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ANOTACE

Bakalarska prace je zaméfena na strukturu, vlastnosti a vyznam neuroglobinu.
V uvodni Casti je struéné popsana struktura metaloproteinli a popis dvou zakladnich
zastupcl (hemoglobin, myoglobin). DalSi kapitola je vénovana samotnému
neuroglobinu a jeho bunéénym mechanismam. V posledni ¢asti se prace zabyva roli

neuroglobinu v patologickych stavech, kde je shrnut i jeho terapeutickych vyznam.

KLICOVA SLOVA

Metaloprotein, neuroglobin, oxidacni stres, mitochondrie, neuroprotekce

TITLE

Neuroglobin

ANNOTATION

The bachelor thesis is focused on the structure, properties and significance
of neuroglobin. In the first chapter the structure of metalloproteins is briefly described
and two basic representatives (hemoglobin, myoglobin). The next chapter describes
neuroglobin itself and its cellular mechanisms. The last part of the thesis deals
with the role of neuroglobin in pathological conditions, where its therapeutic

significance is also summarized.
KEYWORDS

Metalloprotein, neuroglobin, oxidative stress, mitochondria, neuroprotection
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK
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Hepatocelularni karcinom
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NGB
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polyQ
ROS
5¢
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Histidinovy zbytek (distalni strana)
Histidinovy zbytek (proximalni strana)
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Myoglobin

Mutovany huntingtin

Neuroglobin

Parkinsonova choroba
Polyglutaminové agregaty

Reaktivni formy kysliku
Pentakoordinovana forma neuroglobinu

Hexakoordinovana forma neuroglobinu



UvoD

Tato prace se zaméfuje na problematiku neuroglobinu a jeho biologického
vyznamu Vv rlznych typech bunék a tkani, a to jak za fyziologickych,
tak patologickych podminek. Pro spravné pochopeni role neuroglobinu je nejprve
nutné porozumét zakladni strukture a funkci metaloproteina.

NGB byl poprvé identifikovan pomérné nedavno, a proto je jeho struktura
a vlastnosti v lidském organismu stale zkouméana. Vzhledem k jeho schopnosti
reagovat na oxidacni stres, hypoxii a mitochondrialni dysfunkci je neuroglobin
povazovan za vyznamny cytoprotektivni faktor.

ZvySeny vyskyt neurodegenerativnich, ischemickych i nadorovych onemocnéni
podtrhuje potfebu detailniho studia proteinu, které mohou zasahovat do mechanismi
bunécné ochrany. NGB se ukazuje byt jednim z takovych protein(, a jeho vyzkum

mUize pfinést nové poznatky.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Metaloproteiny

Metaloproteiny jsou bilkoviny obsahujici ionty kova, které se vyskytuji ve vSech
typech zivych organisml. Metaloproteiny predstavuji Sirokou skupinu proteint, které
obsahuji centralni kov, ktery je nezbytny pro jejich strukturu a funkci. NejCastgji
se jedna o ionty Zeleza, médi, zinku, hof€iku, manganu a dalSich kovl. Pfitomnost
téchto iontd je kliCova pro zajisténi enzymatické aktivity, pfenos elektrond, transport
kysliku, bunécnou signalizaci nebo regulaci genové exprese. Metaloproteiny nejsou
homogenni skupinou — zahrnuji enzymy, signalni molekuly i strukturni proteiny,
pfiemz kovovy ion zde slouzi jako kofaktor nezbytny pro danou biologickou funkci
(Selvaraj et al, 2024).

U obratlovel bylo objeveno nékolik typl metaloproteini, mezi néz patfi
hemoglobin, myoglobin, cytoglobin, neuroglobin, androglobin, globin X, globin Y
aglobin E (Exertier et al, 2022). Tyto globinové proteiny se vyskytuji nejen

u zivodicha, ale také u bakterii, Protista, hub a rostlin (Sun et al, 2001).

1.1.1 Metaloporfyrin

Hem je prosteticka skupina, ktera je pevné vazana na peptidovou cast
molekuly, a to bud kovalentné, nebo nekovalentné. Jsou to cyklické slouceniny
slozené ze Ctyf pyrrolovych kruhud, propojenych methenylovymi mustky. Jejich
typickou vlastnosti je schopnost tvofit komplexy s kovovymi ionty, které se vazou
na dusikové atomy uvnitf pyrrolovych kruhG. V biologickych systémech
je nejcastéjSim kovem Zelezo, které se obvykle nachazi ve dvojmocné formé (Fe?*)
a ma schopnost reverzibilné vazat kyslik, coz je kliCové napfiklad pro transportni
a respiracni funkce (Pittman, 2011).

Biosyntéza hemu probiha ve vSech somatickych bunkach, které obsahuiji
mitochondrie. Je ovSem také potieba dvou vychozich latek pro tento proces,
a to sukcinyl-CoA, pochazejici z Krebsova cyklu, a aminokyselina glycin. Aktivaci
glycinu pyridoxalfosfatem dochazi k jeho reakci s acetyl-CoA za vzniku kyseliny a-
amino-pB-ketoadipové. Ta nasledné podléha dekarboxylaci, ¢imz vznika ©-
aminolevulova kyselina (ALA). Tato reakce, katalyzovana enzymem ALA-syntazou,

probiha v mitochondrialnim matrix.
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Nasledné ALA pfechazi do cytosolu, kde dvé molekuly ALA kondenzuji
pusobenim enzymu ALA-dehydratdzy za vzniku porfobilinogenu a dvou molekul
vody. Ctyfi molekuly porfobilinogenu se poté spojuji do linearniho tetrapyrrolového
fetézce — hydroxymethylbilanu. Tato kondenzace, je zprostfedkovana enzymem
porfobilinogendeaminazou. Hydroxymethylbilan mize spontanné cyklizovat, pficemz
vznika uroporfyrinogen Ill — a vzacnéji i jeho izomer uroporfyrinogen I. Obé
slouceniny obsahuiji ¢tyfi pyrrolové kruhy, propojené methylenovymi mustky.

Dalsi  krok  zajiStuje  enzym  uroporfyrinogendekarboxylaza  ktery
uroporfyrinogen |ll pfeménuje na koproporfyrinogen lll. Ten se transportuje zpét
do matrix mitochondrie, kde je nejprve oxidovan koproporfyrinogenoxidazou
na protoporfyrinogen Il a nasledné protoporfyrinogenoxiddzou na protoporfyrin 1X
jako pfimy prekurzor hemu. Poslednim krokem syntézy hemu je inkorporace iontu
Zeleza do protoporfyrinu. Tato reakce je podpofena enzymem ferrochelatazou
(Engelking, 2015).

[ Glycin + sukcinyl CoA ] [ Hem J
AL&-syntéza. Ferrochelataza
(mitochondrie) (mitochondrie)

[ G-aminolevulova kyseliny (ALA) ] [ Protoporfyrin IX ]
ALA-dehydrataza ) )
{cytoplazma) l t Protoporfyrinogenoxidasa

(mitochondrie)

[ Porfobilinogen ] [ Protoporfyrinogen IlI ]
Porfobilinogendeaminaza l Koproporfyrinogenoxidéza
(cytoplazma) t (mitochondrie)

[ Uroporfyrinogen llI ] - [ Koproporfyrinogen Il ]

Uroporfyrinogendekarboxylaza
(cytoplazma)

Obrazek 1: Syntéza hemu — dvé hlavni vychozi latky (sukcinyl-CoA a glycin) a jejich nasledné premény.

1.1.2 Globin
Globin je protein sloZzeny z aminokyselinového fetézce, ktery se sklada
do charakteristickych a-helixd obklopujicich centralné uloZzenou hemovou skupinu

(Bashford et al., 1987). Pro spravnou funkci tohoto proteinu je nezbytné, aby nabyl
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tzv. nativni konformace. To znamenda, Ze jeho prostorové uspofadani musi byt
specifické. Pofadi aminokyselin, které jsou mezi sebou spojeny peptidovymi
vazbami, oznaCujeme jako primarni strukturu proteinu. Tato struktura je zapisovana
od N-konce k C-konci fetézce. Sekundarni struktura proteinu je tvofena prostorovym
uspofadanim sousednich nebo blizkych aminokyselinovych zbytka, napfiklad do a-
helixd nebo B-skladanych lista. Terciarni struktura predstavuje celkové prostorové
usporadani celého polypeptidového fetézce, v€etné vztahu mezi jeho vzdalengjSimi
C¢astmi a kvartérni struktura se tyka prostorovych vztahG mezi jednotlivymi
polypeptidovymi fetézci, pokud je protein tvofen vice nez jednim fetézcem.

