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ABSTRAKT

JAROSOVA |Petra: Mechanizmy pésobenia medi v neurodegeneratyvnych ochoreniach
[bakalarska praca] / Petra JaroSova —Univerzita Konstantina Filozofa v Nitre,Fakulta
prirodnych vied,Katedra chémie.-Skolitel: prof. Ing.Marian Valko, DrSc.-stupent odborne;j
kvalifikacie:Bakalar.-Nitra: FPV UKF,2012. 31 str.

Cielom bakalarskej prace je oboznamenie sa Sulohou redoxne-aktivnych kovov,
predovsetkym medi a jej toxicity pri vzniku neneurodegenerativnych ochoreni,
predovsetkym Alzheimerovej choroby a Parkinsonovej choroby. Prva cast’ prace je
venovana teoretickym poznatkom medi, jej vyskyte a tilohe medi v 'udskom organizme a
jej tulohe pri vzniku volnych radikalov. Druha ¢&ast prace je zamerana na
neurodegenerativne ochorenia, ktorych povod je spajany s tvorbou volnych radikalov,
resp. oxidaénym stresom. Zvlast popisana je Alzheimerova choroba a Parkinsonova

choroba a ich etiologia.

KPacové slova: med’, vol'né radikaly, oxidaény stres, antioxidanty, neurodegenerativne

ochorenia, Parkinsonova choroba, Alzheimerova choroba.



ABSTRACT

JAROSOVA Petra:Mechanisms of copper action in neurological deseases
[Bachelor thesis] / Petra Jarosova —The Constantine the philosopher university in Nitra,
Faculty of natural science, Departmet of chemistry.-Supervisor: prof.Ing.Marian Valko
DrSc. — degree of professional qualification:Bachelor.-Nitra : FPV UKF,2012. 31 s.

The Bc Thesis is dealing with the role of redox-active metals, especially copper in the
toxicity of neurodegenerative diseases, particularly Alzheimer's and Parkinson's disease.
The first part of the Thesis is devoted to the theoretical background of copper, its
occurence, properties, the role of copper in the human body and its role in the formation of
free radicals. The second part of the Thesis focuses on neurodegenerative diseases, whose
origin is associated with the enhanced formation of free radicals, termed also oxidative
stress. The role of oxidative stress in the etiology of Alzheimer's disease and Parkinson's

disease is discussed.

Key words: cooper, free radicals, oxidative stress, antioxidants, neurodegenerative

disorders, Alzheimer's disease, Parkinson's disease.
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UvVoD

Vplyvom redoxnych kovov na niektoré zavazné ochorenia ,ako je napriklad med’
sa zaoberaju rozne Stidie a vyskumy, ktoré potvrdzuju ich cast’ na vzniku a rozvoji
zavaznych civiliza¢nych chorob ,ako st kardiovaskuldarne ochorenia,metabolické poruchy,
ale aj neurodegenerativne ochorenia [1]. Na druhej strasne mnohé Stadie preukazali jej
pozitivny vplyv, ktory spociva v tucasti medi na eliminécii Skodlivych kysikovych
radikalov. Na zaklade tychto zisteni sa dokazala toxicita tohoto redoxného kovu, medi (Cu)
a tiez jeho uloha na vzniku volnych radikalov, ktoré nepriaznivo vplyvajii na bunkové
systémy [2]. Mnohé vedecké Stiidie sti zamerané prave na neurodegenerativne ochorenia
ako aj pri¢inu ich vzniku. V sucastnosti je dokdzané, Ze nerovnovaha resp.porucha
homeostazy medi ako aj inych redoxnych kovov v 'udskom organizme ma svoj podiel na

vzniku tohoto zavazného nervového ochorenia, neurodegeneracie [3].

Cielom mojej bakalarskej prace je predovsetkym priblizit' jednotlivé mechanizmy,
ktorymi dochédza k vzniku neurodegenerativnych ochoreni prave vplyvom redoxného
kovu medi, ako aj moznostam inhibicie tychto zavaznych ochoreni, vplyvom
antioxidacnych alebo chelataénych ¢inidiel. Samostatna cast’ bakalarskej prace priblizuje
neurodegenerativne ochorenia, Alzheimerovu a Parkinsonova chorobu a samotnti podstatu
vzniku tychto zdvaznych ochoreni. Doraz sa kladie hlavne na tvorbu vol'nych kyslikovych
radikalov, ktoré vyvolavaju v organizme oxidacny stres, ¢o je jednym z klt¢ovych

faktorov vzniku tychto zavaznych chor6b.



1.Med’ v biologickych systémoch

1.1 VSeobecné poznatky o medi

Med’ ako 29-ty prvok periodickej tabul’ky prvkov, ktorého konfiguracia je 3d'%4s?,
je charakteristicky viacerymi Specifickymi vlastnostami, ¢i uz fyzikdlnymi alebo
chemickymi. Med'né iény (Cu") maji plne zaplnené d orbitaly desiatimi elektronmi (3 dlo),
zatial o mednaté iony (Cu2+) maju nad orbitdloch iba 9 elektronov (3d9) S jednym
neparenym elektronom [4]. Nasledne, dvojmocna med Cu(Il) reprezentuje najstabilnejsi
oxidacny stav medi.

