhezi
dal$ich molekul na endotel tim, Ze ho dale aktivuje (Kattoor, 2017). Monocyty diferencované
v makrofagy pohlcuji LDL a spolu s T-lymfocyty podporuji produkci dalSich adheznich
molekul, navic se uvoliiuje mnozstvi prozanétlivych cytokini a dalSich reaktivnich forem
kysliku, a tak podporuji dalsi oxidace, ¢imZz spousti fetézovou reakci. Makrofagy se
transformuji v pénové bunky, hromadi se a tvoii tzv. tukové prouzky. Dal§im vrstvenim lipidt
a pénovych bun¢k vznikaji az ateromové platy. V pozdni fazi miize dochézet k prasknuti
ateromu a odhalena puklina spousti koagula¢ni kaskadu a vznik trombu. Nasledkem muze dojit

K uzavieni konkrétni cévy a nedostateénému prokrveni zasobované oblasti (Pignatelli, 2018).
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Obrazek 5: Proces vzniku aterosklerozy. Poskozeni bun€k cévni stény oxidaénim
stresem zpusobuje vznik nefunkéni NO syntasy, ktera pfispiva ke vzniku vétSiho mnoZstvi
ROS. Dochazi k aktivaci endotelu, coz zapfi¢inuje adherenci bunék imunitniho systému
arozvoj zanétu. Zanétem poskozena cévni sténa je propustnéjsi pro lipidové Castice, které do

ni vstupuji a ukladaji se zde (Shemiakova, 2020).

5.1.2. Systémy produkujici ROS p¥i ateroskleroze

a) NADPH oxidasa

NADPH oxidasa (zkracené Nox) je exprimovana endotelovymi bunkami cévni stény
i monocyty a makrofagy, které se do cévy dostanou az po aktivaci jejiho povrchu. Za
normalnich podminek je produkce ROS NADPH oxidasou v endotelovych buiikach na nizké
urovni a oxidanty slouzi pouze jako druzi poslové signalnich drah. Po vystaveni NADPH
oxidasy cytokinum, transformujicim rstovym faktorim, vys$$i koncentraci glukosy

a hyperlipidémii dochazi k jeji regulaci a nasledné zvysené produkci ROS (Perrotta, 2015).

NADPH oxidasa se sklada z nékolika podjednotek. Je zastoupena sedmi izoformami
(Nox1-5, Duox1-2), z nichz pouze ¢tyfi se nachazi v cévnim systému a to Nox1, Nox2, Nox4
a Nox5. Nox1 je produkovana hladkymi svalovymi buiikami a ve velmi nizkych koncentracich
1 buitkami endotelovymi. Produkuje superoxidovy aniont, ovSem za fyziologickych podminek
je inaktivni. Nox2 je pritomna Vv endotelovych buiikach, fibroblastech a buitkach imunitniho

systému (monocyty, makrofagy) Ucastnicich se tvorby ateromového platu. Také produkuje
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superoxidovy aniont (Perrotta, 2015; Pignatelli, 2018). Nox4 oproti Nox1 a Nox2 pusobi proti
vzniku ateroskler6zy. Upfednostiiuje tvorbu peroxidu vodiku, diky kterému je schopny
ovlivitovat vazodilataci, jelikoz peroxid vodiku aktivuje endotelialni NO syntasu. Peroxid
vodiku v Nox4 vznika na zaklad¢ spontannich superoxidovych dismutaci, neinteraguje s NO,
a tak nedava vznikat peroxynitritu, a v neposledni fad¢ inhibuje proliferaci hladkych svalovych
bungk a predchazi vzniku zanétu (Forstermann, 2017). Nox5 je na rozdil od ostatnich zavisly
na vapniku a ke své aktivaci nepotiebuje jiné podjednotky. Byla prokdzana jeho zvysSena
aktivita v aterosklerotickych cévach a Vv proliferujicich endotelovych buikach a bunkach
hladké svaloviny. Nox5 ptimo aktivuje endotelovou NO syntazu v endotelovych buiikach aorty,
coz vede k produkci peroxynitritu a piimo pfispiva k porucham funkce endotelovych bunék

(Perrotta, 2015).