Dulezitym aspektem formovani sekundarni struktury proteinl je prostorové
uspofadani kostry polypeptidového fetézce. Toto uspofadani je primarné fizeno
dvéma dihedralnimi uhly, oznaCovanymi jako ¢ (phi) a @ (psi), které urCuji orientaci
jednotlivych aminokyselinovych zbytk( vuéi sobé. Jejich mozné kombinace jsou
omezeny sterickymi vlivy, tedy prostorovymi pfekazkami mezi atomy hlavniho
| postranniho Fetézce. Pro vizualizaci téchto konformaénich moznosti se pouziva
Ramachandranlv diagram. Ten znazorfuje oblasti dihedralnich uhld, které jsou
stericky pfipustné a odpovidaji nejbé€znéjSim sekundarnim strukturam, jako jsou a-
helixy a B-skladané listy. Pravé a-helix byva nejCastéji zastoupenou strukturou
v globularnich proteinech. Pokrocilé pfistupy, jako je zavedeni
tzv. Ramachandranova Cisla, umozniuji kvantitativn€ hodnotit konformaci
proteinovych zbytkl a odhalovat pravidelnosti i neuspofadané oblasti v jejich
struktufe (Mannige et al, 2016).

V pfipadé metaloproteint, mezi které patfi i globiny, je tato struktura zviasté
dulezita, protoze prostorové usporfadani proteinu umoznuje spravné umisténi
kovového iontu. Globularni proteiny (sféroproteiny) maji obvykle kulovity,
nebo elipsoidni tvar. Jejich prostorova organizace je takova, ze hydrofobni postranni
skupiny aminokyselin se nachazeji uvnitf molekuly, zatimco hydrofilni €asti jsou
orientovany smérem ven. Tato orientace umoziuje interakci hydrofilnich casti

s vodnym prostfedim buriky, coz je dulezité pro jejich funkci (Pesce et al, 2002).

1.1.3 Hemoglobin
Bilkovinna c¢ast hemoglobinu (HGB) je slozena ze Ctyf polypeptidovych

fetézcl, pficemz kazdy z nich obsahuje navazanou molekulu hemu. Dva z téchto
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fetézcu jsou typu a a dva typu B. a-fetézec se sklada ze 141 aminokyselin, zatimco
B-fetézec obsahuje 146 aminokyselin. Jednotlivé podjednotky jsou uspofadany
do specifické kvartérni struktury, ktera umozruje efektivni kooperativni vazbu kysliku
(Marengo-Rowe, 2006).

Kazdy HGB monomer je schopen navazat jednu molekulu kysliku, takze cely
HGB mlze prenaset az Ctyfi molekuly kysliku souasné. Vazba kysliku na HGB
je spojena s vyznamnymi konformaénimi zménami: po navazani kysliku dochéazi
k posunu atomu zeleza blize do roviny porfyrinového kruhu. Tento posun je pfenesen
pfes proximalni histidin na celou polypeptidovou kostru, coz néasledné ovlivni
i sousedni podjednotky. Vysledkem je pfechod HGB z napjatého (T — taut) stavu
s nizkou afinitou ke kysliku do uvolnéného (R — relaxed) stavu s vys$Si afinitou.
Navéazani prvni molekuly kysliku na HGB vyvola konformaéni zménu, ktera nasledné
usnadnuje vazbu dalSich molekul.

Kromé transportu kysliku se HGB podili i na pfenosu protont (H*). Za kazdé
Ctyfi molekuly uvolnéného kysliku vaze HGB dva protony. Tento proces ma kliCovy
vyznam pro regulaci pH krve a je Uzce spojen s tzv. Bohrovym efektem. Bohr(v efekt
popisuje skuteCnost, Ze zvySeni koncentrace oxidu uhli¢ittho a protonu (nizsi pH)
v perifernich tkanich snizuje afinitu HGB ke kysliku, coz usnadnuje jeho uvolnéni
tam, kde je nejvice potfeba. Naopak v plicich, kde je koncentrace oxidu uhli¢itého
nizsi a pH vyssi, je afinita HGB ke kysliku zvySena, coz podporuje jeho nasyceni
kyslikem.

Dulezitym regulatorem funkce HGB je molekula 2,3-bisfosfoglyceratu. Tato
molekula se vaze na dutinu mezi p-podjednotkami v T stavu HGB a stabilizuje tuto
konformaci, ¢imz snizuje afinitu ke kysliku. Pfitomnost 2,3-bisfosfoglyceratu je proto
klicova pro spravnou distribuci kysliku do tkani, zejména za podminek,
kdy je dostupnost kysliku sniZzena (Kosmachevskaya et al, 2018).

V lidském organismu existuje nékolik typl HGB v zavislosti na stadiu vyvoje.
U dospélych prevazuje hemoglobin A, ktery je slozen a,B, fetézcl. DalSi formou
je hemoglobin F slozen z a,y, fetézcu, a ktery je hlavni formou u plodu
a novorozencl a vyznacuje se vySSi afinitou ke kysliku, coz umoznuje efektivni
prenos kysliku z matefské krve. Minoritné se také u dospélych lidi mize vyskytovat
HGBA., ktery je slozen z 020, fetézcu.

Existuji rovnéz rUzné mutantni formy HGB, napfiklad hemoglobin

S u srpkovité anémie, kdy dochazi k zaméné aminokyseliny glutamatu za valin na B-
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fetézci, coz vede k agregaci molekul HGB pfi deoxygenaci a deformaci erytrocytu.
DalSi varianty zahrnuji hemoglobin C ¢i rdzné thalasemie, které jsou spojeny
s poruchami syntézy a- nebo 3-fetézcu. Tyto mutace mohou mit vyznamné klinické

dasledky a ovlivAuji jak transportni kapacitu HGB, tak jeho stabilitu (Bank, 2006).

1.1.4 Myoglobin

| kdyZ HGB i myoglobin (MGB) maji podobné ukoly v téle, jejich struktura
a funkce se liSi. Na rozdil od tetramerniho HGB je MGB jednofetézcovy protein
(monomer), ktery je podobny B-fetézci HGB. MGB je slozen z jednoho
polypeptidového fetézce o délce 153 aminokyselin (Rout et al, 2021).

Hlavni funkci MGB je uskladnéni kysliku v buikach, zejména v bufikach
kosterniho a srde¢niho svalu. MGB plsobi jako zasobarna kysliku,
ktery je uvolfiovan béhem intenzivni svalové aktivity, kdy jsou potfeby kysliku vysoké.
Na rozdil od HGB, ktery se nachazi v Cervenych krvinkach a je zodpovédny
za transport kysliku v krvi, MGB je vazan ve svalovych vliaknech a pusobi spiSe
na lokalni urovni, kde se podili na zajisténi pfistupu Kkysliku do mitochondrii,
kde probiha aerobni metabolismus (Keppner et al, 2020).

V Klinické praxi je MGB povazovan za Casny a citlivy biomarker poskozeni
svalovych vldken. Jeho méfeni se vyuziva napfiklad pfi podezieni na infarkt
myokardu. Pfi poSkozeni svalovych bunék se totiz MGB uvolfiuje do krevniho obéhu.
V plazmé se bézné vaze na transportni bilkoviny, pfedevSim plazmatické globuliny.
Pokud v8ak jeho mnozZstvi v krvi vyrazné vzroste, ¢ast z néj zUstava nevazana, volné
cirkuluje a je filtrovan ledvinami. Pokud jeho mnozstvi pfesahne schopnost

tubularniho zpétného vstfebavani, objevuje se v moci (Rout et al, 2021).
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1.2 Neuroglobin

Neuroglobin (NGB) je relativné nové identifikovany metaloprotein, jehoz objev
byl poprvé publikovan v roce 2000 T. Burmesterem a kol. Tento protein byl nalezen
u Clovéka i mysSi a svou specifickou expresi v mozkové tkani ziskal oznaceni
,heuroglobin“. Podobné jako jiné globiny, i NGB obsahuje hemovou skupinu
a je schopen reverzibilné vazat kyslik, ¢imz se podili na jeho dostupnosti pro burnky
nervoveé soustavy.

NGB se vyskytuje predevSim v oblastech mozku s vysokou metabolickou
aktivitou, jako je mozkova kura, thalamus nebo subthalamické jadro, kde by mohl
hrat roli v udrZzovani bunétné homeostazy za podminek oxida¢niho stresu nebo
nedostatku kysliku. Vzhledem k vysoké afinité k O, a schopnosti vazat kyslik
| pfi velmi nizkém parcialnim tlaku se predpoklada, ze NGB pfispiva k zajisténi
dostateéného okysli¢eni neurond. Jeho vyrazna evolucni odliSnost od ostatnich
globind, stejné jako jeho vyskyt u raznych zivoc€iSnych druhu, naznacuji, ze vznikl
jako soucast adaptace nervového systému na vysoké naroky na kyslik (Burmester
et al, 2000).