Med mé vysoku schopnost’ viest’ teplo a elektricky prad, preto ma vyznamné
priemyselné vyuzitie. Med spolu so striebrom a zlatom st v skupine 11 periodickej
tabul’ky, preto maju viaceré spolo¢né vlastnosti. Kazdy z tychto prvkov ma jeden elektron
na s-orbitale. Vsetky tri prvky sa vyznacuju vysokou taznost'ou a elektrickou vodivostou.
Zaplnené d-orbitaly elektronmi majii za nasledok znizeni medzi-atdbmovua interakciu,
ktorej dominuje kovova vizba prostrednictvom s-elektronov. Z dovodu nizkeho podielu
kovalentného charkteru vizby medzi jednotlivymi atdomami Cu, ma med nizku tvrdost
a ma schopnost’ deformovat’ sa. Na makroskopickej urovni sa med’ najcastejSie vyskutuje
Vv polykrystalickej forme.

Med’ nie je len vSadepritomny kov v technologickom prostredi, je tak isto dolezity
pre funkciu vac¢Siny Zivych organizmov. Med’ je tieZ pritomna v dostatoénom mnoZstve
v pdde, vo vode, vo vzduchu a Vv rastlinnej a zivocisnej zlozke potravy. Tato narastajiuca
spotreba technickej medi v tazkom priemysle nam umoziuje konstatovat, ze Tudsky
organizmus je skor ohrozeny nadmernym prisunom medi, nez jej nedostatkom.

Ako uz bolo spomenuté, med’ sa vyskytuje v organizme v dvoch oxidaénych
stuptioch (I a II), ¢o jej umoziiuje vstupovat’ do oxida¢no-redukénych (redoxnych) reakeii,
pri ktorych sa nasledne tvoria reaktivne formy kyslika (metabolity),v ¢om spociva jej
negativna uloha [5]. Na druhej strane moéze plnit pozitivnu funkciu pri odstranovani
volnych radikalov, prostrednictvom enzymu Cu/Zn-SOD — Cu/Zn-superoxiddismutaza
(Obr. 1). Med teda mdze vystupovat’ aj ako donor ale aj ako akceptor elektronov, pri¢om
radikalovy charakter méze mat iba v stupni II.

Med’ je esencidlny stopovy prvok, ktory sa nachddza v malom mnozstve v réznych
bunkach atkanivach, priCom najvac¢Sie mnozstvo medi sa nachadza v peceni.

Farmakologické doplnky na baze Cu boli pouZité na lieCbu anémie u zvierat pred takmer



100 rokmi, v roku 1920 [6]. Nedostatok Cu bol prvy krat zaznamenany u I'udi v roku 1960
[7]. Cu posobi ako kofaktor a je nevyhnutna pre Strukturdlne a katalytické vlastnosti

roznych délezitych enzymov, vratane cytochromu ¢ oxidazy a tyrosinazy, p-hydroxyfenyl

Obr. 1. Enzym Cu,Zn-SOD a jeho aktivne miesto.



pyruvatu hydrolazy, dopamin beta-hydroxylazy, lysyl oxidazy. Taktiez pre cinnost’
enzymu Cu,Zn- superoxiddismutazy (Cu, Zn -SOD). Enzym Cu,Zn-SOD konvertuje

superoxidovy anionovy radikal na peroxid vodika v zmysle reakcie [8]
1. 0" + 0" + 2H" — H,0, + O, (reakcia katalyzovana SOD)

Tieto enzymy sa podiel'aji na mnohych biologickych procesov nevyhnutnych pre rast,
vyvoj a spravne fungovanie organizmu. Prijem Cu sa znacne 1iSi v zavislosti od vyberu
potravin a stravovacich navykov. Potraviny bohaté na Cu su predovsetkym ustrice, pecen,
orechy, strukoviny, celozrnné vyrobky a suSené ovocie. Prirodnd voda ma priemernu
koncentraciu 4-10 mikrogramov Cu/l, pricom vic§ina medi je viazand na organicky
substrat [9]. Pitna voda prispieva asi 6-13% z priemerného denného prijmu Cu. Prirodzena
koncentracia medi v pdde je priblizne 50 ppm. Cu sa uvoltiuje do ovzdusia z prirodnych
zdrojov, ako su prach, sopky a lesné poziare, a umelé zdroje ako st napriklad huty. Obsah
Cu v atmosfére sa pohybuje od 5 do 20 ng Cu/m®.

Z vlastnosti medi ako bolo spomenuté vyssie, predovSetkym z jej biologickych
funkcii a chemickych vlastnosti vyplyva, Ze v organizme moéze plnit aj pozitivnu aj
negativnu funkciu. Negativnou funkciou pre organizmus je predovsetkym tloha medi pri
tvorbe reaktivnych foriem kyslika (metabolitov). Naopak, pozitivna funkcia spociva
V Gcasti na ich elimindcii prostrednictvom Cu obsahujucich enzymov. Vzhl'adom k danym
skutocnostiam mozeme konstatovat, ze uloha medi v organizme moze nepriaznivo
ovplyvitovat’ bunkové systémy a tym sposobovat’ rozne ochorenia ako neurodegenerativne
poruchy, ¢i kardiovaskularne ochorenia. Pre funkciu nervovych systémov a udrzanie
hladin neurotransmiterov su ddlezité predovsetkym proteiny, ktorych integralnou sucastou

je prave med’.

