L.stress
3

burnout™ 48
(from work)

InNsomnia

me, tryingito maintain
a pé‘s‘it-iweiéﬁtitude: |
\Wpa L

MUDR. MAREK BRENISIN, PHD.

222222222



DISCLAIMER — ,,FAIR USE"

= Tato prezentacia je len na ucely vzdelavania Studentov mediciny v sulade so sekciou 107 zakona o copyrighte z
roku 1976 (Section 107, Copyright Act of 1976:Allowance is made for “fair use” for purposes such as criticism,
comment, news reporting, teaching, scholarship, education, and research).

Fair use is a use permitted by copyright statute that might otherwise be infringing.

All rights and credit go directly to its rightful owners. No copyright infringement is intended.) a augtorskym
zakonom 185/2015 Z. z.

= Autorské prava su uznané autorom publikacii a obrazkom pouzitych v texte
= Zdroje su pod prislusnym obrazkom

= Fair use* umoznuje pouzitie materialov chranenych autorskymi pravami aj bez ziskania suhlasu autorov v
limitovanom rozsahu a to na Ucely komentovania, kritiky, sprav, vyskumu alebo pre pedagogické/akademické ucely



STRES — FYZIOLOGICKE PROSTREDIE

= Kazdy organizmus je otvoreny systém
= Konstantna interakcia s roznymi environmentalnymi faktormi

" Impulzy pre alteraciu homeostazy

= Reakcia organizmu
= Lokalizovana

= Generalizovana — vSeobecny adaptacny syndrom (VAS)

= Stimuly velkej intenzity mozu vyvolat’ nespecifickd obrannu a adaptacnu odpoved’ organizmu
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WALTER CANNON A ODPOVED ,,BOJ-UTEK*

® Podla Cannona (1932) — reakcia, ak osoba celi silnym emociam alebo hrozbe
= Odpoved’ sympatikového NS
= Dren nadobliciek -> sekrécia adrenalinu a noradrenalinu
= Dilatacia zreniciek
= Tachykardia
= Tachy- a hyperpnoe
= Zvysené svalové napatie

= ,,Motyliky v bruchu®
= Podla Cannona -> mechanizmus podporujici udrzanie homeostazy

= Adaptacia -> nevyhnutna pre prezitie druhov
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VSEOBECNY ADAPTACNY SYNDROM (VAS)

= Nespecificka stereotypny obranna odpoved’ organizmu
= Spust’ac -> stresor
= Fyzikalne, chemickeé, biologické, psychicke, etc.
= Situacie/scenare nepriaznivé pre organizmus
= Vzdy rovnaky priebeh
" Neuroendokrinna regulacia
= Synergia nervového a endokrinného systému
= Potlacenie imunitnej odpovede — preferovana nespecificka reakcia
= Ciele
= Vyriesenie stresovej udalosti

= Adaptacia alebo vytrvanie (tréning)



VSEOBECNY ADAPTACNY SYNDROM (VAS)

= Hans Selye (1936)

= Povodne vyskum pohlavnych hormoénov u potkanov — neuspesne
= Vsimal si negativne stimuly na potkanoch

=  Extrémny chlad, poranenie pri chirurgickych zakrokoch, nadmerna fyzicka namaha, sok a p.
= Pozoroval makroskopické zmeny

|. Zvacsenie nadobliciek

2. Zmensovanie tymusu a lymfatickych uzlin

3. Ulceracie na zalidocne;j sliznici



Postova znamka z roku 2009 prilezitosti konania
Hans Selye 2nd Annual World Conference on Stress

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/e/e7/ https:/s3-us-west-2.amazonaws.com/courses-images/wp-

Portrait_Hans_Selye.jpg content/uploads/sites/2293/2017/08/01 161 137/CNX_Psych_14_01_Hans.jpg



