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ANOTACE

Uvodni &ast této bakalaiské prace je zaméfena na strukturu a hlavni funkce glutathionu.
V hlavni ¢asti prace je popsana struktura a funkce transkripéniho faktoru Nrf2. Jeho
hlavni funkce popsana v této praci se tyka metabolismu glutathionu, kde se ucastni jeho
syntézy a indukuje aktivitu dilezitych enzymd, jako je glutathion reduktaza a glutathion
S-transferaza. Déle je popsana jeho funkce v bunce béhem oxidacniho stresu, zanétu, ale

také v bunééné smrti.

KLICOVA SLOVA

glutathion, oxidac¢ni stres, Nrf2, buné¢na smrt, apoptoza

TITLE

Role Of Nrf2 In Glutathione Metabolism And Cell Death

ANNOTATION

The introductory part of this bachelor's thesis is focused on the structure and main
functions of glutathione. In the main part of the thesis, the structure and functions of the
transcription factor Nrf2 are described. Its main function described in this work relates to
glutathione metabolism, where it participates in its synthesis and induces the activity of
important enzymes such as glutathione reductase and glutathione S-transferase.
Furthermore, its function in the cell during oxidative stress, inflammation, as well as cell

death, is described.
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SEZNAM ZKRATEK

4AHNE 4-hydroxy-2-nonenal

AD Alzheimerova choroba

ADP adenosindifosfat

Ahr aryl hydrokarbonovy receptor
Akt protein kinaza B

AMK aminokyselina

APP amyloidni prekurzorovy protein
ARE antioxidac¢ni responzivni element
ART zesilovac regenerace jater

ASA acetylsalicylové kyselina

ASN a-synuklein

ATF4 aktivacni translacni faktor 4
ATP adenosintrifosfat

AP amyloidni B peptid

BAP1 BRCAZ1-asociovany protein
Bcl-2 B-cell lymphoma 2

BRCA1 gen nachylnosti k rakoviné prsu
bZIP zakladni leucinovy zip

CAM bunééné adhezivni molekuly
Cdk5 cyklin-dependentni kinaza 5
CK-MB kreatinkindza MB

CNC Cap ,n‘ Collar

CNS centralni nervova soustava
COX-2 cyklooxygenéza 2

CUL3 Cullin 3

DAMP molekulérni vzory asociované s poSkozenim
DEP Dishevelled, Egl-10, Pleckstrin
Deptor DEP-interagujici s mTOR

DLG Disc Large

DMF dimethylfumarat



DNA deoxyribonukleova kyselina

EAAC1 excitacni nosi¢ AMK 1

elF2 eukaryoticky translacni iniciacni faktor 2
ER endoplazmatické retikulum

ETGE motiv AMK zbytkt glutamat-threonin-glycin-glutamat
FAD flavinadenindinukleotid

G6PD gluk6zo-6-fosfat dehydrogendza

GCL y-glutamatcysteinligaza

GCLC katalyticka podjednotka GCL

GCLM modifika¢ni podjednotka GCL

GGT v-glutamyltranspeptidaza

GPx glutathion peroxidaza

GR glutathion reduktaza

GRP78 glukézou-regulovany protein 78

GS glutathion syntetaza

GSH redukovana forma glutathionu

GSK-3p glykogen syntaza kinaza 3

GSSG disulfidova oxidovana forma glutathionu
GST glutathion-S-transferaza

HLH spirala-smycka-spirala

HO-1 hemoxygenaza 1

HTH spirdla-otoCka-spirala

Chil3 chitinaza-like 3

CHOP C/EBP homologni protein

ICAM-1 intracelularni adhezivni molekuly 1

IL interleukin

IR ischemicka hyperfuize

IRE inositol vyZzadujici enzym

IRS substrat inzulinového receptoru

IxB inhibitor kB

Keapl Kelch-like ECH-associated protein 1

LDH laktatdehydrogenaza



LPS
Maf
MAPK
MARE
mLST8
MRNA
mSinl
mMtDNA
mTOR
mTORC
NADPH
NDP52
NF- «B
NROB?2
NSAID
PAMP
PD
PDK1
PERK
PGAMS
PI3K
PINK 1
PIP
PKB
PMI
PPAR y
PRAS40
PRDX1
Protor
PRR
PTEN
PUFA

lipopolysacharid

proteiny muskuloaponeurotického fibrosarkomu
mitogenem aktivovana proteinova kindza
Maf-rozpoznavajici element

podjednotka smrtici pro savce s sec13 proteinem 8
microRNA

savCi stresem-aktivovana proteinkinaza 1
mitochondridlni DNA

sav¢i cil rapamycinu

komplex mTOR
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

nuklearni dot protein 52

nuklearni faktor k B

nuklearni receptor rodiny 0 skupiny B

S patogenem asociované molekulové vzory
Parkinsonova choroba
3-fosfoinositid-dependentni proteinkinaza 1
protein kinaza-like ER kinéaza
fosfoglyceratmutaza

fosfatidylnositol-3-kinaza

PTEIN-indukovana proteinkinaza 1
fosfatidylinositolfosfat

protein kindza B

induktor mitofagie zprosttedkovany p62
peroxizomovym proliferdtorem aktivovany receptor y
na prolin bohaty Akt substrat

peroxiredoxin 1

protein pozorovany s Rictor

receptory rozpoznavajici molekulové vzory
homolog fosfatazy a tenzinu

polynenasycené mastné kyseliny



Raptor
RELM-a
Rictor
RNA
RNS
ROS
SAD
sMaf
SQSMT1
TCDD
TF
TFIID
TFHIB
TH

TLR
TNFR-1
TNF-a
Trx
TrxR
TSC2
TXNRD1
UBEZ2E3
UPR
VAM-1
VEGF
xCT
XRE

s regulatorem asociovany protein mTOR
Resistin-like molekula a

na rapamycinu-necitlivy spole¢nik mTOR
ribonukleova kyselina

reaktivni formy dusiku

reaktivni formy kysliku

malé proteiny muskuloaponeurotického fibrosarkomu
sekvestozom 1
2,3,7,8-tetrachloridbenzo-p-dioxin
transkripéni faktor

transkrip¢ni faktor I1 D

transkrip¢ni faktor I1I B
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receptor tumor nekrotizujiciho faktoru 1
tumor nekrotizujici faktor o

thioredoxin
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unfolded protein response
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vaskularni endotelialni ristovy faktor
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Uvod

Nrf2 je transkripéni faktor, ktery ma kli¢ovou roli v bunééné ochrané proti
oxidaénimu stresu a v udrzovani redoxni rovnovahy. Kdyz je bunka vystavena
oxida¢nimu stresu, mtize dojit k aktivaci Nrf2 a jeho pfesunu do jadra, kde aktivuje fadu
gend, které jsou zahrnuty v obrannych mechanismech buiky. Je soucasti fady dalSich
biologickych procest vetné zanétu, metabolismu xenobiotik a bunécného preziti. Nrf2
je dale uzce spojen s glutathionem. Zatimco glutathion ptisobi jako dilezita antioxidacni
molekula, Nrf2 reguluje expresi genti zahrnutych v metabolismu glutathionu, ¢imz
zajiSt'uje Gcinnou bunécnou antioxidacni odpoveéd’. Spoluprace téchto dvou molekul je
nezbytna pro udrzeni redoxni rovnovahy a ochrany pifed oxida¢nim poskozenim.
V neposledni fadé je Nrf2 pro své cytoprotektivni a antioxidacni vlastnosti soucasti také
regulace bunééné smrti a propojeni Nrf2 s riznymi signalizaénimi drahami maze ovlivnit
kone¢ny osud buiiky.

Cilem této bakalaiské prace je popis funkce transkripéniho faktoru Nrf2, se
zamétenim na jeho roli v metabolismu vyznamného antioxidantu glutathionu a bunééné

smrti.
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1 Glutathion

Glutathion, znamy také jako y-L-glutamyl-L-cysteinyl-glycin, je tripeptid patfici
Thiolova skupina -SH pfevzata z cysteinu je zahrnuta v fadé konjugac¢nich a redukénich
reakcich, které se podileji na odstraiiovani peroxida a xenobiotickych sloucenin, a je tak
dalezitou funk¢ni ¢asti glutathionu. Ten hraje také roli v odstrafiovani radikali a je

soucasti regulace bunééné smrti [1].

1.1 Struktura glutathionu

Glutathion je tripeptid skladajici se ze tii aminokyselin (AMK): cysteinu, kyseliny
glutamové a glycinu. Kyselina glutamova je pfipojena na N-konec cysteinglycinu.
Thiolova skupina ziskana z cysteinu jej ¢ini vyraznym antioxidantem. Glutathion se miize
vyskytovat ve dvou volnych formach — redukované thiolové (GSH) a oxidované
disulfidové formé¢ (GSSQG), viz. obr. 1, pfi¢emz vice nez 98 % celkového glutathionu se
vyskytuje ve formé redukované. Glutathion mize dale reagovat s jinymi thiolovymi
slouCeninami a ménit tak jejich aktivitu. Obé formy se vyskytuji v bunikach savci

v koncentracich od 1 do 10 mM [2, 3].

GSH o NH,
)’J\/H
Hooc/\m ) Nj]/\/\ COOH
HS o
GSSG

COOH

Obrazek 1: Struktura glutathionu v redukované a oxidované formé. GSH -
redukovany glutathion, GSSG — oxidovany glutathion. Pievzato z: [4].

16



1.2 Glutathionovy systém

Glutathionovy systém je jednim z klicovych reguldtorG bunécné redoxni
rovnovahy. Sklada se z y-glutamat-cystein ligazy (GCL), glutathion syntetazy (GS), GSH
a GSSG, glutathion peroxidazy (GPx), glutathion reduktazy (GR), glutathion-S-
transferazy (GST) a nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH). GSH je
vSudypiitomné distribuovan v burice a jeho dostupnost zavisi na jeho syntéze, recyklaci
GSSG enzymem GR a NADPH a na jeho detoxikacni aktivit¢ pomoci GSH-

zprostiedkované konjugace s dal$imi molekulami [5].

1.2.1 Glutathionovy cyklus

Glutathionovy cyklus je cyklus reakci, kterymi prochazi GSH v bunice. Tyto reakce
zahrnuji jeho vlastni syntézu, hydrolyzu za vzniku AMK, reakce GSH mimo cytosol
a reakce vedouci k resyntéze GSH.

Prvnim krokem glutathionového cyklu je adice glutamatu a cysteinu pomoci
enzymu GCL, ¢imz vznika dipeptid y-glutamylcystein. Poté nasleduje druhy krok, pfi
kterém dochazi k adici glycinu pomoci enzymu GS a vznika glutathion. Oba tyto kroky
vyZaduji pfitomnost adenosintrifosfatu (ATP) a jsou znazornény naobr. 2. Za
fyziologickych podminek je aktivita GCL regulovana ne-allosterickou kompetitivni
inhibici glutathionem a dostupnosti L-cysteinu. Produkt prvniho kroku, y-
glutamylcystein, je pfitomen v extrémné nizkych koncentracich, a proto je GCL
Vv pfitomnosti GS povaZovédna za rychlost limitujici enzym. ZvySena aktivita GS tedy

nijak neovlivituje mnozstvi GSH, zatimco zvySend aktivita GCL hladinu GSH zvySuje

[6].

0

+H3NM :
CO. o ATP 8H ATP, glycin -
lia s GCL 0 /( GS 0 H
utam + —_— + ]
glut Hng\)LN cos HaN\(\)LN N._CO;
o M cox " o
ADP ADP

+H3Nj/\sr-|

COr y-glutamylcystein glutathion
cystein

Obrazek 2: Syntéza glutathionu. GSH — redukovany glutathion, GSSG — oxidovany
glutathion, ATP — adenosintrifosfat, ADP — adenosindifosfat, GCL - y-glutamylcystein
ligaza, GS — glutathion syntetdza. Pievzato z: [7].
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Vznikly glutathion je v redukované formée, ktera maze byt oxidovana, a vzajemny
pomgér téchto dvou forem pak vyrovnava redoxni prostfedi. Oxidovana forma muze byt
pomoci efluxu Cerpana mimo cytosol specifickymi transportéry béhem oxidativniho
¢1 xenobiotického stresového pisobeni. GSH je dale degradovan specifickymi vy-
glutamylcyklotransferazami,  dochdzi  k hydrolyze @~ a  vznikd  5-oxoprolin
s cysteinglycinem (Cys-Gly). Vznikly S5-oxoprolin je dale $tépen oxoprolinazou
za vzniku glutamatu a Cys-Gly je $té€pen specifickymi peptiddzami na cystein a glycin.
V piipadé potieby mohou byt vzniklé jednotky (cystein, glycin a glutamat) znovu pouzity
pro intracelularni syntézu. GSH, ktery byl efluxem cerpan mimo cytosol mize byt
zachycen membranovymi y-glutamyltransferazami a pifeménén na glutamat a Cys-Gly
nebo bis-Cys-Gly. Glutamat i Cys-Gly mohou byt zpétné transportovany dovniti
cytosolu, ptipadné dochdzi k rozkladu na cystein (cystin) a glycin. Tyto slozky mohou
byt také pomoci specifickych transportéri vraceny zpét. Cely glutathionovy cyklus

znazornuje obr. 3 [8].
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Obrazek 3: Glutathionovy cyklus. GSH — redukovany glutathion, GSSG — oxidovany
glutathion, Cys — cystein, Gly — glycin, 5-OP — 5-oxoprolin, Glu — kyselina glutamova
Pievzato z: [8].