1.2 Homeostaza medi

Med v nadbytku vedie k tvorbe volnych radikdlov ¢o ma za nasledok priamu
oxidaciu lipidov, proteinov a DNA. Preto rovnovdha medzi intracelularnym a
extracelularnym obsahom medi je riadena bunkovym, transportnym systémom, ktory
reguluje prijem, vydaj a intracelularnu kompartmentalizaciu [10]. Rovnovaha medzi

potrebami medi a toxicitou medi je regulovana na bunkovej urovni a taktiez na urovni



organov. Odporucana dennd davka medi pre dospelych je 0,9 mg/den. Bunky reguluju
transport i6nov prechodnych kovov (napr. medi a zeleza), pre zachovanie mnozstva
potrebnych biologickych funkecii, tak, aby nedoslo k vzniku nadmernej hladiny medi, ktora
moze byt toxicka.

Metalochaperony st proteiny, ktoré riadia a zabezpecuju homeostdzu medi
Vv organizme. Tieto proteiny reguluju transport ionov medi (aj inych iénov kovov) a chrania
bunku pred moznymi reakciami medi s uc¢ast'ou volnych radikalov [11].

Este neddavno sa verilo, ze i6ny kovov su v rovnovahe s metaloproteinmi a ze
Vv bunke existuje znacné kapacita na jej chelataciu a teda existenciu r6znych mechanizmov,
ktoré zabrania medi participovat’ na tvorbe reaktivnych radikalov. Nedavne experimenty
ukézali, Zze voI'na hladina medi v bunke je extrémne nizka, iba par idbnov medi na jednu
bunku. Doésledky tohto zistenia su vazne, najmé ak uvazime aplikabilitu tohto zistenia pre
iné fyziologicky dolezité kovy. Tento objav ma Siroké dopady pre mechanizmy
vnutrobunkovej tvorby vol'nych radikalov pomocou Fentonovej chémie.

Absorpcia medi v l'udskom tele je zlozity proces a zavisi od réznych faktorov
a stravovacich komponentov. Asi 40% pozitej Cu sa absorbuje v tenkom ¢reve, vel'mi malé
mnozstvo sa absorbuje v zaladku [9]. Med’ sa vstrebava hlavne prostrednictvom tzv.
aminokyselinového dopravného systému, védéSinou prostrednictvom aminokyseliny
histidinu, metioninu, a tiez cysteinu.

Med’ vstrebana z tenkého ¢reva je transportovana krvou viazana prevazne na sérovy
albumin [12] v Kkrvi je neoddelitel'nou sucastou ceruloplazminu (enzym obsahujici Sest’
atomov medi a to ako med’natych alebo med'nych iéonov Cu.

Homeostatickej regulacia medi je primarny mechanizmus regulacie obsahu medi v
organizme. Homeostaticka regulacia sa tyka vstrebavania a vylu¢ovania medi. Hlavna
vyluCovacia cesta medi je ulozené v peceni cez zI¢ (~ 80%). Straty medi stolicou su
u dospelych asi 3 mg/den. Mensie straty medi sa realizuju prostrednictvom potu (~ 70
mikrogramov/den) a moc¢u (30 mikrogramov/dei), ¢o predstavuje iba 3% z denného prijmu
medi.

Je irdniou, Zze podrobné nahliadnutie do metabolizmu medi povodne vzislo z
experimentov zameranych na pochopenie toho, ako bunky vyuzivaju zelezo [13]. Pri
vyskume a identifikacii sucasti systémov vysokej afinity prijmu Zeleza kvasinkovych
buniek sa objavil jeden z prvych génov, ktoré koduju transmembranovy transportny

protein, ktory na prekvapenie nemal ziadnu afinitu k zelezu, ale k medi.



Tento protein transportuje kov pre enzym multicopper ferroxidazu potrebnu pre
dopravu zeleza a bol popisany ako transportér medi Ctrlp. V poslednej dobe tri skupiny
vedcov nezavisle potvrdili tieto vysledky na cicav¢ich bunkach [14]. Kvoli uplnosti
uvadzame, ze boli objavené dva mozné proteiny zodpovedné za vstrebavanie medi
z potravy, transportér dvojmocnych kovov 1 (DMT1), a tiez transportér dvojmocnych
kovov 1 (DCT1), a nedavno objaveny transportér medi s vysokou afinitou (Ctrl) (Obr. 2.).

reductants
(vitamin C, etc.)

Obr. 2. Jednoduchy model absorbcie medi ¢revnymi enterocytmi.

Protein Ctrl je umiestneny naprie¢ membranou a vytvara tak kandl pre transport
medi. Zdroj energie pre transport medi prostrednictvom tohoto prenaSa nie je presne
znamy. Ked’Ze med’ je v potrave pritomna predovsetkym v oxidacnom stupni 2+, najprv
musi byt redukovand na med 1+ anasledne tranposportovand prenaSacom Ctr+.
V literatare sa diskutuje, ze transportér Ctrl sa pravdepodobne podiel'a na transporte inych

kovov, avSak toto tvrdenie vyzaduje experimentalny dokaz.