VAS - FAZY

|, Stadium alarmu/poplachu
= Okamzita reakcia na stresor
=  Priblizne zodpoveda Cannonovmu konceptu ,,boj-tutek*
= Odolnost’ organizmu mierne znizena

= |dealne je vyriesSenie stresora v tejto faze

2. Stadium rezistencie
= Prisposobenie sa stresu

= Zvysena odolnost’ organizmu

= Zapojenie rezerv a kompenzacnych mechanizmov —
neutralizacia dopadu stresu

Stadium vycerpania

Vycerpanie rezerv/kompenzacnych mechanizmov

,»oplatenie dlhu* — organy a tkanivda mézu vykazovat’
znamky opotrebovania

Moze sa rozvinut ochorenie alebo nastat’ smrt’



VAS - STADIA
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Inicialne — ,,zmrznutie®, ustrnutie

r
FIGHT

to face any
perceived threat
aggressively

Alteracia sa meni medzi ,,fight-flight-freeze-flop- &
fawn*
= Situacia
K
= Vzory spravania EAUUN
= Stav tela to please
someone

to avoid

= Zdroje okolia
conflict

= Energetické zasoby a p.
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to collapse,
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ALTERACIA KONCEPTU STRESOVE] ODPOVEDE — 5 F

= ,Flop*

, Vypnutie* tela v odpovedi na stres
Osoba nereaguje fyzicky/mentalne

Napr. zvierata ,,predstieraju smrt™, obete znasilnenia

= Fawn*

Ustretové spravanie v snahe upokoijit/uprosit’ agresora
Ciel — vyhnut’ sa konfliktu, dosiahnut’ pocit bezpecia
Casto prehliadany!

Napr. Stokholmsky syndrém



REGULACNE MECHANIZMY - INICIALNA ODPOVED

= Periférne impulzy prenesené do
= Mozgovej kory
= Hypotalamu
=  Sympatikového nervového systému
= Hypotalamus ako hlavna struktura pre iniciaciu stresovej odpovede
= Zapojenie centralnych struktur
= Hypotalamus — ncl. paraventricularis
=  PrediZena miecha — ncll. paragigantocellulares a parabrachiales
= Locus coeruleus
® Periférne elementy
= Sympatoadrenalna os (SAA)
= Os hypotalamus-hypofyza-nadoblicky (HPA)



REGULACNE MECHANIZMY — CENTRALNE STRUKTURY

= Klicové komponenty (hypotalamus)

" Ncll. paraventricularis
= CRH neuroény
=  AVP neurdny

= Loci coerulei

= Centralne katecholaminergné neurény (NE)



REGULACNE MECHANIZMY — CENTRALNE STRUKTURY

= Mechanizmy a spatné vazby
= NE stimuluju CRH-RI| receptory na CRH neurdnoch
= CRH neurdny stimuluju ol -adrenergné receptory na NE neuronoch

= Ultrakratke inhibicné feedbacky v CRH a NE neurénoch

= Supresia presynaptickych CRH a a2-receptorov kolateralnymi vlaknami
= Stimulac¢na inervacia zo sympatikového a cholinergného systému
= Inhibicia

=  GABA/BZD (kys. gama-aminomaslova/benzodiazepinovy) systém

= Opioidny systém

=  Glukokortikoidy

= o2-adrenoreceptory a opiatové receptory su separatne, ich efekt mediovany skrz G-proteiny (Gi podjednotka)



https://www.ncbi.nIm.nih.gov/books/NBK278995/bin/strss
-endo-pathophys-Image001 .jpg




REGULACNE MECHANIZMY — CENTRALNE STRUKTURY

= Efekt CRH na CRH-receptoroch
= CRH-RI — najma predna hypofyza, neokortex a cerebellum, nadoblicky, GIT, koza, ovaria, testes

®  CRH-R2 — (nizsia afinita k CRH) — periférne cievy, priecne-pruhované svaly, GIT, srdce, subkortikalne struktury mozgu (napr.
lateralne septum, amygdala, hypotalamus, mozgovy kmen)