1.2.2 Transport glutathionu do buiiky

Transport GSH do buriky je spojovan s aktivitou enzymu y-glutamyltranspeptidazy
(GGT), ktery se vyskytuje na buné¢ném povrchu. Vazba mezi y-karboxylovou skupinou
glutaminu a cysteinem neumoziuje Stépeni pomoci peptiddz vyskytujicich se volné
v cirkulaci ¢i intracelularné, a proto je GSH hydrolyzovan pomoci GGT na glutamat
a cysteinglycin, ktery muze byt dale Stépen membranovymi di-peptidazami a nebo
intracelularnimi Cys-Gly peptidazami. Vzniklé jednotky (cystein, glycin a glutamat) poté
slouzi jako prekurzory pro intracelularni syntézu GSH. V buiice se vyskytuji tfi
rezervoary glutathionu: nejvétsi podil GSH se nachazi v cytosolu, mensi mnozstvi
nalezneme v mitochondriich a nejméné v endoplasmatickém retikulu. Syntéza GSH
probihd pouze v cytosolu a hotovost v mitochondriich je udrzovana pomoci GSH

transportu mitochondridlnimi poriny a aktivitou GR, kterd redukuje oxidovanou formu

3]

1.2.3 Regulace glutamat-cystein ligazy a glutathion syntetazy

GCL je heterodimer skladajici se ze dvou podjednotek. Prvni vétsi katalyticka
podjednotka (GCLC) je zodpovédna za vazbu mezi amino skupinou cysteinu a y-
karboxylovou skupinou glutamatu, a druha mensi modifikaéni podjednotka (GCLM)
pfimo plsobi na GCLC a zvySuje jeji katalytickou aktivitu. GCLM také sniZuje
Michaelisovu konstantu Km pro glutamat a ATP a zvySuje inhibi¢ni konstantu K;
pro inhibici glutathionu. Hladina GCL je regulovana na transkripéni i post-transkripéni
urovni jako odpovéd’ na oxidaéni stres bunky. Ackoliv je GCLC zodpovédna za GCL
aktivitu, zvySeni GCLM se zdd byt efektivnéj$Sim mechanismem pro zvyseni GCL
atoprojeho limitni vlastnost k tvorbé holoenzymu GCL. Inhibice probiha vlivem
glutathionu, ktery soutéZi o aktivni misto GCL s glutamatem. DalS§i moZnosti regulace
jsou post-transkripéni modifikace jiz existujicich proteini obou podjednotek, lehce
toxickd koncentrace urcitych latek (napt. H202), ¢i oxida¢ni stres. Obecné lze fici,
ze aktivita GCL mulzZe byt regulovana oxidacnimi podminkami stimulujicimi jeho
aktivitu, ¢i reduk¢énimi podminkami, které jeho aktivitu inhibuji [9].

GS je tvofen ze dvou identickych Casti a neni ovliviiovan zpétnou inhibici
glutathionem. V moment¢ nedostatku GS dochazi k akumulaci y-glutamylcysteinu a ten
je dale pfeménovan na 5-oxoprolin. To mize vyustit v t€¢Zkou metabolickou acidozu,

poskozeni centralniho nervového systému, ¢i hemolytickou anémii. Aktivita GS je
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Vv jatrech fyziologicky 2 az 4krat vyssi nez GCL, nemusi tomu tak ale byt v jinych tkdnich
¢i behem stresového plisobeni. Ackoliv je GCL rychlost-limitujicim enzymem syntézy
glutathionu, pokud se aktivita GS vyrazné snizi, piebira tuto ,,roli a jeho regulace

se stava dulezitym aspektem z pohledu celé syntézy [6].

1.2.4 Enzymy glutathionového Systému

Organismy, které¢ vyuzivaji glutathion pro redoxni homeostazu, maji také schopnost
syntetizovat GSH a dale jej recyklovat. Enzym GR je esencidlnim enzymem
glutathionového systému, ktery je schopen recyklovat GSSG zpét na GSH. Obsahuje dvé
domény Rossmanova zdhybu, kdy jedna vaze flavinadenindinukleotid (FAD) a NADPH
a druhd je dimeriza¢ni doménou. GR se V buiice vyskytuje v jadfe mitochondriich
a endoplazmatickém retikulu (ER), pficemz k akumulaci dochazi v oblastech s vysokym
elektronovym tokem, kde také dochézi ke generaci ROS. Mechanismus funkce GR je
spojovan s oddélenim NADPH- a GSSG- vazebného mista a zahrnuje oxidacni a redukéni
pul reakce. Nejdiive dochézi k redukci enzymu pomoci NADPH, poté dochazi k presunu
elektront k GSSG, ¢imz dojde k regeneraci oxidovaného enzymu. Ackoliv je role GR
Vv metabolismu glutathionu dtlezitd, jediné zaznamenané klinické symptomy jeho
nedostatku jsou zvySena citlivost erytrocyti k oxidacni zatézi a vyvoj katarakty béhem
brzké dospélosti [10].

DalSim enzymem, ktery je soucésti glutathionového systému je GPx. GPx jsou
obecné enzymy katalyzujici redukei peroxidii na vodu nebo ptislusné alkoholy pomoci
GSH, ktery se chova jako elektronovy darce. U savci jsou Ctyti hlavni selen-dependentni
izoenzymy GPx: GPx1 (nachazejici se napf. v cervenych krvinkach), GPx2
(gastrointestinalni), GPx3 (plazmaticky) a GPx4 (fosfolipidovy). Enzymy GPx a GR jsou
vyznamnymi prvky redoxni naraznikové funkce glutathionu, viz. obr. 4. Jejich reakce
totiz udrzuji vzajemny pomér GSH/GSSG, ktery odrazi redoxni kapacitu buiiky. Vlivem
reaktivnich forem kysliku (ROS) a reaktivnich forem dusiku (RNS) pak dochazi ke

snizeni GSH, zméné tohoto poméru, a to mize vést k apoptoze a nekroze [11, 12].
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NADP* Redukovany glutathion H,0,

Glutathion Glutathion
reduktaza peroxidaza
NADPH Oxidovany glutathion 2HZO

Obrazek 4: Redoxni pufrovaci reakce glutathionového systému. NADP+ a NADPH
- redukovana a oxidovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu. Prevzato z: [13].

GST jsou multifunkénimi enzymy, které katalyzuji Gitok nukleofilu GSH. To vede
ke konjugaci GSH s elektrofily, nebo hydrofobnimi molekulami pro tvorbu vice
rozpustnych peptidovych derivatl. Jejich hlavni funkei je detoxikace fady xenobiotiky
pomoci konjugace GSH s hydrofobnimi a elektrofilnimi slou¢eninami. GST d¢lime do 4
hlavnich skupin: cytosolické GST, mitochondridlni GST, mikrosomalni GST
a bakterialni fosfomycin-rezistentni proteiny. Tyto enzymy jsou dale zodpovédné za
regulaci redoxni homeostazy v butice proti ptsobeni ultrafialovému zafeni a oxida¢nimu
stresu. Jejich funkci nalezneme také v bunééné signalizaci a apoptodze, nebo tieba

Vv biosyntéze a transportu sekundarnich metabolita [14, 15].

1.3 Funkce glutathionu

Mezi hlavni funkce GSH patii detoxikace xenobiotik a jejich derivati. GSH je
schopen tvofit s témito slouceninami (elektrofily) konjugaty a to bud’ spontdnné, nebo
enzymatickymi reakcemi katalyzovanymi enzymem GST. Konjugacni reakce GSH
nevratné spotiebovavaji intracelularni zasoby GSH. Konjugéaty jsou pak obvykle
vyluovany zbunky a mohou podléhat Stépeni y-glutamylové skupiny za vzniku
konjugétu cysteinylglycinu, ktery je déle Stépen dipeptiddzami na konjugét cysteinylu.
Nasleduje N-acetylace, kterou vznikd kyselina merkapturovd. Pouze vyjimecné je
produkt té€chto konjugacénich reakci reaktivni [16].

GSH je dale dulezity pro udrzeni redoxni rovnovéhy a stavu thiolovych proteint.

V udrZovani této rovnovahy hraji dilezitou roli slouceniny zvané thioly. AMK obsahujici
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pro bunéény metabolismus savct je methionin a cystein, ktery je soucasti struktury GSH.
Thiolovou skupinu GSH Ize lehce oxidovat na GSH disulfid (GSSG), ktery pak miize byt
zpétn¢ redukovan enzymem GR. Rovnovahu téchto dvou reakci pak popisuje pomér
GSH/GSSG, které se méni v zavislosti na oxida¢nim piisobeni. Oxidace v intracelularnim
redoxnim prostiedi vede k oxidaci thiolové skupiny proteinii a ovliviiuje tak funkci
riznych enzymt, receptorti a transportéri. Proto za neptiznivych podminek mize GSH
tvofit reverzibilni disulfidové vazby s proteinovymi thioly a tim preventivné zamezit
nezadouci oxidaci [17].

Antioxidacni funkce GSH spociva v redukci peroxidu vodiku v pfitomnosti GPX,
kdy GSH je oxidovan na GSSG, ktery muize byt vracen zpét GSSG reduktazou.
Pritomnost GSH je obzvlast dulezita v mitochondrii, kde se nevyskytuje katalaza, ktera
také $tépi peroxid vodiku. Velky oxidacni stres muize zplisobit neschopnost redukce
GSSG na GSH a dochazi tak k jeho akumulaci. Aby byla zachovana rovnovaha, je GSSG
transportovan mimo buiiku a nebo reaguje se thiolovou skupinou proteinli za tvorby
disulfidu [16].

Hladina GSH je asociovana s ¢asnou proliferativni odpovédi a je esencialni
pro vstup buiiky do S-faze. Ucastni se také modulace bundéné smrti, a to regulaci
redoxniho stavu specifickych zbytkt thiolovych proteind, napi. nuklearniho faktoru kB
(NF-xB), které jsou zahrnuty v bunéné smrti. VyCerpani GSH hraje dilezitou roli
V iniciaci apoptdzy riznych typt bunék a vyrazna deplece vede ke zvysSené hladiné ROS
a RNS, k dysfunkci mitochondrii a depleci ATP. Tim muze dojit ke konverzi apoptdzy
Vv nekrozu [16].

1.3.1 Funkce glutathionu v apoptoze

Glutathion zastava dileZitou funkci v oblasti bunééné ochrany proti oxida¢nimu
pusobeni, podili se na redoxni regulaci proteinovych thioll a zajist'uje redoxni rovnovahu
buiiky, coz je z hlediska apoptdzy vyznamné. Posun rovnovahy GSH/GSSG na stranu
oxidované formy (GSSG) je dileZitym bunéénym signalem a mize byt rozhodujicim pro
osud buiiky. Snizend bunécna hladina GSH miize byt zplisobena vlivem oxidace GSH
pasobenim ROS a nebo exportem GSH ven z buiky. Oxidanty-indukovana apoptéza je
asociovana s nerovnovahou systému GSH/GSSG, kterd pfedchdzela poruseni integrity,
uvolnéni cytochromu C a aktivaci kaspazy 3. Uvolnéni cytochromu C je Casnym

kritickym momentem apoptézy a ma dva kroky. Nejdiive dochdzi k jeho uvolnéni
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z vazby na kardiolipin vlivem mitochondridlnich ROS a nasleduje permeabilizace vné&jsi
mitochondridlni membrany a k jeho uvolnéni do cytosolu. Permeabilizaci zapfticinuje
tvorba poru, ktera je indukovana proapoptotickymi proteiny Bcl-2 (B-cell lymphoma 2).
Kaspéazy obsahuji katalytické oblasti, které jsou citlivé na ROS a zmény v redoxnim
prostfedi. Experimenty ukazaly, ze zvySena hladina H,O, méla za nésledek inhibici
aktivace kaspaz a to prostfednictvim zmény stavu GSH, nebo pomoci oxidace katalytické
casti cysteinu. GSH se také podili na post-transkripni modifikaci specifickych
cysteinovych zbytkii v procesu S-glutathionylace, pti které dochézi k tvorb¢ disulfida
mezi redox-senzitivnim cysteinem a GSH. To je kliCové naptiklad pfi regulaci tumor
nekrotizujicim faktorem o (TNF-a)-indukované apoptozy pomoci S-glutathionylace
a glutaredoxinem fizené deglutathionylaci kaspazy 3. Dalsi studie ukéazaly spojitost GSH
s apoptdzou zprosttedkovanou receptorem smrti (Fas receptor), kdy dostatek GSH byl
klicovym faktorem pro aktivaci prokaspazy 8, a naopak deplece GSH potlacila Fas-
indukovanou apoptdzu ve spojeni s inhibici aktivace prokaspazy 8 [18].

K depleci GSH dochazi aktivnim procesem vytlaCeni GSH pies plazmatickou
membranu, ¢imz predchazi oxidacnimu stresu vlivem ROS a je nezbytnym procesem
pro progresi apoptozy. Studie ukazuji, Ze oxidacni post-translaéni modifikace proteinti

regulovanych glutathionylaci a nitrosylaci jsou diilezitou ¢asti regulace apoptozy [19].
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2 Nuklearni erytroidni faktor 2

Nuklearni erytroidni faktor 2 (Nrf2) je sou€éasti rodiny proteind
Cap ,n‘ Collar (CNC). Reguluje expresi ne¢kolika desitek gend, u kterych se vaze na
antioxida¢ni responzivni element (ARE). Tyto geny jsou klicové pro xenobioticky
metabolismus, fadu antioxidacnich mechanisml, metabolismus sacharida a lipidd,
metabolismus Zeleza, degradaci proteintl, a nebo také pro regulaci zanétu. Nrf2 je schopen
koordinovat reakce na rizné formy stresu a pomaha tak udrzet homeostazu. Cilové geny
Nrf2 ovliviiuji reakce eliminujici ROS, syntézu glutathionu, antioxidacnich proteina
a enzymu. Aktivaci téchto gent indukuje odpoveéd’ na oxidacni stres, ktery by v opacném

piipadé vedl k zanétu [20, 21].

2.1 Transkrip¢ni faktory

Nrf2 se jako transkripéni faktor (TF) podili na iniciaci transkripce. TF jsou
skupinou proteinti, které dokazi rozpoznat specifické sekvence deoxyribonukleové
kyseliny (DNA) pro kontrolu chromatinu a transkripce. Tvoii tak komplexni systém,
ktery tidi expresi genomu. Jsou hlavnimi regulatory podilejicimi se na kontrole procest,
které¢ charakterizuji specifické bunécné typy a jejich vyvoj, ale také na kontrole
specifickych procesti, jako jsou imunitni odpovédi, bunécné proliferace a diferenciace.
Jeden TF dokéze regulovat fadu rliznych gent a tim i transkripci v riznych typech bunék.
To, jaké specifické sekvence tyto faktory vazi, oznacujeme jako tzv. motivy, tedy soubor
kratkych ptibuznych sekvenci, které jsou preferovany danym TF a které mtizeme pouzit

pro skenovani delsich sekvenci (napf. promotortt) k identifikaci vazebnych mist [22].

