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ANOTACE

Bakalafska prace predstavuje souhrn jadernych a bunéénych mechanismt, které doprovazi
fyziologicky proces starnuti clovéka. Duraz je kladen na podrobnéjsi zpracovani téch
mechanism, které se odehravaji v bunécném jadre a tykaji se DNA — zkracovani telomer,
nestabilita genomu a epigenetické modifikace. Dale je piedstavena fada genti a proteint z fad
enzymu a transkripcnich faktorti, které ovliviiuji dobu doziti, samotny proces starnuti
a pfipadnou dlouhovékost ¢loveka. Zavér prace je veénovan enviromentdlnim faktortm,
které¢ ovliviiuji proces starnuti pfes genom, epigenom, celou bunku a fyziologické procesy

organismu.
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DNA and the Longevity

ANNOTATION

The bachelor thesis presents a summary of nuclear and cellular mechanisms that accompany
the physiological process of human aging. From those, there is a focus on mechanisms that
occur in the cell nucleus and involve DNA — telomere shortening, genomic instability,
and epigenetic modifications. Furthermore, a group of genes and proteins including enzymes
and transcription factors are introduced as factors influencing lifespan, the process of aging
itself, and potential human longevity. The closing part of this thesis is devoted to environmental
factors that influence the aging process through the genome, epigenome, the entire cell,

and the physiological processes of the organism.
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UvVOD

Bakalafska prace shrnuje v literarni reSerSi prehled a podrobnéjsi charakteristiku DNA
v kontextu s dlouhovékosti  aprocesem  starnuti.  Zabyva se  problematikou

jak z genetického, tak z klinického hlediska.

vvvvvv

dnesnimu vyzkumu na poli dlouhovékosti a starnuti, a charakteristické znaky starnuti.
Tyto charakteristické znaky jsou sefazeny od Urovné genetické (na trovni DNA) pfes
epigenetickou az na uroven celé buniky. Podrobnéji jsou pfedstaveny vybrané charakteristické

znaky, které se ptimo tykaji DNA.

V dalsich  oddilech priace jsou popsany nejdiive geny, kter¢ se podileji
na dlouhovékosti — FOXO3 a APOE. Nasledné je piedstaven protein p53, dale enzymy sirtuiny
amTOR a Ctvefice transkripcnich faktorl, tzv. Yamanakovy faktory. Jak u proteinu,
tak 1uenzyml a transkripnich faktorti jsou popsany jejich funkce jako je oprava DNA,

umlcovani genti nebo naopak jejich aktivace pies epigenetické mechanismy.

Zavér prace tvoti souhrn enviromentalnich faktori, které pfimo ovliviiuji epigenom buiiky nebo
opravu DNA. Mezi tyto enviromentalni faktory patii kaloricka restrikce, pierusované
pustovani, chladova expozice, dale expozice vysokym teplotam, mentalni stres, fyzicka aktivita

a také spanek.
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1 TEORIE O STARNUTI

Jiz od staroveéku byl clovek v tésném kontaktu se svoji smrtelnosti, jejiz neoddélitelnou soucasti
je istarnuti. Pohled na toto téma se v pribchu staleti lisil, pfi¢emz roli hraly spolecenské
faktory, aspekt ndbozenstvi a kulturni vlivy. V poslednich staletich se pfirozené toto téma
zacalo zkoumat blize 1 z pohledu biologie. Existuje n€kolik definici starnuti. Jedna z nich tento
proces popisuje napt. jako ubikvitarni biologicky proces, ktery Usti v progresivni a nevratné
snizeni télesnych funkci vSech organovych systémi, a ktery je vyvolany akumulaci poSkozeni
vychézejicich z celé tady stresorit [1]. Mechanismy skryté za timto procesem popisuje fada

teorii, které budou podrobné;ji popsany v nasledujicich kapitolach.

1.1 Teorie akumulace mutaci

Jedna z prvnich modernich teorii o starnuti byla vefejnosti pifedlozena Peterem Medawarem
vroce 1952. Rika, Ze proces starnuti je zptisoben akumulaci §kodlivych mutaci v genomu.
Podle této teorie plati silny selekéni tlak pouze pro geny s vlastnostmi, které jsou dilezité
pro reprodukci. Pokud se v genomu nachazi riizné mutace gend, které zplisobi problém
az v pozd¢jsim veéku, télo jim nevénuje pozornost, protoze tyto mutace nijak neovliviiuji
schopnost reprodukce v mladi anejsou proto vystaveny tak vysokému selekénimu tlaku.

Tyto mutace jsou potom predavany do dalSich generaci [2].

1.2 Teorie antagonistické pleiotropie

Tato teorie byla vytvofena evolucnim biologem Georgem Williamsem v roce 1957. Zvazuje
nahled, Zze starnuti je vyvoldvano rtznorodou funkci konkrétnich genii ¢i jejich variant
na fenotyp Cloveéka v zédvislosti na véku. Tyto geny mohou poskytovat v mladém
areprodukénim véku evoluéni vyhodu, ale v pozd€jsim véku mohou tyto geny vést

k predispozici pro rtizna hereditarni onemocnéni [3].

1.3 Teorie téla na jedno pouziti

»leorie téla na jedno pouziti“ (z angl. Disposable soma theory) byla vytvoiena biologem
Thomasem Kirkwoodem v roce 1977. Tato teorie se zaméiuje na rozlozeni zdroji energie
v organismu jedince. Zékladem této teorie je pfedpoklad, Ze organismus ma omezené mnozstvi
zdroji energie. Tyto energetické zdroje musi rozdélit mezi péci o télesnou schranku (soma)

a vlastnosti dulezité pro reprodukci. Organismus se soustiedi na maximalizaci Sanci
15



na reprodukci, a také timto smérem velkou ¢ast energie poskytuje. Po skonceni reprodukéniho

véku vSak nedochézi k alokaci zdrojii na péci o télo, a tak dochazi k jeho postupné degradaci

[4].
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2 CHARAKTERISTICKE ZNAKY STARNUTI

Starnuti jako takové je vysledkem celé fady komplexnich procest, které na sebe piimo nebo
nepiimo navazuji, (viz Obrazek 1). Tyto procesy se odehravaji uz v bunééném jadre, v buiice
samotné i na vySsich urovnich jako jsou tkané€, organy, a nakonec 1 cely systém. Je proto obtizné
pro posouzeni procesu a progresivniho vyvoje starnuti vybrat jen jednu veli¢inu. Proto se
sestavila celd fada charakteristickych znakii (angl. Hallmarks of Aging), které tento proces ¢ini
jednodussim ke zhodnoceni. Charakteristickych znakti bylo ptivodné devét a byly definovany
vroce 2013. Patii mezi né nasledujici: naruSeni mezibunééné komunikace, vycerpani
kmenovych bunék, bunécna senescence, mitochondrialni dysfunkce, nestabilita genomu, ztrata
proteostazy, epigenetické modifikace, zkracovani telomer a (bunécnd) deregulace citlivosti
vuci zivinam [5]. V roce 2023 se ke vySe zminénym deviti znaklim pfidaly dalsi tii: omezena

makroautofagie, chronicky zanét a dysbioza stfevniho mikrobiomu [6]. V ramci tématu této

prace budou bliZze popsany ty znaky, které maji svlij bezprostiedni ptivod v DNA.

=@

Enviromentdlni
vlivy

L =
=l

Deregulace
citlivosti vaci

Bunééna
senescence

Mitochondrialni
. dysfunkce

-

Alterace
epigenomu

S - 3
& Ztrata '
proteostazy
Zkracovani
telomer

Obrazek 1: Propojenost jednotlivych faktorii ovliviwujicich starnuti, prevzato a
upraveno z: [17]

®
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2.1 Nestabilita genomu

V pribehu celého Zivota je lidsky organismus vystavovan celé fad¢é faktorti, které mohou mit
negativni dopad na genetickou informaci jeho bun€k. Z exogennich faktorti je nutno zminit
chemické vlivy (tézké kovy, kyslikové radikély, anthracen), fyzikalni vlivy (UV zafeni, RTG
zafeni, gama zafeni) a biologické vlivy (adenoviry). Mezi endogenni faktory ovliviiujici genom
patii replikacni chyby (nespravné parovani bazi, posun ¢teciho ramce), nespravné rozdéleni
chromozoml pifi mitdéze azmény poctu chromozomii v jadie — euploidie a aneuploidie.
Tyto faktory nasledné vedou ke strukturnim nebo numerickym aberacim. S pfibyvajicim vékem
chyb piibyva a jejich postupnou akumulaci dochédzi ke starnuti. Buiika ma sice opravné
mechanismy, které DNA opravuji, ale s pfibyvajicim v€kem jejich efektivita vyrazné klesa.
Na druhou stranu nestabilita genomu v podobé mutaci ma i sviij fyziologicky ucel. Ten tkvi
napf. ve velmi zasadni schopnosti B lymfocytd — diky castym bodovym mutacim
ve variabilnich ¢astech genti pro jejich imunoglobuliny dochazi k jejich obrovské diverzité

lehkych a tézkych fetézct, coz je tzv. somaticka hypermutace [6, 7].

2.2 Zkracovani telomer

Dal§im vyznamnym faktorem podilejicim se na procesu starnuti jsou telomery. Tyto koncové
¢asti chromozomi jsou slozené z repetitivni sekvence Sesti nukleotidt (5°-TTAGGG-3°) a hraji
dilezitou roli v jejich ochrané¢ — diky nim nejsou konce chromozomu rozpoznavany jako
fragmentovana DNA, coz by vedlo k nestabilit¢ chromozomu. S kazdym bunéénym délenim
se vSak telomery zkracuji. Pfi jejich dostatecném zkraceni potom dochazi bud’to k apoptoze
(fizena smrt bunky) nebo k zastaveni bunécného cyklu buniky, napt. v podobé bunécné

senescence (dalsi charakteristicky znak starnuti) [8].

Existuje vSak enzym, ktery dokdze telomery zp€t nasyntetizovat — telomeraza. Aktivita tohoto
enzymu je nejvyssi v kmenovych nebo embryondlnich buitkach, v mnoha jinych somatickych
bunkach je vSak aktivita velmi nizkd nebo zadnd. V pribchu zivota tedy stejné dochazi
k pomalému zkracovani telomer, coz vede k vySe zminéné nestabilité¢ genomu. ZvysSena aktivita
telomerazy by na prvni pohled mohla vzbuzovat pozitivni dojem, avSak i1 zde milize nastat
problém — vysoka aktivita tohoto enzymu se vyskytuje v nadorovych burikach, jelikoz jsou zde
naruseny regula¢ni mechanismy zajist'ujici jeji spravnou aktivitu. Existuje tedy velmi uzké

rozmezi, ve kterém telomeraza zajist'uje idealni dosyntetizovani telomer [9].
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2.3 Epigenetické modifikace

Velmi dualezitym charakteristickym znakem starnuti je postupna zména epigenomu
s pribyvajicim v€kem. Epigenom lze popsat jako soubor dédi¢nych znakt, které ale nejsou
ptitomny v nukleotidové sekvenci, nybrz ,,nad* ni, napf. v podob¢ kovalentnich modifikaci bazi
DNA a histont. Tyto znaky hraji dilezitou roli v pfepisovani genetické informace z DNA

az do proteind, slouzi totiz jako tzv. ,,vypinae geni“ — dokazou tlumit (nebo naopak

podporovat) jejich expresi [10].