Ve zkratce fe¢eno, NADPH oxidasa se podili na oxidaci LDL lipoproteint, kdezto ROS
produkované NADPH oxidasovym systémem v endotelovych a svalovych bunkéch jsou

esencialni pro aktivaci endotelu (Férstermann, 2017).
b) Myeloperoxidasa (MPO)

Reaktivni formy kysliku tvofené myeloperoxidasou maji schopnost oxidovat lipidy, a to
nejen LDL, ale i HDL lipoproteiny. Mezi ROS produkované timto enzymem se fadi kyselina

chlorn, chloramin, tyrosylové radikaly a oxid dusicity (Pignatelli, 2018).
c) Xantin oxidasa (XO)

Xantin oxidasa vyuziva kyslik a tvofi superoxid a peroxid vodiku. XO je exprimovana
endotelovymi buiikami. Navic miiZze byt do krevniho ob&éhu uvolnéna z jater, a poté adheruje
na endotelové bunky pomoci interakce s glykosaminoglykany. Inhibice xantin oxidasy zlepSuje
vasodilataci, kterd je dependentni na oxidu dusnatém a je schopna zvratit endotelovou

dysfunkci u kutrakt (Forstermann, 2017).
d) Mitochondrie

Zdrojem reaktivnich forem kysliku v mitochondriich je pfesun elektronti v dychacim
fetézci a vytvareni elektrochemického gradientu mezi membranami. Za normalnich okolnosti
produkuji mitochondriec ROS na bazalni urovni a tyto ROS jsou nasledné likvidovany
mitochondrialnimi antioxida¢nimi systémy (Peoples, 2019). Mitochondrie produkuji
predevs§im superoxidovy aniont, ktery je vychytavan superoxid dismutasou a pfeménovan na

peroxid vodiku. Ten je nésledné glutation peroxidasou transformovén na vodu. V ptipadé
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chybéni nékterého z antioxidacnich systémi, ¢i nadbyte¢né tvorby ROS miize mitochondrialni

oxidacni stres urychlovat vyvoj aterosklerozy (Forstermann, 2017).
e) Syntasa oxidu dusnatého (NOS)

Oxid dusnaty ma ve zdravych cévach funkci vasodilatatoru, tj. rozSifuje cévy, a pusobi
antioxida¢né, tudiz proti vzniku ateroskler6zy. Produkce NO je uskute¢iiovéna endotelidlni
syntasou oxidu dusnatého (eNOS) pomoci vazby jeji hemové skupiny s L-argininem za vyuziti
tetrahydrobiopterinu (BH4) jako kofaktoru (Satta, 2015). Za patologickych podminek se ovsem
eNOS rozpojuje a stava se nefunkéni (Pignatelli, 2018). Rozpojena eNOS je producentem
reaktivnich forem kysliku, které ptispivaji ke vzniku aterosklerozy (Poznyak, 2020). Rozpojena
se eNOS nazyva diky konverzi BH4 reaktivnimi formami kysliku na 7,8-dihydrobiopterin
(BH2), coz ma za nasledek nemoznost vazby s L-argininem. To ve vysledku vede k produkci

superoxidu namisto NO. Superoxid nasledné reaguje s jiz pfitomnym NO a tvofi peroxynitrit.
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Obrazek 6: Schéma vzniku rozpojené eNOS. Pisobenim ROS dochézi ke konverzi
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BH4 na BH2, coz mé za nésledek rozpojeni eNOS a L-argininu a produkci superoxidu namisto

oxidu dusnatého (Satta, 2015).
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5.13. Uloha Nrf2 pii ateroskleroze

Nrf2 v endotelovych bufikach je aktivovan zvysenou produkci ROS a signalni cestou
pres fosfatidylinositol-3-kinasu a proteinkinasu B (PI3K-Akt), ktera se spousti pusobenim
laminarniho smykového napéti. Aktivace Nrf2 vyustuje ve zvySeni koncentrace
intracelularnich antioxidant( jako HO-1, GPx, GCL a dal$ich. Zaroven se snizuje exprese TNF-
(Satta, 2015). V navaznosti na oxida¢ni stres mize byt endotelialni Nrf2 aktivovan také piimo

laminarnim tokem krve (Mimura, 2015).

