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UvVOD

Oxidacni stres je definovan jako nerovnovéha mezi oxidanty a antioxidanty. Oxidanty
jsou produkovany vlastnim metabolismem, zejména mitochondriemi a zaroven k jejich
zvySenym hladindm pfispiva nadmérnd konzumace alkoholu, tabakovych vyrobkt, nékterych
1€kti, vystavovani UV zéfeni a enviromentalni znecisténi. K vychytavani volnych radikala
slouzi latky, nazyvané antioxidanty, které se nachdzi i ve stravé, napf. v Cerstvém ovoci
a zelening.

Nadorova onemocnéni jsou charakterizovana nekontrolovanym rtistem bunék, které
vytvareji nador, jenz mize zlstat lokalizovany v misté vzniku, nebo se rozsitit do riiznych ¢asti
téla. Rozvoj nadorového onemocnéni je povazovan za vicestupniovy proces, na kterém se podili
genetické mutace a karcinogenni latky. Mezi nejzndméjsi vrozené genetické mutace patii
mutace genu BRCA, ktera u nositelek zvySuje predispozici k rozvoji rakoviny prsu.
Z karcinogennich latek jsou za rizikové povaZovany alkohol, tabdk, nezdravd strava,
nedostatecna fyzicka aktivita a nékteré infekce, napt. Human papilomavirus.

Svétova zdravotnicka organizace na svych webovych strankdch zvetejnila, Ze v roce
2022 ptibylo odhadem 20 milioni piipadii naddorového onemocnéni a 9,7 miliont Gmrti.
U piiblizn€ 1z 5 1idi se béhem zivota objevi nadorové onemocnéni, piiblizné 1z 9 muza
alz 12 Zen natuto nemoc zemie. Mezi 3 nejcastéji diagnostikovand nadorova onemocnéni
v roce 2022 pattila rakovina plic, prsu a tlustého stfeva a konecniku [1].

Oxidacni stres, ktery je provdzen zvysenou hladinou oxidantli a sniZenou hladinou
antioxidanti, vede k poskozeni bunécnych struktur a funkci, coz ma za nasledek rozvoj

nekterych onemocnéni, mezi néz patii i nadorova onemocnéni.
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1 OXIDACNI STRES

Oxidacni stres je definovan jako nerovnovaha mezi oxidanty a antioxidanty, ve prospéch
oxidantli, kterd vede k poruseni redoxni signalizace a kontroly nebo k molekularnimu
poskozeni [2].

Oxidacni stres vznika v disledku zvysené tvorby reaktivnich forem kysliku a dusiku
(RONS) nebo poklesem antioxida¢ni ochrany, ktera je charakterizovana snizenou schopnosti
endogennich systémull bojovat proti oxida¢nim tokiim smétujicim k cilovym biomolekulam.
Jeho zavaznost je spojena s nékolika patologiemi, jako jsou kardiovaskuldrni onemocnéni,

rakovina a starnuti [3].

1.1 Patofyziologie oxidacniho stresu

RONS jsou charakterizovany piitomnosti jednoho nebo vice neparovych elektroni
v atomarnich orbitalech, coz jim propijcuje vysoky stupen reaktivity. Tyto radikdly mohou byt
produkovany v bunikach ztratou nebo piijetim jednoho elektronu, a tak se chovaji jako oxida¢ni
nebo redukéni Cinidla. RozliSuje se endogenni a exogenni zdroj RONS [4, 5].

RONS, endogenniho i1 exogenniho plivodu, zptsobuji oxidacni modifikaci hlavnich
bunéénych makromolekul, tedy lipidl, sacharidl, proteini a deoxyribonukleové kyseliny

(DNA), kter¢ Ize pouzit jako markery oxida¢niho stresu [5].

1.1.1 Endogenni zdroje RONS

Za endogennim zdrojem RONS stoji vice néz 50 enzymdi, pificemz mitochondrie
a nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH) oxidé4za jsou hlavnimi zdroji. Déle se na jejich
tvorbé podili myeloperoxidazy, lipoxygenazy, fosfolipazy, glukézooxidazy, cyklooxygenazy
a syntazy oxidu dusnatého [6, 7].

NADPH oxidaza je zdrojem radikalu superoxidového aniontu, ktery byva dismutovan
na peroxid vodiku. Peroxid vodiku neni volnym radikalem, ale je schopen tvofit vysoce
reaktivni formy kysliku (ROS), a to hydroxylovy radikal, ktery reaguje zejména s fosfolipidy
v bunéénych membranach a s proteiny [5].

Lipoxygenaza je enzym nehemového Zeleza, kterd muze generovat ROS oxidaci
kyseliny arachidonové. Myeloperoxiddza je hemovy enzym nachazejici se v lysozomech
neutrofild, makrofagli a monocytd. Syntaza oxidu dusnatého je monooxygendza obsahujici
hem, kteréa generuje NO. Existuji 3 izoformy syntazy oxidu dusnatého, neuronélni, endotelidlni
a inducibilni. V gastrointestindlnim traktu je exprese syntdz oxidu dusnatého obzvlasté dulezita,

jelikoz NO udrzuje normalni funkci sliznice, epitelidlni sekreci a reguluje pritok krve.
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Cyklooxygenaza uvoliiuje kyselinu arachidonovou z membranovych fosfolipidi a katalyzuje
jeji ptreménu na prostanoidy. Cyklooxygenaza ma 2 izoformy, z nichz jedna je exprimovana
nepfetrzité a druhd je exprimovana pfi zanétu a karcinogenezi [6].

Mitochondrie pfedstavuji primarni zdroj ROS v buiikdch, kdy respiraéni komplexy
Ialll jsou hlavnimi pfispévateli ke vzniku superoxidového radikalu. Peroxizomy hraji
dilezitou roli v metabolismu peroxidu vodiku, ktery vznika vlivem oxidoreduktaz obsahujicich
flavinadenindinukleotid. Dal$im kritickym zdrojem je endoplazmatické retikulum, které
generuje hlavné peroxid vodiku pii skladani protein. Tvorba je pfipisovana disulfidovym

1zomerazam, které generuji jeden oxidacni ekvivalent na kazdy vytvotfeny disulfid [7, 8].

1.1.2 Exogenni zdroje RONS

Ackoli primarnim zdrojem RONS v téle je vlastni metabolismus, mohou vznikat také
pusobenim vnéjSich faktort, jako je ionizujici a ultrafialové zafeni, znecisténé ovzdusi a voda,
tézké kovy, 1éky (cyklosporiny, gentamiciny) a drogy, napiiklad alkohol a tabak, které jsou
v té€le metabolizovany na volné radikaly [5, 7].

Ultrafialové (UV) svétlo je soucasti slune¢niho zéafeni a podle vinovych délek se déli
na UVA, UVB a UVC. UVA a UVB je nezbytné pro tvorbu vitaminu D. UV zafeni generuje
ROS prostiednictvim poskozeni enzymu kataldzy, zvySenim poctu syntaz oxidu dusnatého
a snizenim exprese proteinkinazy C [7].

Stravovaci navyky vyznacujici se nadmérnou konzumaci nasycenych tuk,
rafinovanych cukrt a zivoc¢iSnych bilkovin, spolu se snizenou konzumaci rostlinné vlakniny,
vedou ke zvyseni produkt karbonylace bilkovin a peroxidace lipida [7].

Koufeni je vyznamnym zdrojem ROS. Odhaduje se, ze jeden oblacek cigaretového
koute obsahuje pfiblizné 10'° volnych radikalt réizného piivodu. Dale koutové latky zahrnuji
epoxidy, aldehydy, chinony a dalsi [9].

Vznik volnych radikdli vyvolanych alkoholem souvisi s metabolismem etanolu.
V lidském téle byly popsdny 3 metabolické dréhy, které zahrnuji alkoholdehydrogenazu,
mikrozomalni etanol oxidacni systém a katalazu. Cesta katalyzovana alkoholdehydrogenazou
za vzniku acetaldehydu, vede k tvorbé volnych radikalti. Metabolismus etanolu také vytvari
prostiedi ptiznivé pro oxidacni stres, jako je hypoxie. Dale miZze ménit hladiny urcitych kovi
a snizovat hladiny antioxidantti. Produkce ROS v jaternich bunikach hraje tsttedni roli ve vyvoji

alkoholového jaterniho onemocnéni [10].
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1.2 Reaktivni formy kysliku

ROS je termin, ktery zahrnuje vSechny vysoce reaktivni formy, které obsahuji ve své
molekule kyslik, véetné¢ volnych radikali. Mezi ROS patii superoxidovy radikal, peroxid
vodiku, hydroxylovy radikal, singletovy kyslik a kyselina chlorna. Vyse uvedené¢ molekuly
a radikaly jsou schopny reagovat s nukleovymi kyselinami, proteiny a dal§imi molekulami, coz
vede k poskozeni bun¢k [11].

ROS vznikaji nékolika zplsoby, vétsina z nich je produkovana bunikou v disledku
aerobniho metabolismu v mitochondriich, ve fagocytech pfi niceni virlh a bakterii

a pii detoxikaci toxickych latek [11].

1.2.1 Superoxidovy radikal
Superoxidovy radikal (0;7) vznika jednoelektronovou redukci kysliku:
0,+e” - 05

05~ je produkovany mitochondriemi béhem dychaciho fetézce. V mitochondriich je
kyslik redukovan o 4 elektrony na vodu pomoci cytochromoxiddzy, avSak Unik jednoho
elektronu zpiisobi vznik 0. V bunce se rychle pfeméiuje na peroxid vodiku plisobenim
superoxiddismutazy (SOD) [12].

Sam prochazi omezenym poctem reakci, které se ale stdvaji vyznamné pfti jeho zvySené
koncentraci. Je schopen inaktivovat proteiny obsahujici Fe-S klastry, jako je akonitaza, kdy
dochazi k oxidaci klastru, ktery je nestabilni, zelezny atom disociuje a enzym se stava
neaktivnim. Uvolnéné Zelezo a peroxid vodiku mtzou vstoupit do dalSich reakci. DalSimi

vyznamnymi reakcemi jsou reakce s ostatnimi radikaly a inaktivace ribonukleotidreduktazy

[13].

1.2.2 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku vznika pteménou superoxidového radikélu pomoci SOD:

205 +2H* = H,0, + 0,

Peroxid vodiku snadno pronika bunéénymi membrdnami, neobsahuje neparové
elektrony, tudiz neni radikdlem. M4 vSak mirné oxidac¢ni vlastnosti, ale neoxiduje lipidy, DNA
a proteiny, pokud neobsahuji thiolovou skupinu. Peroxid vodiku je pomoci kataldzy rozlozen
na vodu a kyslik, vlivem peroxidazy je redukovan na dvé molekuly vody za pouZiti redukénich
¢inidel jako je glutathion a kyselina askorbova. Pfes Fentonovu reakci vytvaii vysoce reaktivni

hydroxylovy radikal [14, 15].
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1.2.3 Hydroxylovy radikal
Hydroxylovy radikal vzniké z peroxidu vodiku Fentonovou reakci:
Fe** + H,0, —» Fe3* + OH* + OH~
Tento radikal se vykazuje vysokou reaktivitou, coz z n¢j ¢ini velmi nebezpecny radikal
s velmi kratkym polocasem, reaktivni téméf okamzit¢ na misté svého vzniku. Je znamo, zZe

reaguje s DNA, a to jak s purinovou, tak pyrimidinovou ¢asti molekuly [16].

1.2.4 Kyselina chlorna

Kyselina chlorné vzniké oxidaci chlorida za katalyzy enzymem myeloperoxidazou.

myeloperoxidaza

Cl~+H,0, ——— > HC(CIO + H,0
Kyselina chlorna je silnym oxida¢nim ¢inidlem. Mezi jeji nejvyznamnéjsi funkce patii
zabijeni patogenti, a tim pfispiva k obrané hostitele. Uplatiluje se pii k aktivaci kaspaz
a zprosttedkovavani bunécné apoptozy. Jeji nadprodukce ale vede k poSkozeni biomolekul jako

jsou proteiny, nukleové kyseliny a lipidy [17, 18].