1.2.1 Evoluce neuroglobinu

NGB oproti HGB a MGB predstavuje evolu¢né odliSny metaloprotein,
ktery se pravdépodobné oddélil jiz v ranych fazich vyvoje mnohobunécénych
organismu (Burmester et al, 2000).

NGB se objevil v obdobi u Metazoa od spole¢ného predka (Keppner et al, 2020).
Spole¢ny predek vSech globinl, oznacovany jako archealni protoglobin (obr. 2),
existoval pfed vice nez 800 miliony lety, ale jeho pfesna funkce je stale neznama
(Ascenzi et al, 2016). NGB se vyvinul jako samostatny typ dfive, nez se ZivoCichové
rozdélili na Protostomia (prvousti) a Deuterostomie (druhousti) (Schwartze et al,
2013). Nachazi se u vétSiny obratlovcd (Lidemann et al, 2019) s vyjimkou mihuli,

chrupavditych a dvojdysSnych ryb (Keppner et al, 2020).
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Obrazek 2: Vyvoj globint u obratloved — neuroglobin (NGB), androglobin (ADGB) a globin X (GbX)
se vyvinuly ze spoleéného pfedka (AncGb) nezavislymi duplikaénimi udalostmi (Ascenzi et al, 2016).

1.2.2 Struktura neuroglobinu

Stejné jako MGB je NGB tvofen jednim fetézcem (monomer). U Clovéka
obsahuje 151 aminokyselin. Jeho struktura se ovSem od klasického HGB a MGB
vyznamné liSi. | pfes funkéni podobnosti s témito metaloproteiny sdili NGB s HGB
<25 % podobnost a s MGB < 21 % podobnost v aminokyselinovém fetézci. Gen
kodujici NGB je u Clovéka lokalizovan na chromozomu 14924 (Burmester et al,
2000).

1.2.2.1 Hexakoordinace zeleza v hemu

NGB se sklada ze 3 a-helixd, které vykazuiji typické trojrozmérné (,three-over-
three®) zahyby (Semenova et al, 2024). Toto uspofadani se oznacuje také jako a-
helikalni sendvi¢ (Exertier et al, 2019). Sroubovice jsou oznagovany pismeny A, B, C,
D, E, F, G aH (Boron et al, 2015).

Zelezo (obr. 3) v hemu je koordinovano dvéma histidinovymi zbytky — jeden
se vaze na zelezo z proximalni strany (HisF8), druhy z distalni strany (HiSE7) (Pesce
et al, 2003; Exertier et al, 2019). Intramolekularni disulfidovy mlstek, tvofeny dvéma
cysteinovymi zbytky, ovliviiuje vazbu ligandu (Semenova et al, 2024). Tato
disulfidova vazba pevné stabilizuje smyCku CD, ¢imz reguluje jeho strukturalni

dynamiku a funké&ni vlastnosti (Exertier et al, 2022).
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Obrazek 3: Pohled na proximalni a distalni mista hemu neuroglobinu — na proximalni strané
se nachazi F helix (svétle zelena) s histidinovym zbytkem HisF8 ($eda) a na strané distalni se nachazi
E helix (tmavé zelena) a histidinovy zbytek HisE7 (Seda). Uprostfed se nachazi hem (Cervena) (Pesce
et al, 2002).

Koordinace centralniho Zeleza je ovliviiovana c¢tyfmi dusikovymi atomy
porfyrinu. Proximalni HisF8 je ukotven ve své poloze, coz vede k charakteristickému
pentakoordinovanému (5c) stavu. V blizkosti atomu Zeleza v hemové skupiné
se nachazi vazebné misto pro kyslik, které je Caste€né ovlivnéno pfitomnosti
histidinem. Ten napomaha spravnému navazani molekuly kysliku (Boron et al, 2015)
nebo jiného plynného ligandu (napf. NO, CO) a plnit tak svou funkci (Colloc’h et al,
2017). Toto misto vS8ak muze byt blokovano externim zbytkem (HisE7) (obr. 4).
Vznika tak bis-histidyl hexakoordinovany (6¢) stav a dochazi tak k blokaci vazebného
mista.

Pfechod mezi 5¢c a 6¢ formou ovliviuje, jak rychle a efektivné mize NGB
vazat kyslik nebo jiné molekuly. Vazba ligandl je mozna pouze na reaktivni 5c
formu. Cim bliZze je totiZz rovnovaha posunuta smérem ke stavu 5c, tim je afinita

plynného ligandu na centralni Zelezo vyssi (Boron et al, 2015).

5c O2bound
HisE;_é o, h%HisE?

—_— | —_—
- e

HisF8

Obréazek 4: Rovnovaha mezi 5¢ a 6¢ formou a proces vazby ligandu. Bis-histidylova hexakoordinace
(vlevo), pentakoordinace bez ligandu (uprostied) a hexakoordinace vazana na kyslik (vpravo) (Boron
et al, 2015).
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DalSim dulezitym faktorem je schopnost NGB pfizpUlsobit svou strukturu tak,
aby umoznil plynnému ligandu vstoupit do vazebného mista. To umozruje pravé C-D
smyCka, ktera je schopna vytvofit vnitfni disulfidovy mustek, ktery ovliviiuje
rovnovahu mezi formami 5¢ a 6¢ (Boron et al, 2015). To zahrnuje do¢asnou disociaci
distalniho histidinu (HisE7) a diky tomu dojde k pfistupu k hemu a usnadnéni vazby
na kyslik (Exertier et al, 2019).

1.2.2.2 Dutiny a migrace ligandu ve vnitfnich dutinach

Uvnitf NGB byly pozorovany neobvykle velké sité hydrofobnich dutin a tunell
(obr. 5), které hraji dulezitou roli v jeho funkci. Rozsahla sit vnitfnich dutin
ma vyznamnou roli pro klouzani hemu a navazani plynného ligandu (Colloc'h et al,
2017) a spojuje hemovou kapsu s okolnim proteinovym prostfedim (matrix)
(Moschetti et al, 2009). Dutina umozrfiuje navigovat plynné ligandy pomoci difuznich
cest do kovového centra (Ascenzi et al, 2016). Okolni prostfedi dutiny mize také
slouZit doCasné jako ulozisté pro ligand, kdyz je hem pIné obsazeny (Pesce et al,
2003), coz mGze mit ochranny vyznam pro nervové burnky (Colloc'h et al, 2017).
Casti proximalnich a distalnich mist jsou obklopeny dutinami a kandly a jsou

uzavieny vnéjSimu okoli (Ascenzi et al, 2016).
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Obrazek 5: Lidsky neuroglobin — a-helixy tvori typicky helikalni sendvi¢ (A-H), C a D a-Sroubovice
a smycCky jsou Sedé, systém dutin a tuneld je zvyraznén ¢ervenou barvou (Ascenzi et al, 2016).

1.2.3 Neuroprotekce

Ackoli lidsky mozek tvofi jen asi 2 % télesné hmotnosti, v klidovém stavu
spotiebuje pfiblizné 20 % vesSkerého kysliku, ktery organismus vyuziva, a to zejména
kvuli energeticky naro¢né cinnosti neuronll. Nedostateéné mnozstvi kysliku
ma okamzité i dlouhodobé nasledky na vykon neuronli a mozku. Takovy nedostatek
je spojen s neurologickymi onemocnénimi, jako je cévni mozkova pfihoda,
Alzheimerova choroba, nebo onemocnénimi krevniho systému, jako je napfiklad
anémie. Mozek ma vSak své vlastni adaptivni mechanismy v reakci na nedostatecné
zasobeni neuront kyslikem. Mezi tyto mechanismy patfi napfiklad zmény
v mitochondrialni struktufe, zména normalni Cinnosti enzymu ATPazy v bunce,
zvyseni enzymatické aktivity sukcinatdehydrogenazy a aktivace faktoru indukujiciho
hypoxii. Neuronim a astrocytlim pomaha zachycovat kyslik pfi patologickych stavech
pravé NGB (Li et al, 2023).

Pfi hypoxicko-ischemickém poskozeni dochazi ke zvySeni exprese NGB
v burikach, diky kterému se zvySuje schopnost preziti nervovych bunék (Sun et al,
2001). Bylo zjisténo, ze NGB je pfitomen v mitochondriich a neuritech nervovych

bunék. Pfi hypoxii dochazi k jeho pfesunu, spoleéné s mitochondriemi, smérem
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poskozenim (Li et al, 2023).

1.2.3.1 Antiapopticky uc¢inek neuroglobinu

Apoptéza, jeden z typu programované bunécné smrti, pfedstavuje konecny
disledek fady patologickych stavi a dostupné dlikazy naznaduji, Zze u akutnich
poranéni i neurodegenerativnich onemocnéni byva €asto spojena s mitochondrialni
dysfunkci. Moznost zabranit mitochondrialnim udalostem zapojenym do buné&né
smrti by tedy mohla pfedstavovat uc€inné nastroje k omezeni poskozeni neurond.
Vysoka exprese NGB je spojena se zachovanou mitochondrialni funkci
a se zvySenym prezitim nervovych bunék invitro a in vivo Vv rdznych
experimentalnich modelech bunééného poskozeni (Guidolin et al, 2016).