Oxida¢ni stres ve spojeni se zvySenou koncentraci lipida v séru je rizikovym faktorem,
protoze zpusobuje tvorbu lipidovych peroxidu. Lipidové peroxidy vyvolavaji poruchy endotelu,
hladkych svalovych bunék a makrofagii, coz je stav pfimo spojeny se vznikem aterosklerozy.
Nékteré lipidové peroxidy a jejich metabolity (napt. ox-LDL, 4-hydroxynonenal aj.) aktivuji
faktor Nrf2 bud’ inaktivaci KEAP1 nebo jinym dosud nezndmym zptsobem. Nrf2 piimo
podporuje expresi receptort CD36 na povrchu makrofagi, ¢imz piispiva k ingesci ox-LDL
makrofagy a nasledné transformaci makrofagl v pénové bunky. Timto zplisobem dochazi k tzv.
pozitivni zpétné vazbé, kdy oxidované LDL aktivaci Nrf2 umociiuji akumulaci dal§ich ox-LDL

a pfispivaji k tvorbé lipidovych prouzkd (Mimura, 2015).

Obecné se véri, ze k poruse regulace Nrf2 vede i zvyseny krevni tlak diky zvySenému
oxida¢nimu stresu a porucham cévni funkce. Na regulaci krevniho tlaku a vasokonstrikce se
vyznamné podili renin-angiotensinovy systém, jehoZ nadbytecnad aktivace vede ke vzniku
hypertenze. Angiotenzin II zvySuje expresi NADPH oxidasy a S ni i generaci ROS (Satta,
2015).

Nejhojnéji se vyskytujici antioxidant v bunikach a tkanich je glutathion, ktery hraje
primarni roli v ochran¢ pfed oxidacnim stresem. Nrf2 reguluje expresi gent zapojujicich se do
homeostatického putsobeni glutathionu, jako jsou geny pro glutamat-cystein ligasu
(modifika¢ni, GCLM, i katalytickou, GCLC, podjednotku), glutathion reduktasu a glutathion
peroxidasu. V buikach endotelu a v makrofazich podnécuje Nrf2 expresi GCLC nebo GCLM
a syntézu glutathionu, ¢imz chrani bunky pfed poskozenim vyvolanym oxidovanou formou
LDL. Vyssi tvorba glutathion reduktasy ma dale pozitivni U¢inky na snizeni vyskytu

aterosklerotickych 1ézi (Mimura, 2015).
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5.2. Ischemicka choroba srde¢ni

Srdce je ve srovnani s ostatnimi organy zvlasté citlivé viuci poSkozeni oxidacnim

stresem, jelikoZ ma nizkou bazalni uroven antioxidacni ochrany (Satta, 2015).

Primarnim rizikem pro vznik kardiovaskularnich onemocnéni je vyssi veék ve spojeni
snadmérmou konzumaci tuénych jidel, soli, vyskytem diabetu, vysokého krevniho
tlaku, koufenim a sedavym zptsobem zivota. Pfedstupném vzniku ischemické choroby srde¢ni

(ICHS) je poskozeni cévniho endotelu a vyskyt aterosklerozy (Hrdina, 2008, Spac, 2017).

ICHS se vyznacuje zmenSenim prisvitu véncitych tepen. Toto jsou tepny, které privadi
okysli¢enou krev pro srdecni svalovinu a vyzivuji ji. Pfekdzku v pritoku krve tvoii ve vétsSing
pripadt aterosklerotické platy. Do srdecniho svalu se nedostdva dostatecné mnozstvi zivin
a kysliku v poméru k jeho potiebé. Se zazenim cév se také poji vyssi krevni tlak, ktery jesté

navysuje potfebu kysliku pro myokard (Pagliaro, 2020).