= AVP (vazopresin) — synergicky efekt s CRH cezV I receptory - 1sekrécie ACTH
"  Produkcia najma z ncll. paraventricularis

= Stimulovany najma produkciou grelinu

= Endokanabinoidy inhibuju produkciu ACTH



REGULACNE MECHANIZMY — CENTRALNE STRUKTURY

= CRH a AVP (PVN) neurony stimuluju POMC kaskadu v ncl. arcuatus
=  POMC neurony vysielaju impulzy do CRH a AVP neurénov (PVN), LC/NE neuronov a potlacaju bolest’
=  Stimulacia produkcie B-endorfinov -> Analgézia a modulacia nalady
= NeuropeptidY (NPY)
= 1CRH neuroénov, | sympatikového NS
= Tiez modulacia KVS a metabolizmu -> adaptacia
= Substancia P
=  |CRH neuronoy, Tcentralneho katecholaminerginého systému
= Signifikantna uloha pri chronickom zapale a bolestivych stavoch
= [né neuropeptidy

= Rodina peptidov Tyr-MIF-1, teneurin-C-terminalne asociované peptidy (TCAP), oxytocin, cholecystokinin, galanin...



REGULACNE MECHANIZMY — SYMPATOADRENALNA OS (SAA)

= Fylogeneticky starsi systém
= Odpoveda na centralne impulzy
®  Dualna aktivita sympatika (SNS) a parasympatika (PNS)
= Ucinok moze byt synergicky alebo antagonisticky podla konkrétneho organu/systému
= SNS

= FEferentna inervécia (intermediolateralny stipec miechy)
= Pregangliovy neurotransmitter — acetylcholin
= Postgangliovy — katecholaminy (najma noradrenalin)

m  Cielové tkaniva

= Dren nadobliciek — uvolnenie noradrenalinu a adrenalinu



REGULACNE MECHANIZMY — SYMPATOADRENALNA OS (SAA)

Doba ucinku

Stadium alarmu/poplachu

Ucinky

Kardiovaskularne - {frekvencia, 7sila kontrakcie, Ttlak krvi, Tkoagulacie
Respiracné — hyperpnoe, tachypnoe

GIT - | motility, 1sekrécie HCI

Endokrinné - |inzulinu, 7glukagonu -> glykogenolyza

Muskulo-skeletalne — zvysenie svalove;j sily, rychlejsie reflexy (ale menej presné)



REGULACNE MECHANIZMY — SYMPATOADRENALNA OS (SAA)

= Jemné vyladenie osi SAA
= Niektoré neurdny produkuju neuropeptidy a substancie ako ATP, NO, lipidové mediatory zapalu
= Noradrenergné vazokonstrikéné neurény — CRH, NPY, somatostatin, galanin

=  Cholinergné neurony — vazoaktivny intestinalny peptid (VIP), substancia P, peptid odvodeny od génu pre kalcitonin
(,,calcitonin gene-related peptid, CGRP)

= Preganglionické vlakna a interneurony
= Neurotenzin, enkefalin

=  Aferentné vlakna

= VIP substancia P
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REGULACNE MECHANIZMY — OS HYPOTALAMUS-HYPOFYZA-

NADOBLICKY (HPA)

=  Os HPA je nevyhnutna pre adaptaciu pri strese

= Uvolnenie CRH do hypotalamicko-hypofyzalnej portalnej cirkulacie -> sekrécia ACTH
= CRH skrz CRH-RI receptory

= AVP skrz AVP-VI aV3 receptory ako synergicky efekt
" Pocas situacie bez stresu su CRH a AVP produkované nasledovne

= Cirkadianny rytmus (max. 30 min. po zobudeni, minimum pocas polnoci)

= Ultradianny rytmus — sekrécia oboch v malych pulzoch (interval | —2 hodiny)
= Regulovana jednym alebo viacerymi pacemakermi CNS (“CLOCK" systém)
= Vek, BMI, pohlavie mozu podnietit’ pulzatilnu sekréciu aj pocas noci