1.3 Reaktivni formy dusiku

Skupina reaktivnich forem dusiku (RNS) zahrnuje slouceniny, které jsou odvozeny
od oxidu dusnatého, vcetn¢ nitrosoniového kationtu, vysSich oxidd dusiku, peroxynitritu
a S-nitrosothioli. Kazdy znich ma odliSnou reaktivitu a biologickou aktivitu. RNS hraji
kli¢ovou roli v regulaci mnoha bungk, jako jsou buiiky hladké svaloviny, kardiomyocyty, krevni
desticky, nervové a juxtaglomerularni bunky, avSak zvySené hladiny RNS se podileji
na poskozeni bun¢k vyvolanim nitrosativniho stresu. Jejich bunécnym cilem jsou lipidy, DNA

a proteiny [19].

1.3.1 Oxid dusnaty

Oxid dusnaty ('NO) se podili na fad¢ fyziologickych funkci jako je nervova
a kardiovaskularni ¢innost. Je produkovany vbuiice pomoci syntdz oxidu dusnatého
z L-argininu a kysliku, okamzité¢ difunduje ptes bunécné membrany a piedstavuje tak druhého
posla pro navozeni relaxace svalstva ¢i synaptickych pienost. Zarovei je zdrojem pro ostatni
reaktivni formy dusiku a pti zvySeni koncentrace se stdva nebezpecnym kvili vysoké reaktivité
s dal$imi volnymi radikaly jako je superoxidovy radikal [19].

VétSina toxickych ucinkd je zprostiedkovana jeho oxida¢nimi produkty neZ jim
samotnym. TudiZ neplsobi pfimo na DNA, ale mira u¢inku zavisi na jeho pfeméné na vyssi
oxidy dusiku. 'NO miiZze reverzibiln¢ inhibovat enzymy obsahujici pfechodné kovy nebo

enzymy tvofici meziprodukty obsahujici volné radikdly v jejich katalytickém cyklu. Jiz
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v mikromolarnich koncentracich reverzibiln¢ inhibuje kataldzu, cytochrom P-450,

ribonukleotidreduktazu obsahujici tyrosinovy radikal a odpovédnou za syntézu DNA [20].

1.3.2 Peroxynitrit
Peroxynitrit je produktem spojovaci reakce dvou volnych radikald, oxidu dusnatého
a superoxidu:
*NO + 05~ - ONOO~
Peroxynitrit se za zakladnich metabolickych podminek tvofi nepietrzité, ale pii zvysené
tvorbé 'NO a 05~ v bunce nebo v tkani se projevi jeho reaktivita viici biomolekulam a iniciace
tvorby volnych radikald. Jedna se o patogeneticky mediator v fad¢ chorobnych stavii, zvlaste

kardiovaskularnich, neurodegenerativnich a zanétlivych poruch [21].

1.3.3 Oxid dusicity

Oxid dusicity (°NO,) muze byt uvoliovan zcévnich endotelovych bunck
a ze stimulovanych makrofagl procesem autooxidace oxidu dusnatého.

2°NO+ 0, - 2°NO,

Jedna se o relativné pomaly proces ve vodné fazi za fyziologickych podminek vzhledem
k nizkym hladindm "NO a O,. *NO,, je dobrym oxidantem, reakci dvou radikalti vznika vysoce
reaktivni dimer oxidu dusicitého N,0,. Vystaveni nizkym koncentracim °NO, vede
k vyCerpani antioxidantii doprovdzené¢ vznikem lipidovych hydroperoxidi. Pfi reakci
s molekulami dochazi k ptenosu elektronti za vzniku dusitanu a radikalu biomolekuly, mtze tak
dojit ke zméné struktury biomolekuly, a tim 1 jeji funkce, nebo radikal molekuly maze reagovat

s dalSim radikalem, s biomolekulovym nebo s *“NO,. *NO, také rychle oxiduje thiolaty [22].

1.3.4 Nitrosyl

Nitrosoniovy kationt (NO") pfedstavuje oxidovanou formu oxidu dusnatého. Oxidaci
NO kyslikem, superoxidovym aniontem a pfechodovymi kovy vznika oxid dusicity, ktery dale
poskytuje nitrosionovy kationt [23].

NO" reaguje s biologickymi thioly jako je glutathion nebo cystein za vzniku
S-nitroso sloucenin, dale reaguje se sekundarnimi aminy a vytvari nitrosoaminy, které jsou

karcinogenni v nizkych davkach [23].
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2 ANTIOXIDATY

Biologickym antioxidantem se rozumi jakékoli sloucenina, ktera je schopna zpomalit
nebo zabranit oxidaci substratu. Antioxidanty tedy snizuji mnozstvi oxidantli a zabraiuji tak
rozvoji oxida¢niho stresu [7].

Antioxidanty 1ze obecné rozdélit do nékolika skupin: pfirodni a syntetické; polarni
a nepolarni; enzymatické a neenzymatické; endogenni a exogenni, a podle mechanismu,
na kterém se podileji:

1. prenos atomil vodiku,
ii.  prenos elektrond,
iii.  chelatace kovu [24].

Svou aktivitu vykazuji tfemi riznymi cestami:

1. prevence vzniku volnych radikali a jejich derivati,
il.  preruseni oxidacnich reakci se vznikem radikald,

iii.  inaktivace volnych radikali ¢1 derivati radikalt vniklych reakcemi [24].

2.1 Endogenni antioxidanty

Endogennimi antioxidanty jsou pfevazné enzymy, SOD, katalaza, glutathionreduktaza
a glutathionperoxidaza, které redukuji volné radikaly. Neenzymatickymi antioxidanty jsou
glutathion a kyselina lipoova, jez jsou produktem metabolismu organismu a ptisobi jako druha
obranna linie proti ROS rychlou inaktivaci radikala [24].

Déle se na antioxidacni ochran¢ podili i bilkoviny, jako je laktoferin, feritin
a ceruloplazmin, které sekvestruji prooxidanty, jako jsou ionty kovii a hem. Antioxidanty této

skupiny maji substratovou specifitu, coz omezuje jejich aktivitu [7].

2.1.1 Superoxiddismutaza

SOD patti do skupiny metaloenzymi, prvni obranné linie proti poSkozeni bunék
zpiisobené ROS. Katalyzuji dismutaci 05~ na molekularni kyslik a peroxid vodiku, ¢imzZ snizuji
hladinu O3, ktery pifi zvySené koncentraci poSkozuje buiky. Tato reakce je doprovazena
oxidaci a redukci kovovych iontl, které jsou pfitomné v aktivnim misté enzymu. Na zaklade
kovovych kofaktorl se rozlisuji Etyfi skupiny SOD: Cu-Zn-SOD, Fe-SOD, Mn-SOD, Ni-SOD,
které se nachdzeji v riznych subcelularnich kompartmentech [25].

SOD slouzi jako protizanétlivy prostfedek a miiZze také zabranit pifednadorovym
zménam bunck. Prirozend hladina SOD v téle klesa s ptibyvajicim vékem, a proto jsou starsi

lidé nachylnéjsi k nemocem souvisejicim s oxidacnim stresem [25].
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2.1.2 Katalaza

Kataldza je homotetramer, ve kterém kazdy monomer obsahuje skupinu hemu b
zodpovédnou za enzymatickou aktivitu. Enzym se nachéazi hlavné v peroxizomech, ale aktivita
katalazy byla prokazana i v cytoplazmé, mitochondriich a také na cytoplazmatické membrang
nadorovych bungk [26].

Jeji hlavni funkei je dismutace peroxidu vodiku na kyslik a vodu. Dale vykazuje
peroxidazovou aktivitu, jako je rozklad metanolu, mravencanu, azidu, hydroxyperoxidu
a etanolu, jez se oxiduje na acetaldehyd, ktery je metabolizovan v jatrech. Muze rozkladat
peroxynitrit a oxidovat oxid dusnaty na dusitany. Dalsi roli je detoxikace toxickych a aktivace

protinadorovych latek [27].

2.1.3 Glutathionreduktaza

Glutathionreduktdza je klicovy enzym, ktery navraci oxidovany glutathion zpét
do redukované formy. Tento enzym obsahuje domény, =znichz jedna véaze
flavinadenindinukleotid a NADPH. V katalytickém mist¢ obsahuje 2 cysteiny spojené
disulfidickou vazbou. Nachazi se v cytoplazmé a v rtiznych organelach, vcetné jadra

a mitochondrii [28].

2.1.4 Glutathionperoxidaza

Glutathionperoxiddza ma 8 izoenzymu, z nichz 5 obsahuje ve svém aktivnim misté
aminokyselinu selenocystein a zbylé cystein. Tyto enzymy hraji dilezitou roli v detoxikaci
a signalizaci peroxidu vodiku. Kazdy z nich vykazuje nékolik odlisnych vlastnosti tykajicich

se exprese, mechanismu ucinku a regulace [29].

2.1.5 Glutathion

Glutathion existuje pievazné jako redukovany tripeptid, ktery se nachdzi ve vysokych
koncentracich jak v eukaryotickych, tak v prokaryotickych buiikdch. Kovalentnim spojenim
dvou molekul glutathionu ptes disulfidovou vazbu mezi postrannim fetézcem cysteinu a dvéma
atomy siry vznika oxidovany glutathion [30].

Glutathion plni mnoho rGznych funkci, vcetné detoxikace tézkych kovi, redukce
urcitych ROS, napft. peroxidu vodiku, a piedpokladéd se, ze ma zasadni Glohu pfi biogenezi
Fe-S Kklastri. Je syntetizovan ve dvou enzymem katalyzovanych, adenosintrifosfat (ATP)
zavislych krocich, které probihaji v cytosolu. Prestoze syntéza glutathionu je omezena pouze
na cytosol, predpokladd se, Ze se glutathion nachazi téméf ve vSech bunéénych

kompartmentech. Pfi fyziologickém pH se jedna o negativné nabitou molekulu, kterd neni
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schopna volné difundovat ptes lipidovou dvouvrstvu, proto kazd4d bunééna membrana obsahuje

transportéry zprosttedkujici import a export glutathionu [30].

2.1.6 Koenzym Q10

Koenzym Q10 je pfitomen ve vSech tkanich, pficemz v nejvyssich koncentracich se
nachazi v srdci, ledvinach, jatrech a svalech. Strukturné se jednd o benzochinonovy kruh
s postrannim fetézcem slozenym z 10 izoprenovych jednotek. Existuje ve tfech oxidaénich
stavech — plné redukovana forma, radikalovy meziprodukt a pln¢ oxidovana forma [31].

Koenzym Q10 plni fadu bunéénych funkei, hlavné v mitochondriich, kde plni roli
pii ptendseni elektronti z komplexu I a II do komplexu III béhem oxidativni fosforylace. Podili
se také na metabolismu pyrimidini. Zaroven slouzi jako dilezity antioxidant rozpustny
v tucich, ktery chrani bunééné membrany pied oxida¢nim stresem. Kromé toho, ze ptisobi jako
antioxidant, podili se 1 na regeneraci antioxidanti, a to vitaminu C a E. Také bylo prokazano,

ze ptimo ovliviluje expresi fady geni [32].

2.2 Exogenni antioxidanty

Exogenni antioxidanty jsou pfijimany stravou prostfednictvim konzumace ovoce,
zeleniny a dopliikt stravy. Jedna se o vitaminy A, C, E, karotenoidy, flavonoidy, fenoly a kovy
Zn a Se. Pasobi spolecné s endogennimi antioxidanty proti zhorSujicim u¢inkiim oxidacniho
stresu a pomahaji udrzovat redoxni rovnovahu. Predpokladd se, Ze strava bohata

na antioxidanty muze byt zdravi prospeésna [7].

2.2.1 Vitamin A

Vitamin A je oznaCeni pro skupinu retinoidii a karotenoidii rozpustnych v tucich.
Karoteny jsou prekurzory vitaminu A, retinol funguje jako zdsobni forma vitaminu a miize byt
preménén na aktivnéjsi formy jako je kyselina retinova a retinal. Jak retinol, tak -karoten maji
antioxidacni vlastnosti, ale [-karoten ma antioxida¢ni vlastnosti vyrazngjsi. Navic
B-karoten piedchazi oxidaci retinolu. Oba pusobi jako fetézové antioxidanty v pribéhu
peroxidace lipidi. Nicméné tato aktivita se projevuje jen pii nizkém parcidlnim tlaku kysliku,
pii vysSich tlacich se projevuje autokatalyticky a prooxidativni ucinek. Retinol také zvysuje

antioxidacni ucinek kyseliny askorbové [33].