Mezi nejcastéjsi projevy ICHS se fadi angina pectoris, projevujici se sviravou bolesti
na hrudniku a akutni infarkt myokardu, ktery je zpisoben Gplnym ucpanim koronarni tepny
anaslednym prasknutim aterosklerotického platu, coz vede k nekrdze zisobované casti

myokardu. Dal§imi projevy mohou byt nahla srde¢ni smrt, poruchy srde¢niho rytmu, ¢i srde¢ni
selhani (Hrdina, 2008)

5.3. Kardiovaskularni onemocnéni ve spojeni s diabetem

Incidence diabetu v poslednich letech nardsta, a i navzdory 1écbé jsou pacienti
s diabetem nachyln€jsi krozvoji nékterych onemocnéni jako jsou kardiovaskularni

onemocnéni, chronické selhani ledvin nebo retinopatie.

Diabetes se vyviji pfes inzulinovou rezistenci, porusenou glukdézovou toleranci az
v diabetes mellitus (DM) jako takovy. DM vyrazné zhorSuje prubéh onemocnéni, nebot’ je
spojen s poruchou n¢kolika metabolickych procest. Diky tomu muze naruSovat rovnovahu
mezi oxidanty a antioxidanty (Selvaraju, 2012). Timto zpusobem se DM podili na zhorSovani

prubéhu mnoha patologickych procesi jako jsou abnormality v plazmatickych lipidech,
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poruchy funkce endotelu, zvysena reaktivita vnitiniho povrchu cév, aktivace krevnich desticek,
stimulace koagula¢ni kaskady a vyvolani zanétlivych procest, vedoucich ke kardiovaskularnim

onemocnénim (Penckofer, 2002).

Oxidacni stres je zvySeny piedev§sim diky samooxidaci gluk6zy vedouci k produkci
volnych radikald. Snizuje se schopnost antioxidac¢ni obrany organismu, jak v podob¢ snizené
koncentrace antioxidantii v buiikach, tak i1 snizeni aktivity enzymovych systémii podilejicich se
na vychytavani volnych radikalt. Pfi onemocnéni cukrovkou se zaroven zvysuji koncentrace

nékterych prooxidacnich latek jako jsou napt. ferritin nebo homocystein.

Diabetickd kardiomyopatie a jiné komplikace jsou hlavni pfi¢inou Gmrti pacientii

s diabetem. Spole¢nym jmenovatelem poruchy srdce a diabetu je nadmérny oxidacni stres.

Hyperglykémie a S ni spojené rizné glykacni produkty negativné ovliviiuji bunécnou
signalizaci, podporuji tvorbu dal§ich ROS a RNS a mohou zptsobit dals§i poskozeni cévni stény,
¢imz zhorSuji prabeh aterosklerdzy, ¢i postizeni srdce. Oxidanty zde vznikaji aktivaci NADPH
oxidasy, v mitochondriich, ptisobenim xanthin oxidasy, rozpojovanim eNOS atd. Snizeni
hladiny gluko6zy v krvi tedy snizuje riziko vzniku kardiovaskularniho onemocnéni (Ceriello,

2004).

Nrf2 je dulezity faktor v prevenci vzniku komplikaci diabetu. Studie ukazuji, ze v rané
fazi je Nrf2 exprimovan ve velké mife. S neustavajici nadmérnou generaci ROS je ovSem
bariéra, kterou Nrf2 tvofi, pfekonana, a naopak je pozorovano znacné snizeni exprese tohoto

faktoru predevsim v levé srde¢ni komote (Satta, 2015).
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6. Antioxida¢ni odpovéd’ organismu

Nadméma produkce ROS a RNS vtéle je vyvazovdna puasobenim antioxidanti.
Fyziologické antioxida¢ni mechanismy organismu zahrnuji mnoho enzymi vychytavajicich
ROS (ROS scavenging enzymes), detoxikaéni enzymy druhé faze a jiné antioxidanty. Kazdou
z téchto latek koduje ARE v promotorové casti DNA (Chen, 2015). Jeden antioxidacni
responzivni element mé presn¢ dané poradi bazi a jejich piepisem a naslednou translaci vzniké

konkrétni molekula antioxidantu.