2.1.1 Struktura transkripénich faktoru

Rada TF mé charakteristickou strukturu, kterd vznikla spojenim AMK a jejiho
polypeptidového fetézce. Tyto struktury maji vyznamnou schopnost vazat DNA [23].

Prvni strukturou TF je zinkovy prst, ktery tvofi Sirokou skupinu proteind, z nichz
vétsina jsou pravé TF. Tato struktura je dale délena do podskupin Cys2His2, Cys3His,
Cys3HisCys4, Cys2HisCysb, Cys4HisCys3, Cys2HisCys, Cys4, Cys6 a Cys8, a to na
zakladé potadi cysteinovych (Cys) a histidinovych (His) zbytkl v sekundarni struktufe
proteinu. Nejrozsifenéjsi strukturou DNA-vézajicich proteint je Cys2His2. Ta je tvofena
kratkym polypeptidovym fetézcem s dvéma histidiny a dvéma cysteiny, které drzi

zinkovy iont pomoci koordinaéni vazby. Tato struktura se sklada z a-helixu
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a antiparalelni B struktury. Na rozpoznavani DNA se podileji ¢tyfi AMK zbytky
nachazejici se v N-termindlni ¢asti a-helixu. Mezi dvéma AMK je peptidovy segment,

ktery vy¢niva z téla proteinu, viz. obr. 5 [24, 25, 26].
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Obrazek 5: Struktura zinkového prstu. Cys — cystein, His — histidin, Zn — zinek.
Pievzato z: [23].

Druhou strukturou TF je spirala-otocka-spirala (HTH, helix-turn-helix). Struktura
HTH je sloZena ze stabilizacnich a rozpoznavajicich helixi, které se sebe oddéleny ostrou
oto€kou, viz. obr. 7. Za vazbu DNA je zodpovédny helix nejblizsi ke karboxylovému
konci. Monomery HTH motivli nejsou znamy a nejjednodussi proteiny s touto strukturou
jsou dimerni Arc represory a proteiny se ttemi helixy. Ve velkém mnozstvi transkripcnich
faktori se motiv HTH shoduje se strukturni doménou 60 AMK nazyvanou
homeodoména, ktera byla objevena poprvé u octomilek [23, 27].

Tteti struktura TF je leucinovy zip (bZIP). Ten je tvofen usekem AMK a na kazdém
sedmém misté€ se nachdzi leucin, ptes ktery se mize vytvoftit dimer, viz. obr. 6. Po spojeni
dvou zipt se kladné nabité casti AMK od sebe vzdali a vytvofti tak prostor pro navazani
negativné nabité DNA [23].
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Obrazek 6: Struktura leucinového zipu. Leu — leucin. Prevzato z: [23].

qCtvrtou strukturou TF je spirala-smycka-spirala (HLH, helix-loop-helix). Jedna se
opét o strukturu vyskytujici se u fady TF. HLH doména je doprovazena zakladni DNA-
vazajici doménou a je slozena ze dvou helix1, které jsou od sebe oddéleny smyckou, viz.
obrazek ¢. 7. Dimerizaci mezi dvéma polypeptidy umoziuji helixy. Nékteré HLH

proteiny navic obsahuji strukturu bZIP a nesou tak nesou oznaceni bHLHZIP [23, 28].

Helix2 [

Helix2

Smycka

Obrazek 7: Struktura Helix-turn-helix (vlevo) a Helix-loop-helix (vpravo). Pievzato
z: [23].
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2.1.2 Mechanismus piisobeni

Ve struktufe TF jsou jak specifické useky zodpovédné za vazbu k DNA, ktera je
stézejni pro jejich aktivitu, tak 1 useky, které maji stimulacni ¢i inhibi¢ni efekt na
transkripci. Aby se TF mohl navazat na DNA, musi obsahovat tzv. aktiva¢ni doménu,
ktera je asto bohatd na AMK a na zbytky glutaminu ¢i prolinu. Aktivacni domény reaguji
s komponenty bazalniho transkripéniho komplexu. Jedna se o komplex ribonukleové
(RNA) polymerazy II a n€kolika TF, jako je napf. transkripéni faktor I1IB (TFIIB)
a transkrip¢ni faktor IID (TFIID), ktery tvofi genovy promotor a je kliCovy pro zacatek
transkripce [29].

Promotor je usek DNA, kterou rozezndvaji jednotlivé TF a jehoz funkce je iniciace
transkripce konkrétniho genu a ucastni se tak pocatku transkripce. Dalsi dillezitou ¢asti
je zesilovaé, coz je tsek DNA, ktery slouzi k zesileni transkripce a je v kontaktu
s promotorem pomoci DNA smycky. Aktivacni domény TF reaguji bud’ pifimo se
specifickymi komponenty, nebo reaguji s jinymi molekulami (medidtorovymi proteiny),
které nasledné reaguji s komplexem. Navazdnim TF na DNA pomoci DNA-vazajici
domény dochazi k interakci aktivaéni domény TF s bazalnim transkripénim komplexem
a dochazi ke stimulaci/inhibici transkripce. Mechanismus TF znazoriuje obr. 8. Inhibiéni
faktory mohou s komplexem interagovat piimo nebo nepiimo, a mohou tak inhibovat
transkripci. Vzajemny balanc mezi faktory stimulujicimi a inhibujicimi transkripci pak

ovliviiuje miru transkripce [29, 30].

Zesilovac
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Obrazek 8: Mechanismus pusobeni transkripénich faktori. RNA - ribonukleova
kyselina.
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2.2 Struktura Nrf2

Nrf2 patti do skupiny CNC s bZIP doménou. Je to protein modularni struktury se
sedmi Nrf2-homolognimi doménami, znaéenymi Nehl-7 (viz obr. 9), kdy kazda z nich
zastava odlisSnou funkci. Neh-1 je doména skladajici se z CNC-bZIP a je dulezita pro
vazbu DNA a asociaci s malymi proteiny muskuloaponeurotického fibrosarkomu (sMaf).
Doména Neh-2 je sloZena ze dvou vysoce zachovalych tsekit AMK: Disc Large (DLG)
motivu a AMK zbytka glutamat-threonin-glycin-glutamat (ETGE) motiva, které
zprostfedkovavaji interakci s negativnim regulatorem Keap1l a sedmi lysinovymi zbytky
uréenymi pro ubikvitinaci a naslednou proteasomalni degradaci Nrf2. Doména Neh-3 je
zodpovédna za transaktivaéni aktivitu a spolupracuje s Neh-4 a Neh-5. Piedposledni Neh-
6 doména je oblast s vysokym podilem serinu, obsahuje dva zachovalé peptidové motivy
a podili se proteasomalni degradaci Nrf2. Posledni Neh-7 doména je zodpovédna za

potlaceni transkripéni aktivity Nrf2 pomoci retinoidniho receptoru X o [31].

2.2.1 sMAF aBachl

Maf proteiny jsou DNA-vazajici TF sbZIP motivem. Jsou schopny tvofit
homodimery a vazat se na Maf-rozpoznavajici element (MARE). Déli se do dvou skupin:
velké Maf faktory, které obsahuji transaktivacni doménu a aktivuji transkripci, a malé
Maf (sMAF), které tuto doménu postradaji a transkripci inhibuji. Homodimery sMAF se
chovaji jako kompetitivni inhibitory TF s bZIP doménou ptisobicich na MARE. Dalsi
dilezita funkce sMAF je role partnerskych molekul s CNC. Nrf2 tvoifi heterodimer
s SMAF proteiny a nasledné rozpoznava ARE oblasti genomu. Mezi tyto proteiny fadime
MafF, MafG a MafK a jsou ¢leny bZIP rodiny TF. Za homo- ¢i heterodimerizaci s CNC
a Bach proteiny je zodpovédna cast leucinovy zip. K této dimerizaci dochézi proto, ze
CNC a Bach proteiny nejsou schopné samostatné vazby na DNA a je k tomuto kroku
vyzadovana interakce s SMAF proteiny. Nrf2 a sMAF spolu takto tvoii komplexni sit’ TF,
které se vzajemné ovliviuji [31, 32].

Protein Bachl je Brick and Brack (BTB) a CNC homolog 1, ktery patii do rodiny
CNC transkrip¢nich faktori a je povaZovan za transkripcni represor. Heterodimer Bach1-
sMaf vaze opakujici se sekvence ARE, které se vyskytuji napf. v genu hemoxygenazy 1
(HO-1), a narusi tak expresi daného genu. Geny kodujici dalsi proteiny faze 2, jako jsou
NADPH-chinon dehydrogenaza 1 (NQO1), GST a GCL, obsahuji pouze jednu ARE

sekvenci a nejsou tedy fizeny Bachl. Funkce tohoto transkripéniho represoru je
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regulovana redoxnim stavem a redoxné-dependentni modulace Bachl zpisobuje na Nrf2
nezavislou aktivaci ARE. Oxidace cysteinovych zbytkli v DNA vazajici domén¢ indukuje
disociaci Bachl od ARE a eventueln¢ upreguluje transaktivaci ARE na nepotlacenou

uroven. Doménovou reprezentaci Bachl i SMAF znazoriuje obr. 9 [33].

2.3 Systém Keap1-Nrf2 v buiice

Nrf2 je redox-senzitivni faktor zajist'ujici redoxni rovnovahu a podili se tak na
antioxida¢ni ochran¢ mitochondrii za neptiznivych podminek. Mitochondrie hraji
dulezitou roli v fad€ biochemickych procest (napf. pii oxidativni fosforylaci, 3-oxidaci
mastnych kyselin) a aby doSlo k zachovani homeostazy, neustale méni svoji morfologii
mitochondrie piizplsobuje svoji aktivitu fyziologickym narokim potiebnym k produkci
ATP, homeostaze Ca?* a k regulaci ROS. Za béznych podminek se Nrf2 nachézi ve vazbé
na cytoplazmaticky protein Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keapl), ktery je jeho
negativnim represorem, brani jeho translokaci do jadra bunky a zprostiedkovava jeho
polyubikvitinaci a tim jeho naslednou protozomalni degradaci. Béhem oxidativniho
stresu vSak dochazi vlivem elektrofili a ROS ke kovalentni modifikaci SH- skupiny
proteinu Keapl, tim dochazi k inhibici degradace Nrf2 a k jeho pfesunu do jadra, kde
transaktivuje nékolik ARE-nesoucich genti (napi. GST) [34].

Keapl je negativnim reguldtorem Nrf2. Podnécuje jeho degradaci za béznych
nestresovych podminek a funguje jako biosenzor elektrofili a ROS: béhem stresového
pusobeni dochazi k naruseni redoxni rovnovahy vlivem stimuld a tim k modifikaci
thiolovych skupin Keap!1 a nasledné inaktivaci Keapl. To zpusobi stabilizaci Nrf2 a dojde
k indukci cytoprotektivnich genti. Diky tomuto procesu je systém Keap1-Nrf2 dilezitym
obrannym mechanismem proti nepfiznivému vlivu okolniho prostfedi. Za béZnych
podminek tvoii Keapl v cytoplazmé buiikky komplex ubiquitin E3 ligazy s CULLIN3
(CUL3) a polyubikvitinuje Nrf2, coz mé za nasledek rychlou degradaci Nrf2. Vlivem
plisobeni ROS nebo elektrofilli dochédzi k modifikaci reaktivnich cysteinovych zbytkl
Keapl, dojde ke snizeni aktivity komplexu Keap1-CUL3 a nedojde k degradaci Nrf2, ale
naopak K jeho stabilizaci. Ten je nasledné premistén do jadra, kde jako heterodimer

s SMAF vaze ARE. Doménova struktura Keap1 je zndzornéna na obr. 9 [32].
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Obrazek 9: Doménova reprezentace Nrf2, Keapl, sSMAF a Bachl. Nrf2 — nukleédrni
erytroidni faktor, Keapl — Kelch-like ECH-associated protein 1, sMaf — malé proteiny
muskuloaponeurotického fibrosarkomu, CNC — Cap ,n‘ Collar, BTB — Brick ,n* Brack,
MARE — Maf-rozpoznavajici element, bZIP — zakladni leucinovy zip, Cul3 — Cullin 3,
IVR — zasahujici region. Pfevzato z: [35].

2.4 Regulace aktivity Nrf2

Aktivace Nrf2 mize byt regulovana na transkripéni a post-transkripéni tirovni, a to
prostfednictvim regulace stability Nrf2, post-transkripénich modifikaci a dostupnosti
vazebnych partnerd [31]. Nespravna regulace cesty Keapl-Nrf2-ARE je soucasti
nékolika onemocnéni. Spravné fungovani je dilezité pro kontrolu oxida¢niho stresu a pro
ochranu bunék. Nedostatecnd aktivita Nrf2 tak mulZe vést ke zhorSeni oxida¢niho
poskozeni a poskozeni vlivem zanétu. To mize byt vyznamné u fady onemocnéni, jako
napiiklad Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, Diabetes mellitus, astma,
rakovina aj. Nadmérna aktivace vSak mize byt také rizikova, protoZe dochéazi k nezadouci

protekci nadorovych bunék [20].

2.4.1 Rozpad Nrf2-Keapl

Keapl je slozen ze dvou domén: N-terminalni BTB domény a C-terminalni Kelch
domény. Ty jsou spojeny intervenujici oblasti. Cysteinové zbytky Keapl se chovaji jako
elektrofilni senzory a dokaZzi tak reagovat na endogenni i exogenni ROS. Mezi tfi hlavni
cysteinové zbytky patifi Cysl151 nachdzejici se v BTB domén¢ a Cys273 s Cys288

vyskytujici se v intervenujici oblasti. Cys151 je hlavnim senzorem oxida¢niho stresu
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a narusSuje interakci Keap1-Cul3, coz vede k rozpadu Nrf2 od Keapl. Cys273 a Cys288
naopak hraji dilezitou roli z pohledu konformacnich zmén Keapl. Dal§im ptikladem
mohou byt cysteinové zbytky Cys226, Cys613 s His225, které jsou podstatné pro detekci
Cd?*, As®*, Se** a Zn?*. Mezi témito senzory existuje redundance, ktera umoZiiuje
pfetrvavajici akumulaci oxidantu i1 pfes ztratu funkce dan¢ho senzoru, a to umoziuje
pteziti bun€k predchdzenim nadmérné spotieby glutathionu a naslednému oxida¢nimu
stresu [36].