2.2.2 Vitamin C
Lidské télo je jako jeden z mala organisml zavisly na piijmu vitaminu C (kyseliny
L-askorbové) ve straveé, coZ souvisi s nedostatkem enzymu L-gulonolaktonoxidazy, ktera

katalyzuje posledni fazi biosyntézy vitaminu C [34].
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Zakladni biologickou funkci vitaminu C, krom¢ funkce kofaktoru né¢kolika enzymu, je
ochrana bunék pfed volnymi radikaly, které bézné¢ vznikaji pfi metabolismu. Pfedstavuje tak
hydrofilni antioxidant, ktery se hromadi ve vodni fazi bun¢k. Hydroxylové skupiny na dvojné
vazbé¢ v laktonovém kruhu jsou dérci protonti a elektront a pfeménuji se na diketonovou cast,
coz urcuje silné redukéni vlastnosti a umoznuje ochranu pred oxidaci dalSich bunéénych
struktur. Tyto hydroxylové skupiny jsou reaktivni se singletovym kyslikem, peroxidem vodiku,

peroxidovymi a hydroxylovymi radikaly [34].

2.2.3 Vitamin E

Vitamin E je lipofilni vitamin. V porovnani s ostatnimi lipofilnimi vitaminy se nachézi
ve vSech bunéénych membranach a je pfitomen v celém téle v nejvyssi koncentraci. Zahrnuje
8 izomert, 4 tokoferoly (a-, B-, y-, - tokoferol) a 4 tokotrienoly (a-, B-, y-, 6- tokotrienol).
Jelikoz télo nedokéaZe syntetizovat tuto skupinu vitamind, musi byt pfijimana stravou. Vitamin
E vykazuje mnoho prospéSnych Uc¢inka na lidské zdravi, napt. protialergické, protirakovinne,
kardiovaskularni, antidiabetické, a predpokladd se, Ze hraje vyznamnou roli v regulaci
redoxnich interakci v téle [35].

Obecné lze fict, ze antioxidacni G¢inky izomert vitaminu E zavisi na po¢tu methylovych
skupin na chromanovém kruhu. a-Tokoferol ma tifi methylové skupiny, o-tokoferol jen jednu,
antioxidac¢ni aktivita mezi izomery je v poradi a > 3 >y > 6. Vitamin E odstranuje peroxylové
radikaly a ukoncuje oxidaci polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA). V ptitomnosti
vitaminu E reaguji peroxidové radikély s a-tokoferolem misto s lipidovym hydroperoxidem,
fetézova reakce tvorby peroxidovych radikali se zastavi a zabrani se dalsi oxidaci PUFA

v membran¢ [35, 36].

2.2.4 Karotenoidy

Karotenoidy jsou barevné pigmenty rozpustné v tucich vyskytujici se v rostlinach,
houbéch, bakteriich, fasach a jsou pfitomny v potravinich, jako je ovoce, zelenina a ryby.
Existuje vice nez 600 druhii karotenoidl, z nichZ pouze 40 je pfitomno v typické stravé
a 20 karotenoidli bylo identifikovano v lidské krvi a v tkanich. Mezi tyto karotenoidy patii
B-karoten, a-karoten, lykopen a lutein. Uzivani stravy bohaté na karotenoidy souvisi s niz§im
vyskytem rakoviny, kardiovaskuldrniho onemocnéni, osteoporozy a cukrovky [37].

Ptiznivé ucinky karotenoidil jsou prevazné odvozeny od antioxida¢nich ucinkid. Diky
piitomnosti konjugovanych dvojnych vazeb téchto slou€enin jsou schopny pfijimat elektrony

od reaktivnich druhli a nasledné neutralizovat volné radikaly [37].
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2.2.5 Zinek
Zinek je po zeleze druhym nejvice rozsifenym stopovym prvkem v lidském téle, nejvice
je zastoupen ve svalech a kostech, dale v kizi a jatrech. Mirny nedostatek vede ke zhorSené
imunité, zpomalenému riistu, zvyseni oxidacniho stresu a k tvorb¢ zanétlivych cytokini [38].
Zinek je kofaktorem cytosolického a extracelularniho enzymu Cu-Zn SOD, ktery
katalyzuje dismutaci superoxidového radikdlu na méné skodlivy H»>O, a O,. DalSim

antioxida¢nim ucinkem zinku je inhibice NADPH oxidazy [38].

2.2.6 Selen

Selen je znamou esencidlni mikrozivinou, kterd se podili na mnoha biologickych
procesech. Je nezbytny pro spravnou funkci §titné zlazy, mozku, svald, prostaty a varlat. Selen
vykazuje antioxida¢ni a protinddorovou obranu tim, Ze je zabudovavan do struktury
selenoproteini — glutathionperoxidaz, thioredoxinreduktaz, selenoproteinu P, selenoproteinu S

a selenoproteinu F [39].
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3 OXIDACNI STRES ANADOROVA ONEMOCNENI

Rakovina je jednou zhlavnich pfi¢in Gmrti. Navzdory rozsdhlému vyzkumu
a zna¢nému Usili o vyvoj cilené 1é¢by se mnoho nadorl stale vyznacuje Spatnou prognodzou
a vysokou umrtnosti [40].

Rakovina definuje zhoubné novotvary charakterizované metastatickym riistem a muze
se vyskytovat témét v kazdém orgdnu a tkéni. Vyvoj rakoviny je stile povazovan
za vicestupiiovy proces, béhem néhoz genetické zmény poskytuji ristové vyhody, a tak dochazi
k postupné transformaci normalni buiiky v maligni nadorovou bunku [41].

Konkrétné lze rany vyvoj rakoviny definovat do 3 fazi na zékladé¢ molekularnich,
bunécnych a patologickych charakteristik pfechodu normalni buiiky do neoplastického stavu.

Tyto 3 faze byly definovany jako iniciace, promoce a progrese (viz obr. 1) [42].

Iniciace Promoce Progrese
Ri}slové ‘{}%8'8
Oprava Apoptoza Apoptoza wl;oda OGQ
O . | geneticka OOOCSS O
—_— —_— —_———— stabili
Poskozeni Proliferace Proliferace e OOOOO
Nonmnalni Iniciaéni Loziskové 8 O
buiika burika léze

Neoplazie

Obrazek 1 Stadia maligniho vyvoje; upraveno a prevzato z [42]

Zménéna redoxni rovnovaha a dysregulovana redoxni signalizace se mize vyznamné
podilet na progresi maligniho onemocnéni a rezistenci vici 1é¢bé. Predpoklada se, ze nadorové
bunky vykazuji trvale zvySené mnozstvi ROS v disledku genetickych a metabolickych
zmén [40].

Jsou-li RONS produkovény v dostatecném mnozstvi tak, aby byla piekrocena
antioxida¢ni ochrana, miize dojit k ireverzibilnimu poskozeni nukleovych kyselin, proteint
a lipidi, coz vede ke genetickym anebo epigenetickym zménam onkogenii a tumor-
supresorovych gent [43].

Signalni d&je zprostfedkované oxidacnim stresem ovliviiuji charakter chovani
nadorovych bun€k. ROS jsou v bunééném cyklu zapojeny do proliferace a progrese, pieziti
bunck a apoptdzy, energetického metabolismu, bunécné pohyblivosti a adheze, angiogeneze,

morfologie bunék a udrzovani kmenovych nadorovych bunék [44].

3.1 Oxidacni poSkozeni biomolekul
Oxidacni stres zplisobuje oxida¢ni poSkozeni nukleovych kyselin, proteint, lipida (viz
obr. 2) asacharidi. PoSkozeni membranovych lipidd, strukturnich proteinl, enzymu

a nukleovych kyselin vede k abnormalni funkci bunék [7].
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POSKOZENIi DNA POSKOZENI LIPIDU

Oxidace purint a pyrimidint

Wl“/m 1 Il

Mutace Poskozeni
nukleotidil

Peroxidace
lipidQ

T MDA

T 4-HNE

Jadno- Dvou-
fetézcovy  rfetézcovy
zlom zlom

DNA DN

Inaktivace protein

OXIDACE PROTEINU
Obrazek 2 Poskozeni biomolekul vyvolané oxida¢nim stresem; upraveno a prevzato z [7]

Naptiklad nadbytek hydroxylového radikalu a peroxynitritu mtize zptsobit peroxidaci
lipidd, a tim poskodit bunécné membrany a lipoproteiny. To vede k tvorbé malondialdehydu
a konjugovanych slou¢enin dienu, které jsou cytotoxické a mutagenni. Lipidova peroxidace se
Sifi velmi rychle, jelikoz se jednd o radikdlovou fetézovou reakci, a tak ovliviiuje velké
mnozstvi lipidovych molekul. Proteiny podléhaji vlivem oxida¢niho stresu konformacnim
modifikacim, které mtizou zptsobit ztratu nebo zhorSeni jejich enzymatické aktivity. I DNA je
nachylna ke zménam souvisejicim s oxidacnim stresem, z nichZ nejreprezentativngjsi je tvorba

8-0x0-2"-deoxyguanosinu (8-0x0-dG). Jedna se o zhoubnou zménu DNA, kterd miize byt

zodpovédna za mutagenezi [45].

3.1.1 Poskozeni DNA
tvofeny monomernimi jednotkami zvanymi nukleotidy. Nukleotid se sklada z pétiuhlikatého
cukru deoxyribozy, dusikaté baze a jedné nebo vice fosfatovych skupin. V DNA se nachazi
4 riizné baze: purinové — adenin (A) a guanin (G), a pyrimidinové — cytosin (C) a thymin (T).
DNA ma dvouvldknovou Sroubovicovou strukturu, jejiz obé vlakna probihaji v opacnych
smérech, tzn. jedno vlakno je vedeno od 5 k 3 konci, zatimco druhé vlakno je vedenood 3" k 5~
konci. Oba fetézce interaguji prostfednictvim vodikovych vazeb mezi dvojicemi bazi, pfi¢emz
adenin se vzdy paruje s thyminem a guanin s cytosinem [46].

Kazda lidska bunka zaZije vice nez 10 000 poSkozeni DNA denné, z nichZ vétSina je
obvykle zpiisobena béznymi bunéénymi procesy. Napiiklad spontanni chyby béhem replikace

DNA mohou mit za nasledek zaclenéni nespravnych nukleotidi do nové syntetizované
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molekuly DNA, coz zpiisobi nesoulad parovani bazi. RONS jsou povazovany za latky
zodpovédné za tadu 1ézi DNA vznikajicich v disledku oxidacniho stresu, vcetné vzniku
apurinovych nebo apyrimidinovych mist, jedno nebo dvouietézcovych zlomu a substituci bazi
[47].

Dusledkem expozice ROS, at’ uz endogenniho ¢i exogenniho ptvodu, je oxidac¢ni
poskozeni DNA, ¢imz vzniké riziko naruseni bunééné funkce a vzniku mutaci. Oxidacéni
poskozeni DNA patii mezi hlavni mutagenni procesy v zarodecné linii a provazi tak rany vyvoj.
Proto se Skodlivé mutace mohou potencionalné prenaSet na vétSinu bunék v téle a poskozena
mista mohou mit vliv i na ostatni bunky. V pribéhu zivota dochazi k oxida¢nimu poskozeni
DNA a vzniklé mutace pfispivaji nejen k rozvoji rakoviny, ale také k neurodegeneraci a starnuti
[48].

ROS poskozuji DNA bud’ pfimym ptisobenim na DNA nebo ovlivnénim proteinti, které
jsou zapojeny do jejiho udrZzovani. Zarovenn se ROS ucastni signalizace a odpoveédi
na poskozeni DNA, coz ukazuje dualni roli ROS. Doposud bylo identifikovano asi 100 riznych
oxidativné vytvorenych bazickych 1ézi nebo modifikaci v in vitro studiich, ale pocet a typ
produkti skutecné vytvorenych v bunééné DNA (viz tab. 1) je mnohem nizsi, bud’ kvili

nedostatecné citlivosti detekénich metod nebo nestabilité takovych 1¢ézi [49].