Apoptdéza ma dvé hlavni iniciani drahy — draha receptoru smrti (= vnéjsi)
a mitochondrialni drahu (= vnitini). NGB se uplatfiuje pfedevSim u vnitfni drahy
apoptézy. Tato draha je vyvolana intracelularnim stresem, ktery spusti aktivaci BH3
proteind, a to zejména tBid proteinu. BH3 proteiny aktivuji Bcl-2 proteiny Bax a Bak.
Tento dé&j musi byt regulovan antiapoptickymi Bcl-2 proteiny. Aktivované proteiny Bax
a Bak oligomerizuji a dojde tak ke zméné permeability vnéjSi membrany
mitochondrii, coZ ma za nasledek uvolnéni proapoptickych intermembranovych
proteini mitochondrie v€etné hemového proteinu cytochromu c (Cyt c). Jakmile
dojde k uvolnéni Cyt ¢ do cytosolu, spoji se s proteinem Apaf-1 (faktor aktivujici
apoptickou proteazu) v pfitomnosti ATP. Dochazi k jeho oligopolymerizaci a vznika
velky proteinovy utvar zvany apoptosom. Apoptosom nasledné aktivuje kaspazovou
kaskadu. Nejdfive dojde k aktivaci rozStépenim pro-kaspazy 9 na kaspazu 9,
ktera Stépi a aktivuje kaspazu 3. Ta nasledné zprostiedkovava destrukci buriky.

Pravé NGB zabrarnuje vzniku apoptosomu a spusténi kaskady (Raychaudhuri
et al, 2010). Dojde totiz k interakci oxidovaného Cyt ¢ s redukovanym NGB za vzniku
komplexu NGB-Cyt ¢ (obr. 6) (Semenova et al, 2024). Pfi tvorbé komplexu mezi
témito dvéma hemoproteinovymi molekulami dochazi ke strukturni reorganizaci

za vzniku dvou solnych mUstk a vodikové vazby (Tiwari et al, 2018).
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Obrazek 6: Proteinovy komplex neuroglobin-cytochromt ¢ — struktura komplexu mezi NGB (vlevo)
a Cyt ¢ (vpravo) (Raychaudhuri et al, 2010).

Pfi tvorbé tohoto komplexu dochazi k redoxni reakci, pfi které NGB preda
elektron Cyt ¢, ¢imz ho redukuje z apopticky aktivni Zelezité formy (Fe3*) na neaktivni
Zeleznatou formu (Fe?*). Zeleznata forma Cyt ¢ se nem(ze U&astnit reakce s Apaf-1

a postrada tak svou schopnost iniciace apoptdzy (Semenova et al, 2024).

Cyt c** + NGB** - Cyt ¢** + NGB3*

1.2.3.2 Antioxidaéni uc€inek

Volné radikaly predstavuji dulezité meziprodukty v mnoha biochemickych
reakcich organismu. Jejich nadmérna akumulace muze vést k vaznému poskozeni
bunék a mize byt spojena s rozvojem rlznych onemocnéni. Antioxidanty proto hraji
klicovou roli v ochrané bunék pfed oxidacnim stresem. V bunkach existuji
antioxidacni systémy, které uc€inné neutralizuji reaktivni formy Kkysliku (ROS).
Vychytavani ROS zajiStuji enzymatické i neenzymatické slozky antioxida¢niho
systému (Li et al, 2011). Velkou roli v této ochrané ma také NGB, ktery se podili
na neutralizaci ROS a tim pfispiva k zachovani bunécné integrity.

Mitochondrie jsou hlavnim mistem tvorby superoxidovych aniontl, které
se vyskytuji hlavné v komplexu | a lll elektronového transportniho fetézce. Produkce
superoxidu na komplexu lll je ovdem dvakrat vy$Si nez u komplexu |. Hlavni funkci
komplexu Il je pfenos elektront z ubichinolu na Cyt c, pfiemz soucasné dochazi
k pfesunu protond pfes vnitfni mitochondrialni membranu. Tento proces vytvari

elektrochemicky potencial, ktery nasledné pohani syntézu ATP. Muze ale dojit
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k aniku elektront ze semichinonu, meziproduktu oxidace ubichinolu, na kyslik
a vznikne tak jiz zminovany superoxid.

Bylo prokazano, Zze pfi mitochondrialnim stresu, NGB vyznamné potlacuje
aktivitu komplexu Il a produkci ROS a tim zabraruje neurotoxicité. Jednim z davod
muze byt vazba NGB na podjednotku Cyc1, ktera je soucasti komplexu Ill. Cyc1
se podili na zajisténi efektivniho pfenosu elektroni v ramci mitochondrialniho
dychaciho fetézce, a tim pfispiva k energetickému metabolismu eukaryotickych
bunék (Yu et al, 2016).

1.2.3.3 G-proteiny

Heterotetramerni G-proteiny se skladaji ze tfi podjednotek — a podjednotky
(Ga) s GTPazovou aktivitou a By dimeru (GPRy). Jedna se o proteiny
zprostfedkovavajici signal, tzn. Ze maiji schopnost prenaset informace z nékterych
receptord. Jejich funkce zavisi na vazbé guaninovych nukleotidd (GDP/GTP). G-
proteinem sprazené receptory (GPCR) jsou aktivovany ligandem, nebo jinym
signalem z prostfedi, coz vede k uvolnéni GDP z Ga podjednotky (obr. 7).
Na uvolnéné misto se nasledné vaze GTP, ¢imz se Ga podjednotka aktivuje — méni
svUj tvar (dochazi ke konformacni zméné) a disociuje se jak od receptoru, tak od GBy
dimeru. Obé oddélené slozky, Ga-GTP i GBy, pak mohou samostatné regulovat
aktivitu riznych efektorovych molekul, jako jsou fosfolipaza C, adenylatcyklaza nebo
iontové kanaly. Aktivni Ga-GTP je schopna svou ¢€innost ukoncit pomoci vlastni
GTPazové aktivity, kdy dochazi k hydrolyze GTP na GDP a naslednému
znovuspojeni s GBy dimerem do puvodniho neaktivhiho komplexu (Wakasugi et al,
2003).
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Obrazek 7: Princip cyklu aktivace/inaktivace G-proteinti pomoci GCPR — aktivace po navazani
agonisty na receptor dochazi k vyméné na Ga podjednotce. Aktivovany Ga-GTP a GBy dimer
se oddéli a ovlivriuji efektory (NUrnberg et al, 2024).

Aktivitu G-proteinl reguluji 3 hlavni skupiny proteinovych modulator(: proteiny
aktivujici GTPazu (GAP), guaninnukleotidové vyménné faktory (GEF) a inhibitory
disociace guaninnukleotidu (GDI). GAP urychluji hydrolyzu GTP na GDP a tim vedou
k inaktivaci G-proteintd. GEF podporuji uvolnéni GDP, coz umozrfiuje navazani GTP
a aktivaci G-proteinu. GDI naproti tomu stabilizuji vazbu GDP a brani jeho vyméné,
a tim udrzi G-protein v neaktivnim stavu (Wakasugi et al, 2003).

Cyklicky adenosinmonofosfat (cCAMP) je kliCovym druhym poslem v burkach,
ktery zprostiedkovava prenos signall v odpovédi na rlzné extracelularni podnéty.
V nervovych bunkach hraje cAMP zasadni roli v regulaci bunééného rastu, preziti
neuront a odpovédi na stresové podminky. Aktivita cAMP je regulovana rlznymi
signalnimi drahami, pfiemz podjednotka Gai, inhibuje aktivitu adenylatcyklazy,
coz vede k poklesu hladiny cAMP a ovliviuje tak tyto bunécné procesy.
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V tomto kontextu NGB vykazuje dulezitou roli v modulaci hladiny cAMP. NGB
pusobi jako inhibitor GDI pro a-podjednotky Gi/o proteinu, ¢imz zabrariuje poklesu
cAMP. Tento mechanismus je kliCovy pro neuroprotekci, protoZe stabilizace cAMP
muze pomoci chranit neurony pfed poskozenim, napfiklad v podminkach stresu nebo
zanétu (Calebiro et al, 2009).