Dalsi moznosti odd€leni Nrf2 od Keapl je kompetitivni vazba jiného proteinu.
Protein sekvestozom 1 (SQSMT1/p62) se podili na aktivaci Nrf2 tak, ze se navaze na
Keapl pomoci motivu znaceného jako Keapl-interagujici oblast a tim blokuje vazbu
Keapl k Nrf2. Tento motiv tak stabilizuje Nrf2 a inhibuje Keap1. Zaroven je indukce p62
genu zprostiedkovana pomoci Nrf2 a to pies ARE ptitomného v promotoru p62. Hladiny
p62 a Nrf2 jsou na sobé vzajemné zavislé a béhem stresového plisobeni na sebe vzajemné

tyto dva proteiny ptisobi tak, aby byla udrzena jejich vysoka hladina [37].

2.4.2 Regulace na transkrip¢ni urovni

Transkripce genu Nrf2 — NFE2L2 je regulovana nékolika TF. Piikladem je aryl
hydrokarbonovy receptor (Ahr), ktery je schopen indukovat Nrf2 jako odpovéd na
vystaveni polycyklickym aromatickym uhlovodikim. Ahr se tak navaze ve formé
heterodimeru s Ahr nuklearnim translokatorem na sekvence podobné xenobiotickému
responzivnimu elementu (XRE) v promotorové oblasti NFE2L2 a tim dojde k aktivaci
transkripce. Za regulaci pomoci AhR jsou zodpovédné jeho ligandy, jako je naptiklad
2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin — TCDD. Oblast promotoru navic obsahuje vazebné
misto pro NF-«B a diky tomu mize byt timto faktorem regulovan. Aktivace NF-kB pak
zprostiedkuje upregulaci tohoto genu a ptispéje ke zvySenym hladindm Nrf2, coz ma za
nasledek napiiklad rezistenci k chemoterapii pii akutni chronické leukémii. Dale
napiiklad onkogenni a Notch signaliza¢ni drdhy zvySuji transkripci NFE2L2, ¢imz
zvySuji bazalni Nrf2 a podporuji tim jeho protumorogenni ucinky. Autoregulace Nrf2
proteinu je mozna diky pfitomnosti ARE-like sekvencim v oblasti jeho promotoru, tim se
prodlouZzi doba exprese genu a nésledné se zvysi tvorba daného proteinu. Nrf2 mize ale
naopak stimulovat expresi genu Keap1, ktery poté zptsobuje jeho vlastni degradaci, jedna

se 0 mechanismus negativni zpétné vazby [31, 38, 39, 40].
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2.4.3 Regulace na post-transkrip¢ni urovni

MicroRNA (miRNA) je typem nekodujici RNA. VSechna miRNA, ktera ovliviiuji
Nrf2 a Keapl, ale i dalsi proteiny, které se ucastni ochrany proti oxida¢nimu stresu,
oznacujeme jako miR. MiR-432 se vaze na kodujici oblast transkriptu Keapl, inhibuje
interakci Keapl s Nrf2 a tim podpofi aktivaci Nrf2. ZvySena hladina miR-144 je
asociovana se sniZzenou hladinou Nrf2, snizenou regeneraci glutathionu a S$patnou
toleranci vii¢i oxida¢nimu stresu. Dal§i moznost regulace je pomoci sestiihu. U urcitych
typt karcinomt byly pozorovany varianty transkriptu NFE2L2, které postradaly exon 2
a 3. Izoformy Nrf2, které byly kodovany témito transkripty postradaji doménu pro
interakci s Keapl, coz ma za nasledek stabilizaci Nrf2 [31, 41].
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3 Uloha Nrf2 v buiice

Nrf2 reguluje expresi skoro 250 gend, které jsou zodpovédné za udrzovani stalého
bunécéného prostiedi. Mezi tyto geny fadime i riizné antioxidacni a detoxikacni geny
enzymt, které jsou schopné eliminovat ROS a udrzovat tak redoxni rovnovahu buriky.
S vékem dochazi k poklesu aktivity Nrf2, coz miizeme pozorovat v riiznych typech
bungk, v¢etné cévnich, srdecnich, epitelidlnich, ale i ve fibroblastech. Vycerpani pak vede
k pfedcasnému starnuti fibroblastt, snizeni biologické funkce, zvyseni oxida¢niho stresu
a ke zrychlenému starnuti endotelialniho progenitoru bunék. Mechanismus aktivace Nrf2
je tvofen komplikovanou siti signalizacnich drah a mechanismt a je diilezity pro kontrolu
a oddaleni bunécného starnuti a 1écbu nemoci spojovanych se starnutim. Bunécéné starnuti
je biologicky proces, pfi kterém dochazi k zastavé bunééného cyklu po prob&hnuti
naslednych replikacnich cykli a nebo po vystaveni builky stresu. Ddle dochazi
K vnitrobunéénému poskozeni zahrnujici depleci telomer, ztraté proteostazy, naruSeni
funkce mitochondrii a ke zvySeni oxida¢niho stresu [42].

Mitochondrie je hlavnim mistem bunky pro vyrobu energic a béhem tohoto
procesu, zvaného fosforylace, dochazi také ke vzniku ROS. Spravnou funkci a zdravi
mitochondrie odrazi potencial mitochondrialni membrany. Ten je za fyziologickych
podminek udrZzovan mitochondridlnim dychacim fetézcem. Studie ukazaly, Ze slozka
elektronového transportniho fetézce NDUFA4 je regulovdna pomoci Nrf2 a jeho
upregulace vede ke snizeni aktivity podjednotky cytochrom c oxidazy COX-2 a COX-
411. Pii zvysené produkci ROS dochazi k Nrf2-dependentni transkripéni upregulaci
mitochondrialniho uncoupling proteinu 3, ktery je zodpovédny za zvySenou protonovou
vodivost vnitini membrany a tim chrani pfed nadmérmou produkci superoxidu.
Nedostatek Nrf2 také vede ke sniZzené oxidativni fosforylaci a ke zméné zplsobu, jakym
bunka produkuje ATP. Za béZznych podminek je hlavnim zdrojem ATP oxidativni
fosforylace, ale v neptitomnosti Nrf2 se stava hlavnim zdrojem ATP glykolyza. Buiky
neobsahujici Nrf2 prokazuji snizené bunécné dychani, snizenou hladinu ATP a dochazi
u nich také k naruSeni oxidace mastnych kyselin. Nrf2 se také pravdépodobné podili na
udrzeni mitochondridlni integrity béhem oxidacniho stresu [43, 44].

Mitofagie je proces podilejici se na udrZzeni mitochondridlni intergrity, a to
selektivnim odstraiiovanim poskozenych mitochondrii. Dillezitou soucasti mitofagie je
SQSTM1/p62, ktery interaguje S vazebnym mistem Nrf2 u Keapl a soutézi tak s Nrf2

0 vazbu. Takto dochazi k regulaci Nrf2 pozitivni zpétnou vazbou - ¢im vyssi je hladina
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p62, tim vyssi je aktivita Nrf2. Induktor mitofagie zprostiedkovany p62 (PMI) ptimo
naruSuje vazbu Nrf2-Keapl a indukuje mitofagii nezavisle na mitochondrialnim
potencialu ¢i homologem fosfatdzy a tenzinu (PTEN)-indukované proteinkinaze 1
(PINKT). Nrf2 a Keap1 se mohou nachdzet na vn€j$i mitochondridlni membrané ve vazbé
na ¢lena rodiny proteini mitochondrialni fosfatazy — fosfoglyceratmutazu (PGAMDS).
Distribuci a aktivitu Nrf2 pak v tomto misté reguluje ubikvitin-konjugujici enzym E2 E3
(UBE2E23) a jeho nuklearni receptor importin 11, viz. obr. 10 [43].

Nrf2 chrani bunky pied neurodegenerativnim onemocnénim, které je casto
vyvolano oxidacnim stresem, nespravnou funkci mitochondrii a chybnym skladanim
proteinti. Mezi tato onemocnéni patii roztrousena skler6za, Parkinsonova, Huntingtonova
a Alzheimerova choroba. V terapii téchto onemocnéni mohou najit uplatnéni aktivatory
Nrf2, konkrétné napt. sulforafan, ktery zprostiedkovava aktivaci Nrf2, kterd vede ke
zlepSeni mitochondridlni funkce a tim piispiva ke zvraceni abnormalit chovani u autismu.
V neposledni fadé se snizena hladina Nrf2 spojuje se snizenou regeneracni schopnosti
nervovych kmenovych a progenitorovych bunék, ale také se syndromem ptedcasného

starnuti (Hutchinson-Gilfordav syndrom) [43].
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Obrazek 10: Regulace Nrf2 v mitochondrii. UBE2E3 — ubikvitin-konjugujici enzym
E2 E3, PTEN = homolog fosfatazy a tenzinu, PINK1 — PTEN-indukovana protein kinaza
1, PGAMS — fosfoglyceratmutaza, Nrf2 — nuklearni transkripcni faktor. Pfevzato z: [43].
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3.1 Role v zanétlivé reakci

Vlivem rtiznych stimultt mize dojit k naruSeni homeostazy a dochéazet k zanétu,
ktery probiha jako kaskada velkého mnozstvi reakci. Prvnim krokem zanétlivé odpovédi
je detekce zanétlivého signalu, ¢i jiz poskozené tkadn€. Detekce zanétu je zprosttedkovana
pomoci patogenem asociovanych molekulovych vzori (PAMP) a molekularnich vzora
asociovanych s poskozenim (DAMP). PAMP se nachdzi na povrchu patogenii, zatimco
DAMP jsou znamkou endogenniho posSkozeni bunky. Tyto vzory jsou ndasledné
detekovany receptory rozpoznavajici molekulové vzory (PRR) [45].

Po rozpoznani vzorti dochazi k aktivaci signalnich drah, a to bud’ Toll-like
receptory (TLR), nebo inflamasomy. Nasledna aktivace NF- kB procesem disociace od
inhibitoru IkB zptlisobi jeho ptesun do jadra, kde je schopen indukovat zvySeni transkripce
specifickych proteinti. To mé za nésledek dalsi kaskadu reakci, zahrnujicich naptiklad
produkci prozanétlivych cytokinti véetné TNF-a. Cytokiny pak rekrutuji dal§i bunky
imunitniho systému (monocyty, neutrofily) a dochéazi k tvorbé ROS a RNS. Bunky
imunitniho systému produkuji cytokiny a chemokiny, které zptisobi dalsi pfesun bun¢k
do mista zénétu, a nasledkem toho dochéazi k respiracnimu vzplanuti a zvySenému
oxida¢nimu stresu. Aktivace TF, jako je NF-kB a Nrf2, je klicovou soucasti signalizacni
kaskady a odpovédi na oxidacni stres. Aby byly bunky schopny odolavat riznym
stresorim, musi mit vyvinuté ochranné mechanismy zahrnujici fadu cytoprotektivnich
genu. VétSina téchto genti obsahuje ARE, diky kterym muize byt transkripce modulovéana
vazbou TF, z nichz nejvyznamnégj$im je Nrf2 [45, 46].

Ten je soucasti n€kolika mechanismd, prostfednictvim kterych mize ovlivnit jak

vrozenou, tak adaptivni imunitu.

3.1.1 Systém Nrf2/HO-1

HO-1 je dulezitym endogennim antioxidantem. Po utoku elektrofili ¢i ROS na
bunku dochazi k disociaci Keapl a Nrf-2 a ten je pfesunut do jadra, kde interaguje s ARE,
coz mé za nasledek aktivaci HO-1. Ta miiZe, spole¢né s jejimi metabolity (CO, Fe?*,
biliverdin), branit nadmérné oxidaci lipidi a proteini vychytdvanim volnych
hydroxylovych radikali, singletového kysliku a superoxidovych aniontii. Regula¢ni role
2 (Th1/Th2) aktivaci receptoru tumor nekrotizujiciho faktoru 1 (TNFR-1) a mitogenem
aktivované proteinové kinazy (MAPK). Draha Nrf2/HO-1 ma multiorganovou
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protektivni a antioxidac¢ni funkci. Hraje vyznamnou roli v redukci mitochondridlniho

poskozeni, regulaci Ca?" influxu, apoptdze, autofagii, pyroptdze a ferroptoze [47].

3.1.2 Interakce se zanétlivymi mediatory

Zanét je komplexni udélost, béhem které rizné buniky produkuji rizné signaliza¢ni
molekuly. Jednd se o derivaty kyseliny arachidonové (mezi které radime leukotrieny
a prostaglandiny), fosfolipidové mediatory a cytokiny (interferony, interleukiny, TNF).
Tyto molekuly jsou nadale soucasti odpovédi organismu na zanét. [46]. Makrofagy
a neutrofily, vyznamné slozky vrozené (nespecifické) imunity, jsou schopny rozpoznat
PAMP, mezi které patii 1 lipopolysacharid (LPS), ktery je soucasti vné&j$i membrany
gram-negativnich bakterii. Po rozpozndni zahdji nespecifickou imunitni reakci pomoci
TLR. Vazba LPS k TLR4 aktivuje tyrosinkinasovy systém, ktery dale vede k aktivaci NF-
kB. Pokud ma neutrofil nedostatek Nrf2, jeho citlivost na stimul LPS je vétsi a dojde
Kk zvySené expresi cytokinii a chemokint. Studie ukézaly, ze Nrf2 dokaze inhibovat
expresi LPS-indukovanych genti prozanétlivych cytokini (zahrnujici interleukin-6
a interleukin-1p), a to prostiednictvim na ROS-nezavislé transkripéni inhibici. Nrf2 se
vaze v blizkosti genti interleukinu 6 (IL-6) a IL-1p a k inhibici tedy dochazi pomoci piimé
vazby na DNA. Nrf2 se bézné v pfipadé antioxidacnich a detoxikaénich genl vaze
pomoci ARE. V ptipadé genu IL-6 k tomu tak ale nedochazi a regulace je ARE-nezavisla
a z fylogenetického hlediska nejsou ARE v blizkosti IL-1p zachovany. Nrf2 dale inhibuje
TF vaze, jsou odpovidajici béZnym oblastem prozanétlivych TF (p65, c-Jun) a z tohoto
divodu je pravdépodobné, ze se Nrf2 do této oblasti dostava pomoci asociace s témito
TF. Pfi zanétu tedy dochazi k presunu Nrf2 do regulacni oblasti genl prozanétlivych
cytokinli a dochazi k inhibici transkripce téchto molekul. Moznosti také je, ze Nrf2
potlacuje transkripci téchto gent neptimo, a sice pfivadénim transkripcnich represorti na

komplex tvofeny v blizkosti genl pro prozanétlivé cytokiny [46, 48, 49].