2.3.1 Methylace DNA

Jednou zvySe zminénych modifikaci DNA je jeji methylace. Ta probihd na 5. uhliku
heteroaromatického kruhu cytosinu v oblastech CpG — cytosin-guanin dinukleotidii. Pokud jsou
cytosiny v téchto oblastech namethylované, dochazi k uml€eni genu, uvnitt kterého se cytosiny
nachazi. Methylaci katalyzuje rodina enzymu TET (7en-Eleven Translocation). Tato methylace
ale neni ireverzibilni, demethylace je opét katalyzovana enzymy, tentokrat
methyltransferdzami. S pfibyvajicim vékem potom dochazi k tzv. epigenetickému driftu, kdy
jsou CpG oblasti bud’ méalo methylované nebo naopak pfili§ methylované. Tim dochézi k vétsi
¢i mensi (nebo také k Zadné) expresi celé fady gentl, coz vede napt. k vySe zminéné nestabilité

genomu [11].

2.3.2 Modifikace histonu

Dalsim dilezitym epigenetickym mechanismem jsou rizné modifikace histont. Histony jsou
evoluéné zachovalé bazické proteiny bohaté na aminokyseliny arginin a lysin, které tvofi
v bunécném jadie oktamery. Tyto oktamery obsahuji vzdy po dvou kopiich ¢tyit zdkladnich
histoni — H2A, H2B, H3 a H4. Diky svému kladnému néboji interaguji se zaporné nabitou
DNA, kterd se nasledné kolem histonu obto¢i — nékdy se tento jev ptirovnava ke koralkiim
na niti. Spole¢né¢ tvofi histony s DNA zakladni strukturu chromatinu [12]. Chromatin je
dalezitou strukturou ve smyslu jeji regulacni funkce — kdyz je DNA navinuta kolem histoni,
nemuze dojit k transkripci DNA, geny v této oblasti jsou tedy uml€eny. Tato vlastnost se mize
lisit po posttransla¢nich upravach histonu, napf. methylace nebo acetylace, kdy opét muiize
dochazet k ptiliSné nebo nedostatecné translaci geni. Umlcovaci schopnost histont je také
dalezita pro heterochromatin — v idedlnim pfipad¢ nejsou diky histonim tyto nekddujici
sekvence DNA vibec transkribovany. Po jejich epigenetické modifikaci vSak k této transkripci

dochdzi, coz vede k nadmérné zatézi pro bunku. Tyto zmény na histonech se v pribéhu naseho
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zivota akumuluji, coz poté piispiva ke starnuti jak bunky, tak celého organismu [13].
Kromé vyse zminénych jevl existuji i dalsi epigenetické mechanismy ovliviiujici starnuti, napf.
zmény chromatinu nebo vlivy tzv. ncRNA (non-coding RNA) [6]. Methylace DNA

a modifikace histont jsou vSak ty nejdéle znamé a nejlépe prozkoumané.

Z vyse uvedenych informaci lze usoudit, Ze genom, jeho piipadné nestabilita a epigenetické
mechanismy hraji dilezitou roli v procesu starnuti a také v dlouhovékosti. Epigenetické
informace jsou do urcité¢ miry dédéné stejné jako genetické [14], ale na rozdil od genetiky
je epigenetika do velké miry ovlivnitelnd enviromentdlnimi faktory, coZ z ni ¢ini nadé&jny cil
vyzkumu v mnoha odvétvich. Ackoliv se jednotlivé odborné zdroje do urcité miry lisi,
je uvadéno, Ze délka lidského Zivota je dédi¢na cca z 20 % az 30 % [15, 16]. Do této dédi¢nosti
musime zapocitat 1 dalsi faktory jako je metabolismus a odpovedi organismu na vnéjsi podnéty
a také prostiedi, v némz se organismus nachazi prevaznou ¢ast svého zivota. Pokud se jedna
o geny, které jsou piimo spojené s dlouhovékosti, tak jsou nejvice zminlované geny FOXO3
a APOE, které budou dale zminény v ptedlozené bakalaiské praci. V soucasnosti se vyzkum
zamétuje na epigenetické aspekty starnuti a dlouhovékosti, protoze tyto procesy lze ovlivnit jak

zivotnim stylem, tak riznymi chemickymi latkami, ale i dal§imi vnéjS$imi vlivy.
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3 GEN FORKHEAD BOX 03

FOXO3 (z anglického nazvu Forkhead box O3), je oznaCeni pro gen lezici na dlouhém raménku
6. chromozomu, piesnéji v oblasti 6g21. Neékdy ho Ize identifikovat pod nazvem
FOXO02, AF6q21 ¢i FKHRLI. Tento gen kdduje protein FoxO3, ktery slouzi jako transkripéni
faktor — reguluje prepis DNA do mRNA. Charakteristicky tvar proteinové domény tohoto
transkripéniho faktoru dava nasledné vzniknout nazvu a zaradit ho do rodiny transkripcnich

faktord s podobnou strukturou jejich domén — tzv. forkhead family [18].

Regula¢ni aktivita tohoto proteinu zasahuje do Siroké Skaly bunécnych procest jako je
energeticky metabolismus (pfes inzulinovou signalizaci), boj proti oxidacnimu stresu, apoptdza

¢i regulace bunécného cyklu, viz Obrazek 2 [19].

Stres
metabolicky, oxida¢ni, Gbytek insulinu nebo ristového faktoru (IGF)

’

Glukoneogeneze % % Proteostaza
Oprava DNA «— § Autofagie

Mitofagie
Zastaveni bun&ného cyklu \ itofagie

. , Lipofagie
Homeostaza kmenovych bunek

Degradece volnych radikala

Imunomodulace s P
© Udrzovani redoxniho

Diferenciace bun&k potencialu v buiice
Regulace ~ Navozeni

bunééné smrti APOPLOZy

!

Ochranna funkce proti Diabetes mellitus 11.
typu, kardiovaskularnimi onemocnénimi,
rakoviné a neurologickym porucham

}

Zdravé starnuti, zvy$ena doba doziti

Schéma 1: Rozsireny vycet regulacnich funkci FoxO3 v burice, prevzato a
upraveno z: [18]

S dlouhovékosti byva spojend varianta FOXO3 genu — G alela. Jednd se o pfipad
jednonukleotidového polymorfismu (zkratkovit¢ SNP — Single Nucleotide Polymorphism),
kdy rozdil mezi alelami je dan pouze zménou jednoho nukleotidu. V roce 2019 probihal
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vyzkum zkracovani telomer na skupiné 121 Okinawskych obyvatel (ostrov, Japonsko) ve véku
od 25 do 94 let. Tito jedinci m¢li ve svém genomu piitomnou jednu nebo dvé kopie G alely.
Bylo zjisténo, Ze oproti jedinclim s vétSinovou variantou FOXO3 méli nosi¢i G alely vyrazné
snizenou miru zkracovani telomer v jadrech perifernich leukocyti. Jedinci s vétSinovou
variantou genu piijdou za rok zhruba o 33 pard bazi, zatimco zkoumand skupina pfisla
primérné pouze o 2 pary bazi na osobu za rok. Podobné vysledky byly pozorovéany i v jinych

studiich zabyvajicich se touto problematikou [20].

Mezi nimi byla i studie z roku 2024, kterd posunula tento poznatek jesté dale. Byla studovéana
skupina 325 Okinawskych obyvatel ve véku 19-104 let, kterd byla rozdélena do dvou
podskupin, a to na skupinu 19-54 let (mladsi dosp¢li) a skupinu 55 let a vySe (starsi dospéli).
Na leukocytarnich telomerach bylo zjisténo, ze mladsi dospéli s TT genotypem (vétSinova
varianta genu) sice méli delsi telomery nez jedinci s G alelou, ale ve skupiné starSich dospélych
byl zpozorovan mensi ubytek telomer u jedincti s G alelou. Déale byla pozorovana aktivita
telomerazy. Zjistilo se, zZe starsi jedinci s G alelou méli vétsi aktivitu telomerazy nez jedinci
s TT genotypem. Nebyl vSak zjistén presny mechanismus ovlivnéni telomerazy. Co se tyce
exprese FoxO3 proteinu, jedinci s G alelou v obou vykazovali vyss§i miru exprese nez jedinci
s TT genotypem. Také byla studovana hladina IL-6 (prozéanétlivy cytokin) aIL-10
byla pozorovana snizend plazmaticka hladina IL-6 oproti starSim Zenam s TT genotypem
a star§ich muZza s obéma variantami genu. Naopak hladina IL-10 byla u starSich nositeld G alely
vys$§i nez umuzi s TT genotypem azenami s obéma variantami genu. Lze tedy soudit,
ze G alela genu FOXO3 a jeji protein FoxO3 hraji roli ve vice mechanismech, které ptispivaji

k dlouhov¢kosti [21].

3.1 Regulace genu Forkhead box O3

Vyse uvedené mechanismy vSak musi byt néjakym zplisobem fizeny. Tyto procesy
se odehravaji ptes posttranskripéni a posttranslacni Upravy proteinu. Posttranskripni upravy
jsou regulovany miRNA, kratkymi fetézci RNA, které se vazou na mRNA. Tim tlumi translaci
proteinu nebo indukuji degradaci mRNA, na kterou jsou navazany [22]. Posttransla¢ni Gpravy
maji na regulacni funkci FoxO3 vétsi dopad. Mezi né patii hlavné fosforylace, acetylace,

methylace a ubiquitinace [23].
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3.2 Vyhledy do budoucna

Ackoliv je v mnoha studiich spojovana hlavné G alela genu FOXO3 s dlouhovékosti, presny
mechanismus tohoto Uc¢inku neni zcela znam. I vétSinova varianta genu hraje klicovou roli
v celé fadé bunéénych procesi, které jsou pro zdravé starnuti dilezité. Cast vyzkumu je proto
vénovana 1 modulatortim posttranslacnich uprav FoxO3, které by mohly byt do budoucna

terapeutickym cilem 1€¢by nemoci spojenych se starnutim [24].
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4 GEN PRO APOLIPOPROTEIN E

DalSim genem casto spojovanym s dlouhovékosti je gen APOE. Nachazi se na dlouhém
raménku 19. chromozomu, pfesnéji 19q13.32. Jak uZz napovidd ndzev, gen APOE koduje
apolipoprotein E, ktery se nachdzi na povrchu chylomikront a je dulezity pro jejich funkci

v metabolismu tuka, hlavné triacylglycerolt a cholesterolu [25, 26].

Gen APOE ma 3 alely: €2, €3 a 4. Rozdil mezi alelami je pouze v jedné bazi na dvou mistech,
jedna se tedy o jednonukleotidovy polymorfismus. Ten vede k mozné nahradé aminokyseliny
cysteinu za arginin na kodénech 112 a 158. Alela €2 kdduje na obou pozicich cystein. Alela €3
koéduje na kodénu 112 cystein a na kodéonu 158 arginin. Alela €4 koduje arginin na obou
kodonech [27]. Kazdy jedinec si nese ve svém genomu 2 alely, které maji kodominantni

charakter [28].

Statisticky se u ¢loveka celosvétoveé nejcastéji vyskytuje €3 alela. Druhou nejéastéjsi alelou

je alela €4, a nejméné Casta je alela €2 [29].