Tabulka 1 Piiklady modifikovanych bazi v bunééné DNA po oxidaci; upraveno a prevzato z [49]

Adenin 8-0x0-7,8-dihydroadenin

4,6-diamino-5-formamidopyrimidin

Guanin 8-0x0-7,8-dihydroguanin

2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin

Cytosin 5-hydroxycytosin
5-hydroxyuracil
5,6-dihydroxy-5,6-dihydrouracil
5-hydroxyhydantoin

Thymin 5,6-dihydroxy-5,6-dihydrothymin
5-hydroxymethyl-uracil

5-formyluracil
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3.1.1.1 Reaktivita vii¢i purinovym bazim DNA

Mechanismus tvorby 8-oxo-purin reakci OH® s DNA teleciho brzliku a dvouvlaknovymi
oligonukleotidy byl v pfitomnosti kysliku podrobné zkouman. Ke tvorbé 8-oxo-dG pfispivaji
tfi cesty. Pfimy pfidavek OH® na pozici C8 guaninové skupiny za vzniku 8-HodG* predstavuje
minoritni cestu (pfiblizné 5 %). Druhou cestou je ztrata jednoho elektronu, nasledovéana
hydrolyzou, kterd vede ke stejnému radikalovému aduktu, jenz podléha oxidaci na 8-oxo-dG.
Tteti cesta, kterd vede ke vzniku 8-0x0-dG, zahrnuje utok OH* na sousedni thymidinovou bazi.
Modelové experimenty, které zahrnovaly expozici oligonukleotidii a DNA teleciho brzliku
OH*, prokazaly, Ze v pfitomnosti kysliku je pfiblizné 50 % 8-0xo0-dG produkovano
intramolekularnim pifidavkem docasné vytvofeného pyrimidinového peroxylradikélu na C8
sousedni guaninové baze. Zaroven bylo zjisténo, Ze tvorba 8-0x0-2"-deoxyadeninu je 10x nizsi
nez 8-0x0-dG, coz je pficitano absenci cesty jednoelektronové oxidace a v mensi mife ucasti
intramolekularniho peroxylradikédlu na adeninové bazi. Nukleobaze guanin, kterd ma nejnizsi
reduk¢ni potencial, je hlavnim mistem oxidace v DNA. Na vzniku 8-0x0-dG se krom& OH*®

mohou podilet dalsi oxida¢ni druhy jako je H>O», singletovy kyslik, HOCI nebo ONOO™ [50].

a) 8-Oxo-2-deoxyguanosin

Nukleosid  8-0x0-2’-deoxyguanosin  nazyvany  taktéz  8-o0xo0-7,8-dihydro-2’-
deoxyguanosin nebo 8-hydroxy-2'-deoxyguanosin je znamym biomarkerem oxidativniho
poskozeni DNA, ktery vznika béhem interakce 2'-deoxyguanosinu s hydroxylovym radikalem.
Nicméné 1 dalsi reaktivni druhy kysliku (viz obr. 3) mohou zasahovat do tohoto procesu [51-

53].
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Obrazek 3 Vznik 8-oxo0-dG; upraveno a ptevzato z [53]

27



Utinky 8-0x0-dG lze rozdélit do tii skupin:

i.  mutageneze a reparace nukleovych kyselin,
ii.  regulace exprese gent,
iii.  kontrola zanétu a oxidacnich procesi.

Prvni a druha skupina G¢inki je realizovana prevazné 8-oxo-dG, ktery je soucasti DNA,
zatimco tieti skupina je realizovana volnym 8-oxo-dG [52].

In vitro a in vivo studie prokazaly, ze tvorba 8-oxo-dG v DNA, neni-li opravena pied
replikaci DNA, indukuje cilené transverze G:C na T:A. Pii oxidaci 2’-deoxyguanosinu se
vytvaii par 8-oxo-dG:deoxycytidin (dC), nasledné pii replikaci v oblasti DNA obsahujici
8-0x0-dG, je 8-0x0-dG chybné vynechan, coz zplsobi inzerci 2’-deoxyadenosinu, ¢imz se
vytvoii par 8-oxo-dG:deoxyadenosin (dA). Je-li chybny par ponechdn neopraven béhem
druhého kola replikace, vytvoii se par bazi deoxythymidin (dT):dA (viz obr. 4). Ve spojeni
s onkogeny nebo tumor-supresorovymi geny by to mohlo vést k zacatku rakoviny [54, 55].

ROS

Oxidace 1. replikace 2. replikace

i | -

GC:TA Transverze
Obrazek 4 Mechanismus transverze vlivem 8-0x0-dG; upraveno a pfevzato z [55]

8-Ox0-dG je schopen pfijmout anti nebo syn konformaci v zavislosti na thlu okolo
glykosidické vazby. Syn konformace je energeticky vyhodné;si, kdyz se na C8 nachazi kyslik.
To, kterd baze se paruje s 8-o0xo-dG, zavisi na tom, zda je piijata konformace syn nebo anti.
Pti konformaci syn 8-0xo0-dG strukturné imituje dT, coz vysvétluje promutagenni charakter
8-0x0-dG:dA. Nicméné dA neni vzdy ucinné zaclenén proti 8-oxo-dG, protoze polymeraza 3
muze otacet zakladni vlakno 8-oxo-dG pro efektivni parovani s dC. Naopak DNA polymeraza
0 se zastavi v pritomnosti 8-oxo-dG, coz umoziuje piepnuti na jiné polymerazy, vcetné
polymerazy m, kterd udrzuje vysokou ptesnost parovani s dC. Presto parovani 8-oxo-dG:dA
Casto unikd opravé DNA, protoze strukturné imituje dT:dA a nezpiisobuje tak zkresleni DNA
helixu. Naopak 8-0xodG:dC zpiisobuje mirné zkresleni struktury DNA helixu, coZ je snaze
rozpoznano proteiny opravujici DNA a vede tak k odstranéni 8-oxo-dG [53-55].

Specifické enzymatické odstranéni 8-oxo-dG je katalyzovano mechanismy base
excision repair a nucleotide excision repair. U savci §-0x0-dG DNA glykosyldza rozpoznava
8-0x0-dG naproti dC a S§tépi N-glykosidickou vazbu mezi bazi a deoxyribézou. Timto
mechanismem vznik4 apurinové misto a spousti se mechanismus base excision repair. Pokud

neni 8-0x0-dG odstranén a dochézi k replikaci DNA, glykosyldza MTH1 vyfazuje adenin
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sparovany s 8-0x0-dG a zaroven podporuje aktivitu 8-oxo-dG DNA glykosylazy. Po odstranéni
muize byt adenin nahrazen cytosinem. Timto zplisobem lze zabranit hromadéni 8-oxo-dG
v DNA [53].

Mnoho studii zjist'ovalo zvysené hladiny 8-0x0-dG v moc¢i nebo v DNA tumorové tkané
ve srovnani se zdravou tkéani. Napfiiklad ve studiich na karcinomech prsu byly hladiny 8-oxo0-dG
8—17x vyssi nez u zdravé tkané prsu, nizké hladiny v tumorové tkani, séru a moci u pacientli
s rakovinou jsou spojeny s vys$im stupném a nizké hladiny v séru a tkani jsou charakteristické
pro agresivnéjsi formu rakoviny [54].

U nadort traviciho traktu, jako je karcinom tlustého stfeva a Zaludku, jsou zvySené
hladiny 8-0x0-dG spojeny jak s patogennim vyvojem onemocnéni, tak s jeho moznou validaci
jako nadorového markeru. Zvysené koncentrace 8-oxo-dG ve tkéni karcinomu tlustého stieva

korelovaly s akumulaci genetickych mutaci, které charakterizovaly evoluci nadoru [56].

b) 7,8-Dihydro-8-oxoadenin

Adenin podléhd oxidaci méné ve srovnani s guaninem, jelikoz ma vysSi redoxni
potenciadl. K oxidaci adeninu na 7,8-dihydro-8-oxoadenin, zkracené 8-oxoadenin (8-0x0A)
dochazi prevazné vlivem OH®. Oxidacni léze adeninu byly nalezeny v mnoha néadorovych
tkanich hrtanu, vajecnikii, mozku a plic [57].

Mutagenni potencial 8-oxoA je dan jeho schopnosti nejednoznacného parovani bazi.
Parovani 8-o0xoA s thyminem tvofi stabilni par, na rozdil od part 8-oxoA:C u né&jz byly
prokézéany strukturni a dynamické rozdily, které mohou bréanit rozpoznani poskozeného mista
DNA glykosylazami. Dale se 8-ox0A muze parovat s guaninem [57].

8-Ox0A je schopen vyvolat mutaci v syntetickém protoonkogenu HRAS, coz vede
k jeho aktivaci a naznacuje roli v karcinogenezi. Zaroven 8-0xo0A specifické substituce thyminu
na guanin a thyminu na cytosin, kter¢ jsou nejcastéji pozorované v kontextu CTT sekvence byly
zjistény u adenokarcinomu jicnu a zaludku, B-bunécného non-Hodgkinského lymfomu

a karcinomu slinivky [57].

¢) 8-Nitroguanin

K tvorbé 8-nitroguaninu dochédzi ptidanim °NO, do polohy C8. Pfidani °NO,
do polohy C5 generuje nestabilni adukty, které se rychle rozkladaji na 5-guanidino-4-
nitroimidazol [58].

PoSkozeni DNA zpiisobené peroxynitritem je piredev§im oxidacni. Peroxynitrit mize
také zptsobit oxidaci deoxyribozy a zlom fetézce. Vznikajici 8-nitroguanin je nestabilni a mize

byt spontanné eliminovén, ¢imz dochazi ke vzniku apurinového mista (viz obr. 5). Zaroven
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behem syntézy DNA se muze 8-nitroguanin sparovat s adeninem, coz vede k transverzim GT.
Na zéklad¢ téchto informaci lze 8-nitroguanin povazovat za mutagenni 1ézi DNA, ktera se

podili na karcinogenezi [58].
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Obrazek 5 Vznik 8-nitroguaninu a apurinového mista; upraveno a pievzato z [58]

3.1.1.2 Reaktivita vi¢i pyrimidinovym bazim DNA

Tak jako vlivem OH* dochazelo ke vzniku purinovych modifikaci, dochézi i ke vzniku
pyrimidinovych modifikaci. Utokem OH® na pyrimidiny dochazi ke vzniku réiznych
pyrimidinovych aduktii, pfestoze jsou pyrimidinové baze méné nachylné k oxidaci, 1 kdyz maji
vys§i redoxni potencial nez puriny [59, 60].

OH® se pridava ke dvojné vazbé mezi C5 a C6 cytosinu a thyminu, ¢imz vznikaji
radikaly C5-OH®a C6-OH". Dochazi také k odtrzeni vodiku z methylové skupiny thyminu, coz
vede ke vzniku allylového radikalu. Adukty pyrimidinovych radikalt maji redukcni a oxidacni
vlastnosti. Oxidace C5-OH®a C6-OH* aduktli, nasledovana ptfidavkem vody a deprotonaci
produkuje thymin-glykol a cytosin-glykol. Allylovy radikdl thyminu poskytuje po oxidaci
5-(hydroxymethyl)uracil a 5-formyluracil. V pritomnosti kysliku, ktery reaguje s meziprodukty
radikalll vznikaji peroxylové radikaly, které jsou nestabilni a rozkladaji se na dalsi produkty.
Rozkladem pyrimidinovych hydroxyhydroperoxidi vznikaji 5,6-dihydroxycytosin, aloxan
a 5-hydroxyhydantoin. V nepfitomnosti kysliku dochéazi k redukci C5-OH*a C6-OH"® adukti,
nasledovanou protonizaci, ¢imz vznikaji 5-hydroxy-6-hydropyrimidiny, resp. 6-hydroxy-5-
hydropyrimidiny. Cytosin-glykol a dalsi produkty cytosinu se snadno dehydratuji a deaminuyji,
coz vede ke wvzniku produktl jako S5-hydroxycytosin, uracil-glykol, 5-hydroxyuracil,
5-hydroxy-6-hydrouracil a 5,6-dihydroxyuracil [61].