1.3 Med’ a voI’né radikaly

Jednym z potvdenych vysvetleni skutocnosti, ze med moéze pdsobit’ toxicky na
bunky pochadza z predpokladu, ze med’né i6ny sa podielaju na tvorbe reaktivnych foriem
kyslika. Vo vSeobecnosti plati, ze med’naté a med'né i6ny sa mézu podiel'at’ na oxidacnych
aredukénych reakciach v bunke [15]. Med'naté iony Cu?*, za pritomnosti biologickych

6



redukénych cinidiel, ako napriklad kyselina askorbova alebo glutation (GSH), mézu byt
redukované na medné io6ny (Cul), ktoré su schopné katalyzovat” vznik reaktivnych

hydroxylovych radikaly (OH®), prostrednictvom rozkladu peroxidu vodika Fentonovou
reakciou [16]

2. Cu(l) + H,0, — Cu(ll) + OH + OH~

Redukciu Cu(II) biologickymu reduktantmi popisuje rovnica (Obr. 3.)

o AscH o AscH
HO O o HO O (@)
— + Cu2+ —> L + Cu+
-0 .
oH o OH

. - +H | -H* pK = -0.87
E° (Asc ,H*/AscH , pH=7)=+282 mV

HO

Obr. 3. Redukcia Cu(Il) na Cu(l) kyselinou askorbovou

Hydroxylové radikdly st velmi reaktivne, a modZu reagovat’ s ostatnymi biologickymi
molekulami v tesnej blizkosti mechanizmom abstrakcie vodika.

Experimentalne Stadie potvrdzuji, Ze med je schopnd prostrednictvom tvorby
vol'nych radikalov vyvolat’ poskodenie DNA a oxidaciu baz DNA (Obr. 3.). Med” v oboch
oxidacnych stupnioch (med’naty alebo med’ny) bola viac aktivna nez zelezo. K poskodeniu

DNA doslo hlavne produktami Fentonovej reakcie, predovsetkym hydroxylového radikalu.



Niektori autori skiimali vzajomné pdsobenie medi a DNA Vv roztokoch, ktoré
vystavili y-ziareniu [17]. Stadie potvrdili, Ze med spdsobuje zmeny v konformaciich
DNA, naopak Vv nepritomnosti medi neboli spozorované ziadne konformaéné zmeny.
Niekol'’ko d’alSich §tudii potvrdilo ochranny ucinok antioxidantov proti med’ou vyvolanym
zmendm v konformaciach DNA vyvolan¢ y-ziarenim.

Viacero studii bolo realizovanych za u¢elom ziskavania poznatkov o ulohe medi pri
oxidacii LDL proteinov [18]. Oxidacia LDL ma viaceré dosledky, vratane podpory
aterogenézy a to tym, Ze zvySuje premenu makrofagov do buniek, a zvySuje
protrombotické vlastnosti.

Zatial' ¢o relevantnost’ zahdjenia oxidacie LDL in vivo iénmi medi nie je jasna,
$tadie in vitro jasne preukazali oxidaciu LDL, ktora bola vyvolanii med’ou. Stidie in vitro
LDL oxidacie st realizované inkubovanim systému s i6onmi medi. Vzorky majice
aterosklerotické 1ézie obsahuju bud’ med’ alebo i6ny zeleza schopné katalyzovat’ tvorbu
vol'nych radikalov. Okrem §tudii oxidacie LDL, je tiez zname, Ze aj lipoproteiny HDL su
citlivé na oxidaciu. Tieto Studie su velmi dolezité, pretoze oxiddcia HDL vyrazne
ovplyviuje ich kardioprotektivne vlastnosti. Predpoklada sa, ze HDL je eSte viac nadchylna
na medou vyvolané oxidacné poSkodenie ako LDL z doévodu zvysenej ucinnosti vo
vitaminom E sprostredkovanom peroxidacnom modeli. V tomto modeli nenasytené mastné
kyseliny su oxidované radikalom vitaminu E generovaného v procese redukcie Cu(ll) na
Cu(I) vitaminom E.

Jednomocna med’ moze reagovat’ s kyslikom za vzniku superoxidového anionového

radikalu podl'a rovnice

3. Cu" + 0, » Cu®" +0,°

ktory sa povazuje za pociatok radikalovych reakcii v zivych systémoch. Samotny
superoxidovy anionovy radikal nie je vel'mi reaktivny, poSkodzuje biologické tkaniva iba
mierne, avSak radikaly odvodené od superoxidového anionového radikalu, ako napriklad
peroxid vodika, hydroxylovy radikal, singletovy kyslik st vSetko vysoko reaktivne Castice
s poskodzujiicim ucinkom na Zivé systémy (Obr. 4.). Elektronové konfiguracie kyslika a
radikalov odvodenych od kyslika su uvedené na Obr. 5 [19]. Rychlostné konstanty reakcii

radikalov s biomolekulami su uvedené v Tabulke ¢.1.
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Obr. 4. Mechanizmy tvorby volnych radikalov a ich reakcie s biomolekulami.