4.1 Vliv genu apolipoproteinu E na dlouhovékost

Zajem o tento gen v souvislosti s dlouhovékosti zacal jiz v 90. letech minulého stoleti,
kdy mimo jiné vznikla studie zamétujici se na vliv genu APOFE a genu ACE (gen kodujici enzym
angiotensin konvertdza) na delsi dobu doziti ve spojitosti se zvySenym rizikem
kardiovaskularnich chorob. Vytvoftila se skupina skladajici se z 338 centarianti a kontrolni
skupina dospélych ve véku 20 — 70 let. Bylo zjisténo, Ze alela ¢4 genu APOE byla mén¢ Casta
u skupiny stoletych nez u skupiny kontrolni. Naopak alela €2 se u skupiny stoletych
vyskytovala vice nez u skupiny kontrolni, coz byl pfekvapivy fakt vzhledem k tomu, Ze tato

alela s sebou pfinasi vyssi riziko vyskytu hyperlipidémie [30].

V pribéhu let bylo dale v mnoha studiich ovéfeno a potvrzeno vySe zminéné zastoupeni
jednotlivych alel genu ustarsi populace. Vroce 2019 byla publikovdna metaanalyza
celogenomych asocia¢nich studii na téma korelace urcitych gent s dlouhovékosti. Byli vybrani
jedinci, ktefi piezili nad 90. a 99. percentil véku. Jako kontrolni skupina byla vybrana skupina
jedinct, ktefi zemieli pfed dosazenim véku odpovidajicimu 60. percentilu doziti. Tato studie
se mimo jiné geny zabyvalai genem APOE. Alela €4 byla spojena se snizenou $anci na dosazeni
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dlouhovékosti. Naopak alela €2 byla propojovana se zvysenou Sanci na dosazeni pokrocilého

veéku [31].

Uginek alely €4 na dobu doziti je z velké &asti spojovan s Alzheimerovou chorobou. Je znamo,
ze pritomnost alely €4 v genomu zvysuje riziko vyskytu této nemoci. Naopak alela €2 toto riziko
snizuje [32]. Dalsi studie z roku 2020 zjistila, ze alela ¢4 podminiuje u jejich nosic¢t o zhruba 10
alela €2 vykazuje spiSe protektivni ucinky. V asocia¢ni studii z roku 2020 byla zkoumdana
spojitost alely €2 s fenotypy spojenymi se starnutim. Po dobu zhruba deviti let byla sledovana
skupina 379 000 ucastnikti ve véku 40 az 70 let. Bylo zjiSténo, Ze nositelé €2 alely méli oproti
jedincim s €3 alelou snizené sérové hladiny celkového cholesterolu a LDL. Byla pozorovana
1 hladina triacylglycerolli, pficemz tyto hodnoty byly uhomozygoti alely €2 vySS$i nez
u heterozygott s €2 alelou (£2/e3). Tyto hodnoty byly spojeny s rizikem vyskytu ischemické

v

To vSak neplatilo u homozygotl €2, ktefi tento protektivni u€inek nevykazovali [34].

Ackoliv mechanismy, kterymi gen APOE a jeho protein zasahuji do buné¢ného starnuti nejsou
do dneska plné odhaleny, studie zroku 2022 ukazala novy nahled na tuto problematiku.
Zkoumani mezenchymovych kmenovych bunék odhalilo, ze se v nich apolipoprotein E
kumuluje, a tim se pfimo podili na bunéné senescenci dané bunky. Senescence nastala
po degradaci proteinti jaderné laminy a ¢asti heterochromatinu epigenetickymi mechanismy,
coz nasledné vedlo k transkripci repetitivnich sekvenci heterochromatinu. Tento jev nasledné

urychloval buné¢nou senescenci [35].

Gen APOE je stale frekventovanym objektem studii, at’ uz v oblasti vyzkumu Alzheimerovy
choroby, kardiovaskularnich onemocnéni nebo dlouhovékosti. Je tomu tak kvili moznym
terapeutickym intervencim plynoucich z pochopeni mechanismit vlivu na vySe zminéné

choroby.

25



S PROTEIN pS3

Protein p53, spiSe znamy pod jinym nazvem jako ,strdZce genomu®, je tumor supresorovy
protein, ktery funguje jako transkripéni faktor. Je kodovan genem s nazvem Tumour Protein
p33 (zkracené TP53), ktery lezi na kratkém raménku 17. chromozomu, presnéji 17p13.1 [36].
Tento gen je dlouhy 20 kb amaé 11 exonda, které koduji samotny protein skladajici se z 393
aminokyselin. V neposkozenych somatickych buikach lidského téla se nachédzi v nizkych
koncentracich, a navic v inaktivni formé. Za inaktivaci proteinu odpovidd enzym s nadzvem
Mouse double minute 2 (zkrdcené MDM?2). Tento protein oznaci (ubikvitinuje) protein p53
atim ho posila k degradaci do proteazomu [37, 38]. Nejdiive byl p53 povazovan
za onkoprotein, jelikoz se vysoké koncentrace tohoto proteinu nachazely v rakovinnych
bunkach. Pozdéji se vSak zjistilo, Ze onkogenni vlastnosti maji pouze varianty vzniklé
ze zmutovanych verzi genu 7P53, a ze nezmutovand verze proteinu ve skutecnosti buniku
naopak chrani. Zajimavym faktem je 1to, Ze mutace genu 7P53 jsou nejvice pozorovanymi
a nejbéznéj$imi mutacemi pii vyskytu rakoviny u lidi. Mezi dilezité funkce p53 patii regulace
bunééného cyklu, indukce oprav DNA v reakci na jeji poskozeni, navozeni apoptézy nebo
senescence ataké regulace nckterych metabolickych drah. VSechny tyto funkce tkvi
ve schopnosti proteinu p53 ovlivilovat transkripci raznych gentt do mRNA, coz ma za disledek

expresi prislusnych proteintl, které nasledné plni svoje specifické funkce [37].

5.1 Protein p53, gen TP53 a jejich vztah ke starnuti a dlouhovékosti
Dodnes je protein p53 nejvice znam pro jeho tumor-supresorové vlastnosti. Jeho rozliéné

funkce v buiice ale zasahuji i do dalSich procest, napt. do procesu starnuti, (viz Obrazek 3).

Prvnim vyznamnym piispévkem je schopnost tohoto proteinu navodit zastaveni bunécného
cyklu. Po expresi proteinu p21 pomoci signalizace proteinem p53 dochazi v ptipadé poskozeni
DNA k zastavé cyklu, to ale nemusi byt permanentni — zélezi na rozsahu poskozeni a na dobé
trvani signalu. Pokud je poSkozeni DNA mirné a signal je kratkodoby, builka se mtze pokusit
DNA opravit (opét s pomoci p53) a pokud se to podafi, mize pokracovat v ramci své existence
v bunééném cyklu dale. Pokud je poskozeni natolik zavazné a signalizace pouze
kratkodobd, dochazi k apoptoze buiilky. Mechanismy oprav DNA si nedokazou s poskozenim
poradit. Je zde jesté¢ dalSi moznost — poSkozeni je sice mensiho rozsahu, ale signalizace

je dlouhodobé¢jsi. Pro bunku je to signal vstoupit do tzv. senescentniho stavu. U vSech tii
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moznosti p53 hraje dalezitou roli, zalezi vSak na dal§ich proménnych v podobé ostatnich
spolupracujicich signalnich molekul. Neda se tak fict, ze tato vlastnost p53 je pouze kladna
nebo zaporna vici procesu starnuti — p53 se sice vyznamné podili na opravach DNA

a stabilizuje genom, ale zaroven se podili na navozeni bunécné senescence [39].

S bunécnou senescenci souvisi nejen samotna aktivace pomoci proteinu p53 a signdlnich
molekul, ale také tzv. izoforma p53. V soucCasné dob¢ je zndmo 12 zkracenych forem tohoto
proteinu, které vznikaji bud posttranskripénimi upravami mRNA nebo posttranslacnimi
upravami proteinu. Z téchto izoforem jsou dvé spojovany s bunéénou senescenci — izoformy
A133p53a a p53p. Obé izoformy spolupracuji s plnohodnotnym proteinem p53 a maji vliv
na funkci transkripéniho faktoru, maji vSak opa¢né funkce. Izoforma p53 indukuje navozeni

senescence, zatimco izoforma A133p53a senescenci inhibuje [40].

Dalsi problematika se netyka pouze proteinu p53, ale ijeho genu — TP53. Vyskytuji se u n¢j
jednonukleotidové polymorfismy. Nejcastéjsi SNP se vyskytuje na kodonu 72, a existuji dvé
alely — P72 a R72. Alela P72 koduje protein s prolinem na pfisluSném misté, zatimco alela R72
koduje arginin. Ve studii z roku 2018 se zjistilo, Ze protein kddovany alelou P72 vykazuje nizsi
tumor-supresorovou aktivitu nez protein kédovany alelou R72 za cenu pozdéjsiho nastupu
procest spojenych se starnutim. Studie se provadéla na souboru 300 mysich jedincti, kterym
byla do genomu vlozena bud’ alela P72 nebo alela R72 genu 7P53 misto odpovidajiciho genu
umys$i — TRP53. Zjistilo se, ze ipfes zvySené riziko vzniku néddoru mysi s alelou P72
vykazovaly pozdé€jsi nastup fenotypovych projevii spojenych se starnutim (zaktiveni
patete, ubytek kostni hmoty, ztenceni kiize a podkozniho tuku a schopnost hojeni kuze
po poranéni) oproti skupiné s alelou R72. Dale byla u skupiny s alelou P72 pozorovéana lepsi
schopnost hematopoetickych kmenovych bunék si udrzet regeneraci

kmenovych/progenitorovych bunék béhem starnuti, coz je zasadni déj pro regeneraci tkani [41].

Funkce proteinu p53 v procesu starnuti jsou stdle zcasti neprozkoumané kvili jeho
komplexni, slozité a n€kdy protichiidné roli v bunéénych pochodech. Existuji vSak studie, které
zkoumaji mozné terapeutické intervence zahrnujici pravé p53. Jedna znich je zroku 2024

a navrhuje pouziti tzv. malych molekul — inhibitorti vazby p53 na MDM?2 [42]. I tak je zde vSak
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jesté pfiliS mnoho nezndmych mechanismi, které je potfeba prozkoumat pied redlnym

zuzitkovanim pozitivnich vlastnosti p53.
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Ovlivnéni doby Zivota a pripadné dlouhovékosti
Obrazek 2: Rozdilna tumor-supresorova aktivita alel R72 a P72 pro gen kodujici protein p53
porovnand s nastupem znakii spojenych se starnutim, prevzato a upraveno z: [41]



6 SIRTUINY

Sirtuiny, (jsou také zndmy pod zkratkou SIRT: Silent Information Regulator) nalezi do rodiny
enzymi, blize NAD'-dependentni histonové deacetylazy, odebirajici acetylové zbytky
z proteint. [43]. Jejich klasifikace dle EC je 2.3.1.286. [44]. V souCasné dob¢ je zndmo sedm

savcCich sirtuinu.

Sirtuiny byly poprvé popsany v 70. letech 20. stoleti védcem Amarem Klar na kvasince
Saccharomyces cerevisiae po objevu genu Sir-2, ktery koduje enzym Sir2 [45]. VySe zminéné

savCi sirtuiny maji rozdilnou bunéénou lokalizaci, a tedy 1 rozlicné funkce, (viz Obrazek 4).

Sirtuin 1 (SIRT1) je savéi obdobou proteinu Sir2 kvasinky Saccharomyces cerevisiae [46].
Jeho lokalizace je prevazné v bunééném jadie. Zastava vice funkci, napt. hraje roli v regulaci
bunééného cyklu, indukuje opravu DNA, zpomaluje apoptdzu a reguluje bunécnou senescenci

nezralych buné¢k [47].