3.1.3 Nrf2 v regulaci adhezivnich molekul

Béhem zéanétlivého procesu dochazi ke zvySeni exprese intracelularnich
adhezivnich molekul 1 (ICAM-1) a vaskularnich adhezivnich molekul 1 (VCAM-1) na
povrchu endotelu, makrofagi a lymfocyti vlivem IL-1 a TNF-a. Adhezivni molekuly

jsou zodpovédné za presun leukocyta a produkci cytokini, coz vede k oxidacnimu stresu
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a zanétu ve tkani. Nrf2 mlze zastavat regulacni funkci exprese bunécnych adhezivnich
molekul (CAM). Studie ukazaly, ze snizenim Nrf2 dochazelo k aktivaci NF- kB, nasledné
sekreci TNF-a, IL-1pB a IL-6 a k vyraznému zvySeni exprese intracelularni CAM-1
Vv mozku po zranéni. V buiikach pupecnikového endotelu doslo piti utlumeni Keapl ke
snizeni TNF-a-indukované exprese ICAM-1 a VCAM-1 a také ke zvySeni exprese HO-1
a peroxiredoxinu 1 (PRDX1) v makrofazich. Zvysenim regulace Nrf-2 signalizace tedy
dochazi k inhibici aktivace NF-kB a sekrece prozanétlivych cytokind a chemokinti a také

K utlumeni exprese adhezivnich molekul [46].

3.1.4 Nrf2-dependentni protizanétlivé léky

bolesti a proti zanétu. Mezi nejbéznéji uzivané NSAID patii Aspirin (acetylsalicylova
kyselina, ASA). Ackoliv je farmakologické plisobeni ASA spojovano s inhibici syntézy
prostaglandint, dalsi terapeuticky vyznamné efekty této latky nebyly zcela pochopeny.
ASA se podili na zpracovavani radikall a chrani rizné typy bunék pred skodlivymi efekty
oxida¢niho stresu. Ackoliv pfesny mechanismus neni znam, ASA pravdépodobné zvySuje
expresi HO-1 a zvysSuje produkci oxidu dusnatého, ktery stimuluje drahu Nrf2-ARE. ASA
ma tak preventivni a terapeutické vlastnosti z hlediska nemoci spojovanych s oxidacnim
stresem. DalSim nesteroidnim lé¢ivem je Celecoxib, ktery je inhibitor cyklooxygendzy 2
(COX)-2 aje schopny indukce genové exprese HO-1 v mesangialnich butikach glomerulu
a v cévnim endotelu, na ¢emz se podili ROS, extracelularnim signdlem regulovana
kinaza, Nrf2 a dalsi. K této indukci dochazi nezavisle na inhibici COX-2 Nasledna
exprese HO-1 v makrofazich a buiikach vaskularni hladké svaloviny ma pozitivni vliv na
tyto buniky pii aterosklerdze. Celecoxib svym ucinkem stimuluje translokaci Nrf2
a zpusobi jeho nasledné hromadéni v jadie. K zprostfedkovani této translokace a nasledné
ARE transaktivace pravé Nrf2 dochazi pomoci proteinovych kinédz, jako je proteinova
kindza C, nebo MAPK. Protizanétlivé Ucinky jako odpovéd na LPS-stimulované
makrofagy také prokédzaly urcité bunécné metabolity, jako napfiklad fumarat.
Dimethylfumarat (DMF) je schopen pomoci Nrf2 antioxida¢ni drahy inhibovat zanétlivé
procesy, c¢ehoz se vyuzivad pii terapii roztrousené sklerozy. Metabolit DMF
monomethylfumarét je schopen aktivovat Nrf2 pomoci tvorby aduktu na cysteinovy
senzor C151 v Keap! pfi neurozanctu. V neposledni fadé konjugat monomethylfumaratu
a kyseliny eikosapentaecnové soucasné moduluje Nrf2 a NF-kB v bunéénych liniich

roztrousené skler6zy a lupénky [46, 50, 51].
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se zvlastnimi rozdily se farmakodynamice a farmakokinetice. NejcastéjSimi
piedepisovanymi SAD jsou prednison, dexametazon a budesonid. Glukokortikoidy se
V bunécéné cytoplazmé vazou na glutokortikoidni receptor. Po vazbé ligandu dochazi
u komplexu glutokortikoid-receptor ke konformaéni zméné, ktera zpusobi jeho
translokaci do jadra. V jadfe se tento komplex vaze na glukokortikoidni responzivni
element, ktery dale rekrutuje ko-aktivatory, nebo ko-represory. Komplex mitize také
reagovat s TF, jako je NF-kB a Nrf2. Glukokortikoidy fizena aktivace Nrf2 hraje
dilezitou roli riznych fyziologickych i patologickych situacich, naptiklad pii chronickém
uvolnovani glukokortikoidi zvySuje ROS hladinu v jatrech, dale dochazi k aktivaci Nrf2,

ktery je dilezitym induktorem exprese zesilovace regenerace jater (ART) [52].

Tabulka 1: Nrf2-dependentni protizanétlivé léky. DMF — Dimethylfumarat, MMF —
monomethylfumarat

Léky

Nesteroidni | ~ Aspirin
. e T celocodit
b e DME =

. _konjugat MMF a kyseliny eikosapentaenove

~ Steroidni ' ' = 'Predhiso'r'i : e

Dexametazon

Budesonid

3.2 Nrf2 a glutathion

Burniky jsou schopné bojovat proti oxida¢nim stresu detoxikacnimi a antioxida¢nimi
enzymy faze II, mezi které patii naptiklad HO-1, NQO1, superoxid dismutaza (SOD),
GST, GCL kataldza, a dal§i. Transkripce gent téchto enzymii je regulovéana
prostiednictvim ARE. Za aktivaci ARE-dependentnich genti je zodpovédny transkripéni
faktor Nrf2, ktery je vlivem stresového piisobeni translokovan do jadra, kde aktivuje tyto
geny [53, 54].

Redoxni systém GSH zahrnuje aktivitu tii skupin enzymu: skupinu katalyzujici
syntézu GSH, katalyzujici redukéni pfeménu oxidovaného GSH a ptresun GSH k jeho
substratim. Expresi gent téchto enzymi fidi Nrf2. Syntéza GSH zahrnuje aktivitu GCL,
ktery je zodpovédny za adici kyseliny glutamové k cysteinu a je rychlost-limitujicim

enzymem syntézy GSH. Druhym enzymem zucastnénym v této syntéze je GSS, ktery
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aduje glycin a vytvari tak findlni produkt, GSH. Studie ukézaly, Ze v primarnich gliovych
a neuronovych kulturdch dochdzi pii zvySené expresi Nrf2 prostfednictvim adenoviru ke
zvysené syntéze GSH a zaroven ke zvySeni enzymu GSS. Nrf2 se dale podili na expresi
nekterych membranovych transportérti, které transportuji nékteré dilezité komponenty
pro GSH syntézu. Piikladem takového membranového transportéru mize byt excitacni
nosi¢ AMK 1 (EAACI), ktery je zodpoveédny za transport cysteinu (rychlost-limitujiciho
substratu) do neuroni. EAACI1 je regulovan vlivem Nrf2 jak in vitro, tak in vivo,
a naruSeni EAAC1 nebo Nrf2 vede k naruseni syntézy neuronalniho GSH. Mezi enzymy
podilejici se na presunu GSH k substratu patii GPx a GST. Izoenzymy GPx hraji
dalezitou roli pfi snizovani hladiny peroxidu vodiku a oxidovanych lipidl, zatimco
izoenzymy GST konjuguji GSH s elektrofil a xenobiotiky. GR je zodpovédna za redukci
oxidované formy GSH za spotiecby NADPH [47].

3.3 Uloha Nrf2 v neurodegenerativnim onemocnéni

Nrf2 je v centralni mozkové soustavé (CNS) expresovan ve velké mife a jeho
regulace probiha jak v reakci na akutni mozkové ptihody, tak pfi neurodegenerativnich
onemocnéni. Jeho nespravna regulace pak miiZze pfispivat ke zranéni mozku. Potlaceni
aktivity Nrf2 vede béhem endogenniho i exogenniho pusobeni stresu ke zvysené
neurotoxicité. U zvifat s genetickou deleci Nrf2 nalézame leukoencefalopatii bilé hmoty
s rozSifenou astrogliézou, ale v porovnani se zvifaty stejného statfi bez této delece je
mikroglidlni aktivita bunék stejna a bez celkového vyskytu zndmek neurodegenerace.
U mysi s deleci Nrf2 se vSak vyskytoval ptevladajici prozanétlivy mikroglialni fenotyp,
a to konkrétné v oblastech mozku, které metabolizuji dopamin. Pro mikroglidlni aktivitu,
ke které dochazi pii inzultech mozku, jsou typické markery (jako je napi. COX-2,
indukovatelna syntetdza oxidu dusnatého, IL-6 a TNF-a), které byly u mysi s Nrf2 deleci
a (RELM-a, n¢kdy také oznaCovana jako Fizz-1), protein chitinaza-like 3 (Chil3),
arginaza 1 a IL-4, byly u delece Nrf2 snizeny. Z toho vyplyva, ze u mysi s deficitem Nrf2
dochazi k neurodegeneraci, ale prevazné v oblastech s vysokou oxidacni aktivitou, tedy
Vv oblastech metabolizujicich dopamin. Deficit Nrf2 ma déale dopad na Nrf2-dependentni
transkripci, coz ma za nasledek zhorseni citlivosti k neurotoxinu 6-hydroxydopaminu jak
u kultivovanych neuront, tak u mysi s deficitem Nrf2. Ve zvifecim modelu Parkinsonovy

choroby dochazi pfi deficitu Nrf2 k vyznamné ztrat¢ dopaminového transportéru ve

39



stratiu (hluboka oblast Sedé hmoty v koncovém mozku), ke zhorSeni glidozy a degeneraci
nigrostriatalniho dopaminergniho systému [55].

Neurodegenerativni onemocnéni jsou charakterizovana progresivni neuralni
dysfunkci a konecnou ztratou neurond, ktera vede ke kognitivnim, emocnim
a behavioralnim zménam, které vyznamné zhorsuji kvalitu Zivota. Tato onemocnéni jsou
jednotlivé svym zplisobem jedine¢na, ovSem jejich zékladni mechanismy jsou stejné.
Tyto mechanismy zahrnuji vliv oxida¢niho stresu, nespravnou funkci mitochondrii,
chronickou zanétlivou reakci, glidzu, poruchu ve skladani proteinli, nespravné
regulovanou autofagii a proteozomdlni degradaci, zmény mozkovych lipidl, naruSeny
metabolismus ceramidi a poskozeni synaptické funkce. To vSe nakonec vedouci ke smrti
neuronl. Vzniklé poSkozeni zpusobi zvySenou produkci 4-hydroxy-2-nonenalu (4HNE),
ktery zabraiiuje odstranéni glutamatu inhibici glutamatovych receptorii, coz mé spolu
s depleci ATP za nasledek zvysenou produkci NO. Za béznych podminek je mitochondrie
hlavnim producentem ROS, které¢ vznikaji v elektronovém transportnim fetézci oxidaéni
fosforylace. Kdyz dojde k poskozeni mitochondrie, dochazi k nadmérné produkci ROS
vedouci k nedostatku ATP. Geny, které jsou spojovany s dédi€nymi formami
Parkinsonovy choroby, jako je napi. PINK1 a Parkin, jsou dilezité pro kontrolu kvality
mitochondrii, a zdlraziiuji tak klicovou roli mitochondridlni dysfunkce a oxida¢niho
stresu [56].

U neurodegenerativnich onemocnéni, je oxidacni stres. Ten vznikd, kdyz dochazi
k nadmérné produkci ROS a RNS, enzymatické a neenzymatické systémy antioxidacni
obrany nezvladaji tyto produkty zpracovat a dochdzi tak k naruSeni bunétné redoxni
rovnovahy. Na oxidacni stres maji vliv také prechodné kovy — pfevazné méd’, Zelezo
a zinek. V nadbytku mohou tyto kovy katalyzovat produkci ROS ve Fentonové reakci,
ktera produkuje hydroxylovy radikal a tim dochézi ke zvySeni oxidaéniho stresu. ROS
a RNS dale reaguji s dalSimi molekulami jako jsou proteiny, DNA, lipidy a sacharidy,
u kterych narusuji jejich strukturu a funkci. Poskozeni proteinti pak zpiisobi konformacni
zmény a dochdzi k jejich agregaci. Akumulace proteinii vede k rozsahlé mikroglidlni
aktivaci, k aktivaci zanétlivych drah a k uvolnéni zanétlivych mediatort, coz zpisobi
dalsi produkci ROS, agregaci proteinti a poSkozeni neurond. Tento cyklus je zndzornén

na obr. 11 [56].
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Obrazek 11: Vliv oxida¢niho stresu. ROS — reaktivni formy kysliku, RNS — reaktivni
formy dusiku, mtDNA = mitochondrialni deoxyribonukleova kyselina. Pievzato z: [56].

3.3.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je onemocnéni, které zplisobuje degeneraci
mozkovych bunék a je hlavni pti¢inou demence. AD je povazovana za multifaktoridlni
onemocnéni a jeji pavod popisuji dvé hypotézy: cholinergni a amyloidni. Jedna se
0 pomalu progresujici neurodegenerativni onemocnéni charakteristické neuritickymi
plaky a neurofibrilarnimi klubky, které jsou dlisledkem akumulace amyloidniho B peptidu
(AP) v oblasti medialniho temporalniho laloku a neokortikalnich struktur [57].