SOD je zvycajne zapojena do mechanizmu ochrany buniek pred volnymi radikalmi.
Nedavne S$tadie skimali vplyv nedostatku medi na oxida¢né poskodenie DNA na
lymfocytoch. Vysledky ukézali, Ze nedostatok medi ma vazny vplyv na poSkodenie DNA.
Tento poznatok sa da vysvetlit' riadenim bunkovej antioxida¢nej obrany prostrednictvom
enzymu SOD. Vycerpanie medi anaslednej znizenej tvorbe enzymu SOD zvySuje

nachylnost’ na oxida¢né poSkodenie buniek.
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Obr. 5. Elektronova konfiguracia kyslika a radikalovych foriem kyslika

Ako bolo uvedené vyssie, med ako zékladnd potreba kazdej bunky, je
sprostredkovatel'om produkcie volnych radikalov a nasledne priamej oxidacie lipidov,
proteinov a DNA. Preto rovnovédha medzi intracelularnym a extracelulirnym obsahom
medi je pohdnana bunkovym transportnym systémom, ktory reguluje prijem, vydaj ako aj
intracelularne roz¢lenenie. Rovnovaha medi zohl'adfiujuca nutnost’ a toxicitu tohto kovu sa
tak dosiahne na bunkovej urovni ako aj na urovni tkaniv a organov. Obsah prechodnych
kovov (napr. medi a zeleza), potrebnych pre biologické funkcie je prisne kontrolovany, bez
toho aby uchovavali nadmerné mnozstva tychto kovov, ktoré by mohli byt toxické. Medzi
faktory, ktoré st potrebné na dosiahnutie homeostazy tychto kovovych ionov patria
metalochaperony, proteiny. Tieto proteiny rovnako ako chaperony v beznom zivote vedu
a chrania prechod kovovych i6nov vo vnutri buniek. Metallo-chaperones tiez moézu

zabranit’ r6znym nebezpecnym reakciam, ktoré mozu spdsobit’ poskodenia bunky [20].
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TabulPka €.1. Rychlostné konstanty pre bimolekulové reakcie radikalov "OH a *OOH/O,*

S vybranymi latkami

B Rychlostna konstanta Rychlostna konstanta
Testovana . R . . -
l5tka reakcie S OH, reakcie s OOH/0,",

dm®.mol™.s™ (pH) dm?.mol™.s™ (pH)
Adenin 3,0x10° (7,4) -
Adenozin 2,5%x10° (7,7) -
Askorbat 7,2x10° (1,0) 2,7x10° (7,4)
Cystein 7,9x10° (1,0) ~1,8x10* (3-5,1)

Deoxyribdza
Glukdza
Glutaman
Guanin
Peroxid vodika
Hemoglobin
Katalaza
Lecitin
Manitol

Ribonukledaza

Sérovy albumin

3,1x10° (7,4)
1,0x10° (7,0)
7,9x107 (2,0)
1,0x10"°
4,5%x10’ (7,0)
3,6x10°
2,6x10"
5,0x10°
2,2x10° (7,0)

1,910

2,3x10%°

<0,39(8,7)
0,13 (7,0-9,9)
1,4x10° (7,8)

9x10°

2. Neurodegenerativne ochorenia

Mozog je obzvlast’ citlivy na oxidané pdsobenie, z dovodu vysokej vyuZzitelnosti

kyslika, vzhl'adom na vysoky obsah oxidovatelnych polynenasytenych mastnych kyselin

a pritomnosti oxida¢no-redukénych kovov ako je med alebo Zelezo [22]. Vzhladom k

tomu, ze sa hladina oxida¢ného stresu sas vekom zvySuje, mézeme ho povazovat za

vyznamny faktor niektorych neurodegenerativnych ochoreni, typickych pre starSich

jedincov, ako napriklad Alzheimerova choroba (AD) alebo Parkinsonova choroba (PD).
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2.1 Med’ a neurodegenerativne ochorenia
Med je neoddelitelnou sucastou mnohych proteinov, ktoré st potrebné pre
fungovanie neurénov ¢i celej nervovej sustavy. Prave tloha medi v oxida¢nom strese pri
neurodegenerativnych ochoreniach bola intenzivne Studovana a nasledne bolo zistené, ze
med’ v organizme moze sposobovat’ rézne zavazné poruchy, ako je Alzheimerova choroba
(AD), Parkinsonova choroba (PD) alebo amyotropicka lateralna sklerdza (ALS) [22].
Priamy dokaz preukazujuci zvySeny oxidacny stres pri etiologii Alzheimerove;j
choroby su (Obr. 6.):
1. zvySeny obsah kovov v mozgu: med’, Zelezo, hlinik, ortut’, ktoré st schopné stimulovat’
tvorbu volnych radikalov.
2. zvySena peroxidacia lipidov a zniZzené polynenasytené mastné kyseliny v mozgu AD,
zvySeny 4-hydroxynonenal,aldehydové produkty lipidovej oxidacie v komorovej tekutine.
3. zvySena oxidacie proteinov a DNA v mozgu AD.
4. znizeny energeticky metabolizmus a znizeny obsah cytochrému ¢ oxidazy v mozgu AD.
5.pokrocilé glykacia konecnych produktov, napriklad malondialedehydu, peroxinitratu,

hém-oxygenazy-1, SOD-1 v neurofibrilarnych spletiach.