Sirtuin 2 (SIRT2) hraje dualezitou roli v ochrané pied oxidativnim stresem [48], a je také
proteinem kontrolniho bodu rané¢ metafaze mitézy, kde zastava funkci ochrany pied formaci

polyploidnich bun¢k [49]. Jeho bunécna lokalizace je v bunééném jadie a cytoplazmé [50].

Sirtuin 3 (SIRT3) se primarn¢ nachazi v mitochondriich, ackoliv miize migrovat do jadra
¢1 do cytoplazmy [50]. Ve studii provadéné na mysich [51] bylo zji$téno, ze v mitochondriich

aktivuje geny PCG-1aa UCP-1, ¢imz se podili na termogenezi organismu.

Sirtuin 4 (SIRT4) je sirtuinem nachdzejicim se pouze v mitochondriich, piesnéji
v mitochondrialni matrix. Nepodili se na opravovani DNA, ale vykazuje enzymatickou aktivitu

proti oxidativnimu stresu vyprodukovaném v procesu bunécné respirace [45].

Sirtuin 5 (SIRTS) se vyskytuje pfedev§im v mitochondriich. Podili se na regulaci Krebsova
cyklu a B-oxidace. Studie [52] provedena v roce 2022 na mySich ukdzala protektivni efekt
SIRTS proti kachektinem indukované senescenci mezenchymalnich kmenovych bunék (MSCs)

a tim padem ptedchazeni bunéénému starnuti.
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Sirtuin 6 (SIRT6) je primarné jaderny sirtuin, byl vSak nalezen i v bunééném cytozolu [53].
Se SIRT1 piedstavuje hlavni pfedmét zajmu ve vyzkumu starnuti, jelikoz jeho zvysena aktivita
je spojovana s ovlivnénim pravé procesu starnuti [54]. Ve studii [55] byly studovany
metafazické chromozomy pfipravené z mySich embryonalnich fibroblastovych bungk, které
vSak byly geneticky modifikovany tak, aby neexprimovaly SIRT6. U téchto chromozom byl
zaznamenan vySSi vyskyt aberaci zahrnujicich fragmentaci chromozomil a odpojeni

centromery. Lze tudiz predpokladat, ze SIRT6 hraje roli v potlacovani genomové nestability.

Sirtuin 7 (SIRT7) se jako jediny nachazi v bunééném jadérku, aje prozatim nejméné
prostudovanym sirtuinem. Jeho funkce v jadérku zahrnuje expresi ribozomalni RNA, opravu

poskozené DNA a regulaci kompaktnosti chromatinu [56].

SIRT7
SIRT1

SIRT2 &
SIRT3 ="
SIRT6

SIRT7 ="

SIRT1 «&*
SIRT2
SIRT3 ="
SIRTS «=~

SIRT3

SIRT4

SIRTS = migrating sirtuin

Obrazek 3: Bunécna lokalizace jednotlivych  sirtuinii
v eukaryotické burice, prevzato z: [45]

6.1. Sirtuiny a bunécna senescence

Pro zacatek je vhodné nadefinovat a osvétlit pojem bunécna senescence.

Bunécnd senescence je definovana jako proces, pii kterém dochazi k permanentnimu zastaveni

bunééného cyklu v Gl fazi, k morfologickym zméndm a sekreci cytokinl. Jednd se
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o strategickou odpovéd’ buiiky na poskozeni DNA ¢i pfilisné zkraceni telomer. Tato odpovéd’

slouzi k prevenci napt. maligniho zvratu buiiky.

V idedlnim pfipad¢ je senescence bunky kratkodoba, nésledovand odpovédi imunitniho
systtmu (reakce na sekretované cytokiny) akoncici eliminaci senescentni bunky.
S ptibyvajicim vékem ale pocet senescentnich bunék stoupa a télo si s t€émito pocty nedokdze
efektivné poradit. Senescence muze byt dlouhodobd, apostizend bunka mé schopnost

komunikovat s buitkami sousednimi, a tim je ovliviiovat.

Sirtuiny, jak jiz bylo vySe zminéno, indukuji opravu DNA, blizce proto souvisi s buné¢nou
senescenci. Lze fict, ze slouzi jako jeden z mechanismu prevence vici tomu, aby k tomuto jevu
vubec doslo. Diive nez by se postizena builka pfemeénila v senescentni, byla by opravena a byla

stabilizovéna jeji DNA. [57, 58].

Bunécna senescence je dnes povazovana za jeden z charakteristickych znak starnuti. Snizeni
vyskytu tohoto jevu, napt. pomoci sirtuind, muze prodlouzit jak zivot buiiky, tak i organismu.

[58, 59].

6.1 Aktivatory sirtuina

6.1.1 Resveratrol

Systematickym nazvem trans—3,4‘,5—trihydroxystilben, spiSe zndmy jako resveratrol,
je v ptirod¢ vyskytujici se polyfenol, ktery mizeme najit napt. v bobulovitém ovoci jako jsou
borlivky, Svestky ¢i ¢ervené hrozny, déle také v jablkach a arasidech [60]. Kromé¢ jeho Gc¢inku
na sirtuiny vykazuje také antioxidacni, protizanétlivé a hepatoprotektivni vlastnosti. Funguje

také jako vazodilatancium [61]. Jedna se nejznam¢jsi aktivator sirtuinti.

Vroce 2020 byla provedena studie na krysiach zkoumajici neuroprotektivni vlastnosti
resveratrolu. Krysdm s kombinovanym Diabetes mellitus a Alzheimerovou chorobou (nemoci
s vyssi prevalenci u pokrocilejsiho véku) bylo podavéno 25 mg/kg resveratrolu po dobu péti
tydnii, pficemz byly vytvofeny jak kontrolni skupiny s placebem, tak kontrolni skupiny
s inhibitorem SIRT1 pro potvrzeni role SIRT1 v Gc¢inku resveratrolu. M¢éfily se kognitivni

funkce my$i pomoci jejich chovéani, poté probéhly biochemické analyzy aktivity
31



acetylcholinesterazy, superoxiddismutazy a dalsi testy. Samoziejmé byla méfena i mira exprese

Sirt] pomoci Western blottingu.

Ukazalo se, ze resveratrol mirnil kognitivni deficit krys, dale byly ¢aste¢né potlaceny zanétlivé

procesy a zvysila se aktivita SIRT1 v mozkové tkani [62].

6.1.2 Kurkumin

Jak uz napovida nazev — kurkumin (systematickym nazvem diferuloylmethan), tak tuto latku je
mozné najit v kurkumé dlouhé (Curcuma longa), kterd se kromé potravinaiského odvétvi
v podobé kotfeni vyuzivd iv mediciné ataké v kosmetickém primyslu [63]. Vykazuje
antioxidacni, protizanétlivé ucinky a funguje jako aktivator sirtuini [64]. Kurkumin ovSem
vykazuje jednu nepiivétivou vlastnost, a tou je nizka biodostupnost u ¢lovéka. V soucasnosti
probiha kromé studii pozitivnich efektd i vyzkum, ktery se zamétuje na zvyseni biodostupnosti

této chemické slouceniny [65].

Vroce 2017 byla provedena studie na potkanech s chronickou obstrukéni plicni nemoci
z vystaveni cigaretovému koufi, u kterych byla pfitomna mitochondrialni dysfunkce kosterniho
svalstva. Byla podana lécba kurkuminem (100 mg/kg) oproti nelécené skupiné, a bylo
pozorovano napi. zmirnéni atrofie svalovych vldken a zmirnéni zanétu dychacich cest. Dale se
studie zaméfila na stav mitochondrii: u potkanti suplementovanych kurkuminem se obnovila
intergrita bunééné membrany a mitochondridlnich krist. A také bylo pfitomné i vétsi mnozstvi
mitochondrii. Tyto efekty byly zprosttedkované pies zvySenou expresi mRNA pro proteiny

SIRT3 a PGC-1a [66].

6.1.3 Pterostilben
Sloucenina se systematickym nazvem 3',5'-Dimethoxy-resveratrol, znama pod nazvem
pterostilben, je analogem resveratrolu s podobnym farmakologickym efektem. Rozdil mezi

nimi je krom¢& molekularni struktury i vétsi biodostupnost pterostilbenu [67].

Nahodné rozdélena, dvojité zaslepena a placebem kontrolovana klinicka studie z roku 2017 se
120 zdravymi jedinci ve véku 60-80 let studovala efekt kombinace pterostilbenu (PT)
a nikotinamid ribosidu (NR) na zvySeni hladin NAD" za 8 tydnii suplementace. Zjistilo se, Ze
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pti standardni davce tohoto dopliku stravy (250 mg NR + 50 mg PT) denné se zvysila
plasmatickd koncentrace NAD" 040 %, apfi dvojitt diavce 090 % po 4 tydnech
sledovani, pricemz tento efekt pretrvaval az do konce suplementace. Nebyly pozorovany zadné
vyrazné vedlejsi ucinky oproti placebo skupiné. I pres nedostatky studie jako je homogenita
studované populace (pievazné postarsi jedinci europoidni rasy) se ukazaly jisté piinosy

a moznost dal$iho vyzkumu [68].

Jak jiz bylo uvedeno diive, NAD" je kofaktorem sirtuini, proto je nepostradatelnou souc¢asti

jejich fungovani.

6.1.4 Dalsi slou¢eniny

Aktivatora sirtuint je velké mnozstvi, které se neustale zvysuje. Vyse zminéné sirtuiny jsou jen
ty nejznam¢jsi. Je snaha zkoumat jak aktivatory vyskytujici se v ptirodé, tak i syntetizovat
nové. V soucasnosti existuji dvé generace syntetickych latek vychéazejicich z resveratrolu

a jemu podobnych slou¢enin [60].

6.2 Spojitost sirtuinii se starnutim a jejich kontroverze

Sirtuiny jsou v nékterych studiich povazovany za jedny z moznych endogennich faktora
asociovanych se starnutim. Jejich zvySena aktivita v buitkach organismu pomaha snizit riziko
metabolickych poruch a vzniku nékterych typii rakoviny [69]. Jejich epigeneticka aktivita, tedy
schopnost umlcovat expresi nékterych genti pomoci deacetylace histonti, a schopnost
stabilizace a indukce opravy DNA, z této skupiny enzymu déla slibny objekt zajmu mnohych

studii.

K objektivizaci této skupiny enzymd je ale potfeba uvést to, Ze o sirtuinech nepanuje v odvetvi
vyzkumu dlouhovékosti jednotny nazor. Téma sirtuini po objevu jejich efekti na doziti
kvasinek zazilo obrovsky zijem ve vyzkumu iu Siroké vefejnosti, jelikoz enzymy byly
popisovany jako univerzalni regulatory starnuti. Velkd medializace vytvorila tlak na cast
vyzkumnych skupin, které potom ignorovaly negativni vysledky vyzkumu a zaroven
glorifikovaly vysledky pozitivni. Doslo tedy k naruseni objektivity tohoto tématu a tento
problém pietrvava do jist¢ miry dodnes. Nékteré studie resveratrolu napi. uvadély falesnou

pozitivitu vysledkii kvili interakci tohoto aktivatoru sirtuinii s fluoroforem. DalSim faktem
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je, ze 1kdyz je skupina enzyml evolu¢né konzervovand od kvasinek az po savce vcetné

vvvvvv

vvvvvv

Sirtuiny jsou bezpochyby zajimavou skupinou enzym, kterd si zaslouzi své misto v fadé
enzymu pii vyzkumu dlouhovékosti. Je ale potieba jim nepfipisovat pfiliSnou dualezitost

a potencial, a brat je jako soucast vétsiho, komplexnéjsiho celku, kterym proces starnuti je.
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7 SAVCI CIL RAPAMYCINU

Sav¢i cil rapamycinu — mTOR (z angl. mammalian target of rapamycin) je evoluéné zachovany
enzym, konkrétn¢ serin-threoninovéa kinaza. Tento enzym lze najit v eukaryotnich buiikach
kvasinek, hlistic asamoziejmé savcl. Za timto ponékud slozitym nazvem  stoji
skutecnost, Ze pfirozeny inhibitor tohoto enzymu, rapamycin, byl objeven dfive nez enzym
samotny [71]. Enzym ma c¢islo EC 2.7.11.1 a je kédovan genem lokalizovanym na kratkém

raménku 1. chromozomu, blize 1p36.22 [72, 73].