5-Formyluracil, prot&jsek 5-formylcytosinu, je dal§i modifikaci pyrimidinové baze,
ktera se v bunikdch nachazi v niz§im mnozstvi nez 5-formylcytosin. 5-Formyluracil je jednou

z oxidacnich 1ézi thyminu v DNA a muze vznikat plisobenim UV zéfeni, ionizujiciho svétla
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ataké vlivem ROS. 5-Formyluracil béhem replikace DNA zptisobuje chybné kodovani
a bodové mutace, ddle mize v jednotfetézcové DNA zesitovat peptidy za vzniku Schiffovy
baze, zarovei zesitovani mezi DNA a proteiny je cytotoxické. Tim dochézi k naruseni interakci
DNA s proteiny, coz ma za nasledek naruSeni normalnich bunéénych procest. Ze studii
vyplyva, ze rozdilny obsah modifikaci 5-formylpyrimidinu mezi nddorovou a parakancerdzni
tkani muze byt spojen s rozvojem nadort [62].

Biomarkery oxida¢niho stresu, thymin-glykol a formamidovy zbytek pyrimidinovych
bazi, vzniklych oxidaci pyrimidinu, byly zvySené u Zen s rakovinou vaje¢niku ve srovnani
s kontrolnimi skupinami. Zaroven bylo zaznamenano zvySené mnozstvi pyrimidinovych 1ézi
u Zen nesoucich mutaci BRCA, bez zjevnych pfiin onemocnéni nez u zdravé kontrolni
skupiny. Toto zjiSténi naznacuje, ze oxidacni poskozeni DNA neni disledkem nemoci, ale spiSe
piedzvésti onemocnéni. Nositelky genu BRCA maji celozivotni zvySené riziko rakoviny prsu

a az 80% zvysSené riziko rakoviny vajecniki [60].

a) Vliv UV zaieni na poskozeni pyrimidinovych bazi

UVA a v mens$i mite UVB slozky slune¢niho zafeni maji schopnost vyvolat riizné
oxidac¢ni drahy v ktzi. UVB je slabym generatorem fotooxidacnich reakci DNA, naopak UVA
prostiednictvim excitace vhodnych endogennich nebo exogennich fotosenzibilatorii muze
vyvolat vznik nékolika ROS. UVA i1 UVB zafeni je schopno vyvolat oxida¢ni reakce, které
mohou pretrvavat i po ukonceni ozatovani. U bun¢k vystavenych UVB zafeni vznikaji
fotoprodukty DNA dimeriza¢nimi reakcemi mezi dvojnou vazbou C5 a C6 pyrimidinovych
bazi. Nejcastéjsimi fotoprodukty jsou cyklobutan-pyrimidinové dimery (CPD) [63].

CPD lze povazovat za premutagenni 1¢zi u melanomovych a nemelanomovych koznich
nadort, ktera vede k mutaci C na T a CC na TT. TT a TC sekvence jsou nejvice nachylné
k tvorbé CPD, pozice thyminu v CPD neni mutagenni diky zaclenéni adeninu proti thyminu
polymerazou n a dal$imi DNA polymerazami. AvSak pfesny mechanismus, jak CPD obsahujici
cytosiny zpusobuje mutace C na T, zlstal neznamy. Existujici modely zahrnuji DNA
polymerazy nachylné k chybam, které zacleiiuji adenin ptfes CPD obsahujici cytosin. Dalsi
model navrhuje, Ze cytosin v CPD nejprve podléhd deaminaci za vzniku uracilu a poté

polymeraza 1, zacleni adenin ptes deaminované CPD obsahujici uracil (viz obr. 6) [64].

Obeijiti
uvB Deaminace polymerazou Mutace

T-C T=C =U > T=U T-T
12— = ’ i:A_Azi ’ 'ZA—A:I

Obrazek 6 Mutace C — T vlivem UVB, upraveno a pfevzato z [64]
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3.1.2 Poskozeni RNA

Ribonukleova kyselina (RNA) je po chemické strance podobna DNA. Jedna se o fetézec
nukleotidl obsahujici pétiuhlikaty cukr ribozu, fosfat a dusikatou bazi — adenin, guanin, cytosin
a uracil. Fosfat je vazan na 5C ribozy a dusikatd baze na 1C rib6zy. RNA se snadnéji rozklada
nez DNA a vétSina molekul RNA netvoii stabilni sekundéarni struktury [65].

Teoreticky by RNA mohla byt vice nachylnd k oxida¢nimu poskozeni nez DNA
z raznych divodl. Naptiklad obsah RNA je 4,4x vyssi nez DNA v savéich buitkach. RNA je
méné spojena s bilkovinami a zaroven jeji baze nejsou chranény vodikovou vazbou a jsou tak
snadnéji pfistupné ROS. Navic RNA maé rozsdhlou cytoplazmatickou distribuci v tésné
blizkosti mitochondrii, kde vznika vétSina ROS [66].

Poskozeni RNA muze byt zpiisobeno OH® a H>O». Prozatim jedinou charakterizovanou
oxidovanou bazi v RNA je 8-hydroxyguanosin, ktery vznika reakci guaninu s OH* a néslednou
oxidaci nebo reakci guaninu se singletovym kyslikem a naslednou redukci. Zaroven
8-hydroxyguanosin mize potencidln¢ meénit genetickou informaci nespravnym parovanim
s adeninem, s podobnou nebo vyssi Gi¢innosti nez s cytosinem, a vytvaret tak mutace na urovni
transkripce [66].

Uroveti oxida¢niho poskozeni RNA se u raznych forem RNA lisi, pfi¢emz vyrazngjsi
oxida¢ni poskozeni RNA je spojeno s mensim poctem proteinii vazajicich RNA. Oxidace
mediatorové RNA (mRNA) snizuje jeji translatni kompetenci a nepravidelnou produkci
proteind, ¢imz se naruSuje funkce ribozomi. U transferové RNA (tRNA) oxidacni stres
vyvolava hromadéni jejich rozstépenych polovin, avsak neni jasné, zda toto Stépeni ma vliv
na funkci bunky, jelikoz nedochazi ke snizeni poctu celkového tRNA. Celkové lze fict, ze
poskozeni mRNA by mohlo zptlisobit abnormalni translaci proteinii a soub€zné poskozeni tRNA
a mRNA by mohlo zpiisobit dysfunkci syntézy proteini [66, 67].

8-Hydroxyguanosin je indikatorem endogenniho oxida¢niho poSkozeni RNA a muze
byt uzite¢ny pro vcasnou detekci onemocnéni. Jeho zvySeny obsah byl nalezen v moci

u pacientd s kolorektalnim karcinomem [68].

3.1.3 Poskozeni proteint

Proteiny jsou slozeny ze stovek az tisich malych podjednotek zndmych jako
aminokyseliny. Celkem rozliSujeme 20 druhi aminokyselin, které jsou spojeny peptidovou
vazbou a tvofi tak molekulu bilkoviny. Pofadi aminokyselin urcuje strukturu proteint a jejich
funkci, jako je katalytickd funkce pii biochemickych procesech, imunitni ochrana, pohyb,

pfenos nervovych impulst, kontrola ristu a diferenciace [69].
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ROS zplisobuji oxidaci aminokyselin, zménu elektrického naboje proteinti, rozpad
peptidového fetézce, zesitovani proteinli a zvySuji nachylnost k proteolyze. Aminokyseliny
obsahujici siru nebo thiolovou skupinu jsou vice nachylné k poskozeni vlivem ROS, piredevsim
cysteinové a methioninové zbytky jsou nachylnéjsi k oxidaci. Oxidace methioninovych zbytki
nebo sulfhydrylovych skupin vede ke konformacnim zménam, rozkladani a degradaci proteini.
ROS vytvareji disulfidové vazby mezi aminokyselinami obsahujicimi siru a narusuji funkci
a strukturu proteinti. RNS zplisobuji nitraci proteinti vedouci ke vzniku 3-nitrotyrosinu, coz je
marker zanétu. Vlivem OH® dochazi k odtrzeni atomu vodiku z polypeptidového fetézce
a vznika tak radikal s uhlikovym jadrem [42, 70, 71].

Karbonylové proteiny jsou definovany jako oxida¢né poskozené proteiny obsahujici
karbonylovou skupinu v postrannim fetézci aminokyselin. Vznikaji pfi pfimém oxida¢nim
poSkozeni aminokyselinovych zbytkt prolinu a argininu, které poskytuji glutamatovy
semialdehyd, lysin poskytuje aminoadipovy semialdehyd, zthreoninu vznika kyselina
2-amino-3-ketomaselna. Pfima oxidace jinych aminokyselinovych zbytki mize vést ke vzniku
karbonyll vazanych na proteiny. Oxidace tryptofanu miiZze vést ke vzniku az 7 oxidovanych
produktli, mezi néZ patii kynurenin a N-formylkynurenin a jejich hydroxylové analogy, které
se vyznacuji aldehydovymi nebo keto skupinami vzniklymi oxida¢nim Stépenim indolového
kruhu. Kromé¢ toho vznikaji dva laktamy oxindolylalanin a dioxindolylalanin [71, 72].

Oxidac¢ni poskozeni proteinli je nevratné a neopravitelné. Poskozené proteiny ale maji
schopnost aktivovat proteozomy, které slouzi k jejich degradaci. Nedojde-li k jejich odstranéni,
shromazd’uji se a méni funkci bunky [70, 71].

Poskozeni proteinii ROS muiZze inhibovat aktivitu enzymt podilejicich se na opravé
DNA. Zvlast¢ DNA polymerazy jsou velice citlivé na ROS, které miizou zplsobit jejich
modifikaci, coz nasledn¢ zvysuje pocet neopravenych DNA a mutaci. Stale vice studii ukazuje,
7e onkoproteiny a tumor-supresorové proteiny v souvislosti s oxida¢nim stresem hraji velkou

roli v karcinogenezi [42, 71].

a) P53

Protein p53 oznaCovany jako strdZzce genomu hraje dulezitou roli pfi udrzovani
genomove stability a prevenci nddori. Somatické mutace p53 se vyskytuji téméf u vSech
lidskych nadort a u vice nez 50 % vsech nadort [73].

Protein p53 je kddovan genem TP53, ktery se nachéazi na kratkém raménku chromozomu

17. Studie ukazuji, Ze 8 mutaci genu TP53 se nachédzi v kodonech a tvofi 28 % vSech mutaci
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p53. Mutace v alelach, nazyvanych hotspoty, se objevuji v mnoha lidskych nadorech a tkénich
a vyskytuji se z téchto divodi [74, 75]:
i.  enviromentalni mutagenni vlivy zptisobuji alelické zmény v genu TPS53,
ii.  genové mutace jsou zpusobeny specifickymi sekvencemi DNA,
iii.  ztrata vykonnosti a zmény ve zmutovanych proteinech p53, které mizou mit
alelickou funkci [75].

Zarodecné zmény genu TP53 jsou zdkladem vzacného genetického onemocnéni
zvaného Li-Fraumeniho syndrom. Jedinci s timto syndromem maji predispozice k ¢asnému
vzniku nédori, k vyssi pravdépodobnosti, ze se u nich béhem Zivota objevi minimalné jedno
nadorové onemocnéni a piiblizné¢ 40% pravdépodobnost, Zze u nich bude diagnostikovano
nadorové onemocnéni po druhé bez ohledu na vek, kdy bylo diagnostikovano onemocnéni
prvni. Nadorova onemocnéni spojena se somatickou nebo zarodecnou mutaci genu TP53, jsou
povazovana za agresivni a se Spatnymi vysledky [76].

Samotny protein p53 se skladd z 393 aminokyselin a obsahuje 4 domény: transaktivaéni
doménu, doménu bohatou na prolin souvisejici s apoptézou, doménu vazajici DNA
a tetramerizacni doménu. V rdmci C-konce se navic nachazi oblast jaderného lokalizaéniho
signalu a jadern¢ho exportniho signalu, které se podileji na piislusné subcelularni lokalizaci

(viz obr. 7) [74].