= Mozna uloha pocas insomnie, spankového apnoe, psychickych zmien?



e .
Odpoved kortizolu na prebudenie (,,Cortisol awakening response* (CAR))

20
Sleep / Waking Sleep

15

10

Vecera

/

Blood cortisol level (ug/100mL)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Hour of the day

Poznamka — ,,snacking®, svetlo a fyzicka aktivita mozu sposobit’ narast pulzov
(ultradianny rytmus a vplyv na cirkadianny)
https://www.researchgate.net/publication/347757308/figure/fig2/AS: 11431281 180710428@ 16916823543 | 3/Circadian-Cortisol-Secretion-Pattern-Lovallo-amp-Thomas-2012.png



REGULACNE MECHANIZMY — OS HYPOTALAMUS-HYPOFYZA-

NADOBLICKY (HPA)

= Pocas amplitudy stresu a synchronizacie CRH a AVP sa zvysuje frekvencia a intenzita pulzov
= Angiotenzin Il, cytokiny, lipidové zapalové mediatory ako synergisti
= Nikotin moze aktivovat’ os HPA cez CRH-RI (alebo AVP-V(Ib) v pripade blokacie CRH-R1)
=  ACTH posobi na koru nadoblickek
= Zona fasciculata — glukokortikoidy
= Zona reticularis — androgény
= Zébna glomerulosa — mineralokortikoidy (mierny az stredne intenzivny vplyv)
= Kortizol produkovany nadoblickami je regulovany aj
= Cytokinmi (dren nadobliciek, systémova cirkulacia)

= Nervovymi signalmi (vegetativny NYS)



REGULACNE MECHANIZMY — OS HYPOTALAMUS-HYPOFYZA-

NADOBLICKY (HPA)

=  Glukokortikoidy pésobia na intracelularnej Urovni (superrodina nuklearnych receptorov -> GRa, GR[3
= |naktivna -> hetero-oligoméry s proteinmi tepelného soku (,,heat shock proteins* - HSPs) a imunofylin

= Aktivacia ligandmi -> uvolnenie GRs -> homodimerizacia -> nuklearna translokacia -> vazba na glukokortikoidy-responzivne
elementy (GRE)

= Transaktivacia/transrepresia génov
= Transaktivacia -> neziaduci efekt glukokortikoidov
= Transrepresia -> protizapalové Ucinky (inhibicia kaskad AP-1, NF-kB, etc.)

= Posttranslacna regulacia GRs reguluje stabilitu receptorov a nuklearnu translokaciu

= Fosforylacia, acetylacia, ubikvitinacia, SUMOylacia, etc.

SUMO/sertrin — maly protein viazuci sa k lyzinovym zvyskom, podobna struktdra ako ubikvitin, oznacuje proteiny na degradaciu



REGULACNE MECHANIZMY — OS HYPOTALAMUS-HYPOFYZA-

NADOBLICKY (HPA)

= [né dolezité efekty GRs
= Stabilizacia mRNA glukokortikoidy-responzivnych elementov
= Nervoveé bunky
= Miera sekrécie Specifickych proteinov (?)
=  Alteracia elektrického potencialu (?)
= Non-genomové efekty (?)
=  Mitochondrialne funkcie a energeticky metabolizmus
= GRa, GRp skrizené reakcie potencuju prezitie bunky
=  Atenuacia osi TRH-TSH
= |hladiny T3
= [ntenzivna ultradianna sekrécia moze mat’ neziaduci ucinok na bunky a ich prezivanie!