Rapamycin byl objeven roku 1975 ve vzorku pidy z Rapa Nui, tedy Velikono¢niho ostrova,
v mikroorganismu Streptomyces hygroscopicus. Zjistilo se, ze ma antimykotické vlastnosti
ajako antimykotikum byl pozdéji klasifikovan. Nasledny vyzkum zjistil, ze ma téz
imunosupresivni vlastnosti — inhibuje proliferaci T-lymfocytt [ 74, 75]. Této vlastnosti se zacalo
pozdéji vyuzivat v transplanta¢ni medicin€ — pod komerénim ndzvem Sirolimus byl a dnes stéle

je rapamycin vyuzivan jako imunosupresivum u pacientd s transplantovanou ledvinou [76].

7.1 Funkce sav¢iho cile rapamycinu

V buiice méa tento enzym celou fadu funkci. Podili se napf. na regulaci bunétného
metabolismu, katabolismu latek, imunitnich odpovédi a autofagii, ato za cilem udrzeni
homeostazy buiiky. Miize tvofit dva komplexy — mTOR complex 1 a 2 (zkracené¢ mTORC1
amTORC2), pficemz kazdy ma jinou funkci. mTORCI1 aktivuje nékteré translacni faktory
areguluje tvorbu lysozomt, mTORC2 napf. ovliviiuje cytoskelet buiiky. NaruSeni drah,
ve kterych figuruji tyto dva komplexy, je spojeno se vznikem nadord, neurodegeneraci a také

starnutim [77].

Komplex mTORCI spolu s komplexem CCR4-NOT je také dulezitym regulatorem indukce
oprav DNA v zéporném slova smyslu. Zasahuje do posttranskrip¢nich tprav mRNA, ktera
pozdéji koduje proteiny diilezité pro opravu DNA: O-6-methylguanin-DNA-methyltransferaza
(MGMT) a protein NDRGI. SniZeni aktivity komplexti mMTORC1 a CCR4-NOT tedy zvySuje
miru translace vySe zminénych proteint [78]. Tato funkce mTOR je dalSim potvrzenim jeho

vyznamné ulohy v procesu starnuti.
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Pravé role mTOR v procesu starnuti byla a je tématem mnohych studii. V ranych stadiich zivota
buiiky komplexu mTORCI1 podporuji rist buiniky ajeji rozmnozovéani napi. stimulaci
proteosyntézy, avSak v pozd¢jSich stadiich Zivota bunky, kdy uz se nedé€li, je tento rust
doprovazen akumulaci posSkozenych organel. Protein mTOR poté zptisobuje nekteré z nemoci
spojenych se starnutim ato tak, Ze mimo jiné aktivuje bunéfnou senescenci a potlacuje

autofagii [79].

7.2 Rapamycin a rapaloga
Jak jiz bylo vySe zminéno, po objeveni mTOR byl identifikovan i jeho inhibitor — rapamycin.
Ten se s védomim, jaky ucinek md mTOR na star$i buiiky, stal pfedmétem zdjmu na poli

vyzkumu dlouhovékosti.

Premisa téchto studii byla takova, ze pii podavani rapamycinu by se mohla prodlouzit doba
pteziti modelovych organismu. Tento piedpoklad se vyplnil jiz ve studii z roku 2010, kdy byl
rapamycin v pfedem uréenych koncentracich podédvan octomilkam, (Drosophila
melanogaster). Zjistilo se, ze inhibici mTORCI1 se zvysil pocet lysozoml a snizila se
proteosynteticka aktivita, to dalo prostor zvysSené indukci autofagie. Toto zjiSténi doprovazela
skutecnost, ze samicky reagovaly na podéani rapamycinu intenzivnéji. DalSim zavérem této
studie bylo, Ze podavani rapamycinu spolecné s kalorickou restrikci mélo vétsi dopad na preziti

nez samotné podavani této latky [80].

Dalsi studie zroku 2016 na mysSich modelech ukazala, ze se hlodavcim ve stfednim véku
po podani nizkych dadvek rapamycinu peroraln¢ zvysila doba doziti o cca 39 % — 45 % oproti
myS$im, které rapamycin nepozivaly. V této studii bylo pouzito injekéni davkovani vysSich
mnozstvi latky. Samci vykazovali pozitivni nariist doby doziti, u samic vSak vyvolaval tento
zpusob podani hematopoetické malignity. DalSim zjisténim vyzkumu byla skutecnost

ptetrvavajici pozitivni efekt i po skonceni 1écby [81].

Vroce 2020 byla zahajena studie PEARL — kontrolovana klinicka studie na vzorku
115 zdravych lidskych jedinct ve véku 50 az 85 let, kterym byl po dobu 84 tydni podavan
rapamycin. V roce 2024 byla uvetejnéna také zprava kontrolujici vysledky studie po jednom

roku po skonceni.
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Utastnici byli rozdéleni na tii skupiny podle davky pozitého rapamycinu: prvni skupina uzivala

5 mg rapamycinu tydn¢, druhd skupina 10 mg a tfeti bylo podavano placebo.

U Zen, které braly 10 mg rapamycinu tydné, se projevilo nejvétsi mnoZzstvi pozitivnich
zmén — zvysil se jim podil svalové hmoty occa 2 kg, doSlo ke zlepSeni socidlniho
fungovani, celkové kvality zivota asniZzeni bolesti asociovanych s pfibyvajicim vékem.

Dale doslo k ibytku symptomi osteoartrozy.

Druhou nejvice pozitivné ovlivnénou skupinou byli muzi s davkou 10 mg rapamycinu
tydné¢ — zvysila se jim hustota kostni tkané, nebyly vSak pozorovany tak velké piinosy

jako u zZen.

Zjistilo se, ze rapamycin nevykazoval zadné vazné vedlejsi ucinky. Déle se u €asti ucastnikll

snizila hodnota LDL cholesterolu.

Tato studie i pies své nedostatky, jako byl nizky pocet sledovanych jedincti z populace ¢i hiie
vyuzitelna forma rapamycinu, ukazala Ze nizké davky této latky mizou mit zdravotni piinosy

a do jisté miry tak mohou chranit pfed nemocemi asociovanymi s ptibyvajicim vékem [82].

DalSim pfedmétem zajmu jsou tzv. rapaloga, coz jsou chemické slouceniny odvozené
od rapamycinu: Everolimus a Temsirolimus. Kromé¢ jiz zndmych vyuziti v transplantacni
medicin€ a u pacientll s rakovinou se o tyto latky zajimaji 1 vyzkumné tymy zabyvajici se
dlouhovékosti. Rapaloga totiz maji spolecnou vlastnost inhibice mTOR, jen jsou selektivngjsi

viaci mTORCI1 a maji méné vedlejSich Gcinkt [83].
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7.3 Savé¢i cil rapamycinu, kaloricka restrikce a preruSované pistovani
Kaloricka restrikce, tedy pifijem snizeného mnozstvi kalorii bez zdravotnich obtizi
a pferuSovany piist maji spojitost s mTOR. Pfi pferuSovaném plistu dochazi kromé stimulace

AMPK i k inhibici mTOR v bunkéch, a tim se stimuluje i autofagie, (viz Schéma 2) [84].
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Schéma 2: Grafické znazornéni spojitosti inhibice mTOR drdhy s
prerusovanym puistovanim, prevzato a upraveno z: [85]
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8 YAMANAKOVY FAKTORY

Vroce 2006 byla v casopisu Cell publikovana studie Kazutoshi Takahashiho a Shinya
Yamanaky zabyvajici se indukci pluripotentnich kmenovych bunék, pfi¢emz byly pouzity
bunétné linie mySich embryonalnich kmenovych bunék a fibroblasti. Uz tehdy bylo
znamo, ze jiz diferenciované buitky mohou byt ,,pfeprogramovany* zpet na nediferenciované.
Tento d&j je provadén napf. pievedenim jaderné DNA diferenciované buiniky do oocytu.
Mechanismus stojici za timto jevem vSak nebyl v té dobé znamy. Pro tuto studii bylo vybrano
24 moznych kandidatnich genti, které by mohly v tomto procesu hrat dilezitou roli. Tyto geny
koduji transkripéni faktory, které zajistuji udrzeni bunééné identity embryonélnich kmenovych
bunék. Do vybranych kandidatnich gent byl transdukcei vloZen gen zajiStujici rezistenci vici
neomycinu. Indukce pluripotence fibroblastii, ktera je vlastnosti embryonalnich kmenovych
bunék, tedy mohla byt pozorovana diky soucasné rezistenci bunék vici geneticinu (strukturni
analog neomycinu). VyluCovaci metodou se poté vyselektovaly Ctyii geny. Transkripcni
faktory, které tyto geny koduji, spole¢né indukovaly pluripotentni stav buiiky [86]. Za tento
objev, diky kterému se zminénym cCtyfem transkripénim faktorim zacalo piezdivat

Yamanakovy faktory, ziskal Shinya Yamanaka v roce 2012 Nobelovu cenu [87].

8.1 Specifikace Yamanakovych faktoru

Prvnim transkripénim faktorem je Octamer-binding transcription factor 4, zkracen¢ Oct-4.
Je kodovan genem POU class 5 homebox 1 (POUS5F1), ktery se nachazi na kratkém raménku
6. chromozomu, piesnéji 6p21.33 [88]. Svoji aktivitou udrzuje pluripotentni stav burky a jeji
sebeobnovovaci schopnost. Tato aktivita zahrnuje napt. interakce s dal§imi proteiny nebo
epigenetickou aktivitu v oblasti dalSich genii potfebnych pro regeneraci [89]. Protein ma
zaroven vicero izoforem, které maji nepatrné odliSnou strukturu. Tato variabilita
je zprostfedkovand mechanismy na urovni transkripce, posttranskripénich tprav, translace

1 posttransla¢nich tprav [90].

Dal$im transkripénim faktorem je SRY-box transcription factor 2, ktery je znamy pod zkratkou
SOX2. Gen, ktery koduje tento protein, se nachdzi na dlouhém raménku
3. chromozomu, konkrétn¢ 3q26.33 [91]. Funkce tohoto faktoru je stejnd jako u Oct-4,

tedy udrzeni pluripotence buiiky. Navic se podili na regulaci diferenciace bunky — poméaha
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,hasmérovat® buitku do spravné bunécné linie. Udrzuje také homeostazu nekterych orgdnovych

kmenovych bunék a funguje jako aktivator genti prostfednictvim rozvolnéni chromatinu [92].