Za podminek oxidacniho stresu se NGB presouva do lipidovych raftd (obr. 8),
coz jsou specifické struktury (mikrodomény) v plazmatické membrané, které hraji
kliCovou roli v organizaci signalnich komplext a interakcich membranovych protein(
(Takahashi et al, 2016). Vzajemné interakce v membrané mezi lipidy vedou
k vytvofeni usporadanych oblasti zvanych lipidové rafty, které maji velikost 10 az 200
nm, a do kterych se shlukuji receptory. Toto uspofadani zvySuje efektivitu jejich
mnozstvi lipidd, jako jsou cholesterol, sfingolipidy a gangliosidy. Narusenim
lipidovych raftt, napfiklad odstranénim cholesterolu, inhibici syntézy sfingolipida
nebo enzymatickym Stépenim jejich slozek, vyrazné ovliviiuje aktivitu receptord,

které jsou na jejich pfitomnosti zavislé (Nehr-Majoros et al, 2025).

Extracellulgr K@

space QO |

Cytoplasm

Lipid Raft

Obrézek 8: Lipidovy raft — cholesterol (1), glykosfingolipid (2), fosfolipidy s nasycenym uhlovodikovym
retézcem (3), glykosilfosfatidylovy protein (4) a proteiny s posttranslacnimi modifikacemi (5)
(Sebastido et al, 2013).
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NGB se podili na signalizaci v ramci lipidovych rafti prostfednictvim vazby
na membranovy protein flotilin-1, ktery je nezbytny pro vznik téchto mikrodomén.
Tento proces ma zasadni vyznam, protoZze pfitomnost NGB v lipidovych raftech
umoznuje ovlivnit aktivitu G proteind a modifikovat signalni drahy, které vedou
k ochrané neuronu pfed oxidaénim stresem. V tomto prostiedi NGB vaze GDP-
vazanou formu Gai proteinud, ¢imz inhibuje aktivitu adenylatcyklazy a snizuje hladinu
cAMP. Tim pfispiva k stabilizaci bunééného prostfedi a ochrané prfed poskozenim

vyvolanym stresem (Takahashi et al, 2016).
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1.3 Role neuroglobinu v patologickych stavech

1.3.1 Nadorova onemocnéni

Rakovinné buriky ¢asto podléhaji oxidacnimu stresu, ktery je dusledkem jejich
rychlého metabolismu a zvySené produkce ROS. Z tohoto dlivodu si nadorové buriky
vyvinuly adaptacni mechanismy, které jim umozfuji pfezit i v podminkach
nepriznivého redoxniho prostfedi. Jednim z moznych kompenzacnich faktor(
se ukazuje byt NGB (Fiocchetti et al, 2014). NGB ovSem mlze mit u nékterych typa
nadorl i tumor supresorové vlastnosti a tvofi zakladni obrannou linii proti

nekontrolovanému déleni bunék a vzniku nadort (Zhang et al, 2013).

1.3.1.1 Nadory centralni nervoveé soustavy

Vyrazna exprese NGB byla detekovana ve vybranych typech mozkovych
nadort, pficemz mezi nejvyznamnéjSi patfi glioblastomy. V  ramci
imunohistochemické analyzy lidskych nadorovych tkani bylo zjisténo, Zze NGB
je pfitomen zejména v nadorech s neuroektodermalnim plavodem. V pfipadé
mozkovych nadord je exprese NGB pomérné konzistentni a silna zejména
u glioblastoma multiform, kde muaze plnit ochrannou roli vici hypoxii a oxidaénimu
stresu. NGB se mlze podilet na udrzeni bunécné viability, a to diky své schopnosti
vazat kyslik a ucinkovat jako ROS scavenger (Emara et al, 2010). Gliom pfedstavuje
jednu z nejCastéjSich malignit centralniho nervového systému (CNS),
s charakteristickou nepfiznivou progndézou a cCastou recidivou. | pres pokroky
v neurochirurgii, radioterapii a chemoterapii zUstava |éCba pokrocilého gliomu
omezena, pficemz molekularni mechanismy jeho vzniku a progrese stale nejsou plné
objasnény (Zhang et al, 2017).

U jinych typd nadori CNS, jako jsou meningeomy, byla exprese NGB
nevyznamna nebo uplné chybéla. To opét podporuje hypotézu, Zze exprese NGB
je charakteristicka pfedevSim pro nadory neuroektodermalniho plvodu. Dale bylo
zZjisténo, ze exprese NGB v glioblastomech je vyrazné vyS$Si nez v nizce malignich
gliomech nebo v normalnich mozkovych tkanich. Vysokd exprese NGB by mohla
odrazet adaptacni schopnosti zvlasté agresivnich nadorovych bunék, coz naznacuje
moznou souvislost mezi hladinou jeho exprese a stupném malignity nadoru. Tento
jev mize byt vyuzit jako potencialni biomarker agresivity nadoru nebo dokonce jako

cil terapeutického zasahu.
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V ramci srovnani lze uvést, Ze cytoglobin, jiny ¢len metaloproteint, vykazuje
v nadorovych mozkovych tkanich vyrazné odliSny profil exprese, ktery je spiSe
sporadicky a méné specificky pro nadory CNS. Tento rozdil dale potvrzuje unikatni
roli NGB v patofyziologii mozkovych nador (Emara et al, 2010).

1.3.1.2 Karcinom prsu a plic

Kromé nadord mozku byla exprese NGB detekovana také v nékterych
nadorovych typech mimo CNS, zejména v adenokarcinomech plic a prsu (Emara
et al, 2010). Rakovina prsu je celosvétové nejcastéji diagnostikovanym zhoubnym
onemocnénim u zen, s odhadovanym poc¢tem 2,3 milionu novych pfipadl v roce
2020, coz odpovida pfiblizné 11,3 % vSech nové zjisténych nadorovych onemocnéni.
Z téchto pfipadu tvofi pfiblizné 79 % nadory, které exprimuji estrogenovy receptor
a (ERa), coz z této podskupiny c¢ini nejCastéjSi molekularni typ karcinomu prsu
(Fernandez et al, 2021). ERa, ktery je hojné exprimovan v hormonalné zavislych
nadorech prsu, hraje kli€ovou roli pfi regulaci exprese NGB prostfednictvim plUsobeni
hormonu 17B-estradiolu (E2). E2 indukuje translaci NGB a zarovern podporuje jeho
relokaci z cytoplazmy do mitochondrii. Pravé mitochondridlni lokalizace NGB
pomaha preziti nadorovych bunék. Tento vztah mize mit dusledky nejen
pro pochopeni hormonalné fizené bunécné rezistence, ale i pro vyvoj cilené |éCby,
ktera by mohla narusit ochrannou osu NGB—ERa a tim zvysit u€innost protinadorové
terapie (Fiocchetti et al, 2016). V souladu s kliCovou ulohou ERa pfi vyvoji a progresi
rakoviny prsu je v Kklinické praxi Siroce vyuzivana endokrinni terapie, ktera
se zaméfuje bud na inhibici syntézy estrogent pomoci inhibitord aromatazy, nebo
na blokadu estrogenového receptoru prostrednictvim antagonistu, jako je tamoxifen
Ci fulvestrant. Pfesto v8ak vysoké procento ERa-pozitivnich karcinomu prsu (30
az 40 %) vykazuje ziskanou rezistenci viéi témto 1é€ivim. To zdarazruje potifebu
identifikace novych terapeutickych cill, jako napfiklad zmihované naruseni
mechanismu zprostfedkovanych NGB (Fernandez et al, 2021).

Pfrestoze intenzita exprese NGB v plicnich nadorech neni tak vysoka jako
u glioblastoml, u nékterych vzorkd nemalobunééného karcinomu plic byla
detekovana slaba az stfedni pozitivita NGB. Uvnitf nadorové tkané Casto vznika
hypoxie kvlli nedostateCnému cévnimu zasobeni. Exprese NGB se v takovych

podminkach zvysSuje, pomaha nadorovym bunkam prezit nizky parcialni tlak kysliku
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tim, Zze tlumi oxidaéni stres. Tim muze nepfimo pfispivat k odolnosti nadoru vuci

nepfiznivému mikroprostredi (Oleksiewicz et al, 2011).

1.3.1.3 Hepatocelularni karcinom

Hepatocelularni karcinom (HCC) je nejCastéjSi primarni zhoubny nador jater
a patfi mezi malignity s velmi nepfiznivou prognézou, predevSim kvuli Castému
pozdnimu zachytu. VétSina pfipadd je diagnostikovana az v pokrocilém stadiu,
kdy jsou moznosti kurativniho zasahu, jako je chirurgicka resekce, vyrazné omezené
(Zhang et al, 2024). Mezi kliCové patofyziologické mechanismy tohoto onemocnéni
patfi chronicka hypoxie, oxidacni stres a poruchy intracelularni signalizace, které
naruSuji rovnovahu mezi proliferaci a apoptézou (Zhang et al, 2013).