N-doména Hlavni doména C-doména
1 42 63 9708 202 300 323 324 335 163 393
Jaderny Jaderny
Doména bohata na prolin lokalizacni expartni Zakladni doména
| signal signal
Transaktivacni Doména Tetramerizaéni
doména vazajici DNA | doména

Obrazek 7 Doménova struktura p53; upraveno a pievzato z [74]

Za normalnich okolnosti je p53 v bufice udrzovany v nizkych hladindch pomoci
ubiquitin E3 ligdizy MDM?2, ktera jej inaktivuje a degraduje. Kdyz dojde k poSkozeni DNA,
protein p53 se aktivuje, zpisobi zastaveni bunééného cyklu, a tim da buiice Cas na opravu.
Pokud je poskozeni DNA z&vazné, dochézi u bun¢k k apoptdze [75].

U p53 je vétsina mutaci zpisobena substitu¢ni bodovou mutaci, kterd vede k produkci
mutantniho proteinu p53. Bylo zdokumentovano, Ze nékteré nadorové asociované mutantni p53

ztraci tumor-supresorové funkce a zaroven ziskavaji nové onkogenni funkce, efekt znamy jako
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gain-of-function, mezi néz patii podpora bunééné proliferace, angiogeneze, migrace, invaze,
tvorba metastaz a chemorezistence [77].

Divoky typ p53 a jeho mutantni protéjSek reguluji oxidacni stres opacnym zplsobem.
Divoky typ p53 zabranuje produkci ROS aktivaci antioxida¢nich enzymu. Naopak mutantni
p53 udrzuje zvysSeni intracelularnich ROS zménou nékolika molekularnich drah ve prospéch
progrese nadorového onemocnéni. Co se tyce metabolickych zmén, mutantni p53 stimuluje
aerobni glykolyzu, produkci laktatu, autofagii, expresi hypoxii indukovaného faktoru (HIF),
potlacuje opravu DNA a inhibuje apoptézu [78].

ROS muzou také ovlivnit stabilitu a aktivitu p53 prostfednictvim posttransla¢nich
modifikaci, a to fosforylaci p38 zprostfedkovanou mitogenem aktivované proteinkinazy
(MAPK) a kinazou regulovanou extracelularnim signdlem (ERK). Zaroven protein p53 je
redoxné citlivy, takze funguje jako bunétny redoxni senzor diky pfitomnosti cysteinovych
zbytkli obsahujicich redoxné citlivé thiolové skupiny. Oxidace cysteinu snizuje vazbu p53
na gen asociovany s opravou DNA GADDA45, coz ovlivituje odpovéd’ na poskozeni DNA [79].

Mutantni p53 je schopen potlacit transkripci sestrint SESN1 a SESN2, a tim 1 mnozstvi
komplexu SESN a adenosin 5 'monofosfat aktivované proteinkindzy, ktery je regulovan
oxida¢nim stresem a slouzi jako antioxida¢ni adaptivni odpovéd’. Prostiednictvim dysregulace
zminéného komplexu mutantni p53 podporuje posSkozeni autofagie v nadorovych bunikach, coz
muze vést k nahromadéni abnormalnich mitochondrii a nasledné k produkci ROS, genomové
nestabilité, iniciaci a progresi rakoviny. Dale mutantni pS3 miize stimulovat signalizaci sav¢iho
cile rapamycinu (mTOR), tim ménit redoxni rovnovahu a udrzovat oxidac¢ni prostfedi vhodné
pro mnoZzeni a rast nadorovych bunék. Do udrzovani tumorgeneze vlivem mutovaného p53 se
zapojuje 1 aktivace fady receptord, vCetné receptoru pro epidermalni ristovy faktor (EGFR),
které se podileji na aktivaci signalizace fosfatidylinositol-3-kinazy/Akt [79].

Mutovany p53 ma nejsilnéjsi vliv na metabolismus glukozy tim, Ze stimuluje glykolyzu.
Ptedevsim reguluje glukozové transportéry 1 a 4, ¢cimz podporuje vstup gluk6ézy do naddorovych
bunék, dale stimuluje geny zapojené do aktivace glykolyzy a pent6zofosfatovou drahu ptisobici
na gluk6zo-6-fosfatdehydrogenazu. Koneénym vysledkem je zasoba glukozy, kterou buiiky

vyuzivaji k energii i za aerobnich podminek, ozna¢ovano jako Warburgiiv efekt [80].

3.1.4 Poskozeni lipida
Lipidy jsou hydrofobni molekuly, rozpustné v lipofilni rozpoustédlech, jako je hexan.
V Zivych organismech jsou soucasti biologickych membran, slouzi jako signalni molekuly,

zasobarna energie a piedstavuji dileZitou zivinu. Lipidy se miiZzou klasifikovat do 7 skupin:
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triacylglyceroly, mastné kyseliny, vosky, fosfolipidy, sfingolipidy, glykolipidy a izoprenoidy.
a glycerolu. Fosfolipidy, sfingolipidy a glykolipidy patii mezi lipidy, které jsou soucasti
bunécnych membran a obsahuji jak hydrofilni, tak hydrofobni ¢asti [81].

Vzhledem k vysokym hladinam PUFA, jsou bunécné membrany obzvlast¢ nachylné
k poskozeni ROS, oznacované jako peroxidace lipidu. Pii peroxidaci lipidt dochézi k reakci
ROS s dvojnymi vazbami mezi uhliky. Proces peroxidace zahrnuje 3 kroky: iniciace, propagace
a terminace. V prvni fazi dochazi pod vlivem OH® k odstranéni vodikového atomu z lipidu
za vzniku volného lipidového radikalu. Béhem propagace volné lipidové radikaly reaguji
s kyslikem za vzniku peroxyradikalu, které spousti fetézovou reakci za vzniku dalSich volnych
lipidovych radikald a lipidového peroxidu, tim Ze odebiraji vodik z dalSich lipidovych molekul.
Lipidové hydroperoxidy jsou hlavnim konecnym produktem peroxidace lipida. Jako vedlejsi
produkty jsou produkovany razné aldehydy, v€etné¢ malondialdehydu, propionaldehydu,

hexanalu a 4-hydroxynonenalu [82].

a) 4-Hydroxynonenal

4-Hydroxynonenal (HNE) je jednim z nejvice studovanych produktt peroxidace lipidu,
ktery vzniké oxidaci PUFA, pfedevsim kyseliny arachidonové a linolové. HNE je povazovan
za vysoce elektrofilni molekulu, kterda mize snadno reagovat s proteiny, DNA a fosfolipidy
[83].

Cilem HNE jsou vSechny 4 baze DNA s riznym stupném reaktivity dG > dC > dA = dT.
HNE je také schopen tvofit mezifetézcové kiizové vazby, které by mohly interferovat
s replikaci a transkripci DNA. Na kodonu 249 genu p53 je schopen vyvolat transverzi G na T
a vznik adi¢nich produkti HNE-deoxyguanosin, které¢ byly povazovany za mutacni hotspot
u lidského hepatocelularniho karcinomu a u karcinomu plic souvisejiciho s cigaretovym
kouiem [84].

HNE ptisobi také na proteiny a vytvaii adi¢ni produkty se 3 riznymi postrannimi fetézci
v proteinech, konkrétné€ s cysteinem, histidinem a lysinem. Proteiny modifikované HNE jsou
nachylnéjsi k degradaci proteozomalni cestou. Cysteinové zbytky jsou nejcitlivéjsi vici
napadani HNE. Rychlda konjugace s glutathionem vyrazné¢ vycerpava tento antioxidant
v riznych typech bunék [85].

Nedavné imunohistochemické studie naznacily, Ze HNE mtiZe slouzit jako prognosticky
faktor. To mlze souviset s cytotoxickymi a ristovymi ¢inky HNE v zavislosti na koncentraci

a také s jeho ucasti pfi zanétlivém procesu v nadoru a v okolni nenddorové tkani. Jeho vyskyt
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byl dobfe popsan zejména u gliovych nadorti, kdy imunohistochemicka pozitivita byla
prokézana u astrocytarnich, oligodendroglidlnich a ependymalnich nadori, pficemZz mira
exprese se postupné zvysovala se stupném nadoru. Zaroven bylo zjisténo, ze exprese HNE je

vyrazna u invazivnich karcinomt prsu, zatimco exprese 8-0x0-dG se snizila [86].

b) Malondialdehyd

Malondialdehyd (MDA) je produktem lipidové peroxidace a biosyntézy prostaglandind.
Je povazovan za nejvice mutagenni produkt peroxidace lipidu, jelikoz je biologicky velmi
aktivni a spolu s ROS se podili na poskozeni DNA, kdy miize vytvaret rizné endogenni
exocyklické adi¢ni produkty DNA, v¢etné malondialdehyd-2"-deoxyguanosinu. MDA ma také
vyznam v karcinogennim procesu, kde je schopen zpiisobit mutace paru bazi, inzerce, delece,
a substituce, zejména u part bazi GC, posun ramce v opakovanych sekvencich a nestabilitu
mikrosatelitovych sekvenci v genech zapojenych do karcinogeneze [87].

MDA piisobi cytotoxicky a vykazuje inhibi¢ni G€inky na antioxidac¢ni enzymy. Zaroven
hladina MDA v séru odrazi poskozeni bun€k volnymi radikaly. Vyss§i hladina MDA v moci
u pacientll odpovidala vyS$§imu stupni onemocnéni. ZvySené hladiny MDA byly zaznamenéany
u rtiiznych malignit, jako jsou rakovina plic, dutiny ustni, orofaryngu, ovarii, délozniho ¢ipku,
ledvin a prostaty. U rakoviny ledvin a prostaty byly hladiny MDA vyznamn¢ vyss§i u obou typi
rakovin, coz odrazi narGst oxidacniho poSkozeni a lipidové peroxidace, ale bez korelace

se stupném onemocnéni [88].

3.2 Signalni drahy a kli¢ové proteiny zapojené do procesu proliferace

Mezi signalni dréhy, které souvisi s bunéénou proliferaci a jsou ovliviiovany ROS, 1ze
zaradit signalni drahu EGFR a kli¢ovych signalnich proteinti, jako jsou nukledrni transkripcni
faktor (NRF2), rat sarcoma (RAS), rapidly accelerated fibrosarcoma (RAF), mitogenem
aktivované proteinové kinazy ERK1/2 a mitogenem aktivovand, extracelularnim signalem
regulovana kindza (MEK), fosfatidylinositol-3-kindza (PI3K), fosfolipdza C (PLC)
a proteinkinaza C (PKC) [43].

3.2.1 Signalni draha receptoru epidermalniho ristového faktoru

EGFR patii do skupiny ErbB tyrosinkindz. Hraje roli v podpoie bunécné proliferace
a potlageni apoptdzy, a proto je oznatovéan jako protoonkogen. Casto mutuje anebo je nadmérné
exprimovan u riznych typt nddorového onemocnéni. EGFR se nachazi na plazmatické

membrané a po vazbé ligandu dochazi k alosterické aktivaci EGFR kindzy a k trans-
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autofosforylaci tyrosinovych zbytkd na konci cytoplazmatického receptoru, ¢imz se spousti

signalni kaskada regulujici bunécnou proliferaci a angiogenezi (viz obr. 8) [89-91].

<—EGFR-TKIs

Obrazek 8 Signalni draha EGFR; upraveno a ptevzato z [91]

EGFR také reaguje na hypoxii, kterd jednak zvysuje transkripcni aktivitu genu EGFR,
a tim nadmérnou expresi EGFR, pokud nedoSlo ke genetickym zménam, jednak spousti
endocytézu EGFR zavislou na bunécné kinaze Src a kalveolach. V endozomech se EGFR vaze
a fosforyluje endozomadlni protein podilejici se na maturaci microRNA, argonaut 2, coz
zpusobuje inhibici maturace tumor-supresorovych microRNA, a tim podporuje preziti
nadorovych bun¢k. Podobny mechanismus internalizace a akumulace v endozomech vyvolava
1 oxidacni stres vlivem H»O,. Vznik ROS inaktivuje redoxné citlivé, na cysteinu zavislé

tyrosinfosfatazy, coz vede k aktivaci bunécné kindzy Src [90].

3.2.2 Nuklearni transkripéni faktor

NRF2 je transkripéni faktor patfici do skupiny cap’n’collar proteint. NRF2 ma
7 funkénich domén, které heterodimerizuji s DNA a dalSimi transkripénimi a signalnimi
faktory. Rizné domény obsahuji N-terminédlni hydrofobni doménu nasledovanou doménou
vazajici se na inhibitor NRF2. Inhibitor NRF2, téZ oznacovany jako kelch-like-ECH asociovany
protein (KEAP1), je homodimericky protein, ktery udrzuje NRF2 v cytoplazmé a umoziiuje
jeho proteozomalni degradaci [92].