Ttetim transkripénim faktorem je Kriippel-like factor 4, zkracené Kl1f4. Gen, ktery koduje tento
protein, se nachdzi na dlouhém raménku 9. chromozomu, piesnéji 9q31.2 [93]. Tento protein
sterciarni  strukturou tzv. tfi zinkovych prstd je déale regulovan na vice
urovnich. napft. v post-translacni tirovni je regulovan pomoci fosforylace Ci acetylace, které¢ dale
ovliviiuji jeho stabilitu a funkci. Kromé své tlohy v udrzovani pluripotence buitky ma také

ulohu v diferenciaci enterocyti, epiderméalnich a dalSich bunék [94].

Poslednim transkripénim faktorem je MYC protoonkogen, ktery je zndmy pod zkratkou
c-MYC. Gen pro tento transkripni faktor se mnachdzi na dlouhém raménku
8. chromozomu, blize 8q24.21. Ke své transkripcni aktivité pottebuje tzv. transkripéni faktor
MAX, se kterym c-MYC tvofi heterodimer. Amplifikace exprese tohoto proteinu je spojovana
s vyskytem nekterych druhti rakoviny. Translokace genu pro c-MYC je typicka pro Burkittiv
lymfom [95]. c-MYC funguje jako amplifikator transkripce, kdy svoji aktivitou ovliviiuje
mnozstvi vytvofeného transkriptu. Tato amplifikace je globdlniho charakteru a ovliviiuje

celkovou transkripci gent v bunééném jadie [96].

8.2 Yamanakovy faktory v odvétvi vyzkumu dlouhovékosti

Vyuziti transkripénich faktori, které pii spravném pouziti dokdzou vratit buiku
do pluripotentniho stavu, se stalo v poslednich desetiletich objektem vyzkumii na poli
regenerativni mediciny a dlouhovékosti. Jako zakladni rdmec pro nastinéni této problematiky

se vyuziva tzv. Waddingtonovy epigenetické krajiny, (viz Obrazek 5).

Waddingtonova epigenetickd krajina je koncept vytvoreny Conradem Hal Waddingtonem
v 50. letech minulého stoleti. Jde o vizualni zndzornéni osudu buiky ve smyslu jeji
diferenciace. Na zacatku je buiika, ktera je znadzornéna jako kuli¢ka, na vrcholku pomyslného
udoli plném vysin anizin. Tato builka je pluripotentni, a pfi jeji dal$i diferenciaci pomoci
epigenetickych zmén chromatinu se “sklouzl” do jedné z niZin, kterd reprezentuje jeji zcCasti
rozvinutou identitu. Timto postupnym ,,sklouzavanim* dolti se buiika diferencuje az do své

findlni zamyslené podoby. Postupem casu ale butika opét ,,vypadne* ze své zamyslené niZiny
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a opét se ,.kutali“ dolti, coz zndzornuje starnuti buiiky, v tomto pfipadé nechténé epigenetické

zmény v disledku poSkozeni. Tato bunika uz z¢asti ztratila svoji nabytou identitu a dalSim

tplna dediferenciace
pro obnoveni
pluripotence

vyvoj buiky
(diferenciace)

definovana identita

¢asteéna dedifer
pro obnoveni
mladistvého stavu buiiky

epigenetické zmény pri
starnuti

ztrata identity

Obrazek 4: Waddingtonova krajina, pievzato a upraveno z: [97]

,kutalenim* dolli dochazi k Gplné ztrat¢ identity a pfip. ke smrti bunky. Dlouho se m¢lo
za to, ze tato ztrata identity je nevratnd, ale tato domnénka byla vyvracena fadou vyzkumi
a studii, do kterych lze zahrnout i vySe zminény vyzkum [86]. Pfi pouziti Yamanakovych
(tzv. dediferenciace) az na vrcholek udoli k opétovnému dosazeni pluripotentniho stavu.
Toto znovunastoleni pluripotence avSak neni cilem vyzkumu dlouhovékosti, ale ¢astecné
omlazeni buiiky. Na Waddingtonové epigenetické krajin¢ by tedy §lo o vytdhnuti kulicky

cv v

Celkové zndzornéni téchto déjii je znazornéno na Obrazku 5.

S myslenkou ¢astecného preprogramovani pomoci Yamanakovych faktort ptisla v roce 2010
dvojice védcli — Prim B. Singh a Fred Zacouto, §lo vSak pouze o teoreticky model [98].
Rok nato vysla studie vedena Laure Lapassetem, kterd zkoumala vliv senescence na moznost
reprogramovani do pluripotentniho stavu. Studie probihala in vitro na senescentnich
i proliferujicich fibroblastech starSich jedinct a misto piivodnich ¢tyt faktort byly pouzity jeste
dalsi dva: faktory homeobox protein NANOG (hNanog) a lin-28 homolog A (LIN28). Pomoci
reverzni transkriptazy lentivira (rod Retroviri) byly do genomu zakomponovany ptislusné geny
pro expresi téchto faktort. Vysledné bunky vykazovaly povrchové markery pluripotentnich

bunc¢k atim doslo k opétovné aktivaci endogennich transkripénich faktorti zajist'ujicich
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pluripotenci, a to pomoci demethylace jejich promotorti. Doslo také k obnové délky telomer
chromozomli. Kdyz se poté nechaly buiky zpét diferencovat do fibroblasti,

vykazovaly fenotyp mladych bun¢k [99].

V nasledujicich letech se podobné vyzkumy ptesunuly do in vivo formy. V roce 2016 vysla
prvni in vivo studie na zvifecim modelu. Byly pouzity geneticky modifikované progerické
mysi, které diky mutaci genu pro lamin A exprimovaly zkrdcenou formu tohoto proteinu
a trpély tedy lidskym ekvivalentem Hutchinsonva-Gilfordova syndromu — vykazovaly tedy
linii transgennich mysi, kterym byla do genomu vloZena doxycyklinem indukovatelna forma
genit  Yamanakovych faktorti. Vznikly tedy progerické mySi s indukovatelnymi
Yamanakovymi faktory. Nasledn¢ byl mysim cyklicky podavan ve vodé rozpustény doxycyklin
v rezimu 2 dny podavani a 5 dni pauza. Tento protokol byl vytvoten za cilem zamezeni vzniku
teratomt, kompletni dediferenciace bunék a bezpecné epigenetické upravy genomu.
Kontinudlni podavani doxycyklinu totiz vedlo kubytku vahy avysoké mortalité.
Mysim se zvysil median délky Zivota o piiblizné€ 30 % a maximalni délka Zivota o 18 % oproti
kontrolni skupiné. Zaroven mysi vykazovaly mladistvéjsi vzhled a bylo u nich pozorovano

mensi poSkozeni DNA a mens$i mnozstvi epigenetickych dysregulaci [100].

Jedna z nejnovéjSich studii z roku 2024 se podoba vyse uvedené, s tim rozdilem, zZe misto
transgennich mys$i byly pouzity mysi, u kterych nebyl v minulosti proveden Zadny zasah
do genomu. Aplikace pomoci adeno-asociovanych vird byla pouzita u mysi ve véku 124 tydnd.
Dale nebyly do genomu pifeneseny vSechny Yamanakovy faktory — nebyl pouzit faktor c-Myc
kvali svym onkogennim vlastnostem. Indukce exprese transkripcnich faktorii opét probihala
pomoci doxycyklinu v rezimu tyden podavani a tyden bez davky této latky. Vysledky byly
pozoruhodné: medidn zbyvajici délky zivota mysi se prodlouzil o 109 % (18,5 tydne)
ve srovnani s kontrolni skupinou (8,86 tydne). Kromé prodlouzeni Zivota bylo pozorovano také
zlepSeni jeho kvality. Byly téz pozorovany epigenetické zmény — buiky jater a srdce

odpovidaly svym epigenetickym stavem mlad$im bunkdm [101].

Ackoliv vySe uvedené studie predstavuji vcelku pozitivni ndhled na studovanou
problematiku, je zde n¢kolik problému, které brani studiim prevést vyzkum do klinického stadia

aplikace na ¢loveku. Prvni problém je etického razu — pouziti genetickych modifikaci na lidech
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jsou do dne$niho dne tabu, které mozna jesté dlouhou dobu nebude piekroceno. Druhy problém
pfedstavuje moznost vzniku mutaci a rakoviny. Védci se proto snazi tyto problémy obejit
pouzitim jinych metod. Jednou znich je pouziti riznych smeési chemickych latek,
které vyvolavaji podobny efekt jako Yamanakovy faktory. Studie z roku 2023 identifikovala
fadu ,,smési” chemickych latek, které mély podobnou Uspésnost jako pouziti Yamanakovych
faktori — nejucinngj$i smes s nazvem VCOTF obsahovala 5 latek: kyselinu valproovou,
CHIR-99021, E-616452, tranylcypromin a forskolin. Star§i lidské a senescentni
fibroblasty, na kterych byla studie provadéna, vykazovaly ftadu pozitivnich zmén,
napf. zvySenou funkci transportu proteinii pfes jadernou membranu (snizeni této funkce je

jednim z mnoha markert stafi buriky) a zvraceni zmén genové exprese spojenych se starnutim
[102].
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9 ENVIRONMENTALNI FAKTORY OVLIVNUJICI
STARNUTI

V kapitole 2 pojednavajici o charakteristickych znacich starnuti byly jiz zminény tfi znaky
piimo souvisejici s DNA, a to se zkracovanim telomer, nestabilitou genomu a epigenetickymi
modifikacemi. U dvou znakl (nestabilita genomu a epigenetické modifikace) lze ale najit
1 svétlou stranku — jsou reverzibilni, obzvlast zmény epigenomu. Existuji dokonce i rtizné
stresory a druhy Zivotniho stylu, které se bézné vyskytuji v kazdodennim zivoté lidi, a které
mohou pozitivné zvratit tyto zmény. Na stres je obvykle nahliZzeno jako na negativni faktor,
ale v pfiméfené mife ma 1sva pozitiva. Tento jev je znamy jako hormeze a jiz delsi dobu
je intenzivné¢ zkoumanym tématem v oblasti vyzkumu starnuti a dlouhovékosti. Koncept
hormeze vychazi z definice zavislosti davky 1é¢iva na Gc€inku, kterou ptfedstavil uz na zacatku
16. stoleti Philippus Aureolus Theophrastus Bombastus von Hohenheim, znamy spiSe
pod jménem Paracelsus - ,,Sola dosis facit venenum” (Samotna davka déla jed). Pozdéji se
zjistilo, ze tato bifazicka zavislost se uplatituje napfi¢ celou fadou obort. V soucasnosti je

hormeze popisovéna jako adaptivni odpovéd’ organismu na rizné stresory, ktera ma nelinearni

charakter [103].

9.1 Kaloricka restrikce a pirerusované pustovani

Kaloricka restrikce (CR — Caloric Restriction) je definovana jako sniZeni piijmu energie
bez vyskytu podvyzivy. Procentudlné by se mélo jednat o 10 % — 30 % ubytek energetického
piijmu, piicemz vétsi ubytek uz nepfinasi kladné ucinky — byl pozorovan dopad jak
na fyzické, tak na psychické zdravi ¢loveéka. Strava pfijimand pii CR by méla byt vyvazena
abohatd na mikronutrienty a vldkninu. Postupné pfibyvajici diikazy =z preklinickych
a klinickych studii naznacuji, ze samotna CR bez dalSich tprav Zivotniho stylu miize prodlouzit
zivot o 1 az 5 let se souCasnym zlepSenim kvality zivota. Mezi benefity CR patii zvySeni
funk¢nosti mitochondrii v produkci energie pro buriku a sniZeni rizika vzniku Diabetes mellitus
2. typu (prostiednictvim zvySeni citlivosti bunék na inzulin) a kardiovaskularnich onemocnéni.