Selhani signalni drahy Nrf2/ARE mtize zménit enzymatickou masinérii a vést tak
ke Stépeni amyloidniho prekurzorového proteinu (APP) a zvySeni fosforylace Tau

proteinu za ucasti aktivované glykogen syntazy kinazy 3 (GSK-3p) a cyklin-dependentni
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kindzy 5 (Cdk5). U pacienti s AD dochdzi v plazmé, mozku a moc¢i ke snizené
antioxida¢ni enzymové aktivité a ke zvySenym hladinam markert oxida¢niho stresu, jako
napi. 4HNE nebo kyselina thiobarbiturova. Studie ukazaly, ze u mysi s deficitem Nrf2
dochazi ke zvysené akumulaci nerozpustnych fosforylovanych oligomert Tau proteinu
a amyloidnich depoziti v hipokampu. Nékteré vysledky také indikuji, ze v mozku
pacientli s AD nedochazi ke spravné odpovedi Nrf2 na oxidacni stres. Patogeneze AD je
dale spojena s nespravnou funkci mitochondrii a se zvySenou mitofagii. ZvySena exprese
APP zptisobuje snizenou regulaci Nrf2 a dalSich proteinti, které se tiCasti mitochondridlni
fuze a mitofagie. Studie také ukazaly, ze aktivace drahy Nrf2/ARE dokaze chranit pied
toxicitou AP a lécba induktorem Nrf2 zvySuje bunééné preziti neuronti a zdroven snizuje
tvorbu AP a ROS u mysi s expresi APP. Dal§im dusledkem indukce Nrf2 je posunuti
rovnovahy z rozpustné frakce AP na nerozpustnou, ¢imz pravdépodobné dochazi i ke
snizeni samotné hladiny rozpustné peptidu AP, ktery je toxicky. Akumulace Tau proteinu
muze byt také snizena aktivitou Nrf2, ktery indukuje expresi nuklearniho dot proteinu 52
(NDP52) a SQTMI, ktery je zahrnuty v proteozomalni degradaci Tau proteinu a Keapl.
Z toho vyplyva, ze se funkce Nrf2 ve vztahu k AD tyka nékolika oblasti. V souvislosti
s AP sniZuje jeho produkci, agregaci a snizuje AB-zprostiedkovanou toxicitu. Podili se
I na snizeni agregace Tau proteinu a snizuje tak Tau-zprostiedkovanou neurodegeneraci.
V oblasti redoxni rovnovahy zvySuje expresi antioxidac¢nich enzymu faze II, jako je
napiiklad NQOI1, HO-1, nebo také GSH. Svoji aktivitou dale snizuje aktivitu
prozanétlivého faktoru NF-«kB a dalSich prozanétlivych mediatoru, jako je IL-6 a IL-1b.
Svoje =zastoupeni mé& 1 voblasti funkce mitochondrii, kde zvySuje aktivitu
protiapoptotickych proteinti Bcl-2 a Bcl extra large (Bcl-xL). Schématicky popis funkce
Nrf2 v AD znazoriuje obr. 12 [58, 59].
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Obrazek 12: Role Nrf2 v Alzheimerové chorobé. NQO1l — NADPH-chinon
dehydrogendza, NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat, HO-1 — hemoxygenaza
1, SOD-1 — superoxid dismutaza 1, GSH — redukovany glutathion, GPx — glutathion
peroxidaza, Trx — thioredoxin, TrxR — thioredoxin reduktaza, A — amyloidni 3 peptid,
NDP52 — nuklearni dot protein 52, Bcl-2 — B-cell lymphoma 2, Bcl-xL — B-cell
lymphoma extra large, NF-kB — nuklearni faktor kB, IL — interleukin. P¥evzato z: [59].

Pro klinickou 1é¢bu AD bylo schvéleno 5 1é€iv: takrin, rivastigmin, galantamin,
donepezil, memantin. Zadné z t&chto 1é&iv viak nedokaze toto progresivni onemocnéni
pln¢ zastavit, dochdzi pouze ke zlepSeni kognitivnich funkci a zaroven u nich dochézi
k fad¢ vedlejsich ucinkt. Proto se do klinickych studii zafazuji rizné aktivatory Nrf2, jez
ovlivituje jak Tau protein, tak AP, a jeho aktivace mize mit pozitivni G¢inek v fadé
dalsich s vékem spojenych onemocnéni. Mezi slouceniny, které mohou mit potencialni
terapeuticky ucinek v 1é€bé AD patii benfotiamin, ktery nejen aktivuje drahu Nrf2, ale
také redukuje Tau protein v modelovych buitkach AD. Sulforafan je elektrofilni aktivator
Nrf2, ktery interaguje s Cysl51 v Keapl, ma neuroprotektivni uc¢inek proti AP i Tau
proteinu a zlepSuje kognitivni deficit v akutnim AD. Dalsimi aktivatory Nrf2 jsou DMF,

xanthohumol, nebo napiiklad cardamonin [59].

3.3.2 Parkinsonova choroba
Parkinsonova choroba (PD) je pomalu progresujici onemocnéni, které je

charakterizovano pomalou pohyblivosti, svalovou rigiditou a klidovym tiesem, které jsou
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disledkem ztraty bunék Cerné substance (substantia nigra) ve stfednim mozku
a vyznamnym snizenim striatalniho dopaminu. Pficinou ztraty bunck ¢erné substance je
pravdépodobné je akumulace patologickych forem proteinti mozku, napt. Tau proteinu,
a-synukleinu (ASN) a Parkin proteinu. Mezi etiologické faktory sporadické formy PD
muzeme fadit poruchu funkce mitochondrii, neurozanét, ptisobeni oxidac¢niho stresu
a poskozeni drdhy Nrf2/Keapl/ARE. Studie mysiho modelu AD ukazuji sniZenou
aktivitu Nrf2, zvySenou agregaci ASN a ztratu dopaminergnich neuront, ke které dochazi
po deleci Nrf2 asociované s mikroglialni aktivaci. V bunécném modelu agregace ASN
byla zjisténa protektivni funkce Nrf2-dependentni HO-1, kterd chranila bunky proti
toxickym Géinktim Zeleznatych iontt [58, 60].

Aktivace Nrf2 je potencidlnim terapeutickym cilem v1é¢bé PD. Rada
neuroprotektivnich slou€enin plisobi prostfednictvim aktivace drahy Nrf2. Mezi exogenni
slouceniny fadime flavonoidy, sulforafan, analogy kurkuminu, chalkony, a polyfenoly.
Naringenin, ktery patii mezi flavonoidy, chrani bunky pied toxicitou 6-hydroxydopaminu
zvySovanim hladin Nrf2, HO-1, GCL a GSH v modelech PD. Sulforafan v burnikach
snizuje aktivitu GSK-3p a naruSuje vazbu Nrf2 a Keapl, ¢imZ umoziiuje akumulaci Nrf2.
Analogy kurkuminu inhibuji GSK-38, indukuji Nrf2, ¢imz zvySuji neuralni rezistenci
k oxida¢nimu stresu a vykazuji také neuroprotektivni ucinky proti ASN. Drahu Nrf2
mohou také regulovat riizné endogenni molekuly, kterymi jsou napf. oxid dusnaty,
angiotensin II, prostaglandiny, nebo také produkty lipidového metabolismu, kterym je

napi. 4HNE [58, 60].

Tabulka 2: Aktivatory Nrf2 testované pro 1é¢bu Parkinsonovy choroby

Plvod Sloucenina
Exogenni Sulforafan
Flavonoidy
Polyfenoly

Chalkony

Analogy kurkuminu
Endogenni Oxid dusnaty
Prostaglandiny
Metabolity tukd
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3.3.3 Interakce mTOR a Nrf2

Sav¢i cil rapamycinu (mTOR) je serin/threoninova kindza, ktera se podili na
kontrole buné¢ného rustu, bunééné proliferaci, apoptdéze i autofagii. Mutace
a dysregulace mTOR je Casto spojovana s rakovinou, kardiovaskularnim onemocnénim,
obezitou, zanétem, diabetem, ale také s neurodegenerativnimi onemocnénimi. V mozku
se mTOR vyskytuje ve vysoké mife, nachazi se pfevazné v neuronech, ale i v gliovych
bunikach. ZvySena exprese mTOR zvétSuje dendritické vétveni a snizuje denzitu
dospé€lych dendritickych vldken. V CNS dospélého Clovéka je mTOR zédsadni pro
synaptickou plasticitu a zaroven tak dlouhodobou potenciaci. ¢imz hraje duleZitou roli
V procesu uceni a paméti. Ve star§im mozku je mTOR dilezity zejména v regulaci
proteostdzy pomoci regulace translace a autofagie, ¢cimz se snazi vyhnout akumulaci
toxickych proteinovych agregatt, které by mohly byt pficinou neurodegenerace. Protein
mTOR je zahrnuty v fad¢ procest tykajicich se neuralnich funkci, a proto je na mTOR
pohlizeno jako na terapeuticky cil. Potencidlni dlouhovékosti by se dalo dosdhnout
redukci mTOR signalizace napf. pomoci rapamycinu, ktery je jeho specifickym
inhibitorem. N¢kolik studii potvrdilo schopnost rapamycinu zlepsit urc¢ité funkce bézné
ovlivnéné stafim, na druhé stran¢ vsak dalsi studie nevykazovaly zadné zmény [61, 62].

Protein mTOR ma dva funkéné i strukturné odlisné komplexy — komplex mTOR 1
(mMTORC1) a komplex mTOR 2 (mMTORC?2). Oba tyto komplexy obsahuji podjednotku
smrtici pro savce se secl3 proteinem 8 (mLSTS) a protein interagujici s mTOR obsahujici
doménu Dishevelled, Egl-10, Pleckstrin - DEP (Deptor), ktery je negativnim regulatorem
mTOR. Zvysena exprese Deptor zptisobuje snizenou aktivitu obou komplexti. Komplex
mTORC1 dale obsahuje dva specifické proteiny: s regulatorem asociovany protein
mTOR (Raptor), ktery je kliC¢ovy pro aktivaci komplexu; a na prolin bohaty Akt substrat
(PRAS40), ktery je negativnim regulatorem mTORCI1. Komplex mTORC2 naopak
obsahuje 3 proteiny kli¢ové pro spravnou funkci: na rapamycin-necitlivy spole¢nik
mTOR (Rictor), sav¢i stresem-aktivovanou proteinkindzu (mSinl) a protein pozorovany

s Rictor (Protor) Strukturu obou komplext popisuje obr. 13 [62, 63].
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PRAS40

Obrazek 13: Schéma struktury mTORC1 a mTORC2. mTOR —sav¢i cil rapamycinu,
mMTORC1/2 — komplex mTOR, PRAS40 — na prolin bohaty Akt substrat, Deptor - mMTOR
obsahujici doménu Dishevelled, Egl-10, Pleckstrin — DEP, Raptor — s regulatorem
asociovany protein mTOR, mLst8 — podjednotka smrtici pro savce se secl3 proteinem 8,
Rictor — na rapamycin-necitlivy spole¢nik mTOR, mSinl — stresem-aktivovana
proteinkindza, Protor - protein pozorovany s Rictor. Pievzato z: [64].

Komplex mTORCI aktivuje hormony CNS, neuromodulatory a neurotransmitery.
Jeho aktivita je ovlivilovana ristovymi faktory, AMK, energetickymi hladinami,
dostupnosti glukézy a plisobenim stresorti. Komplex mTORC2 kontroluje organizaci
cytoskeletu a bunétné preziti. Pfestoze uloha mTOR v AD neni zcela prozkoumana,
dikazy poukazuji na snizenou produkci AP vlivem mTOR. Agregace AP také vede
K hyperaktivaci mTOR, ktery dale hyperfosforyluje protein Tau, coz vede k tvorbé
parovych helikalnich filament a k tvorb& neurofibrildrnich klubek. Aktivita mTOR je
U pacient AD velmi vysok4a a nckteré studie ukazuji, Ze aktivace mTOR zvySuje
patologii spojenou s Tau proteinem vedouci k dysfunkci autofagie. Hlavnim pojitkem
mezi Nrf2 a mTOR je ARE sekvence v promotorové oblasti mTOR, ktera vaze Nrf2 a ten
tak pfimo reguluje expresi tohoto genu. A¢ u PD také pozorujeme zménu signalizace
mTOR, jeho ptesna funkce je zatim nejasna [62].

Protein mTOR patii spolené s proteinkindzou B (PKB, n¢kdy také oznacovéana
jako Akt) a proteinem tuberézni sklerozy 2 (TSC2) mezi hlavni komponenty signalizacni
dréhy fosfatidylnositol-3-kinazy (PI3K). Jiz bylo dokdzano, Ze Nrf2 nepiimo reguluje
Cleny drahy PI3K a ackoliv v buiikach s fyziologickou aktivitou PI3K dochazi po zvySeni
hladiny Nrf2 k vyssi hladiné mTOR, neni jasné, zda se jedna o regulaci na transkripéni
nebo proteinové Urovni. Dalsi studie ukazaly, Ze Nrf2 nepfimo zvySuje hladinu mTOR

pomoci zvySeni exprese RagD proteinu, ktery je zndm jako aktivator mTOR. Nrf2 dale
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reguluje melanogenezi v lidskych melanocytech, a to pfimou modulaci aktivity
komponent drahy PI3K, véetné Akt a mTOR [65].

Aktivace PI3K nastava prostfednictvim mutace Ras, ztratou PTEN nebo zvySenou
expresi rustovych faktorti. Aktivace této drahy je opatrné kontrolovana nékolika kroky.
Aktivované receptory piimo stimuluji PI3K tfidy 1A prostfednictvim regulacni
podjednotky nebo adaptorovych molekul, jako jsou napf. proteiny substratu inzulinového
receptoru (IRS). To nasledné spusti aktivaci PI3K a konverzi z lipidu fosfatidylinositol
(3,4)- bifosfatovych (PIP2) na fosfatidylinositol (3,4,5,)-trifosfat (PIP3). Poté se PKB/Akt
vaze na PIP3 na plazmatické membrang, ¢imz umozni pistup 3-fosfoinositid-dependentni
proteinkinazy 1 (PDK1), ktera fosforyluje T308 v aktiva¢ni smycce. To vede k ¢astecné
aktivaci PKB/Akt. Takto ¢astecné aktivovana PKB/Akt dale aktivuje mTORC1 pomoci
inaktivace PRAS40 a TSC2. PIn¢ aktivni PKB/Akt fidi fadu funkci, véetné angiogeneze,

metabolismu, ristu, proliferace, pteziti, transkripce i apoptdzy [66, 67].