Jednim z hlavnich signalnich systém(, jehoz nadmérna aktivita je v HCC
bézn4, je drdaha RAF/MEK/ERK. Aktivace této kaskady vede k podpoife bunécného
ristu, preziti a migrace, a jeji abnormalni aktivita byva spojovana se zvySenou
invazivitou nadorovych bunék a tendenci tvofit metastazy (Zhou et al, 2023).

V souvislosti s timto mechanismem byl u pacientd s HCC pozorovan vyrazny
pokles hladin NGB ve srovnani se zdravou jaterni tkani. Jeho sniZzena exprese
koreluje s vysSi proliferacni aktivitou nadorovych bunék a jejich schopnosti vytvaret
nova nadorova loziska. Naproti tomu obnoveni exprese NGB vedlo ke zpomaleni
bunécného cyklu, omezeni mnozeni nadorovych bunék a celkovému utlumu
nadoroveho rlstu. Tento ucinek je uzce spojen s inhibici drahy RAF/MEK/ERK, jejiz
aktivita je v pfitomnosti vySSich hladin NGB vyrazné omezena. Kromé& pfimého
antiproliferaCniho pusobeni se tim zaroven zvySuje citlivost nadorovych bunék vuci
dalSim terapeutickym zasahim. Snizena exprese NGB tedy neznamena jen pasivni
nedostatek ochranné molekuly, ale aktivné pfispiva k progresi nadoru
prostifednictvim naruseni regulacnich mechanismi buné&ného rustu (Zhang et al,
2013).

1.3.1.4 Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom (CRC) je tfetim nejrozSifenéjSim nadorem na svété.
Odhaduje se, ze globalni zatéz CRC se do roku 2030 zvysSi na vice nez 2,2 milionu
novych pfipadd a 1,1 milionu umrti roCné. Pétiletd mira pfeziti pacientd

s metastatickym karcinomem tlustého stfeva je pouze 14 % (Xue et al, 2023).
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V kontextu CRC se NGB jevi jako slibny tumor-supresorovy faktor. Jeho
exprese je v nadorové tkani vyrazné sniZzena ve srovnani se zdravym stfevnim
epitelem, pficemz tento pokles je vysledkem epigenetické regulace, konkrétné
hypermetylace promotorové oblasti genu pro NGB, coz vede k potlaceni jeho
transkripce. Klinicky byl tento jev spojen s vyS8Si agresivitou nadoru, vétsi
pravdépodobnosti vzniku jaternich metastaz a celkové horsi prognézou.

Na bunécénych liniich Caco-2 a HCT116 bylo experimentalné dokazano,
Ze umeélé zvySeni exprese NGB v nadorovych bunfkach CRC vede ke zpomaleni
nebo zastaveni bunétného cyklu ve fazi G2 nebo ve fazi M, zvySené nachylnosti
k apoptéze a potlateni invazivniho chovani. Zasadni dlohu v protinadorovém
pusobeni NGB hraje i jeho schopnost naruSit angiogenezi, coz je proces tvorby
novych cév, ktery je nezbytny pro zasobeni rostouciho nadoru kyslikem a zivinami.
Tento efekt je zprostfedkovan utlumenim aktivity proteinu GPR35, kliCového
regulatoru angiogenniho prostfedi. Vysoka exprese NGB naruSuje funkci tohoto
proteinu, ¢imZ dochazi k omezeni cévniho zasobeni nadoru. To vede ke zhorSenym
podminkdm pro pfezivani nadorovych bunék a omezeni jejich schopnosti tvofit
metastazy (Xiang et al, 2023).

Na druhé strané vSak role NGB neni vtomto pfipadé jednoznacné
protinadorova, jelikoz v bunééné linii DLD-1 (lidsky kolorektalni adenokarcinom) bylo
prokazano, ze E2 prostifednictvim receptoru ERB zvySuje hladiny NGB obdobnym
zpusobem, jaky byl popsan u nadorovych bunék prsu. | zde dochazi
k posttranskripéni regulaci a nasledné ochrané bunék pfed apoptézou. Tento
ochranny ucinek je zvlasté patrny za pfritomnosti oxidacniho stresu, jaky vznika napf.
bé&hem chronického zanétu nebo infekce, kdy jsou aktivovany makrofagy a neutrofily
produkujici ROS.

U premenopauzalnich zen byva vysSi hladina E2 spojena s nizSim rizikem
vzniku CRC, zatimco pfi pokrocCilé nadorové progresi a dlouhodobé zanétlivé zatézi
muze stejny hormon pfispivat ke zvySeni odolnosti nadorovych bunék vuci apoptoze.
Tento paradox odrazi komplexni ulohu NGB, jehoz funkce se mize ménit v zavislosti

na hormonalnim, oxida¢nim i epigenetickém kontextu nadoru (Fiocchetti et al, 2015).
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1.3.1.5 Karcinom slinivky bfiSni

Rakovina slinivky bfiSni pfedstavuje jednu znejagresivnéjSich forem
nadorového onemocnéni a je Ctvrtou nejcastéjSi pfiCinou umrti na rakovinu
celosvétové. Progndza pacientl zistava velmi nepfizniva, pficemz pétileté preziti
dosahuje pouze 11% (Wu et al, 2023). VEasna detekce preinvazivnich lézi
a identifikace molekularnich terapeutickych cilt proto pfedstavuji kliCovou pfilezitost
k prodlouzeni preziti pacientd. Ackoli screening neni v sou€asnosti doporu¢ovan
pro béznou populaci, nové se ukazuje, ze sledovani slinivky bfisni mize zlepsit
prognézu u vybranych vysoce rizikovych skupin. Zmény v epidemiologii tohoto
onemocnéni, nové zkuSenosti s monitorovanim a objev nadéjnych biomarkeru
poskytuji zaklad pro efektivnéjSi hodnoceni rizika, Casnou detekci i prevenci (Stoffel
et al, 2023).

Jednim z vyznamnych molekularnich cilt v é€bé rakoviny slinivky je receptor
epidermalniho ristového faktoru (EGFR), ktery patfi do rodiny tyrozinkinazovych
receptorli erb-B a hraje zasadni roli v regulaci ristu a Sifeni nadorovych bunék.
Nadmérna exprese EGFR byla detekovana u 30—-89 % pfipadd karcinomu pankreatu
a byva spojovana s pokrocilejSimi stadii onemocnéni, metastazami a nepfiznivou
prognozou. Prestoze se EGFR jevi jako atraktivni terapeuticky cil, vysoka mira
vrozené nebo ziskané rezistence snizuje uc¢innost EGFR inhibitor( v klinické praxi.
Kombinované pfistupy cilici zaroven na drahy EGFR a RAS v8ak v preklinickych
studiich pfinaseji povzbudivé vysledky (Zhou et al, 2017).

NoveéjSi poznatky naznacuji, Ze svou roli v regulaci téchto signalnich drah
muze sehravat i NGB. Bioinformatické analyzy poukazaly na zapojeni NGB
v signalnich drahach spojenych s G proteinem, cGMP/cAMP i MAPK, a také na jeho
interakci s dalSimi kliCovymi proteiny. V experimentalnim modelu rakoviny slinivky
bylo prokazano, Zze NGB snizuje hladiny GNAI1, coz je inhibi¢ni podjednotka Gai
komplexu a soucasné tlumi expresi EGFR a jeho fosforylovanych forem, &imz
pfispiva k omezeni rlistu a metastazovani nadorovych bunék slinivky bfisni (Wu et al,
2023).

1.3.2 Role v neurodegenerativnich onemocnénich
V zapadnich spoleCnostech je vysSSi délka Zivota korelovana se zvySenym
vyskytem neurodegenerativnich onemocnéni. Slibnou terapeutickou strategii

pro oddaleni nebo prevenci nastupu by mohlo byt obnoveni neuroprotektivnich drah
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fyziologicky spousténych neurony proti stresovému poskozeni (Cracco et al, 2023).
Pfesny mechanismus, kterym NGB zajiStuje svou neuroprotektivni funkci
uonemocnéni CNS, dosud neni u nékterych onemocnéni plné objasnén.
V poslednich letech v3ak pfibyva dikazu potvrzujicich jeho antiapopticky ucinek,

a to zejména v souvislosti s neurodegenerativnimi onemocnénimi (Li et al, 2016).

1.3.2.1 Huntingtonova choroba

Huntingtonova choroba (HD) je autozomalné dominantni dédi¢né onemocnéni,
které je charakterizovano postupnou ztratou neuronl v rlznych oblastech CNS.
Jedna se o neurodegenerativni poruchu, jejimz klinickym obrazem jsou pfedevsim
motorické poruchy, kognitivni deficit a psychiatrické symptomy. Mezi hlavni
neuropatologické znaky patfi postupné odumirani neuronl ve striatu a souvisejici
kortikalni dysfunkce. Pfi€¢inou onemocnéni je mutace v genu pro protein huntingtin
(HTT), ktera vede k tvorbé patologickych polyglutaminovych agregatd (polyQ)
lokalizovanych v jadrech neuronl. V souc€asnosti je dostupna pouze symptomaticka
IéCba, ktera zmirfiuje projevy nemoci, avSak neovliviuje jeji progresi (Cardinale et al,
2018). Studie in vitro ukazaly, ze HTT ma ochranny ucinek v neuronalnich burikach
vystavenych  rlznym apoptotickym podnétim, véetné deprivace séra
a mitochondrialnich toxinu (Nuzzo et al, 2017).