Soucasné s CR dochazi k dlouhodobému snizeni télesné teploty [104].

Kromé svého uc€inku na mitochondrie ma kalorickd restrikce vliv ina epigenom buriky.
Studie z roku 2017 zkoumala na tfech riznych druzich savci (my$ domdci, makak rhesus

a Clovek) vliv vékové kategorie testovanych jedincti a kalorické restrikce na methylaci DNA.
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Prvnim zjisténim byla korelace mezi zménou methylace DNA ahodnot véku u vSech
tfi druhti — s pfibyvajicim vékem dochazelo k hypomethylaci u piivodné vice methylovanych
oblasti genomu anaopak. U mysi a makakli navic bylo zjisténo, ze kalorickd restrikce

napomohla k ¢astecnému zvratu zmén methylace s piibyvajicim vékem [105].

S dalezitym zjisténim pfiisla studie z roku 2023, ktera dodatecné analyzovala vysledky studie
CALERIE (Comprehensive Assessment of Long-term Effects of Reducing Intake of
Energy), ktera zde bude nize stru¢né specifikovana pro Sir§i uchopeni problematiky v radmci
kontextu. Studie CALERIE zkoumala vlivy dlouhodobé kalorické restrikce (24 mésici)
na zdravotni stav souboru 220 lidskych jedinct. Ti byli rozdé€leni do dvou skupin v poméru
2 : 1 —skupina s kalorickou restrikci a kontrolni skupina bez kalorické restrikce. Pivodné méla
byt kaloricka restrikce 25 %, ale ucastnikiim se podatilo dosahnout pouze zhruba 12 % sniZeni.
Pti této studii se zjistilo, ze doslo k ibytku hmotnosti u skupiny s CR, v priméru o 7,5 kg.
Dale doslo ke zlepseni rizikovych faktorti podminujicich kardiovaskularnich onemocnéni —
snizeni koncentrace LDL a celkového cholesterolu, snizeni systolického 1 diastolického
tlaku, snizeni koncentrace triglyceridu v krvi a také snizeni koncentrace C-reaktivniho proteinu.
Déle doslo ke zlepSeni parametri hodnoticich metabolismus glukdzy, coz naznacuje, ze CR

muze do urcité miry slouzit jako prevence proti vzniku Diabetes mellitus 2. typu [106].

Dtive zminéna studie z roku 2023 se zaméfila na sledovani biologického starnuti pomoci zmén
DNA methylace. Data o methylaci DNA byla dostupnd od 197 ucastnikli z plivodni
studie, z toho 128 jedinct pattilo do skupiny s CR a 69 do kontrolni skupiny se standardnim
piijmem potravy. Bylo zjisténo, Ze u skupiny s CR se oproti kontrolni skupiné zpomalilo tempo
starnuti epigenomu (v podobé methylace DNA) 02 % — 3 %. 1 kdyZ nejde o pfili§ vysoké
hodnoty, tak by toto mirné zpomaleni tempa starnuti znamenalo urcity dopad na obecné zdravi

populace ve form¢ predchazeni chronickym onemocnénim spojenych s rostoucim vékem [107].

PreruSované pulstovani (zkracené¢ IF — intermittent fasting) je definovdno jako stravovaci
rezim, pii némz dochazi ke stiidani faze ptstu (absence potravy) a faze neomezeného piijmu
potravy. Tento stravovaci rezim je v poslednich letech stile vice zkouméan kvili svym
zdravotnim benefitim a efektu na dlouhovékost. IF ma fadu podtypii — prvnim je plst kazdy
druhy den (zero-calorie alternate-day fasting, ADF), kdy dochazi ke stfidani dni neomezeného

piijmu potravy adni pastu. DalSim typem je modifikace piedchoziho typu (modified
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alternate-day fasting, MADF), kdy se stfidaji dny neomezeného piijmu potravy a dny
s omezenym piijmem potravy (kdekoliv od 0 % do 40 % doporucené denni davky — DDD)
3x az 5x tydné. Tieti kategorie je velmi podobnd té predchozi — dvoudenni pist tydné
(twice-per-week fasting, TWF), kdy tyto dva dny miizou byt dohromady nebo oddélené, a pti
dnech puistu je piijem potravy 0 % — 40 % DDD. Ctvrtou, velmi oblibenou skupinou je ¢asové
omezené pustovani (time-restricted eating — TRE), kdy ve 24 hodinach je faze ptijmu potravy
(8 — 12 hodin) a zbytek dne je zatazen plst (12 — 16 hodin). Posledni kategorii je tzv. periodické
pustovani, kdy jednotlivé faze pulstu jsou delsi, ale ne tak frekventované [108].
Lze si povSimnout, ze jednotlivé kategorie na sebe navazuji nebo se piekryvaji. Kazda kategorie

ma svoje vyhody a nevyhody, souhrnné jsou ale pfinosné vSechny vyse zminéné.

Studie z roku 2020 zkoumala dopad ptreruSovaného pistovani po dobu 30 dni na proteomicky
profil avybrané metabolické parametry u 14 zdravych jedinci — 13 muzl al Zena.
Pist probihal v rezimu od vychodu do zépadu slunce (cca 14,5 hodin). Od vSech testovanych
jedinct byly odebrany vzorky krve — na zacatku studie, na konci 4. tydne od zacatku ptstu,
anakonec tyden po konci pustu. VSechny sérové markery byly analyzovdny pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci. Bylo zjiSténo,
ze na konci pustu doslo k tipravé proteomického profilu, ktery naznacoval zvySenou ochrannou
funkci proti nékolika typim rakoviny, zlepSeni funkce imunitniho systému a jaterni clearance.
Dalsi proteomickéd data se tykala proteinu ovliviiujiciho opravu DNA — proteinu CEP164.
Tento protein hraje vyznamnou ulohu v opravé DNA po poSkozeni UV zafenim. Na konci plstu
byla koncentrace tohoto proteinu v séru zvysena az 45x. Tyden po skonceni pustu byla navic
zaznamenana zvySena exprese n¢kolika genu klicovych pro metabolismus glukézy a lipidia

a regulaci krevniho tlaku [109].

V roce 2022 byla dokonce publikovana studie, kterda kombinovala oba dva vySe zminéné
ptistupy — CR a IF. Na mysich byl pozorovan dopad 30 % kalorické restrikce spojené s TRE.
Skupiny mysi byly rozdéleny do 6 skupin, které zobrazuje nasledujici Tabulka 1.

46



Tabulka 1: Podminky CR a IF pro mysi v jednotlivych skupinach ze studie dopadu kombinace CR a IF na dobu

doziti
skupina procento CR doba pfijmu potravy denni doba pfijmu
[%] [h] potravy
Ad libitum 0 24 kdykoliv
CR, potrava 30 2 nocni (aktivni faze)
v noci
CR, potrava 30 2 denni (klidové faze)
ve dne
CR, potrava 30 12 nocni (aktivni faze)
v noci
CR, potrava 30 12 denni (klidové faze)
ve dne
CR, potrava 30 24 kdykoliv
kdykoli

CR - kaloricka restrikce, IF — pferusované plstovani

Bylo zjisténo, Ze samotnd kalorickd restrikce prodlouzila median doZiti mysi cca o 10 %.
Nejlépe ze vSech skupin ovSem vykazovala vysledky skupina, ktera ptijimala potravu 70 %
DDD po 2 hodiny béhem noci, kdy jsou mysi normalné¢ aktivni — jejich median doziti se
prodlouzil o 34,8 %. I skupina s nocnim piijmem potravy (70 % DDD) po 12 hodin vykazovala
skupiny pozorovan pozdéjsi nastup manifestace nadorovych onemocnéni, coz v celé studii byla
nejcastéjsi pri¢ina umrti mysi. Uvedené zjisténi v rdmci studie naznacuje pozd¢€jsi nastup

patologickych zmén spojenych se starnutim [110].

9.2 Chladova a tepelna expozice

Dal$im enviromentalnim faktorem ovliviiujicim starnuti je zména teploty okolniho prostiedi.
Jako prvni bude objasnéna chladova expozice. Ta se v poslednich letech stala popularni
zejména u $irsi vefejnosti ve formé otuzovani. Chladova expozice v mensi mite tlumi chronicky
zandt organismu pies zvySeni protizdnétlivych ¢i  snizeni prozanétlivych hladin
cytokintl, zvysuje citlivost na inzulin a mirni oxidativni stres [111]. Expozice chladem aktivuje

hnédou tukovou hmotu, ktera v sobé obsahuje vEtsi mnozstvi mitochondrii nez bily tuk.
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Zatimco bily tuk slouzi ke ,,skladovani energie, hnédy tuk energii spotiebovava predevsim
k produkei tepla, ¢imz zajiStuje regulaci teploty organismu. Tento jev je zndmy pod ndzvem
termogeneze aje zprostiedkovavan proteinem sndzvem uncoupling protein 1 (Cesky
odpojovaci protein 1, zkratka UCP1). Spolu s termoregulaci organismu zprostiedkovava
oxidaci glukézy alipidl, ¢imz snizuje riziko vzniku Diabetes mellitus 2. typu, obezity
a kardiovaskularnich onemocnéni. Pravé zvySend aktivita ¢i mnozstvi hnédé tukové tkané
pii expozici chladem je spojovano s pozitivnim vlivem na starnuti a prodlouzeni zivota [112].
Dal§im zajimavym ukazem spojenym s expozici chladem je vyskyt proteinu CIRBP
(cold-inducible RNA-binding protein, chladem vyvolatelny RNA-vazajici protein). Ten totiz
figuruje v opravé dvouvladknovych zlomi DNA. Pfi poskozeni DNA se CIRBP akumuluje
v postizenych mistech aspole¢né s dalSimi proteiny iniciuje naslednou opravu [113].
Tento protein je ve vysokych koncentracich exprimovan v buiikach tkéni u Velryb gronskych
(Balaena mysticetus), které se dozivaji ptes 200 let. Navic u nich je zaznamenan mnohem mensi
vyskyt rakoviny. To je pfipisovano mimo jiné i proteinu CIRBP, ktery ptispiva k velmi u¢inné

a presné opravé DNA [114].

Na druhé strané teplotniho spektra, tedy ve vysSich teplotach, jsou nejslibnéjsi skupinou latek
tzv. heat shock proteiny (zkracené HSP, Cesky tepelné Sokové proteiny). Jedna se o skupinu
evolu¢né konzervovanych molekularnich chaperont. Podileji se na celé fadé fyziologickych
procesi, napi. diferenciace bunék. Na molekularni Grovni v bunice se podileji
na proteostaze — zabranuji denaturaci arozbalovani proteinli v normélnich i stresovych
podminkéch. Dals§i vyznamnou funkci HSP je jejich role v opravnych mechanismech DNA.
Ve spojeni s dalsimi komponentami (napt. enzymy) jsou pfitomny u oprav chybného parovani
bazi, oprav po poskozeni UV zafenim, nebo u oprav dvoufetézcovych zlomi DNA [115].
Ke zvySeni exprese HSP dochazi i pfi saunovéani. Saunovani lze definovat jako kratkodobé
vystaveni teplotam od 45 °C do 100 °C. Jiz po jednom saunovacim cyklu trvajicim 30 min
pfti teploté 72 °C se hladina HSP muze zvysit az o0 49 %. Dale saunovani vede ke sniZeni rizika
vzniku kardiovaskularnich chorob a neurodegenerativnich chorob jako Alzheimerova choroba

¢i demence [116].