3.4 Uloha Nrf2 v reparaci tkani

Za beéznych podminek se proces hojeni a reparace tkané sklada z fady fazi, po€inaje
hemostazou a tvorbou fibrinové zatky. Brzy poté zalina zanétliva faze, kdy do mista
nastupuji neutrofily a dalsi slozky imunitniho systému, jako jsou lymfocyty a makrofagy.
Béhem toho dochazi také k produkci cytokini a ristovych faktort, coz do mista 1aka
fibroblasty, stimuluje migraci a proliferaci keratinocytli na tvorbu novych cév. Zde miize
zacit faze tvorby tkan€ béhem hojici faze. Béhem této faze mlze dochézet k riznych
defektiim, které mohou mit vyrazné nasledky a mohou vést napf. chronickym nehojicim
se ranam, nebo dokonce k infekci, hospitalizaci az smrti. Genova exprese béhem reparace
tkané je fizena riiznymi TF, které tak tidi procesy v misté hojeni. Jednim z téchto TF je
I cytoprotektivni Nrf2 [68].

Rany produkuji velké mnozstvi ROS jako obranu proti patogentim. ZvySena
exprese Nrf2 nastava po vzniku poranéni soubézné s produkci ROS a béhem progresu
hojeni se postupné se snizuje. Nrf2 je dale silné exprimovan Keratinocyty
hyperproliferativniho epitelu a builkami granula¢ni tkdné. Ne&kolik studii testovalo
slouceniny aktivujici Nrf2 (NO a darci NO), které se nachdzeji napft. v jedu vcel, olivovém
oleji, ¢i jinych rostlinnych extraktech tohoto druhu. Uginky téchto slougeniny jsou riizné
a maji rizné zplsoby plisobeni, proto lze piesnou roli Nrf2 z téchto studii jen tézko
usoudit. Ztrata Nrf2 vede u my$i v misté zranéni ke zpozdéné indukci, ale také

k prodlouzené zvySené expresi prozanétlivych cytokinl a perzistenci makrofagi. Mezi
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ovlivnéné cytokiny patfil napt. transformujici ristovy faktor B 1, jehoz zpozdéni na
zacatku hojeni vede ke snizené produkci kolagenu. Kinetika reakei hojeni je vSak
v ptfipad¢ odstranéni Nrf2 nezménénd, coz muze byt alespont ¢asteCné zplisobeno
kompenzac¢nim pisobenim jinych TF, napi. Nrfl a Nrf3 [68, 69].

A¢ je role Nrf2 dilezita, jeho samotna funkce miize byt v nékterych piipadech
nadbytecna, napt. u bézného hojeni ran bez dalSich vedlejsich problému. Tato teorie byla
testovana u diabetického modelu mysi, u kterych bylo pozorovano vyznamné snizeni
rychlosti hojeni rany oproti béznym mysim. U diabetického modelu mysi s odstranénim
Nrf2 doslo jesté k vétsimu zpomaleni hojeni rany. Z toho vyplyva, ze role Nrf2 je
dale zhorSuje hojeni zlomenin a snizuje expresi antioxida¢nich enzymi v osteoblastech.
Rada ristovych faktortl, jako je fibroblastovy riistovy faktor, inzulinovy ristovy faktor 1
a vaskularni endotelidlni ristovy faktor (VEGF), hraje dilezitou roli v modulaci bunééné
odpovédi béhem hojeni zlomenin. VEGF podporuje zvysenou oxygenaci v misté
poranéni a iniciuje neovaskularizaci. VEGF také aktivuje Nrf2 a zvySuje hladinu
nékterych antioxida¢nich enzymu, napt. HO-1, thioredoxin reduktaza (TrxR)
a thioredoxin (Trx). Aktivace Nrf2 dale indukuje expresi HO-1, ktery katalyzuje konverzi
hemu na oxid uhelnaty a volné zelezo, ¢imZ chrani pied toxicitou hemu [68, 69, 70].

Aktivace Nrf2 ve fibroblastech vede ke starnuti téchto bunck. To je zZadany efekt
béhem procesu opravy tkané, protoze tyto buniky dale poskytuji dalsi molekularni podnéty
sousednim bunkam. Fibroblasty s aktivnim Nrf2 déale uvoliuji faktory, které piimo
podporuji proliferaci keratinocyti v epidermis zranéni a podporuji re-epitelizaci.
Aktivace Nrf2 se tak projevuje zvySenou proliferaci epitelidlnich bunék, zvySenym
starnutim fibroblastli vedoucim ke zvySené proliferaci sousednich bun¢k, dale podporuje
epitelidlni diferenciaci a migraci, redukuje mezenchymové-epitelovy prechod
a néslednou fibrézu a v neposledni fad¢ také chrani buiiku pfed apoptozou, viz. obr. 14
[70].
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Obrazek 14: Bunécéné procesy regulované Nrf2. Nrf2 — nuklearni erytroidni
faktor. Pievzato z: [70].
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4 Uloha Nrf2 v bunééné smrti

Nrf2 aktivuje Sirokou skalu gend, véetné proteinli zahrnutych v thioredoxinovém
a glutathionovém systému. Oba tyto systémy zaviseji na piitomnosti selenoproteint
v aktivni Casti enzymt, které se dale podileji na redukci oxidacniho stresu a na

programované buné¢né smrti [35].

4.1 Detoxikacni enzymy

Detoxikacni enzymy hraji zdsadni roli pfi udrzovani homeostazy, a to zduraznuji
programy bunééné smrti, které jsou spojené s regulaci téchto enzymu. Selenoproteiny
Jsou proteiny obsahujici ve své struktute stopovy prvek selen a tvofi tak selenomethioniny
aselenocysteiny. V jatrech muze byt selen katalyzovan na anorganické slou¢eniny selenat
a selenid. Vzhledem k stopové koncentraci selenu v organismu je exprese proteinu
obsahujicich selen regulovana v zavislosti na potfebach a dostupnosti selenu. Piikladem
enzymd, které obsahuji selen je GPx, ktery katalyzuje redukci ¢i oxidaci riiznych
substratii, naptiklad peroxidu vodiku a oxidovanych lipidl, a TrxR, kterd se ucastni
recyklace oxidovanych thioredoxini, které byly pouZity k redukci oxidovanych proteind.
Exprese selenoproteinti je uzce spojena s redoxnim stavem a deficit selenu aktivuje drahu
Nrf2. Experimenty prokazaly, Ze nedostatek selenu v potraveé zptsobil zvysenou expresi
48 genll zavislych na Nrf2, mezi které patii antioxidacni enzymy a detoxikacni enzymy

faze 11 [35].

4.1.1 Stopové prvky

Esencialni stopové prvky maji svou nezastupitelnou roli v enzymatickych reakcich,
a to pro jejich redox-modula¢ni vlastnosti. Mezi tyto prvky fadime naptiklad méd’, zinek,
zelezo a selen. JestliZe se vyskytuji v nadbytku, nebo ve formé volnych nevézanych iontt,
mohou se chovat jako pro-oxidanty. V opa¢ném piipade¢ jsou antioxidacni a protektivni
enzymy, jako jsou selenoproteiny, GPx, TrxR, Cu/Zn SOD a katalaza, zavislé na
pritomnosti konkrétnich stopovych prvkii. Stopové prvky ovliviiuji redoxné modulované
signaliza¢ni drahy, mezi které patii signalizacni drdha Nrf2. Naptiklad navéazani zinku
spousti konformacni zménu v Keap1, ¢imz dochazi k stabilizaci Nrf2 a k jeho presunu do
jadra, kde aktivuje cilové geny. Zinek navic moduluje aktivitu nékolika kinaz a fosfataz,
které zvysSuji aktivitu Nrf2. Pokusy také ukazaly, ze zvySena hladina Fe v jatrech zvysila

aktivitu Nrf2 a ten dale chrénil jaterni bunky pied toxicitou zvySeného mnozstvi Fe
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Z potravy pomoci prechazeni bunééné smrti hepatocyti a podpory vylouceni Fe.
V neposledni fadé mize Nrf2 ovlivnit také spoustu transportnich a vazajicich proteini,
napiiklad béhem zanétu dochazi k efluxu Fe z makrofagi a enterocyti ferroportinem,

nebo mize indukovat také hepcidin a ferritin [71].

4.2 Ferroptoza

Ferroptoza je regulovand bunétna smrt, kterd je fizena peroxidaci fosfolipidu.
Bunka je chranéna pted ferroptéozou pomoci Gpx4, ktera pouziva GSH k eliminaci
fosfolipidovych peroxidi. Gpx4 je centralnim inhibitorem ferroptdzy obsahujici selen,
jehoz pfitomnost tento d&j tlumi. Iniciace ferroptdzy je Casto zplisobena lipoxygenazami,
které zpusobuji vyskyt peroxidu lipidd a funguji tak opaéné oproti Gpx4. Cytochrom
P450 oxidoreduktaza je hnacim motorem peroxidace lipidit béhem ferroptdzy. K ukladéani
zeleza (Fe'") vinertni podobé& slouzi ferritin, diky kterému Zelezo nemiize piispivat
k peroxidaci lipidd, a proto je mnozstvi ferritinu dtlezitym faktorem regulujicim citlivost
k ferroptoze. Nezavisle na Gpx4 a tedy i GSH muze dochazet k inhibici pomoci
ferroptozového supresorového proteinu 1, ktery blokuje peroxidaci lipidi a potlacuje
ferroptdézu regeneraci redukovaného koenzymu Qio. Gen nachylnosti k rakovingé prsu
(BRCA1)-asociovany protein 1 (BAPI) je tumorovym supresorem, ktery je schopen
podpofit ferroptozu potlatenim SLC7A11, ktery zprostiedkovava Na*-nezavisly piijem
cystinu vymeénou za glutamat a patii mezi Nrf2 aktivované antioxidacni geny. Inaktivace
BAP1 vede ke zvyseni exprese transportéru SLC7A11, rezistenci k ferroptoze a vyvoji
rakoviny. SLC7A11 interaguje piimo s 12-lipooxigenazou a inhibuje jeho aktivitu.
Adenosindifosfat (ADP)-ribosylacni faktor (ARF) je hlavnim regulatorem funkce p53
a i inhibuje acetylaci Nrf2, ¢imz potla¢uje jeho transkripcni aktivitu. Exprese ARF
zvysuje citlivost bun€k k ferroptdze, naopak jeho deplece indikuje aktivaci Nrf2, coz ma
za nasledek podporu pieziti rakovinovych bunék a Nrf2 je tak dillezitym terapeutickym
cilem pii supresi nadord pomoci ARE. Exprese SLC7All je piisné regulovana
onkoproteiny a tumorovymi supresory (ARF, p53, BAP1) a mlze byt uziteCnym

biomarkerem ferroptozy [72].
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Peroxidace lipidi ma tfi kroky: iniciaci, propagaci a terminaci. Béhem iniciace
dochdzi k oddé¢leni atomu vodiku z vazby na allylovy uhlik zejména v polynenasycenych
mastnych kyselinach nachazejicich se v membranach vlivem ROS, RNS a reaktivnich
forem lipidi a tim dojde k vytvoreni lipidového radikdlu. Propagace zacind reakci
lipidového radikalu s kyslikem tvofici peroxylovy radikal, ktery muze dale oddélit
allylovy uhlik za vzniku nového lipidového radikélu a peroxidu lipidu. Terminace je krok,
pii kterém se setkaji dva lipidové ¢i peroxylové radikaly, nebo endogenni antioxidanty
(GSH, vitamin E) daruji atom vodiku k tvorbé neradikalového produktu. Peroxidy lipidi,
které vznikly béhem propagace, mohou byt dale redukovany pomoci GPx na lipidové
alkoholy, nebo degradovany na hydroxy mastné kyseliny a reaktivni aldehydy. Vzniklé
reaktivni lipidové radikdly mohou déle iniciovat peroxidaci, modifikovat klicové proteiny
a nebo zpisobit toxicitu a tim iniciovat kaskddu bunécné smrti. Pfi akumulaci téchto
peroxidu lipida a jejich degradacnich produkti dochazi k iniciaci ferroptozy, viz. obr. 15.
Rada proteint a enzymu zodpovédnych za prevenci peroxidace lipida, jsou cilovymi geny
Nrf2 [73, 74].

Fe

HZOZ |
Y lipidové
GSH

alkoholy

PUFA lipidové
/— peroxidy

FERROPTOZA

GSSG

rakovina
neurodegenerativni
kardiovaskularni
onemocnéni

Obrazek 15: Ferroptéza. ROS — reaktivni formy kysliku, PUFA — polynenasycené
mastné kyseliny, GPx4 — glutathion peroxidaza 4, GSH — redukovany glutathion, GSSG
— oxidovany glutathion, XCT — cystein-glutamat transportér. Pfevzato z: [73].
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4.2.1 Funkce Nrf2 v ferroptéze

Nrf2 ovliviluje ferroptozu ve tfech oblastech. Prvni oblasti je metabolismus
zeleza/hemu. Zde ovlinuje ferritin, ktery je kliCovym proteinem skladujicim Fe
a ferroportin (SLC40A1), ktery zodpovida za eflux Zeleza z buiiky ven. Dale ovliviiuje
enzym HO-1, ktery katalyzuje pfeménu hemu na biliverdin, a ferrochelatazu, kterd je
dalezitou komponentou syntézy hemu. V neposledni fad¢ se podili i na regulaci biliverdin
reduktazy A a B [73, 75].