®  Odhad kumulativheho poskodenia
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*produkcia melaninu je intenzivnejSia pocas kortikalnej insuficiencie, nez stresu
**oranzova oznacuje analgestickl cestu, zapojené su vsetky typy endorfinov

KASKADA PROOPIOMELANOKORTINU (POMC)

Pre-POMC
Kortikotropin-stimulacny | 26 AA Kortizol
hormon (CRH) :
Z n. paraventricularis POMC

METABOLICKE EFEKTY

CLIP

Tsekrécia inzulinu

/

Pankreas

B-endorfin (31 AA)

y-endorfin (17 AA) ' PRODUKCIA MELANiNU*

ANALGEZIA

v

Identicky s a-endorfinom+Leucin ->
vyvoj zavislosti?
a-endorfin (16 AA)

P EUF{)RIA
Enkefaliny (5 AA) DYSFORIA**




REGULACNE MECHANIZMY — OS HYPOTALAMUS-HYPOFYZA-

NADOBLICKY (HPA)

= Glukokortikoidy vykonavaju negativny feedback aj na Grovni hypofyzy, aj na urovni hypotalamu

= Systém receptorov glukokortikoidov v CNS
= Typl
= Hlavné receptory pre mineralokortikoidy
= Nizke davky glukokortikoidov -> aktivacny efekt
= Typll
= Odpoved na vysoké davky glukokortikoidov
=  Aktivacia alebo inhibicia systémov

= Vykonavaju negativny feedback kortizolu



REGULACIA NALADY A SPRAVANIA POCAS STRESU

= Mezolimbicky a mezokortikalny systém
= |nervacia neuronmi CRH (PVN) a LC/NE neurony -> aktivacia katecholaminmi a glukokortikoidmi pocas stresu
= Mezokortikalny systém
= Dopaminergné neurodny (ventralneho tegmentu,VT) -> frontdlny kortex — potlacenie stresu, kognitivna evaluacia, anticipacia
= Mezolimbicky systém

= Dopaminergné neurdny (VT) -> ncl. accumbens — odmena, motivacia, posilnenie vazby

= Moze byt cielené psychoaktivnymi latkami napr. kokainom



REGULACIA NALADY A SPRAVANIA POCAS STRESU

=  Amygdala

=  Aktivacia ascendentnymi katecholaminergnymi neurénmi z mozgového kmena

=  Spravanie spojené so strachom

= Nevyhnutné pre zotavenie sa a emocna analyza stresorov

=  CRH-peptidergné neurdny odpovedaju na glukokortikoidy

= Stimulacia systémom stresu a Uzkosti

=  Signaly posielané do parvocelularnej oblasti PVN — neuroendokrinné, autonémne a behavioralne efekty

=  Spojenia amygdaly k stria terminialis a hypotalamu
= Hipokampus
= Inhibi¢ny efekt na amygdalu a PYN CRH + LC/NE

= Inhibicia osi HPA a stresovej odpovede

=  Atrofia hipokampu moze viest’ k prolongovanej odpovedi a intenzivnejSiemu stresu

= CRH-RI ma rozhodujucu rolu v tychto procesoch
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JE ALZHEIMEROVA CHOROBA OCHORENIE SPOJENE SO STRESOM?

= Limbicky systém je negativne ovplyvneny nadmernou davkou glukokortikoidov
=  Atrofia a kortikalna atrofia

=  Deficit ucenia a pamate, poruchy emacii, excitotoxicita, neuro-zapal a oxidativny stres

= Dysregulacia osi HPA pri Alzheimerovej chorobe
=  Upregulacia amyloidogénnej cesty
= Intenzivna a abnormalna fosforylacia proteinu Tau
= Ustadlenie bludného kruhu
=  Progresia AD <-> dysregulacia osi HPA
= Posilnena exocytoza v chromafinnych bunkach
= Katecholaminy,ATP, opiody -> supresia napat'ovo-regulovanych kalciovych kanalov a impulzov

= Ovplyvnenie adrealneho medularneho systému -> nespravna odpoved ,,fight-or-flight"