Antioxidanty jsou molekuly schopné branit pro-oxidantim v oxidaci dalich latek,
a funguji bud’ jako vychytavaci enzymové systémy, které zachytavaji ROS, nebo dokazi ptimo
omezovat tvorbu ROS v téle. Za fyziologickych podminek antioxidanty chrani pfed ucinky
oxidacnich produkti a umoziuji pritbéh redoxnich reakci, které jsou dilezité pro spravnou

funkci metabolismu, tvorbu energie, buné¢nou signalizaci a podobné funkce.

Dle puvodu rozliSujeme antioxidanty na endogenni a exogenni. Mezi antioxidanty
endogenniho pavodu patii napt. kyselina mocova, koenzym Qio nebo bilirubin, jako
antioxidanty exogenniho ptivodu se oznacuji vitaminy C a E, flavonoidy nebo tieba karoteny.
Mezi hlavni antioxidacni systémy pfitomné piimo v cévni stén¢ fadime superoxid dismutasu
(SOD), katalasu, gluthation peroxidasu, paraoxonasu (brani oxidaci LDL) a syntasu oxidu
dusnatého (NOS) (Poznyak, 2020).

6.1. Ovlivnéni onemocnéni pomoci Nrf2

vvvvvv

velikého mnozstvi genti kddovanych v ARE. Pravdépodobné je pravé tento transkripéni faktor
jednim z téch, které maji na ochranu endotelu pred oxida¢nim stresem a onemocnénimi s nim
spojenymi nejvétsi vliv (Chen, 2015). Mezi enzymy ovliviitované timto transkripcnim faktorem,
které se podili na regulaci oxida¢niho stresu pfi starnuti a kardiovaskularnim onemocnéni, patii
glutamat-cystein ligasa, vSechny tfi podjednotky superoxid dismutasy, katalasa, glukosa-6-
fosfat dehydrogenasa, nékteré peroxiredoxiny, glutathion peroxidasa, glutation S-transferasa,

sulfiredoxin a thioredoxin reduktasa (Zhang, 2015).
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vvvvvv

6.1.1. Nejdulezitéjsi antioxidaéni systémy

a) Superoxid dismutasa (SOD)

SOD reaguje se superoxidovym radikalem, ktery méni na peroxid vodiku. Peroxid
vodiku pak nésledné prochéazi dal§imi zménami pod vedenim dalSich antioxida¢nich enzymii.
Rozlisujeme tii isoformy SOD. Dvé se vyskytuji v cytosolu bunék. Jsou to SOD1, superoxid
dismutasa obsahujici méd” a zinek (Cu, Zn-SOD), a SOD2, superoxid dismutasa obsahujici
mangan (Mn-SOD). SODI1 je konkrétné situovana v cytoplasmé a na vnitini mitochondrialni
membrang, SOD2 v matrix mitochondrii. Tteti isoforma, SOD3, také obsahuje méd’ a zinek,
ale vyskytuje se extracelularné, kde hraje dileZitou roli v bunééné signalizaci (Zhang, 2015;

Poznyak, 2020).

Samostatné zvyseni produkce SOD nevede ke sniZzeni koncentrace ROS diky
transformaci superoxidového radikalu na peroxid, ktery také piispiva ke vzniku aterosklerozy.
Naopak miize priitbéh onemocnéni zhorsit a pro antioxidaéni ucinky je potieba, aby navazovaly
dalsi mechanismy, napf. glutation peroxidasa, katalasa nebo thioredoxin reduktasa (Poznyak,
2020).

.....

a bungk, ve kterych se nachazi. Aktivita SODI s vékem klesa ve fibroblastech, lymfocytech,
kosternich svalech. Nejasny je vyvoj aktivity s vékem v plasmé. zde nékteré studie ukazuji na
zvySeni aktivity, jiné na jeji snizeni. Aktivita SOD2 u lidi se zvysSuje ve fibroblastech kuze,

ovsem ukazuje se, Ze za€ina klesat po veéku Sedesati let (Zhang, 2015).
b) Katalasa

Katalasa rozklada peroxid vodiku na vodu a kyslik. V buice se vyskytuje
Vv peroxisomech. Spolecné se zvysenou produkci SOD (pfevazné SOD1) ma vyssi koncentrace
katalasy pozitivni vliv na aterosklerézu. Vyssi aktivita katalasy se vyskytuje ptredevsim

v pénovych bunkach aterosklerotickych plati (Poznyak, 2020).
¢) Glutathion peroxidasy (GPx)