Druhou oblasti G¢inku Nrf2 je intermediarni metabolismus. Cilové geny Nrf2 jsou
zahrnuty v metabolismu lipida a ovlivituji zde nuklearni receptor 0B2 (NROB2), receptor
gamma aktivovany peroxisomovym proliferatorem (PPARY). Cilové geny se déle podile;ji
na redukci aldehydti a ketonli na alkoholy (aldoketoreduktazy), oxidaci aldehydii na
karboxylové kyseliny (aldehyd dehydrogenazy 1 Al) a také na metabolismu glukdzy
a v regeneraci NADPH (gluk6zo-6-fosfat dehydrogenaza) [76, 77].

Posledni oblasti ptisobnosti Nrf2 je metabolismus GSH, kde Nrf2 ovliviiuje GCL,
GSS, podjednotku cystein/glutamat transportéru xCT (SLC7A11), GST, PRDX 1 a 6,
TrxR a GPx4. VSechny oblasti G¢inku Nrf2 jsou shrnuty v obr. 16 [73, 78].

RTCAYNNNGCR
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Metabolismus Zeleza/hemu Intermediarni metabolismus Metabolismus GSH

SLC7A11

Ferritin NROB2 GST

SLC40A1 PPARYy GCL

HO-1 Aldoketoreduktazy GSS

Ferrochelataza Aldehyddehydrogenazy 1 PRDX1/PRDX6

Biliverdinreduktaza A, B G6PD
TXNRD1
GPx4
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Obrazek 16: Cilové geny Nrf2 zahrnuty ve ferroptéze. HO-1 — hemoxygenaza 1,
NROB2 — nukleérni receptor podrodiny 0 skupiny B ¢len 2, PPAR vy - peroxizomovym
proliferatorem aktivovany receptor y , G6PD — gluk6zo-6-fosfat dehydrogenaza, GST-
glutathion-S-transferaza, GCL - y-glutamatcysteinligaza, GSS — glutatathionsyntetaza,
PRDX1/6 — peroxiredoxin 1/6, TXNRD1 — thioredoxin reduktaza 1, GPx4 — glutathion
peroxidaza 4. Pfevzato z: [73].
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4.3 Apoptoza

Apoptdza je programovana bunécna smrt. Je to proces, ktery nastdva piirozené
Vv pribéhu starnuti buiiky a je homeostatickym mechanismem, ktery udrzuje bunéénou
populaci tkani. Mize byt ale také ochrannym mechanismem béhem imunitnich reakci pii
poskozeni bunék nemoci, ¢i Skodlivymi ¢initeli. Obdobou apoptdzy je nekroza, kterd je
ale povazovdna za degradacni proces nastdvajici po bunécné smrti. Ackoliv se
mechanismus a morfologie téchto dvou procesu lisi, jsou oba zahrnuty v takzvaném
apoptoticky-nekrotickém kontinuu. Burika prochazejici apoptézou miize snadno piejit do
nekrozy vlivem malé dostupnosti kaspaz a intracelularniho ATP a jestli bunka nakonec
umiré apopt6zou nebo nekrdzou, to zalezi na typu signdlu bunééné smrti, na typu a vyvoji
tkané a také na fyziologickém prostiedi. Proto neni snadné tyto dva procesy odlisit,
mohou navic probihat soucasné v zavislosti na intenzit¢ a trvani stimulu, rozsahu deplece
ATP a pritomnosti kaspadz. Apoptoza je indukovana velkym poctem rtznych stimuli,
které jsou charakteristické postupnou aktivaci konkrétnich cest a mechanismii, které
vedou ke specifickym biochemickym a morfologickym zmé&nam v buiice bez zahéjeni
zanétlivé odpovédi. Casna faze apoptdzy je charakteristicka iniciaci aktivace kaspaz,
srazenim bunky, ztraty asymetrie membranovych lipidii a kondenzaci chromatinu.
V realizacni fazi pak dochdzi k vlastni aktivaci kaspaz, endonukledz, formaci

apoptotickych télisek a fragmentaci bunky [19, 79].

4.3.1 Funkce Nrf2 v apoptoze

Nrf2 dokaZze inhibovat fadu regulatori bunééné smrti, mezi které patii naptiklad
proapoptotické Bax proteiny a kaspazy, a to prostfednictvim zvySeni exprese Bcl-XL.
Nrf2 mize také zvySovat antiapoptoticky protein Bcl-2, ¢imz chrani bunky pied Fas-
indukovanou apoptézou. Absence Nrf2 pak miize vyustit v poskozeni a dysfunkci bunék.
Citlivost bun¢k k poskozeni je castecné dasledkem sniZzené transkripce detoxikacnich
elementi zahrnujici GSH a enzym GCL, respektive jeho katalytickou podjednotku
GCLC. GSH pak hraje zasadni roli v udrZzovani redoxniho stavu zbytkl thiolovych
proteinli véetné NF-kB, kaspaz a stresem-zprostfedkovanych kindz, které jsou zahrnuty
vV TNF-indukované apoptoze. Deplece GSH je vyraznym faktorem apoptdzy, jenz
zpusobi zvySeni ROS a snizeni aktivity GCL. Apoptdéza v hepatocytech je
zprostfedkovana indukci receptori smrti Fas a TNF-a a pokusy ukézaly, Ze snizeni Nrf2

ma za nasledek masivni hepatotoxicitu. Naopak zvyseni hladin Nrf2 zpisobilo akumulaci
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GSH a tim i utlum oxida¢niho stresu a poskozeni bun¢k. Je pravdépodobné, ze
signaliza¢ni drahy NF-«xB a Nrf2 spolupracuji na udrzovani redoxni homeostazy a na
redoxné-regulovanou aktivaci NF-kB. Na druhou stranu, NF-kB ma vazebnou oblast
V promotorové oblasti Nrf2 a ten mize byt pomoci NF-«B represovan [80].

Rodina proteinti Bcl-2 se sklada z vice nez Sesti antiapoptotickych ¢lenti a podili se
na regulaci bunécné smrti a pieziti. ZvysSena exprese proteint Bcl-2 je ¢asto asociovana
se Spatnou progndzou v fadé typi rakoviny. Piesny mechanismus funkce téchto proteint
neni presn¢ znam, ackoliv bylo dokdzano, ze stabilizace Nrf2 zprostfedkovana H>S
zvySovala hladinu Bcl-2 u myS$i, coz mélo za nasledek kardioprotektivni efekt.
V promotorové oblasti reverzniho vlakna Bcl-2 se nachazi ARE, na ktery se muze vazat
Nrf2 a tim dokaze regulovat expresi a indukovat gen Bcl-2. To ma za nasledek zvySenou
regulaci antiapoptotického Bcl-2 a zaroven snizenou regulaci proapoptotickych Bcl-2-
asociovanych X proteintl, uvolnéni cytochromu C z mitochondrii a aktivaci kaspaz. Nrf2

tak hraje dulezitou roli inhibici apoptdzy a zvySuje bunééné pieziti [81].

4.3.2 PERK-dependentni aktivace Nrf2

Akumulace neslozenych proteini muize vyvolat odpovéd’, ktera spusti obé
signaliza¢ni drahy — jak drahu pro pfeziti, tak drahu pro apoptoézu. Nrf2 se podili na
udrZeni hladiny GSH, ktery déle pisobi jako tzv. ndraznik pfi akumulaci ROS béhem
odpovédi na nesloZené proteiny. Inhibice produkce ROS navic tlumi indukci apoptdzy,
ktera by nastala vlivem stresu ER. Poruchy v udrzovani redoxni rovnovahy bunky pak
senzibilizuji buiiky k G€inktim stresu ER. Buniky maji signaliza¢ni drahu, kterd rozpozna
akumulaci neslozenych protein, tzv. unfolded protein response (UPR). Ta se sklada ze tii
ptibuznych transmembranovych proteinkinaz (inositol-vyzadujici enzymy Irela, Irelf
a protein kinase-like ER kinase = PERK), transmembranového transkripéniho faktoru
ATFG6 a z transmembranové protedzy kaspazy-12. Tyto slozky spolu vzajemné kooperuji
béhem bunééné reakce nasledujici po aktivaci UPR. UPR-dependentni aktivace PERK
faktoru 2 (elF2). Po aktivaci UPR totiz nasleduje fosforylace elF2, kterd tlumi translaci
vétSiny bunécnych proteinli, ale zaroven podporuje zvySenou translaci vybranych
proteintl, jako je napiiklad aktivacni transkripéni faktor 4 (ATF4) a pro-apoptoticky
transkrip¢ni faktor C/EBP homologni protein (CHOP). Tento regulacni program translace

je kriticky pro homeostazu nejen bunék, ale i organismu. PERK-dependentni signaly
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vyvolavaji aktivaci transkripéniho faktoru Nrf2. Vyzkumy ukazaly, Ze pfi nedostatku
Nrf2 v bunikach dochazi ke zvysené citlivosti k apoptoze a snizenému preziti buiiky v po
podéni tunicamycinu, coz potrhuje dilezitou roli Nrf2 pro pteziti buniky béhem stresu ER.
Tento stres ER indukuje transkripci GCLC a NQO1, které jsou jako prekurzory soucasti
GSH syntézy. Jejich indukce je zavisla jak na Nrf2, tak i na PERK. Aktivace Nrf2 na
zacatku stresu ER poskytuje butice ochranu prostfednictvim produkce GSH ve snaze Celit
ucinkiim stresu ER, avSak dlouhotrvajici stresova reakce je pro buiku tak skodliva, ze
dochazi k apoptotické smrti [82].

U bunék s nedostate¢nou UPR signalizaci je pozorovana zvysena oxidacni zatéz,
o ¢emz vypovida i vysoka produkce ROS a nizka intracelularni hladina GSH. Deplece
GSH pak vyrazné¢ zvySuje UPR-dependentni bun&cnou smrt, coZ pouze zvyraziluje
dilezitost redoxni rovnovahy béhem stresového plsobeni ER. Samotna akumulace ROS
v bunikach negativnich na Nrf2 vSak nesta¢i pro indukci apoptdzy, je tieba dalSiho
stresového stimulu. Je pravdépodobné, ze produkce ROS buiiku pouze piipravuje na
buné¢nou smrt a funguje tak jako signal k zahajeni apoptozy [82].

PERK vyznamné snizuje vyskyt apoptdézy u bunck indukovanych ischemickou
reperfuzi (IR). Nadmérna exprese Nrf2 1 HO-1 snizuje apoptoticky index u mysi, avSak
pti podani HO-1 dochazi ke snizeni efekt upregulace PERK, coz naznacuje kli¢ovou roli
kaskady Nrf2/HO-1 v PERK-fizenych obrannych procesech srdce. Béhem IR také
dochazi ke zvySeni hladin kreatin kinazy typu MB (CK-MB) a laktatdehydrogenazy
(LDH) v krevnim ob¢hu a pti zvyseni exprese PERK, Nrf2 a HO-1 se hladiny CK-MB
aLDH sniZuji, coz opét potvrzuje sniZzeni poskozeni vzniklé vlivem IR. U bunck
indukovanych IR déale dochazi ke zvyseni exprese glukdzou-regulovaného proteinu 78
(GRP78), C-reaktivniho proteinu a proaptotickych faktorti zprostfedkovanych stresem
endoplazmatického retikula (ERS faktor)) — véetné CHOP a kaspéazy 12. Po oSetfeni
bunék PERK dochazi ke snizeni exprese GRP78, C-reaktivniho proteinu, CHOP
a kaspazy 12. IR vyznamné zvysSuje proapoptotickou aktivitu kaspazy 12, ale zvySenim
PERK a néslednou aktivaci Nrf2 a HO-1 dochézi k prevenci zvySeni aktivity kaspazy 12.
Z toho vyplyva, Ze mechanismy zavislé na upregulaci Nrf2/HO-1, kterymi doslo ke
snizeni poskozeni srdce vyvolané IR, funguji na principu inhibice apoptotické aktivity

regulované stresem ER [83].
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Zavér

Tato bakalarska prace se zabyva transkripénim faktorem Nrf2. Je zaméfena
prevazné na popis jeho funkce ve vztahu k glutathionu, kterému je vénovana Givodni ¢ast
prace. Glutathion je vyznamnou antioxida¢ni molekulou, ktery ma dualezitou roli
V ochran¢ bunék pted volnymi radikaly a ROS, v detoxikaci skodlivych molekul a také
se podili na regulaci apoptozy, a to pravé udrzovanim rovnovahy ROS v bunce. Nrf2
reguluje expresi Siroké skaly antioxidac¢nich a detoxikacnich gentl, mezi které patii i prave
ty, které se podileji na syntéze a recyklaci glutathionu v buiice. Tyto geny kéduji enzymy
podilejici se na jeho syntéze (GCL), enzymy zahrnuté v detoxikaénich procesech
glutathionu (GST) a enzymy udrzujici antioxidaéni kapacitu (GR). Spoluprace Nrf2
a glutathionu je kritickd pro bunééné obranné mechanismy bun€k proti oxidacnimu
stresu, coz umoziuje udrzeni redoxni rovnovahy a podporu zdravi a dlouhého preziti
buiiky.

Hlavni ¢ast prace je zaméfena na funkci Nrf2 v bunécné smrti. Jeho zapojeni
v regulaci bunécné smrti je komplexni zaleZitosti. Aktivaci Nrf2 dochazi k ochrané bunky
pted bunécnou smrti indukovanou oxida¢nim stresem a toxiny, a to upregulaci exprese
antioxidac¢nich enzyml a detoxika¢nich proteind, které plisobi proti efektim ROS
a dalSim signalam, které pfispivaji k indukci bunéc¢né smrti. Nrf2 dale moduluje aktivitu
jak proapoptotickych a protiapoptotickych faktord, a tim obecné prfispiva k ochrané
buiikky pied apoptézou. Moduluje také tadu enzymi zodpovédnych za prevenci
peroxidace lipidli u ferroptozy. Déle interaguje s riznymi signalizaénimi drédhami, které
s podili na regulaci buné¢né smrti, jako je napi. NF- kB, coz mtize ovlivnit osud bunky
riznymi sméry. Aktivace Nrf2 je pro své antioxidacni a cytoprotektivni u€inky obecné
povazovana za prospéSnou, avSak dlouhodoba aktivace mtize pfispivat k nezadouci

odolnosti vici bunééné smrti, napt. pii chemoterapii.
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