zvySenie vy seny Zvyiena
poSkodenia obsah kKovov peroxiddcia
CitA, lipidov

Alzheimerova choroba

lykacia narugenie zvysenie
roduktov, energetickéno poskodenia
apr. MDA metabelzmu memoran

Obr. 6. Alzheimerova choroba a jej sprievodné prejavy
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Velmi dolezitym aspektom Alzeimerovej choroby je protein amyloid B [23-28].
Bielkoviny amyloidu [ tvoria déleziti ulohu pri patogenéze Alzeimerovej choroby
prostrednictvom generacie volnych radikdlov. ZvySena produkcia amyloidu B, ako
preventivneho antioxidantu mozgu pod zvySenym oxida¢nym stresom a neurotoxicitou
starnutia, je postulovana ako vyznamny faktor v etioldgii Alzheimerovej choroby. Nulova
hypotéza v §tadiach Alzheimerovej choroby bola zamerana prevazne na Amyloid-beta.

Ako uz bolo spominané, amyloid-beta pdsobi ako preventivny antioxidant v mozgu
a pri zvySenej hladine oxida¢ného stresu a neurotoxicite pri starnuti organizmu sa
predpoklada, ze zohrava ddlezita ulohu v rozvoji AD [25].

Uloha redoxnych kovov v spojitosti s amyloidom-beta sa ukazala ako velmi
dolezitd po kvantifikacii redoxnych kovov v mozgovych tkanivach. Kombinaciou troch
technik, skenovacou transmisnou mikroskopiou, Rutherfordovou rozptylovou
spektroskopiou a indukovanou emisiou rtg lacov sa ukazalo, ze narast koncentracie
redoxnych kovov v beta-amyloidovych plakoch Vv porovnani s okolitym tkanivom je
nasledovny: Zelezo (85 ppm v porovnané s 42 ppm), med (16 ppm v porovnani s 6 ppm)
a zinok (87 ppm v porovnani s 34 ppm) [29].

Toxicota amyloidu-beta zavisi od jeho konformac¢ného stavu a dI'zke peptide [30].
Je zname, ze agerguje v dvoch réznych stavoch a to v nie-beta-skladanom liste, ktory je
benigny. Druhd konformacia amyloidu beta je vysoko usporiadnd, fibrildrna a tato
konformacia je toxicka. Stav agregéacie a Struktira peptidu je je ovplyvnena koncentraciou
peptidu, pH, koncentraciou iénov Cu, Zn a Fe [31]. Neurotoxicita amyloidu-beta zavisi od
drzky peptidu. Peptid Ab(1-42) je toxickejsi ako peptid Ab(1-40). Abl-42 je
najzastupenejsi v amyloidovych palkoch a je najpravedepodobnejsi kandidat na tvorby
peroxidu vodika a dalSich reaktivnych foriem kyslika. Narast pomeru Ab(1-42) ku Ab(1-
40) koreluje s progresiou Alzheimerovej choroby. Afinita k medi, neurotoxicita a
schopnost’ agregacie Amyloidu-Beta je vacsia pre Ab(1-42) ako pre Ab(1-40).

Med sa viaze na amyloid- s vysokou afinitou prostrednictvom aminokyselin
histidinu (His13, Hisl4, His6) azvysku tyrozinu (Tyrl0), co koreluje, s vysokymi
mnozstvami medi zistené v amyloidovych plakoch [21]. Okrem medi, amyloid B tiez viaze
zinok -Zn(l1) a zelezo -Fe(lll) in vitro, pricom mnozstva tychto kovov st tiez zastipené
v neokortexe a hlavne v amyloidnych plakoch u jedincov s Alzheimerovou chorobou
(Obr. 7.a0br. 8.).

Uloha samotného zinku je V etiolégii Alzheimerovej choroby velmi otazna.

Vysledky vyskumu ukazali, Zze zinok v mikromolarnej koncentracii zamedzuje toxicite
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amyloidu— [32]. Presny mechanizmus tohto pdsobenia zinku nie znamy, predpoklada sa
vSak blokovanie membranovych vapnikovych kanalov tvorenych amyloidom—3. Zinok ma
V procese etiologie oxidacného stresu pri Alzheimerovej chorobe jednoznacnu spojitost
smed’ou. Ochranny u¢inok zinku sa vysvetl'uje izoStrukturnymi vlastnostami zinku
a medi. Predpokladé sa, ze zinok, ktory nema schopnost’ generovat’ vol'né radikaly moze
kompetitivne nahradit med’ v amyloide-beta. Okrem toho Zn(II) spdsobuje zrazanie
amyloidu—beta za in vitro podmienok a interakcia Cu(ll) s amyloidom-beta zvycuje jeho
toxicitu, ¢o suvisi s redukciou Cu(ll) na Cu(l) a tvorbou peroxidu vodika.