NRF2-KEAPI slouzi jako senzor oxida¢niho stresu vyvolaného chemickymi latkami

a zéfenim v bunkach. K degradaci NRF2 dochézi jak v cytoplazmé, tak v jadre. V cytoplazmé
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je ubikvitace zptisobena KEAP1, v jadre je degradace zptisobena KEAP1/Cul3/Rbx. Tyto drahy
reguluji naruseni NRF2 [92].

Predpoklada se, ze doCasné aktivovany NRF2 chrani bunky pted Skodlivymi U¢inky
oxida¢niho stresu, zatimco trvale aktivovany NRF2 je spojen s podporou rozvoje rakoviny
a zvySovanim chemorezistence. V nadorovych bunkach dochédzi k mutaci ve vazebné doméné
KEAP1 anebo NRF2, kterd narusuje interakci NRF2 s KEAPI, k aktivaci NRF2 onkogennimi
faktory a ke zvySené expresi faktorti, které narusuji interakci KEAP1-NRF2. ZvySena
transkripéni aktivita NRF2, spojend snadmérnou expresi nékterych enzymil glykolyzy,
antiapoptickych genti a onkogeni podpofila klicovou roli NRF2 v onkogenezi. Mutace,
zpusobujici ztratu inhibitoru NRF2, vedou ke stabilizaci a zvySené expresi NRF2 u nékolika
typt rakovin, konkrétn€ prsu, prostaty a plic [92].

NRF2 se podili na regulaci bunééné odpovédi na poskozeni DNA tim, ze reguluje
expresi oxoguaninové glykosylazy, ktera se podili na opravé baze 8-oxo-dG. Zaroven NRF2
moduluje expresi enzymil zapojenych do syntézy NADPH, ktery ma vyznam pro syntézu
biomolekul, vCetné lipidl a nukleotidi. Zvysena exprese NRF2 v nadorovych bunkéch by tak

mohla byt spjata s vysokou potifebou biomolekul pro podporu proliferace [92].

3.2.3 RAS-MAPK

Dréhy MAPK tvoii velkou konstituéni sit’, kterd reguluje mnoho fyziologickych
procest, jako je bunécny rist, diferenciaci a apoptdézu. Rodina MAPK zahrnuje ERK, p38
a c-jun NHz-termindlni kinazu. Kaskada RAF-MEK-ERK reguluje dulezité fyziologické funkce
prostiednictvim aktivity ERK, ktera fosforyluje velké mnozstvi substratii vykonavajici rtizné
molekularni funkce. Pred aktivaci ERK se aktivuji kindzy RAF a MEK. Dysregulace
RAS-RAF-MAPK-ERK a ERK1/2 je jednou z hlavnich poruch, prostiednictvim raznych
signalnich kaskad MAPK, u lidskych nddorovych onemocnéni [93, 94].

Tvorba ROS v transformovanych buné¢nych liniich prostfednictvim nadmérné exprese
onkogenniho RAS je zasadni. Produkce ROS prostfednictvim onkogenniho RAS-indukované
NADPH oxidazy 1 je nezbytna pro transformacni fenotypy RAS zahrnujici nezavisly rist,
morfologickou transformaci a nadorovou aktivitu. Bylo prokazéno, Ze generace ROS
indukované NADPH oxidazou 1 je kli€ovym krokem pro signdlni kaskadu, ktera upravuje
modifikaci stresovych vldken a fokéalni adhezi souvisejici s transformaci RAS. Dochézi
ke sniZeni regulace Rho, coZz vede k dysregulaci stresovych vldken a centralni adheze. Tato
redoxni signalizace je vyvolana onkogenem RAS-indukovaného NADPH oxidazou 1

prostiednictvim drahy MEK-MAPK, coz potvrzuje i pravdivost, Ze inhibice MAPK vede
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k obnoveni Rho v buiikdch. ROS se spojuji s reorganizaci aktivovaného cytoskeletu a jsou
nezbytné pro bunécnou migraci a adhezi endotelidlnich bun¢k [93].

Kaskdda RAF-MAK-ERK iniciuje prostfednictvim ERK transkripéni program, ktery
fidi bunécnou proliferaci. Signalizace ERK primarn¢ ovlada prechod bunky z G1 faze
do S faze, coz je kriticky kontrolni bod pro zabranéni butice v abnormalni replikaci. Ztrata genii
RAS nebo ERK1 a ERK2 zpiisobuje zadrzeni v G1 fazi bunécného cyklu. ERK fosforyluje
ternarni komplexni faktory, které indukuji transkripci okamzité ranych gent, jejichz akumulace
indukuje transkripci sekundarnich odpovédnych genil, coz vede ke vstupu do S faze bunécného
cyklu. Navic ERK podporuje bunécnou proliferaci fosforylaci a inhibici proteint, které

negativné reguluji bunécnou proliferaci [94].

3.2.4 Fosfatidylinostiol-3-kinaza

Fosfatidylinositol-3-kindza vytvari signalni drahu PI3K/Akt, ktera fosforyluje skupinu
inositolového kruhu v inositolfosfolipidu. Ttida 1A PI3K ma strukturu heterodimera, které se
skladaji z katalytické a regulacni Casti. Substratem pro tuto tfidu je fosfatidylinositol-4,5-
bisfosfat, ktery se pfeménuje na druhy posel fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat, ktery podporuje
aktivaci Akt, ¢imz se aktivuji dalsi faktory [95].

Serin/threoninova kinaza Akt, t€z proteinkinaza B hraje dilezitou roli v signélni draze,
ktera kontroluje mnoho bunécnych procest, jako je proliferace, translace, rist bunék, velikost
bunék, bunécna smrt, invaze a angiogeneze prostiednictvim procesu fosforylace. V cytoplazmé
se nachdzi v neaktivni form¢ a béhem aktivace dochdzi k jejimu premisténi na bunécnou
membranu. Navazénim cytokinl, rastovych faktorii a hormonti na receptory dochazi
k fosforylaci Akt na dvou regula¢nich reziduich prostfednictvim aktivace PI3K [95].

Skupina transkrip¢nich faktorti Forkhead box O (FoxO) reguluje pteziti bunky tim, ze
zastavi bunécny cyklus jako odpoveéd’ na bunécny stres zptisobeny oxidacnim stresem. Dochazi
k produkci ROS, cozZ aktivuje expresi FoxO v postizenych bunikach. Aktivita signdlni drahy
PI3K/Akt zplisobuje nadmérnou fosforylaci transkripcnich faktori rodiny FoxO a brani jejich
vstupu do bunééného jadra. Soucasné aktivita PI3K/Akt zvySuje hladinu ROS tim, Ze zvySuje
spotiebu kysliku a oxida¢ni metabolismus v mitochondriich. Pro regulaci oxidaéniho stresu je
dilezitd tumor-supresorova fosfataza a homolog tenzinu (PTEN), jenZ negativné¢ moduluje
aktivitu  signalni  drdhy  PI3K/Akt  pfeménou  fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat
na fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat. Produkce ROS endogenné potlacuje PTEN bchem
oxida¢niho stresu a jako vysledek aktivuje signalni drahu Akt a produkei dal§ich ROS [95].
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Signalni drdha PI3K/Akt zvySuje NRF2, ktery je dilezity pro eliminaci ROS. NRF2
zvySuje skupinu antioxida¢nich enzymii faze 11, glutathionperoxidazy, glutathion-S-transferazy
a glutamat-cystein ligdzy. Z tohoto podhledu piisobi signalni draha dvojim zptisobem, na jednu
stranu zvySuje mnozstvi antioxida¢nich enzymu faze I1 aktivaci NRF2, a tim potlacuje produkci
ROS, na druhou stranu snizuje antioxidac¢ni enzymy faze I, coz podporuje produkci ROS
fosforylaci a inhibici FoxO. FoxO je schopen eliminovat ROS, ale je inhibovan Akt, ktery
zvySuje bunécny metabolismus a proliferaci, ¢imz zvysSuje produkci ROS. Ke snizeni ROS

dochazi aktivaci NRF2 pomoci Akt [95].

3.2.5 Fosfolipaza C

Fosfolipazy jsou rodina enzymtl metabolizujicich fosfolipidy, které katalyzuji rozklad
fosfolipidii na biologicky aktivni lipidové mediatory, jez ovliviiuji n€kolik fyziologickych
funkcei v bunice. V soucasnosti byly identifikovany 4 rodiny fosfolipaz, fosfolipazy A, B, C, D,
jejichz rozdéleni je podle typu reakce, které katalyzuji [96].

Celkem existuje Sest ¢lent rodiny PLC (B, v, 0, €, n a {) skladajicich se ze 13 rGznych
PLC identifikovanych na zakladé struktury. PLC je cytoplazmaticky protein, ktery se pfesouva
do cytoplazmatické membrany, kde se hromadi v lipidovych raftech, které se skladaji
z cholesterolu, ceramidu a sfingomyelinu. PLC jsou studovany u raznych typti nddorovych
onemocnéni [96, 97].

Vzhledem k zapojeni PLC do n¢€kolika bunéénych signalnich drah byly u raznych typa
nadort zjisStény zmény v aktivité a expresi riznych izoforem PLC. Aktivované izoenzymy PLC
jsou propojeny s n¢kolika cestami jako je dréha PI3K-Akt-mTOR, RAS-RAF-MAPK-ERK,
Janus kinaza (JAK)-pienaSec signalu a aktivator transkripce (STAT) [96].

Rakovinné bunky vyuzivaji drahu PI3K-Akt-mTOR k podpofe signali preziti,
k inhibici signalii apoptézy a k ziskani chemorezistentnich fenotypt. Zmény v drahach PLCP1
a PI3K-Akt-mTOR jsou spojovany srozvojem myelodysplastického syndromu, ktery se
ve 30 % ptipadl zvrhava do akutni myeloidni leukémie. Exprese PLCB1 negativné koreluje
s fosforylaci Akt, coZ miZe naznaCovat, Ze zmény v expresi PLCPl a aktivace Akt
u myelodysplastického syndromu muze deregulovat bunécny cyklus a vést tak k inhibici
apoptdzy a preziti bunék myelodysplastického syndromu [96].

PLCyl1 podporuje tumorgenezi pozitivni regulaci mnoha bunéénych a fyziologickych
funkci. Vzajemné funkcni plisobeni mezi PLCyl a signdlnimi drdhami rastovych faktort,
véetné EGFR a receptoru pro ristovy faktor odvozeného z trombocyti PDGFR, jsou znamy

pfispénim k bunécné proliferaci. Déle bylo zjisténo, Ze PLCy1 je substratem nékolika dalSich
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rustovych faktord, jako jsou vaskuldrni endotelovy rastovy faktor, nervovy ristovy faktor
a fibroblastovy rlstovy faktor. Mechanicky tyto faktory fosforyluji PLCyl na specifickych
tyrosinovych reziduich, coz zptisobi konformacni zménu v SH2 doméné, coz vede k aktivaci
PLCy1. Nadmérna exprese rustovych faktorti v n¢kolika typech nadori zptsobi hyperaktivaci
PLCy1 a pozitivné tak podpoti bunécnou proliferaci. Navic aktivni PLCy1 dale aktivuje PKC,
které komunikuji s fadou bunéénych obvoda, véetné Akt a signalni kaskady RAS-RAF-ERK
a podporuji metastazy [98].

Prosttednictvim drdhy JAK/STAT mohou PLC regulovat pfeziti a proliferaci
nadorovych bun¢k, konkrétné SH2 doména PLCyl miZze interagovat se zbytkem tyrosinu
STAT3, coz nasledné¢ vede k jeji aktivaci. Pokud jde o ostatni PLC, prokézalo se, ze ztrata
PLCB3 mlze podpotit vyvoj a rist nadoru, kdy ztrata PLCB3 vede ke zvySeni krvetvornych
kmenovych buné¢k a snizeni STATS, coz vyvola zvySenou bunéCnou proliferaci, preziti

a myeloidni diferenciaci [96].