HPA axis dysregulation in depression | AD pathology
GR downregulation = 4~ APP expression e Amyloid deposition
Impaired negative feedback ]
Alterations in tau
= oAt atate — Tau aggregation
Hypercortisalism
Decreased responsiveness to - BDNF and suppression of » i
glucocorticoids B neurogenesis Neurodegene
Hippocampal cell injury and /
Bl death

*BDNF — neutroficky faktor odvodeny od mozgového faktora
https://www.researchgate.net/publication/34 15207 | 4/figure/fig /AS:893257953341443@ | 58998070070 | /mpact-of-HPA-axis-dysregulation-in-depression-on-AD-pathology-HPA-axis.png



AKUTNY STRES

v

Prefrontalna kora

Amygdala

Cervené sipky — negativny feedback
Zelené sipky — pozitivny feedback
Tyrkysova — mezolimbicky systém

Oranzova — os HPA
Purpurova — hormony

+ Hipokampus * Hypotalamus (PVN)
CRH AVP
Adenohypofyza
ACTH
Kora nadobliciek
GLUCOCORTICOIDS
Regulacia homeostazy
1Glykolyza
TLipolyza
1Proteolyza
1 Tachykardia
Tarteridlneho TK
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CHRONICKY STRES

Hypotalamus (PVN)

CRH~‘VANP

Adenohypofyza

ACTH

Kora nadobliciek

v

Cervené sipky — negativny feedback
Zelené sipky — pozitivny feedback
Tyrkysova — mezolimbicky systém

Oranzova — os HPA
Purpurova — hormony

GLUKOKORTIKOIDY

Regu stazy

https://www.frontiersin.org/files/Articles/476326/fnagi- | 1-00269-HTML/image_m/fnagi- 1 1-00269-g00 | .jpg



STRESS RESPONSE SYSTEM e

Increased “.‘
Dilation of Heart rate
Bronchioles

Adrenaline = NN Adrenaline
and Cortisol and Cortisol

Decreased

Liver converts S
glycogento
glucose

[l TN https://i0.wp.com/www.themantic-education.com/ibpsych/wp-
content/uploads/sites/3/2021/08/bigstock-Stress-Response-System-Vector-
227983480.jpeglresize=786%2C870&ss|=|



Struktry v CNS a na periférii generujuce a udrziavajuce diurnalny rytmus organizmu
Klasifikacia

Centralny — ncl. suprachiasmaticus -> ,,MASTER CLOCK*

Periférne — v jednotlivych organoch

Funkcia (regulacia)

Sekrécia melatoninu
Sekrécia hormonov hypofyzy
Spanok

Prijem jedla

Telesna teplota
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KASKADY SYSTEMU “CLOCK“~ ,,MASTER CLOCK*

= Aferentné
= Retinohypotalamicky trakt
= Vnimanie svetla/tmy — impulzy z retiny do ncl. suprachiasmaticus
= Eferentné
= CNS

= Ncl. paraventricularis

Medidlna preopticka area

Ncl. dorsomedialis

Gl. pinealis
= ANS

= Sympatikus a parasympatikus



BUNKOVE EFEKTY SYSTEMU CLOCK

" Prepajanie svetlenych impulzov so systémom ,,MASTER CLOCK"
= P42/44 mitogénmi-aktivovana proteinkinaza (MAPK)
= Mitogénmi- a stresom-aktivovana proteinkinaza | (MSK)
= Ciel kaskady MAPK
= Generacie cirkadiannych rytmov
® Podobné procesy na centralnej aj periférnej urovni systému CLOCK

= Transkripcéné faktory

= CLOCK - circadian locomotor output cycles kaput _ o,
Vytvorenie heterodimérov
= Bmall — brain-muscle-arnt-like protein |



BUNKOVE EFEKTY SYSTEMU CLOCK

= Heterodimér CLOCK/Bmall
= Spusta transkripciu roznych génov (napr. AVP (ADH, diureticky hormon), etc.)