Viacer¢ laboratéria potvrdili, Ze doneddvna platné tvrdenie, ze amyloid—beta je sam

0 sebe toxicky bolo prehodnotené. Ukazuje sa totiz, ze amyloid-b v nepritomnosti

Normal Alzheimer's

Obr.7.Ukazka neurofibrilarnych klbick aamyloidovych plakov v tkanive mozgu

s Alzheimerovou chorobou. V l'avej Casti obrazka vidiet' normalne tkanivo.

kovov je vel'mi malo, resp. takmer netoxicky. Teda oxida¢né poSkodenie amyloidu beta je
priamo spojené s pritomnostou reodoxnych kovov, hlavne medi a zeleza. Amyloid-beta,
ako uz bolo spomenuté, méa velku afinitu k redoxne aktivnym kovom, hlavne k Zelezu

a medi. Spektroskopicky bolo dokazané, Zze N-koncové zvySky Histidinu, His13, His14,
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His6 a Tyr10 amyloidu B st zapojené do komplexacie s Cu [33]. Predpoklada sa, Zze N-
termindlne viazand Cu(Il) je redukovana elektrénmi, ktoré pochadzaji z C-koncového
metioninového zvysku (Met35) podla reakcie, ktorou sa tvori sulfidovy radikal MetS™

a redukuje sa med’ podl'a rovnice [34]

Obr. 8. Ukazka struktary amyloidovych plakov.

4. MetS + AB-Cu(Il) < MetS™ + AB-Cu(l)

Rovnica vyzaduje jedno-elektronovii oxidaciu metioninu na radikalovy kation. Tento
radikalovy kation MetS™ zohrava dolezitii ulohu v neurotoxicite amyloidu-beta.

Kym termodynamické vypocty zalozené na redukénom potencidle parov
Cu(ID/Cu(l) a Met/MetSe+ ukazuju, ze reakcia uvedena hore je skor nepriazniva, avSak
prenos elektronu medzi MetS a AB-Cull moze byt urychleny exorgenickou reakciou
deprotonizacie MetS™, zanechavajuc 4-metylbenzylovy radikal, ¢im sa reakcia stava
realizovatel'nou v podmienkach in vivo.

Sulfidovy radikal MetS™, moze podstipit’ velmi rychlu reakciu so superoxidovym

radikdlovym anionom, podl'a nasledujicej reakcie:

5. MetS™ + O, + Met -MetSO
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Tato reakcia vedie k vzniku Met-sulfoxidu (MetO), ktory bol izolovany z AD senilnych
plakov.

Vysledky naznauju, Zze metionin 35 uzko suvisi s patogenézou Alzheimerovej
choroby, pretoZze predstavuje ¢ast’ amyloidu-f najviac nachylnu na oxidaciu za in in vivo
podmienok. Predpoklada sa, ze oxidacia Met35 na Met-sulfoxid znizuje toxické ucinky

fragmentu proteinu amyloidu beta na izolovanej mitochondrii.

2.2 Alzheimerova choroba a antioxidanty
Viaceré Studie naznacuju, Ze antioxidanty mozu spomalit’ resp. zmiernit priebeh
Alzheimerovej choroby [35].
Vitamin C (kyselina askorbova) je vo vodnych roztokoch pri fyziologickom pH

pritomny vo forme askorbatového aniénu AscH™ (Obr. 9.)

Ho ASCH, Ho AscH Ho AsC?

'-. SN
HOJ\QV/O pK=4.1 HO\/\L\{ pK =118 HOJ\q
HO OH 0 o

<R
RH

Obr. 9. Formy vitaminu C pri r6znych hodnotach pH.

Neurotoxické formy amyloidu B, AP(1-40). AP(1-42) a AB(25-35) stimuluji medou
sprostredkovant  oxiddciu askorbatu, naopak netoxické AP(40-1) tato oxidaciu
nesprostredkuju. Na zaklade tejto Stidie sa dospelo k zdveru, ze toxické AP peptidy

stimuluji med’ou sprostredkovani oxidaciu askorbatu (AscH’) anasledne tvorbu
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hydroxylovych radikalov prostrednictvom Fentonovej reakcie. Tento proces mdze byt

vyjadreny nasledovnymi rovnicami [36]:

6. AB-Cu(ll) + AscH < AB-Cu(l) + Asc™ + H*
AB-Cu(ll) + Asc™ « AB-Cu(l) + Asc
AB-Cu(l) + H,0, — AB-Cu(ll) + 'OH + OH (Fenton)

AB-Cu(l) + O, < AB-Cu(ll) + Oy

Hladina askorbatu u pacientov s Alzheimerovou chorobu bola znizena vzhladom ku
kontrole. Podobne hladina vitaminu E u pacientov s Alzheimerovou chorobu bola znizena
oproti kontrole. Kedze Alzheimerova choroba ma komponenty oxida¢ného stresu,
dostato¢ny prisun oboch tychto vitaminov mdze zmiernit’ priebeh choroby, resp. posobit’
preventivne eSte pred vypuknutim jej priznakov.
Glutation je jedenym =z najuinnejSich antioxidantov v bunke. Hladina glutationu
u pacientov s Alzheimerovou chorobou bola vyrazne znizena, predovsetkym
Vv synaptozomalnej frakcie [37]. Tieto poznatky koreluju s vyskytom oxidacného stresu
u Alzheimerovej choroby.

Kyselina a-lipova (Obr. 10) ma okrem antioxidaénych vlastnosti aj chelata¢né
vlastnosti redoxnych kovov [38]. Pdsobenie kyseliny lipovej zlepsuje kognitivne funkcie

u pacientov s Alzheimerovou chorobou.