E2 je silny neurotroficky faktor, ktery ovliviiuje vyvoj a pFeziti neuron(, stejné
jako rust dendritickych bunék a tvorbu synapsi. E2 navic vykazuje neuroprotekci proti
neuronalni smrti vyvolané p-amyloidem, glutamatovou toxicitou a oxida¢nim stresem.
E2 chrani zejména neurony pfed apoptézou sniZzenim produkce reaktivnich forem
dusiku a ROS, inhibici neurotoxickych ucinkl oxidovanych lipoproteini s nizkou
hustotou a glutamatu, udrzovanim homeostazy Ca?* (Cardinale et al, 2018). U bunék
exprimujicich normalni formu HTT bylo zjisténo, Zze E2 stimuluje tvorbu komplexu
mezi NGB a HTT a tim dochazi k inhibici apoptézy. Naproti tomu v pfitomnosti
mutovaného huntingtinu (mHTT), typického pro HD, je tato ochranna draha
narusena, tzn. ze E2 nezvySuje hladiny NGB ani jeho lokalizaci do mitochondrii.
Navic mHTT snizuje odpovéd bunék na E2 a brani aktivaci NGB

jako antiapoptotického proteinu (Nuzzo et al, 2017).
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1.3.2.2 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je nejCastéjSim chronickym neurodegenerativnim
onemocnénim, které postihuje pfevazné starSi populaci. Klinicky se projevuje
postupnym ubytkem kognitivnich funkci a poruchami schopnosti u¢eni. Mezi tfi hlavni
neuropatologické znaky AD patfi tvorba amyloidnich plakud, vznik neurofibrilarnich
klubek a ubytek neurond. Za hlavni mechanismus vedouci ke ztraté nervovych bunék
je povazovana neuronalni apoptoza.

Nadmérné hromadéni B-amyloidu (AB) je nejen spoleCny dusledek riznych
patologickych procesu spojenych s AD, ale také je to kliCovy faktor, ktery pfispiva
k apoptéze neuronl a naslednému rozvoji kognitivnich poruch (Li et al, 2016). Peptid
AB se vyskytuje v nékolika strukturalnich formach — jako monomery, rozpustné
agregaty ruzné velikosti (napf. oligomery a protofibrily) a jako nerozpustné fibrily,
které tvofi amyloidni plaky (obr. 9). Z hlediska neurotoxicity jsou nejvice Skodlivé
pravé rozpustné agregaty protofibrily, které vyznamné pfispivaji k patologickym
nez jejich monomerni podoba ¢&i nerozpustné fibrily (Séderberg et al, 2023). Toxicita
AB stimuluje Stépeni prekurzorového amyloidového proteinu (APP) prostfednictvim
kaspaz, ¢imz dochazi ke zvySeni produkce neurotoxickych forem AB a soucCasné

k prohlubovani apoptotického poSkozeni neuronu.
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Obrazek 9: Formovani S-amyloidu — agregacni formy AB mohou existovat jako monomery, dimery, oligomery,
protofibrily, fibrily a amyloidni plaky (Hampel et al, 2021).
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Na zakladé téchto zjisténi se predpoklada, Ze inhibice aktivity kaspaz by mohla
nejen omezit tvorbu AP, ale zaroven zabranit apoptéoze neuronalnich bunék,
coz z ni €ini dalSi potencialni smér v [éEbé AD (de Vidania et al, 2020).

Nékteré experimentalni studie na mySich modelech ukazaly, Ze hladina NGB
v mozkové tkani muze s vékem stoupat, a to paralelné se zvySujici koncentraci AR ..
Nicméné ochranna kapacita je v pozdéjSich stadiich onemocnéni pravdépodobné
vyéerpana nebo narusSena, coz pfispiva k progresivni ztrat€ neuronu a rozvoji
klinickych pfiznaku (Li et al, 2016).

1.3.2.3 Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba (PD) je druhym nejcastéjSim neurodegenerativnim
onemocnénim a zpusobuje progresivné se zhorSujici ztratu motorickych funkci.
Na vzniku a progresi PD se podili fada etiologickych faktorli, mezi které patfi
zdédéné genetické mutace, mitochondrialni dysfunkce, zhor§ena imunitni odpovéd,
abnormalni drahy lysozomalni autofagie a expozice toxinUm z prostfedi.
Mitochondrialni dysfunkce patfi mezi kliCové mechanismy podilejici se na rozvoji PD.
Zejména naruSeni funkce komplexu | v elektronovém transportnim fetézci.
Dlouhodobé poskozeni mitochondrii a jejich nedostateéna obnova pfispivaji k ubytku
dopaminergnich neuronu, coz se Kklinicky projevuje motorickymi i nemotorickymi
symptomy typickymi pro PD.

NGB ma schopnost stabilizovat mitochondridlni membranovy potencial,
zlepSovat pomér NAD*/NADH a snizovat oxidaéni stres. Mechanisticky NGB
interaguje s podjednotkou komplexu | NDUFA10, ¢&imz pfispiva k udrzeni
mitochondrialnich funkci a inhibici mitochondridlni apoptdézy. Tyto poznatky
naznacuji, Zze NGB by mohl pFedstavovat potencialni terapeuticky cil pfi Iécbé
neurodegenerativnich onemocnéni, jako je pravé PD (Liang et al, 2020).

Pfeména dusitanu (NO,") probiha prostfednictvim hemoproteinl, jako jsou
HGB, MGB ale i NGB, a vznika tak oxid dusnaty (NO), ktery ma neuroprotektivni roli.
NO se totiz podili na reverzibilni S-nitrosaci cysteinovych zbytk( v komplexu I. Tato
Uprava zabranuje nevratnému oxidacnimu posSkozeni a zajiStuje ochranu
mitochondrialni funkce. Kromé& ochrany komplexu | pfispiva NGB (prostfednictvim
NO) také k aktivaci antioxida¢ni signalni drahy Nrf2. Aktivovany transkripéni faktor

Nrf2 podporuje expresi genl zapojenych do bunécné obrany proti oxidaénimu stresu.
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Podavanim dusitanu by se mohlo docilit zpomaleni progrese onemocnéni

I v pokrocilejSich stadiich (Milanese et al, 2018).

1.3.3 Role pfi ischemickém poskozeni

Sitnice i mozek jsou velmi citlivé na hypoxickou ischemii (Schi et al, 2011).
Cévni mozkova pfihoda (CMP) pfedstavuje celosvétovy zdravotni a socialni problém.
Vyrazné prispiva ke zkraceni délky Zivota a zhorSuje jeho kvalitu. Nej¢astéjSim
typem CMP je ischemicka forma, ktera tvofi pfiblizné 80-85 % pripadl (Peinado
et al, 2021). Ischemické poskozeni je také kli€ovym mechanismem poskozeni sitnice
a vyznamné se podili na patogenezi fady oCnich onemocnéni, jako jsou retinalni
cévni okluze, diabeticka retinopatie, ischemicka opticka neuropatie & glaukom.

Zaroven predstavuje Castou pfi€inu zrakového postiZzeni a slepoty (Chan et al, 2012).

1.3.3.1 Cévni mozkova prihoda

Vznika v disledku ucpani nebo zuzeni mozkové tepny, jez omezuji pfivod
kysliku a zivin do mozkové tkané a vedou k poskozeni ¢i smrti neuront. Typicky byva
postizena oblast zasobovana stfedni mozkovou tepnou, v&etné parietalni klry
a striata (Peinado et al, 2021). Pfi ischemii mozku se postizené misto déli na dvé
hlavni zény: ischemické jadro, kde je pratok krve natolik snizeny, Zze bunky rychle
odumiraji, a okolni oblast zvanou penumbra. V penumbfie je prutok krve sice
omezeny, ale CasteCné zachovany, takze nervové buriky zde mohou po urcitou dobu
prezivat a jsou potencialné zachranitelné. Po obnoveni pratoku krve po CMP se vSak
muze rozvinout sekundarni ischemicko-reperfuzni poskozeni, které dale zhorSuje
stav tkané. K tomuto poSkozeni dochazi v dusledku zvySené produkce ROS,
reaktivnich forem dusiku, poruchy mitochondrii, ztraty iontové homeostazy
a energetického vycCerpani. Tyto déje vedou k otoku bunék, naruseni membranové
integrity a nevratné neuronalni smrti, a to predevSim v ischemickém jadru.
Vysledkem je naruseni axonalni sité a funk&nich okruht, coz mlze vyustit v trvalé
neurologické postizeni (Kim et al, 2021).