Jedna se o rodinu enzymi o osmi ¢lenech (GPx1-GPx8). Substratova specifita kazdého

zZ téchto enzymil se li$i a spolecné piisobi proti velkému spektru oxidantl. V tomto piipade je

33



predevsim dtlezité, ze GPx umi také rozkladat peroxid vodiku na vodu a kyslik. Pfi tomto

procesu vyuziva glutathion, ktery redukuje na jeho disulfidickou formu (Higuchi, 2014).
d) Thioredoxin reduktasa

Thioredoxinovy systém je jednim ze stézejnich ochrancti pied oxidacnim stresem.
Dokaze odstraiiovat vznikajici peroxid vodiku diky NADPH, ktery slouzi jako donor
potiebnych elektroni (Zhang, 2013). Thioredoxin reduktasa se nachazi uvnitt i vn¢ bunky.
Hraje dulezitou roli v regulaci metabolickych procest, inzulinové signalizace, regulaci

krevniho tlaku a rozvoje zanétlivého procesu (Poznyak, 2020).
e) Syntasa oxidu dusnatého (NOS)

V rozvoji aterosklerozy muze NOS hrat dvoji roli, a to jak pro-oxidantu, tak
i antioxidantu. NO je neustale tvofena endotelidlnimi butikami. Mimo vasodilatace zastava
mnoho dalsich funkci, jako je inhibice oxidace LDL lipoproteinti, adheze a migrace leukocytd,
proliferace cévnich hladkych svalovych bunék a agregace trombocytl. Za patologickych
procest ov§em dochazi k tvorbé ,,rozpojenych* eNOS, které podporuji tvorbu ROS a piispivaji

Kk rozvoji aterosklerozy (Poznyak, 2020).
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7. Terapeuticky potencial Nrf2

Spolu se zjisténim, ze Nrf2 dokdze ovlivilovat pribéh nejriznéjSich onemocnéni se
rozmohla snaha o kontrolu jeho ucinkd. Faktor Nrf2 je mozné ovlivnit podavanim vyvinutych
léCiv. Zalezi na charakteru onemocnéni, jestli je tieba zvysit antioxida¢ni ochranu a Nrf2 ve

vys$s§i mife aktivovat, nebo naopak je potieba podpofit inhibici tohoto faktoru.

Z terapeutického hlediska se ovSem jedna jen o podpofeni dalSi 1éCby a zlepSeni
prognozy onemocnéni. Cileni na regulaci Nrf2 samo o sobé momentalné¢ nema v 1é¢b¢é velky

ucinek.

7.1.1. Exogenni aktivatory Nrf2

Diky zna¢nému vlivu oxidacniho stresu na vznik aterosklerdzy a dalSich onemocnéni
kardiovaskularniho systému je snaha vyvinout terapeutické prostiedky, které by vedly ke
snizeni oxidaéniho stresu. Pfezkoumavaji se rizné latky a jejich antioxidaéni t¢inky (Poznyak,

2020).

Jedna se o syntetické ¢i ptirodni latky, jez dokazi uméle aktivovat Nrf2 (uvolnit jej
z vazby na KEAP1), podpofit jeho translokaci do jadra, a tak ovlivnit transkripci antioxida¢nich
latek. Mnohé z nich by se mohly oznacovat spise jako inhibitory KEAP1, jelikoZ se zamétuji
na jeho deaktivaci a naru$uji jeho vazbu s faktorem Nrf2. Radi se sem skupiny elektrofilnich
molekul, inhibitory interakci protein-protein (PPl inhibitory), 1éky zaméfujici se na vice

cilovych struktur najednou (Robledinos-Anton, 2019) ¢i fytochemikalie (Reuland, 2013).