S—S
MCOOH
Kyselina a—lipova Obr. 10. Struktura kyseliny a-lipovej

Tvorba ROS u Alzheimerovej choroby a mechanizmy eliminacie ROS antioxidantami st

naznac¢ené na Obr. 11.
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Obr. 11: Antioxida¢né mechanizmy v manazmente oxidaéného stresu.

LH

I_.

Flavonoidy st velka skupinu latok, ktora ma pozitivne terapeutické ucinky pri liecbe

roznych ochoreni [39]. Flavonoidy maji okrem antioxidaéného ucinku aj chelataény

ucinok na rdzne kovy. Jeden z najucinnejSich flavonoidov je epigallocatechin gallate

(EGCQG), fytochemicka zlt¢enina pritomna v zelenom ¢aji (Obr. 12).

e

M
o4

Ol-lu““\
o @ e Me

OH OH

Obr. 12: Miesta vazby s kovmi na Epigallocatechin gallate (EGCG).
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EGCG ma schopnost’ nielen zhasat’ vol'né radikaly v mozgu pacientov s Alzheimerovou
chorobu, ale taktiez chelatovat’ redoxné kovy (med a Zelezo) a tym zmenSovat’ posobenie

oxidacného stresu pacientov.

2.3 Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba bola prvy krat popisna v roku 1817 Jamesom Parkinsonom.
Parkinosova choroba postihuje priblizne 1 % populacie I'udi vo veku 65 rokov. Riziko
choroby rastie s vekom.

Klinické prejavy choroby zahfiiaji postupni stratu motorickych a pohybovych
schopnosti pacientov [40, 41]. Choroba zahiha selektivnu stratu neurénov v oblasti
stredného mozgu, nazyvana substantia nigra. Bunky v substancii nigra vyuzivaju dopamin
(chemicky posol medzi mozgom a nervovymi bunkami) na komunikaciu s bunkami v inej
oblasti mozgu, nazyvanej stratium. Preto zniZenie nigralneho dopaminu vedie nasledne
K znizeniu stratidlneho dopaminu, ¢o spOsobuje priznaky Parkinsonovej choroby [42]
(Obr. 13).

Obr. 13. Oxidaény stress a geneticky povod Parkinsonovej choroby [prevzané z ref.42].
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Hlavny patologicko-anatomicky prejav choroby je tvorba resp.pritomnost
intracelularnych inklazii s obsahom a-synukleinu, ktory je sacastou Lewyho teliesok [43].
Choroba je sprevadzana postupny ubytkom dopaminergnych neurénov v pars compacta
substancia nigra. Toxicky u¢inok a-synukleinu zahffia poSkodenie endoplazmatického
retikula, fragmentaciu Golgiho aparatu.

a-synuklein je presynapticky protein, jeho funkcia nie je presne znama. Vie sa vSak,
ze ovplyviluje presynaptické uvoliiovanie dopaminu. Pri nadmernej expresii a-synukleinu
dochadza k jeho agregacii spolo¢ne s dal§imi proteinmi vo forme lewyho teliesok.
Agregacia proteinu ma za nasledok zvySeny oxidacny stress, ¢o sa prejavi vo forme
konformac¢nych zmien proteinu.

Oxida¢ny stres pri Parkinsonovej chrobe je spojeny hlavne s dysfunkciou
mitochondrialneho komplexu I a zvySenou tvorbou volnych radikalov [43]. Pociato¢na
faza choroby je sprevadzana zna¢nym zniZzenim hladiny glutationu v substantia nigra.
Hladina glutationu je znizena oxidaciou kritickych tiolovych rezidui.

Uloha redoxne aktivnych kovov, predovietkym homeostiza tychto kovov pri
Parkinsonovej chorobe sa ukazuje ako vyznamny faktor neurogeneracie. Mnohé lieciva na
baze chelatacie redoxne aktivnych kovov sa ukazuju ako schodny terapeuticky pristup.

Clioquinol je liecivo, ktoré ma schopnost’ chelatovat’ zelezo, resp. med’ u pacientov
s Parkinsonovou chorobou [44]. Chelatacia Zeleza spoOsobuje potlacenti katalytickt
schopnost’ Zeleza posobit’ ako katalyzator vo Fentonovej reakei a tym znizenll tvorbu

reaktivneho hydroxylového radikalu.
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3. Zaver

V bakalarskej praci sme diskutovali o tulohe oxida¢ného stresu v etiologii
Azlheimerovej choroby a Parkinsonovej choroby. Oxida¢ny stress je podmieneny
narusenou homeostazou redoxne aktivnych kovov, ako su zelezo a med’. Tieto kovy maju
schopnost’ katalyzovat’ tvorbu vol'nych radikalov, ktoré sa podiel’aju na poskodeni tkaniv.
Viacer¢ antioxidanty, ako su napriklad vitamin C, vitamin E, flavonoidy, kyselina lipova
maju schopnost’ zmiernit'® priebeh choroby a zlepSit kognitivne funkcie pacientov.
Priaznivy terapeuticky uc¢inok antioxidantov potvrdzuje pritomnost komponenty

oxida¢ného stresu v neurologickych ochoreniach.
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