= Udrziava pozitivny feedback transkripcie a translacie cez tzv. PAS domény

= PAS domény

= Per (,period circadian protein*)-arnt (,,aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator protein*)-Sim (,,single-minded
protein®)

= Malé ,;senzory* interagujuce s roznymi molekulami

= Tvorba cirkadiannych rytmov

= CLOCK — | PAS doména, Bmall —2 PAS domény

3D model PAS domény
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/9/9b/FixL_ 1y28.png/1280px-FixL_ 1y28.png




BUNKOVE EFEKTY SYSTEMU CLOCK

»  Clock/Bmall upreguluju nasledujuce gény

= Per (period 1, 2, 3)

=  Cry (Cryptochrome 1, 2)
= Heterodimerizacia Per a Cry -> transport do jadra spolu s Clock/Bmall -> downregulacia dalsej transkripcie Per a Cry
= Noc

= Degradacia represorového komplexu pre Per/Cry -> zaciatok nového cyklu

=  Trvanie cyklu — cca. 24 hodin — (23 — 25 hodin — ,,ranné vtaca“ vs. ,,nocna sova*)

= Alteracia cAMP
= Vlastnosti CLOCK systému — amplitida, faza, periodicita
=  Vplyv dalSich proteinov — Uloha nejasna

= Timeless, Decl, Dec2, Rev-erba, ,retinoic acid receptor-related orphan receptor a“ (RORa) a E4bp4



CENTRALNY VS. PERIFERNY ,,CLOCK*

= Centralny CLOCK moze synchronizovat’ periférny CLOCK
® Neuralne a humoralne prepojenia stale nejasné
= Periféerny CLOCK je do urcitej miery autondmny voci centralnej regulacii

= Poskodenie centralneho systému moze viest’ k separatnemu rytmu pre kazdy organ

®  Funkcnost’ aj bez centralnych impulzov

= Os SCN-PVN

® Diurnalna variacia GKs podla cyklu ,,svetlo/tma* (vzostup, resp. pokles)
= Kontribucia osi SCN-ANS

= Sekrécia GK regulovana cez katecholaminy, neuropeptid Y

= Reset adrenalneho CLOCK modulaciou senzitivity voci ACTH
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CENTRALNY VS. PERIFERNY ,,CLOCK*

= Syntéza GK je responzivna voci proteinu StAR v nadoblickach

= Diurnalna oscilacia StAR

= Os HPA reguluje periférny CLOCK ale nie centralny!
= SCN neobsahuje receptory pre GK (GKRs)

= Opvplyvnenie periférnych a centralnych tkaniv (PVN)
= Posobenie cez GRE (glukokortikoidy-responzivne elementy)
= Alteracia génov suvisiacich s CLOCK — Perl, Per 2

= Clock/Bmal | acetyluju GKRs a znizuju ich aktivitu

*StAR — steroidogénny akutny regulacny protein



CLOCK A STRES — FYZIOLOGIA A PATOLOGIA

= Centralny CLOCK - protektivny feedback proti nadmernému ucinku GK
= Zvysenie periférnej rezistencie na GK v nevyhnutnych pripadoch

= Ucinok skrz acetylaciu GKRs na periférnej aj centralnej urovni

= Prolongovany stres
= Rozpojenie/deynschronizacia centralnej regulacie
= Posilnenie autonomie periférnych tkaniv
= Udrziavanie/chronicky hyperkortikalizmus spojeny so stresom
= Moze byt mierny, ale aj funkény/manifestny
= Rozvoj réznych patologickych stavov

= Metabolicke, KVS, etc.