VétSina pouzivanych aktivatorti patii do skupiny elektrofilnich molekul. Tyto latky
modifikuji cysteinové zbytky KEAP1 oxidaci ¢i alkylaci.
fumarat (DMF). Ma protizanétlivé ucinky, snizuje po¢ty B-lymfocytd, produkei IL-6 a TNF-a.
Z vétSiny je V téle pfemeénén na monomethyl fumarat (MMF) a jen malé ¢ast se dostava do

krevniho obéhu (Robledinos-Anton, 2019). MMF interaguje s Cys151 KEAP1, a tak aktivuje

Nrf2. Bylo pozorovano, ze DMF muze mit urcité nezadouci ucinky. Z toho divodu se vyvijeji
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ptipravky, které by dokéazaly postupné uvoliiovat jen MMF a obejit mozny vznik komplikaci
(Cuadrado, 2019).

Sulforafan (SFN) je Siroce uzivany ptirodni aktivator Nrf2. Také interaguje s Cys151
na KEAPI1. Pfedevsim podporuje transkripci enzymu NADPH-quinon oxidoreduktasa 1.
Sulforafan je pii pokojové teploté nestabilni a z divodu potfeby znat pfesnou davku byla

vyvinuta synteticka forma (SFX-01), ktera je mnohem stabilngjsi (Cuadrado, 2019).

PPI inhibitory zasahuji ptimo do vazby Nrf2 na Kelch motivy ETGE domény KEAPL,
a tim zajist'uji vyssi selektivitu v aktivaci Nrf2 oproti elektrofilnim molekulam. Z této skupiny
stoji za zminku pfedevSim tetrahydroisoquinolin, thiopyrimidin, naftalen nebo derivaty

mocoviny (Robledinos-Antén, 2019).

Dalsi hojné pouzivanou skupinou aktivatord Nrf2 jsou fytochemikalie. Jedna se
0 skupinu pfirodnich biologicky aktivnich latek, n€kdy oznacovanych také jako barevné

pigmenty rostlin.

Jedna z nynéjsich dobte prozkoumanych kombinaci G¢innych fytochemikalii je 1€k
Protandim, ktery zajiStuje zvySeni koncentrace Nrf2 v jiz pomérné nizkych davkach, diky
¢emuz je jeho uzivani bezpetné. Je smési kurkuminu, silymarinu, withaferinu A, skupiny

bacosidu, polyfenoli a epigalokatechin-3-galatu (Reuland, 2013).
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A. Basal conditions B. Oxidant stress
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Phase 11 antioxidants
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Obrazek 7: Porovnani regulace Nrf2 za riznych podminek. A) Za normalnich
podminek je Nrf2 zadrzovan v cytoplazmé svym inhibitorem a pomoci ubikvitinace je
sméfovan k proteosomalni degradaci. B) Pusobenim oxidac¢niho stresu dochazi k oxidaci
KEAP1 a naslednému uvolnéni Nrf2 zvazby. Dochazi k translokaci Nrf2 do jadra.
C) Alternativni cesta aktivace Nrf2 pomoci terapeutickych piipravkia dodavanych do
organismu z vng&jsiho prostiedi. Odehrava se pomoci fosforylace Nrf2, ¢imzZ je zabranéno
ubikvitinaci a umoznéna translokace do jadra. Jakmile je aktivni Nrf2 v jadie, indukuje

transkripci dulezitych cytoprotektivnich a antioxida¢nich latek (Reuland, 2013).
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Aktivator

Efekt v kardiovaskularnim systému

Sulforafan ochrana proti oxidaci LDL, prevence piirodni
kardiomyopatie
Miltiron ochrana pied ox-LDL ptirodni
Rutin ochrana pted H.0> ptirodni
1,25- piedchazi oxida¢nimu stresu a vzniku | piirodni
dihydroxycholekalciferol zanétu
Celastrol tlumi poskozeni endotelu zptisobené | piirodni
angiotensinem Il
Dimethyl fumarat protizanétlivy ucinek, brani kalcifikaci | pfirodni
cévni stény
Oltipraz podporuje syntézu glutathionu synteticky
Quercetin inhibuje expresi adheznich molekul | pfirodni
a produkci ROS
Sofalcone potlacuje endotelovou dysfunkci synteticky
Salidrosid zmirnuje poskozeni zpiisobené ROS | ptirodni
Resveratrol ochrana pred poskozenim piirodni

hyperglykémii, brani kalcifikaci cévni stény,

protizanétlivy Gcinek

Tabulka 1: Ptehled nékterych, v dne$ni dobé nejuzivanéjsich, aktivatord Nrf2

(Reuland, 2013; (Robledinos-Anton, 2019).
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7.1.2. Exogenni inhibitory Nrf2