Jak chladova expozice, tak tepelnd expozice se povazuji za hormetické. To znamena, ze spliiuji
bifazickou zavislost a vystavovani se chladu nebo teplu po delsi casové obdobi jiz neni

pro organismus nadale pfinosné. Piikladem miize byt studie z roku 2025, ktera zkoumala vliv
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vysSich venkovnich teplot na epigeneticky vék u star§i populace ve Spojenych statech
americkych. Konkrétné se provadéla analyza methylace DNA z krevnich slozek na vzorku 3686
dospélych Americanti ve véku 56 let a vice. Methylacni data byla porovnavéna s raznymi
casovymi okny (den odbéru krve, ptredchozich 7 dni, 30 dni, 60 dni, 1 rok, 6 let) ve kterych byl
zjistén pocet dni s vysokymi teplotami (3 teplotni skupiny v rozmezi od 26,7 °C do 51,1 °C).
Byl zjistén piimy vztah mezi zvySenou venkovni teplotou aurychlenym epigenetickym
starnutim jiz v nejkrat§im Casovém okné [117]. Dalsi studie uvadi, ze jak pftiliS vysoka,
tak priliS nizka teplota zvySuje riziko kardiovaskularnich onemocnéni [118]. Je tedy nutné brat
pfi dal§im vyzkumu teplotnich expozic a jejich vlivu na dlouhovékost v potaz i tyto vnéjsi

skuteénosti.

9.3 Mentalni stres

DalSim enviromentdlnim faktorem je tzv. mentalni stres. Ten se mezi hormetické faktory
nezafazuje piimo, lze ho ale v urcité mife za hormeticky povazovat. Z fyziologického hlediska
1ze kratkodoby mirny mentélni stres (také nazyvan eustres) povazovat za pozitivni. Je obecné
znamo, ze eustres dokdze napt. pozitivné stimulovat imunitni systém, zatimco chronicky stres
imunitni systém naopak dereguluje a miize zhorSovat priibéh alergii ¢i autoimunitnich chorob
[119]. Déle je chronicky mentélni stres pfi¢inou rychlejsiho zkracovéani telomer chromozomu
ve vSech typech bunck, je zodpovédny za zvySenou produkci reaktivnich forem kysliku
(ang. Reactive Oxygen Species, zkratka ROS) vinou poruchy mitofagie, coz poskozuje okolni
tkan¢ a urychluje tak starnuti, a nakonec zptsobuje chronicky zanét, ktery ptispiva ke vzniku
chronickych onemocnéni [120]. Ovliviiuje také methylaci DNA, takze figuruje i v epigenetické
roving. V roce 2021 byla provedena studie na vzorku 444 ucastniki, z nichz 245 byly Zeny
a 199 muzi. Zkoumany byly faktory ovliviiujici methylaci DNA z pfi¢iny chronického
stresu, ktery vtéto studii byl odvozen =z dotazniku, hodnotici napf. traumatické
udalosti, subjektivni miru zahlceni, atd. Mezi faktory se fadily: mira emoc¢ni regulace (zjisténo
z dotazniku — napf. nedostateCné vnimani emoci, impulzivita pii zvladani emoci atd.),
mira sebekontroly (zjiSténo taktéz z dotazniku zkoumajiciho miru zvladani raznych impulzt
za Ucelem dosahnuti dlouhodobého cile) a fyziologické faktory (pomér Kkortizolu
a adrenokortikotropniho hormonu — ACTH, mira inzulinové rezistence). Kromé hlavniho
zjisténi, Ze chronicky stres zrychluje epigenetické starnuti, byl také zaznamenan vyznamny vliv

v

regulace emoci na miru zrychleni — mentalné¢ odolnéjsi jedinci byli odolni téz vii¢i zrychleni
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epigenetického starnuti. Zrychleni bylo zaznamenano také u lidi s vyssi inzulinovou rezistenci

[121].

9.4 Fyzicka aktivita

Enviromentalni faktor ovliviiujici starnuti, ktery se projevuje na urovni DNA i celé¢ bunky
je fyzické aktivita. Ovliviiuje délku telomer, methylaci DNA a produkci reaktivnich forem
kysliku (ROS — Reactive Oxygen Species). Pravidelné cvic¢eni (zejména aerobni — vytrvalostni)
je spojeno s delSimi telomerami v DNA leukocytii a svalovych bunék oproti jedincim se
sedavym Zivotnim stylem. Extrémni vytrvalostni zatizeni v§ak miiZe naopak vést ke zkracovani
telomer, coz opét poukazuje na hormetické ucinky. Aerobni ianaerobni trénink zptsobuje
zmény v methylaci DNA, atim iexpresi genli spojenych hlavné se svalovou hmotou
(napf. geny exprimujici proteiny pro kontrolu diferenciace svalovych bungk), spojenych
(napf. gen pro regulator mitochondridlni biogeneze PGC-1 a, gen pro enzym zapojeny v oxidaci
glukozy amastnych kyselin PDK4). Jednorazové intenzivni cviceni vede k rychlym
a doCasnym zméndm epigenomu, pificemz dlouhodoby trénink miize vést k trvalejSim
epigenetickym zménam. Co se tyce zvysené tvorby ROS, intenzivni cvi€eni se na ném podili
ve vSech pfipadech coz vede k poSkozeni DNA. U trénovanych jedincti je vSak tento efekt méné

vyrazny diky zvySen¢ aktivité antioxidacnich enzymti a mechanismt opravy DNA [122].

9.5 Spanek

Poslednim zminénym, ale neméné dilezitym enviromentalnim faktorem, je spanek.
Od ostatnich faktort se lisi v tom, ze podle pievladajiciho vyzkumu neni hormeticky. Existu;ji
studie, které tvrdi opak. Jednim z dikazi je studie z roku 2009, kdy byl na mysich zkouman
vliv akutni spankové deprivace na zanétlivou odpovéd’ organismu. Vysledkem této studie
bylo snizeni exprese prozanétlivého cytokinu IL-1B, zvySeni exprese IL-10 (protizanétlivy
cytokin) a IL-6 (prozanétlivy cytokin), zmirnéni neuronalniho poskozeni a zanétlivé odpovedi
v CNS i v perifernich tkanich [123]. Obecné ale pfevazuje nazor, Ze nedostatek (méné nez 7
hod) ¢i ptebytek (vice nez 9 hod) spanku ma na organismus prevazné negativni vliv, hlavné
pii chronickém charakteru. Populacni studie z roku 2024 na vzorku 13 569 jedincii a jejich
biomarkera zjistila, ze jak ptili§ kratky, tak pfiliS dlouhy spanek negativné ovliviiuje proces

starnuti [124]. Neoptimalni doba spanku ovliviiuje také stav telomer a epigenom bunck.
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Ke zkracovani telomer diky nedostatku spanku dochazi obzvlast v pokrocilém veku [125].
Co se tyce vlivu spanku na epigenom buiiky, existuje celd fada studii spojujici zmény methylace
DNA pii zhorSené kvalité spanku ¢i pii prili§ kratké dobé trvani spanku. Studie z roku 2024
zkoumala spojitost mezi kvalitou spanku azménami epigenomu charakteristickymi
pro starnuti. Vzorek 692 Korejct byl nejdiive ohodnocen pomoci Pittsburského indexu kvality
spanku (hodnoti se subjektivni kvalita spanku, latence spanku, trvani spanku, obvykla Gi¢innost
spanku, poruchy spanku, uzivani 1€ki na spani a denni dysfunkce). Na zaklad¢ studie byla
ziskana data rozd¢€lena do 2 skupin: skupina s dobrym spankem a skupina se Spatnym spankem.
Analyza probihala ze vzorki krve ucastniki. Ackoliv nebyly mezi témito skupinami zjiStény
zadné vyznamné zmény v Zivotnim stylu (vCetné fyzické aktivity, koufeni a konzumace
alkoholu) ani v klinickych parametrech (napt. krevni tlak, glykovany hemoglobin, celkovy
cholesterol...), pouze u skupiny se Spatnym spankem bylo pozorovano zrychleni tempa
starnuti. Navic byla pozorovana korelace mezi hodnocenim Pittsburského indexu kvality
spanku a zvySenim rizika vzniku metabolického syndromu — skazdym bodem indexu
dochazelo k 18% zvySeni rizika [126]. Dalsi studie z roku 2019 objevila charakteristicky vzor
methylace DNA pfi nedostatecné dobé spanku. Po porovnani vzorku od 105 muzi
se spankovym deficitem ze dvou populacnich studii bylo zjiSténo, Ze jednotlivé vzorky
vykazovaly na 399 mistech v genomu shodné methyla¢ni vzorce DNA, pfi¢emz 78 % téchto
mist bylo oproti kontrole hypomethylovano. Geny, kterych se tato shoda methylacniho vzorce
tykala, navic byly identifikovany jako geny dilezité pro vyvoj nervového systému (napt. geny

exprimujici proteiny dileZzité pro neurogenezi, regulaci vyvoje nervového systému atd.) [127].
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10 ZAVER
Predlozena bakalafskd prace ucelené¢ shrnuje problematiku starnuti a dlouhovékosti
z komplexniho pohledu zapojeni rozliénych mechanismi, pficemz dliraz je kladen

na ty mechanismy, které pfimo souvisi s DNA a epigenomem buniky.

V prvnich dvou kapitolach bakaldiské prace je zminéna charakteristika starnuti jako takového,
tedy jsou uvedeny teorie o starnuti a popis jednotlivych charakteristickych znaki starnuti.
Bez tadného pochopeni procesu starnuti totiz nelze zkoumat dlouhovekost clovéka a ostatnich

organismtl.

Hlavni oddil bakalafské prace tvoii kapitoly rozkryvajici témata zahrnujici tzv. geny
dlouhovékosti a jednotlivé epigenetické efekty, kterymi alely téchto genti ovliviiuji dobu doziti
organismu. Dale jsou v této Casti popsany jednotlivé proteiny z fad enzymi, které ovliviiuji
starnuti pomoci opravy DNA a aktivaci gent dulezitych pro spravné fungovani bunécnych
pochodli. Obzvlast€ zajimavou apomérné aktudlni problematiku tvofi kapitola
o Yamanakovych transkrip¢énich faktorech, které navraci bunice mladistvy stav diky ¢aste¢né

nebo uplné dediferenciaci.

V ramci reSerSniho zpracovani predlozené zavérecné prace lze vybrané zajimavosti shrnout
do nékolika podstatnych bodi. Prvni bod ptredstavuje fakt, Ze v genomu ¢loveka existuji alely
genitl, které poskytuji vétsi Sanci na prodlouzeni véku zivota ¢lovéka. Dalsi bod predstavuje
veelku pozitivni ndhled na vyzkum dlouhovékosti do budoucna, hlavné prostfednictvim
chemickych a jinych latek, které dokdzou napt. zvysit aktivitu sirtuinii nebo naopak utlumit
aktivitu enzymu mTOR, ¢imz pozitivné ovlivni proces starnuti u cloveéka a ostatnich

modelovych organismti.

Zajimavé je také srovndni jednotlivych enviromentdlnich faktori mezi sebou a také jejich
dopadu na fyziologické funkce ¢lovéka a na epigenom bunék. V soucasnosti existuje nemala
¢ast populace, kterd svym zivotnim stylem ovliviiuje proces starnuti predevsim v negativnim
slova smyslu. Je proto kladnou zpravou to, ze tato poskozeni bunék a nasledné organismu,
jsou z nemalé Casti opravitelné, a Ze je v moci kazdého jedince tyto opravy pfirozené spustit

napf. pomoci upravy zivotniho stylu.
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