3.2.6 JAK-STAT

Signalni draha JAK-STAT se sklad4 z komplext ligand-receptor. Rodina JAK je tvotena
4 cleny: JAKI1, JAK2, JAK3 a TYK2. Rodina STAT se sklada ze 7 ¢lent: STAT1, STAT2,
STAT3, STAT4, STATS5a, STATSb a STAT6 [99].

Ligandy, zejména cytokiny a rustové faktory, poskytuji pocatecni stimul pro aktivaci
drahy. Cytokiny se vazou na odpovidajici podjednotky transmembranovych receptori, coz vede
k multimerizaci s jinymi podjednotkami a k interakcim JAK asociovanych s receptorem, které
se aktivuji transfosforylaci, jakmile jsou umistény v tésné blizkosti. Aktivované JAK
fosforyluji tyrosinové zbytky v cytoplazmatické oblasti cytokinového receptoru, ¢imz
poskytnou dokovaci mista pro SH2 doménu proteinit STAT. Vazba STAT na intracelularni
doménu fosforylovaného receptoru vede k fosforylaci tyrosinu zprostfedkované JAK a aktivaci
STAT. Aktivovany STAT dimerizuje a translokuje do jadra, kde slouzi jako transkripéni faktor
indukujici expresi genil, které reguluji bunécnou proliferaci, preziti a invazi. STAT, kromé
STAT4, mohou vstoupit do mitochondrii a podporovat oxidativni fosforylaci a permeabilitu
membrany, STAT3 muize vstoupit do endoplazmatického retikula a pomahat odolavat apoptdze
vyvolané oxidacnim stresem [99, 100].

Na rozvoji nddorovych onemocnéni se podili hyperaktivace STAT, zejména STAT3.
Mutace JAK2V®'' se Gasto vyskytuje u myeloproliferativnich novotvart. Castéji draha
JAK-STAT slouzi jako mediator zvySeného mnoZstvi cytokini, které indukuyji transkripci gent

[99, 100].
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3.2.7 Proteinkinaza C

Proteinkinaza C je skupina vapnik-fosfolipidové dependentnich serin/threonin kinaz.
Rodina PKC se sklada z 11 izoenzym1, které se rozd¢€luji na zaklad¢ strukturnich charakteristik
a zpusobu aktivace do 3 podceledi: konvencni, nové a atypické PKC. Vsechny PKC se skladaji
z regulacni, jez je rozdélena na autoinhibi¢ni doménu a dvé membranové cilové domény (C1
a C2), a z katalytické domény. C1 a C2 domény se vazou na diacyglycerol a Ca**. C3 a C4
v katalytické doméné¢ se vaze na ATP a jeho cilovy substrat. PKC izoenzymy hraji kli¢ovou roli
v proliferaci, diferenciaci, pfeZiti, migraci, invazi, apoptoéze a rezistenci nadorovych bunck
na protinadorové l1éky [101].

Abnormalni exprese PKC je charakteristickd pro neoplazii, pfi¢inné vztahy mezi
zménou v expresi PKC a procesem transformace nebo progresi nemoci nejsou zcela jasné.
Geny pro PKC se zdaji byt odlisné od klasickych protoonkogent, jelikoz mutace v genech PKC
nevede k jejich aktivaci anebo k indukci bunééné transformace. AvSak kviili roli, kterou PKC
hraje pfi udrZovani bunéénych homeostatickych mechanismi, je mozné, Ze zménéna regulace
PKC pfispiva k rozvoji nadorového onemocnéni tim, Ze indukuje chybné vyjadfovani
protoonkogenil nebo synergizuje s onkogeny a meni signalni drahy, které fidi chovani bun¢k.
Regulace mediovana c-Raf, mize ptispét k transformaci bunék, jelikoz c-Raf serin/threoninova
kinaza je hlida¢em signalni drahy MAPK, ktera reguluje expresi gent fidici bunéény cyklus

[102].

3.3 Progrese nadorového onemocnéni
Zvysené hladiny ROS podporuji jak proliferaci nadort, tak progresi nadort.
Angiogeneze, invaze a metastazy jsou charakteristickymi znaky a patii mezi hlavni pfiCiny

umrti na nddorové onemocnéni [103].

3.3.1 ROS a angiogeneze

Angiogeneze oznacuje proces, pii kterém dochazi k ristu novych kapilar ze stavajicich.
Zahrnuje vicestupiiovy proces, ktery Ize jednoduse popsat nékolika kroky. Nejprve angiogenni
podnéty zpiisobi zvySenou propustnost endotelovych bunék a bunéénou proliferaci, nasledné
dochézi k proteolyze slozek bazalni membrany, ¢imz se podpoti invaze endotelidlnich bunck
do stromatu sousedni tkan¢, kde migrované endotelidlni buniky spousti tvorbu lumen. Nakonec
se vytvofi novy kapilarni kandl, ktery je stabilizovan diky vystavbé bazalni membrany
a adherentnimi spoji. Angiogeneze je charakteristickd pro hojeni ran a fungovani

menstruacniho cyklu, zaroven i rlst nadoru je spojen s novymi krevnimi cévami [104].
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Néador vétsi nez 2 mm potiebuje vyzivu, vymeénovat plyny a odvadét odpadni latky, tudiz
nemuze prezit bez krevniho zésobeni. Béhem oxidac¢ni stresu nddorové buiiky vyuzivaji nékolik
modulatort, které iniciuji angiogenezi pro preziti a udrzeni nadoru. Aktivaénimi drdhami
angiogeneze vyvolané ROS (viz obr. 9) se zabyvad mnoho studii. ROS aktivuje zvysSenou
signalizaci ERK-Akt, ktera se podili na aktivaci angiogennich molekul HIF-1a a vaskularniho
endotelového riistového faktoru (VEGF), coz bylo zaznamenano v bunéénych liniich rakoviny
prsu a vajec¢nik. H>O> by mohl podporovat angiogenezi modulaci aktivity p44/42 MAPK.
Zaroven zvySena hladina EGF vyvolava tvorbu H>O», ktery nasledné stimuluje P70S6 kinazu 1
prostiednictvim PI3K-Akt a zvysuje tak expresi HIF-la a VEGF. Prostfednictvim drahy
PI3K-Akt je podporovana angiogeneze Vv bunééné linii rakovinné jaterni tkané
HepG2.V posledni dobé je také mutantni pS3 povazovan za angiogenni podnét a zaroven
zvysuje expresi HIF-1a v karcinomu tlustého stieva. Déle bylo zjisténo, Ze NADPH oxidéaza
zvySuje VEGF zavislé na Ras, coz vede k angiogenezi aktivaci specifick¢ého proteinu 1
prostfednictvim fosforylace zavislé na Ras-ERK. ROS také zvySuje expresi matrixovych

metaloprotedz 1; 2 a 9 v naddoru prostaty [103].

endotelovych

) p70S6K1——HiF-10.«— P44/p42 bundk
. ' l MAPK

Obrazek 9 Aktivacni drahy angiogeneze aktivované ROS; upraveno a pievzato z [103]

3.3.2 ROS a metastaze

Umrti na nddorové onemocnéni je vice spojeno s metastatickym Sifenim, nikoli
lokalizovanym rlstem nadoru. Metastdzy se podileji na neurologickych komplikacich,

respiracnim selhdni, trombdzach a dalSich potencialné smrtelnych komplikacich. Pii vzniku
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metastaz dochazi k tniku bun€k primarniho nadoru, které musi piezit v cirkulaci a usidlit se
ve vzdalenych organech, kde zahdji rtst [105].

ROS jsou hlavni pricinou epitelové-mezenchymového piechodu, ktery se podili
na metastazovani nadordi, kdy epitelové bunky ztraceji polaritu, adhezi mezi buitkami
a ziskavaji mobilitu. Metastazovani nadord je podpofeno zvysenim poctu transkripcnich
faktord, jako jsou nuklearni faktor kB, Twist, Snail, proteinovy aktivator 1, metaloproteazami,
chemokiny a cytokiny (viz obr. 10). Pod vlivem ROS transformujici ristovy faktor 1 (TGF-B1)
reguluje aktivator plazminogen urokinazy a matrix-metaloproteazu 9, aby usnadnil buné¢nou
migraci a invazi, zarovenl ROS zvySuje migraci nadoru aktivaci matrix-metaloprotedz. Pomoci
TGF-B1 se do migrace zapojuje i pS3. Mitochondridlni dysfunkce reguluje expresi chemokinu
CXCL14 prostrednictvim signalni drahy proteinového aktivatoru 1 a zvySuje mobilitu bunék

zvysenim cytosolického Ca** [106].

Primarni nadorové loZisko

Nadprodukce ROS I
* genomicka nestabilita SOD2

APK P13K
\ * rezistence na apoptézu

O—»

| Migrace bunék

/ \
? ? Metastatické loZisko
l | Pro-VIVIPs 2

|
/f sNAIL | |
[ mmp2 (]
MmPo | | \
\ \./l Y

Nadorova invaze @@

NAC

Obrazek 10 Vztah mezi ROS a metastdzami; upraveno a pievzato z [106]

Nadmeérna exprese HIF-1a byla zaznamenédna u nddor se zvySenymi metastazami
a mortalitou. K nadmérné expresi HIF dochézi vlivem hypoxie, laktitu a genetickych zmén
onkogenli a tumor-supresorovych genll. HIF-1 aktivované fibroblasty asociované s nadorem
vyluc€uji proteiny remodelace extracelularni matrix, jako jsou kolagenové prolylhydroxylazy

a lysylhydroxylazy, které podporuji metastdzovani nadori [107].
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ZAVER

Reaktivnich formy kysliku a dusiku jsou pro spravnou funkci organismu nezbytné.
Uplatituji se napt. pfi imunitni odpoveédi fagocytl, apoptdze a udrzuji v normalnim stavu
sliznice traviciho ustroji. Jejich zdrojem je mitochondridlni dychaci fet¢zec, NADPH oxidaza
a dals$i enzymy a organely. Na jejich vzniku se podili také exogenni faktory, a to znecisténa
voda a ovzdusi, UV zafeni, uzivani n¢kterych 1€k, tabakovych vyrobkt a alkoholu.

Pokud mnozstvi reaktivnich forem kysliku a dusiku pievysi antioxida¢ni ochranu,
dochazi k rozvoji oxidacniho stresu. Antioxidacni ochrana je tvofena jak endogennimi
antioxidanty, pfedevS§im enzymy, tak exogennimi antioxidanty, jako jsou vitaminy a mineraly.
Cilem antioxidantii neni eliminovat vSechny reaktivni formy kysliku a dusiku, ale podilet se
na regulaci jejich vzniku.

Krozvoji nadorového onemocnéni dochdzi transformaci normélni bunky
do neoplastického stavu procesem karcinogeneze, ktery zahrnuje 3 faze: iniciaci, promoci
a progresi. Iniciaénim krokem je poSkozeni DNA, ke kterému mulzZe dojit pfimym nebo
nepiimym pulsobenim reaktivnich forem kysliku a dusiku. Pfimé poskozeni DNA vede
k oxidacnimu poskozeni DNA, pii1 kterém vznikaji modifikované béaze, z nichz
nejreprezentativnéjsi je 8-oxo-2’-deoxyguanosin. Nepiimé posSkozeni DNA zahrnuje oxidacni
poskozeni proteini podilejicich se na opravé DNA a oxidacni poskozeni lipidi za vzniku
aldehydt reagujicich s DNA.

Reaktivni formy kysliku a dusiku déle ovlivituji bunééné signalni drahy a jejich klicové
proteiny. To nasledné vede k deregulaci bunécného cyklu, zvysSené proliferaci a k inhibici
apoptozy. Pietrvavajici zvySené hladiny reaktivni formy kysliku a dusiku pfispivaji k progresi
nadorového onemocnéni charakterizované angiogenezi a tvorbou metastaz, které jsou hlavni
pri¢inou umrti na nddorové onemocnéni. Pfi angiogenezi dochdzi k ovlivnéni bunécné
signalizace vedouci ke zvySené aktivité angiogennich molekul, a tak ke vzniku novych krevnich
cév. Pti vzniku metastdz se reaktivni formy kysliku zapojuji do epitelové-mezenchymového

ptechodu a regulace dalSich faktorii podporujicich bunéénou migraci a invazi.
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