Jejich vyuziti se omezuje vyhradné pti 1é¢bé rakoviny. Rakovinotvorné bunky c¢asto
produkuji vysoké mnozstvi Nrf2, ktery je chrani pted poSkozenim oxidacnim stresem. Tyto
bunky byvaji rezistentnéjsi k chemoterapii a radioterapii, proto je nutné je nejprve oslabit.

Mechanismus inhibice vSak stale jesté v mnoha ptipadech neni Gplné popsan.

Jako latky inhibujici se pouzivaji agonisté nuklearnich receptorti, které inhibuji Nrf2
tak, ze mu brani v translokaci do jadra, dale pfirodni latky, u kterych bylo zjisténo, ze inhibuji
Nrf2 (napf. flavonoidy luteolin a wogonin nebo mykotoxiny) nebo se zkousi jiné pfistupy.
Hledaji se molekuly, které by inhibovaly konkrétni domény na Nrf2. Naptiklad inhibice
domény Nehl by branila interakci s Maf proteiny ¢i ARE (Robledinos-Antén, 2019).
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8. Zavér

Cilem této prace bylo nahlédnuti do struktury a funkce nuklearniho transkripéniho
faktoru Nrf2 a jeho hlavniho represoru v bunkach, proteinu KEAP1, piiblizit problematiku
regulace transkripce cytoprotektivnich latek a antioxidanti pfes aktivaci Nrf2 a popsat
mechanismy, kterymi k tomu dochdzi. Seznamit se s problematikou zvySeného oxida¢niho

stresu a ubytku Nrf2 s pfibyvajicim vékem a popsat rozvoj onemocnéni s timto se spojujicich.

Nrf2 je dulezitym faktorem pro transkripci antioxida¢nich systémi jako jsou enzymy
NADPH-quinon oxidoreduktasa 1, hemoxygenasa 1, glutamat-cystein ligasa, glutathion-S-
transferasa, superoxid dismutasa a mnoha dalSich. Tyto latky se uplatiuji pii zvySenych
narocich bunky na ochranu pfed oxida¢nim stresem. V priibéhu stdrnuti organismu a v pribéhu
témét vSech patologickych procest dochazi k nadmérné tvorbé ROS a RNS v poSkozenych
bunkach a zaroven porucham regulace Nrf2 a nedostatecné odpovédi organismu na oxidacni
zat¢z. Tento stav je zasadni pro poruchu funkce cévniho endotelu, ktery produkuje ROS
a prozanétlivé cytokiny, zpusobujici zapojeni bun¢k imunitniho systému a rozvoj zanétu.
Spousti se kaskadovita reakce, pti niz dochazi k oxidaci lipoproteinti (pfevazné LDL), jejich
ingesci makrofagy, tvorbé pénovych bun€k a vzniku aterosklerotickych plath. Rozvoj
aterosklerdzy je predstupném vyskytu onemocnéni srdce, predevSim ischemické choroby

srdecni.

V souvislosti oxidacniho stresu srozvojem onemocnéni lze predpoklddat moZnost
terapeuticky se zaméfit na up-regulaci faktoru Nrf2, jakozto hlavniho strjce antioxidaéni
odpovédi. Mnohé studie se v dneSni dob¢ zamé&fuji na rlizné mechanismy aktivace Nrf2, ¢i
inhibice KEAP1, pro lédebné ucely. Rada latek at’ piirodniho pivodu & syntetickych je
Vv riznych fazich testovani a u mnohych byl prokazan pozitivni vliv na snizeni koncentrace
oxidantd cestou aktivace Nrf2. Zadny z téchto p¥ipravka bohuZel ale doposud nemé natolik

blahodarné ucinky, aby mohl byt pouzivan bez kombinace s jinymi [éCivy.
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