Terapeuticky zasah je nejucinnéjSi, pokud je zahajen co nejdfive po vzniku
CMP. Mezi soucasné moznosti patfi trombolyza a mechanicka trombektomie, které
vSak maji omezené vyuziti a nesou rizika. Proto se hledaji nové strategie, které

by nejen obnovily perfuzi, ale také podpofily pfeziti neuront v penumbralni oblasti.
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Mezi zkoumané pfistupy patfi napfiklad regulace oxidacniho stresu, potlaeni
zanétlivych kaskad, inhibice apoptdzy a stimulace neurogeneze a synaptogeneze.

NGB je momentalné povazovan za slibny cil pro neuroprotektivni terapii. Jeho
zvySena exprese muze zmirnit negativni dopady prechodné fokalni ischemie
(Peinado et al, 2021). NGB nefunguje pouze jako ochranny faktor proti poSkozeni
neurontl béhem ischemicko-reperfuzniho inzultu, ale zaroven podporuje regeneraci
axond v postizené mozkové tkani. ZvySeni jeho hladin v oblasti infarktu
tak pfedstavuje potencialné ucinny terapeuticky pfistup (Xiong et al, 2018).

Hematoencefalicka bariéra predstavuje dllezitou ochrannou strukturu mozku,
ktera reguluje pranik latek mezi krvi a nervovou tkani. Na jejim udrzovani se podileji
pfedevsim endotelové buriky a pericyty. Tyto bufky nejen zaijistuji stabilitu bariéry,
ale béhem ischemie také reaguji na stres. Produkuji ROS a uvolfiuji ochranné
signalni molekuly, které podporuji pfeziti okolnich bunék (Kim et al, 2022). Pfimé
podani NGB do mozku vSak komplikuje pfitomnost této bariéry. | kdyz
je hematoencefalicka bariéra po ischemii CasteCné naruSena, stale brani snadnému
priniku léCiv do mozkové tkané. Za timto ucelem byly vyvinuty napfiklad
hyaluronatové nanocastice, které umoznuji efektivni transport NGB do mozku. Tyto
nanocastice dosahly cilové mozkové oblasti a po 24 hodinach byly mikroskopicky
detekovany v neuronech (Peinado et al, 2021).

Kromé pfimé terapie se zkouma také vyuziti NGB jako biomarkeru. Diky své
detekovatelnosti v periferni krvi by mohl slouzit jako cenové dostupny a prakticky
nastroj pro hodnoceni prognézy a vedeni IéCby u pacientd po CMP (Ramli et al,
2024).

1.3.3.2 Retinalniischemie

Sitnice je tkan s mimoradné vysokymi metabolickymi naroky. Je tvofena
raznymi typy bunék, jejichz spravna funkce zavisi na nepfetrzitém prisunu kysliku
a zivin. K udrzeni své homeostazy proto potfebuje stabilni a dostatecné krevni
zasobeni. Pokud dojde k jeho naruseni, muze vzniknout ischemicko-reperfuzni
poskozeni. Tento proces hraje kliCovou roli v rozvoji glaukomu. Dochazi pfi ném
k nahlému omezeni krevniho pritoku, které je nasledovano jeho rychlym obnovenim.
Prudké zmény v dodavce kysliku a zivin zpUsobuji oxidac¢ni stres, aktivaci
zanétlivych procest a odumirani retinalnich gangliovych bunék. To vyznamné

prispiva ke zhorseni zrakové funkce.
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Soucasti tohoto poskozeni jsou také zmény v lipidovém metabolismu. Lipidy
jsou pro sitnici nezbytné — podileji se na stavbé buné&Cnych membran, zajistuji
energeticky metabolismus, umozniuji bunéfnou signalizaci a ovliviuji zanétlivé
reakce. PFi ischemicko-reperfuznim poskozeni mulze dojit k naruSeni jejich
rovnovahy. Vysledkem je ztrata bunécné integrity, tvorba lipidovych kapicek
a poskozeni mitochondrii (Wu et al, 2023).

V sitnici je NGB exprimovan v koncentraci stokrat vy$8i nez v mozku (Chan
et al, 2012). Nejvétsi spotieba kysliku v sitnici se nachazi v oblastech s vysokou
metabolickou aktivitou, zejména ve vnitfnich segmentech fotoreceptorovych bunék,
plexiformnich vrstvach a vrstvé gangliovych bunék. Pravé v téchto strukturach byly
zaznamenany také vysoké koncentrace NGB. Za fyziologickych podminek se NGB
vyskytuje vyhradné v neuronech sitnice, zatimco v pigmentovém epitelu ani v jinych
oCnich bunkach neni pfitomen.

PFfi akutnim naruSeni okysli¢eni, napfiklad v dusledku prudkého zvySeni
nitroo¢niho tlaku, dochazi k ischemii sitnice. V reakci na tuto zatéz se vyrazné
zvysSuje exprese NGB. Tento jev ukazuje, ze NGB reaguje na zmény v dostupnosti
kysliku a maze byt soucasti ochrannych mechanismu sitnice. ZajiStuje transport
kysliku k nervovym bunkam v dobé jeho nedostatku a zaroven funguje jako jeho
docCasna zasobarna. Uvolnovani kysliku z NGB mlze oddalit bunéénou smrt a zvysit
odolnost neuront vUCi poskozeni zpusobenému hypoxii. Tento mechanismus
je nejvyznamngjsi v akutni fazi ischemie, kdy je pfisun kysliku zcela pFerusen,
a pravé zvySeny NGB muze pomoci zmirnit energeticky deficit a ochranit retinalni

gangliové buriky pfed nevratnym poskozenim (Shi et al, 2011).
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2 ZAVER

Tato bakalafska prace se zabyvala neuroglobinem, specifickym c¢lenem
metaloproteinu, ktery se vyskytuje pfevazné v nervové tkani. Cilem bylo popsat jeho
strukturu, funkci a vyznam v lidském organismu, a to jak za fyziologickych,
tak patologickych podminek.

V  teoretické Casti  byly nejprve predstaveny zakladni informace
o0 metaloproteinech a jejich vyznamu, v€etné hemu jakozto metaloporfyrinové slozky
a globinu, jako proteinové slozky. Dale byla popsana struktura samotného
neuroglobinu, vcetné specifik, jako je hexakoordinace Zeleza, vnitfini dutiny
a moznosti migrace ligandl, které Uzce souvisi s vlastnostmi neuroglobinu.
Pozornost byla vénovana také jeho ochranné funkci v nervovych burkach,
a to zejména pusobeni proti apoptéze, oxidacnimu stresu a interakci s G-proteiny.

V dalSi ¢asti prace byla shrnuta role neuroglobinu v patologickych stavech. Byla
popsana jeho uloha v riznych typech nadorl, neurodegenerativnich onemocnénich
a pfi ischemickém poskozeni.

U nadorovych onemocnéni vykazuje neuroglobin dvoji chovani v zavislosti
na konkrétnim typu nadoru. V glioblastomu, karcinomu prsu a nemalobunécném
karcinomu plic ma neuroglobin cytoprotektivni ucinek, ktery podporuje pfeziti
nadorovych bunék v hypoxickém prostfedi, coz mize napomahat rustu nadoru a jeho
rezistenci vUuci I1éEbé. Naopak v pfipadé hepatocelularniho karcinomu a karcinomu
slinivky bfidni, vysoka exprese neuroglobinu midze pusobit tumor-supresivné. Snizuje
cévni zasobeni nadoru a tim omezuje jeho rust i schopnost vytvaret metastazy.
U kolorektalniho karcinomu, maze neuroglobin zastavat obé tyto role.

V pfipadé neurodegenerativhich onemocnéni, jako je Alzheimerova choroba,
Parkinsonova choroba a Huntingtonova choroba, pfevazuje neuroprotektivni funkce
neuroglobinu. Pomaha chranit neurony pred apoptdzou, snizuje oxidacni stres a tim
muze zpomalovat priibéh degenerativnich zmén v mozku.

Pfi ischemickém poskozeni, jako je cévni mozkova pfihoda nebo retinalni
ischemie, hraje neuroglobin pfevazné ochrannou roli, kdy pfispiva k preziti neuron(
v dusledku nedostatku kysliku. Pomaha stabilizovat bunécné prostiedi, omezuje

oxida¢ni stres a zvySuje odolnost bunék vuci apoptoze.
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Neuroglobin Ize povazovat za potencialni biomarker a také mozny cil
pro budouci terapeutické pfistupy. Jeho pfesna uloha vSak stale neni plné objasnéna

a je potfeba dalSich vyzkuma.
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