KATECHOLAMINY POCAS STRESU

= Hlavne v stadiu alarmu/poplachu

= 1Frekvencia srdca =  Zmena vzoru prietoku krvi
= fTlak krvi = 1Ostrazitost’

= 1Glykogenolyza = | Travenie a tvorba mocu
= 1Bronchodilatacia = TMetabolizmus

= tKoagulacia



UCINOK KATECHOLAMINOV POCAS STRESU

Thkanivo__________ |Receptor Uik

myokard Bl Tkontraktilita a frekvencia
. o vazokonstrikcia
cievy
B2 vazodilatacia
oblicky B Taktivita reninu
creva o, B Imotilita, Ttonus sfinkterov
o Isekrécia inzulinu a glukagénu
pankreas B Tsekrécia inzulinu a glukagénu
pecen o, B Tglykogenolyza
tukové tkanivo B Mipolyza
koza (apokrinné zl'azy) o Tpotenie
bronchioly B2 dilatacia

.....

Vacsina tkaniv B Tkalorigenéza



UCINOK GLUKOKORTIKOIDOV A KORTIZOLU POCAS STRESU

= Najma pocas fazy rezistencie

= TGlukoneogenéza = TRetencia vody a sodika (oblicky)
= JSenzitivita na inzulin = THypervolémia
= {GH = TTlak krvi
= T4,T3 = TNeutrofily
= lImunitna/zipalova odpoved = | Eozinofily
= Modulacia TNF-q, IL-1, IL-6 = JLymfocyty
= TMobilizacia tukov a proteinov = TTrombocytov a koagulicie

=  Anti-anabolicky, katabolicky ucinok



Holmes and Rahe Stress Scale (adults) toolshero  m—

# Adult life events Score # Adult life events Score

1 Death of spouse 100 23  Child leaving home 29

2 Divoroce 73 24  Trouble with in-laws 29

3 Marital separation 65 25 Outstanding personal achievement 28

4  Prison sentence 63 26 Spouse starts or stops work 26

§ Death of an immediate family member 63 27 Starting or ending school 26 o o - A o
6  Personalinjury orillness 53 28 Change in living conditions 25 RIZI ko Za.v.a.znej
1  Getting married 50 29  Revision of personal habits 24 Zd ra'VOtnel

8 Dismissed from job 47 30 Trouble with boss 23 ko m pl i ka’_cie
9 Marital reconciliation 45 31 Change in working hours or conditions 20 ;

10 Retirement 45 32 Change in residence 20 O = I 50 N |Zke

11 Change in health of family member 44 33 Change in schools 20 o

12 Pregnancy 40 34 Change in recreation 19 I 5 I B 300 Cca 50 /o

13 Sexual difficulties 39 35 Change in church activities 19 30 I + Cca 80 %

14 Gaining a new family member 39 36 Change in social activities 18

15 Business readjustment 38 37  Minor mortgage or loan 17

18 Change in financial state (debts) 38 38 Change in sleeping habits 18

17 Death of a dear friend 37 39 Change in number of family reunions 15

18 Change to a different line of work 36 40 Change in eating habits 15

19 Change in frequency of arguments 35 41 Trips 13

20 Major mortgage 32 42  Major holiday 12

21 Foreclosure of mortgage or loan 30 43  Minor violation of law 11 https://www.toolshero.com/

22 Change in responsibilities at work 29 wp-

content/uploads/2019/06/ho
Imes-and-rahe-stress-scale-

WWW. )| S h ero.cor i
tools C M adults-toolshero.jpg






ZMENY ORGANIZMU POCAS STRESU — FAZA ALARMU/POPLACHU

Prejav/Parameter Zmena/Popis

Hlavny ciel Registracia stresu
Rezistencia organizmu Znizena
Hlavny zdroj energie Glykémia
Glykogenolyza
Reflexy Silnejsie
Menej presné
Cirkulacia krvi Centralizacia
Zvyseny tlak krvi
Tachykardia

Hypervolémia
Koagulacia Intenzivnejsia

Hlavna regulacna os Sympatoadrenalna (SAA, neskor HPA)



ZMENY ORGANIZMU POCAS STRESU — FAZA ALARMU/POPLACHU

Prejav/Parameter Zmena/Popis

Bronchy Dilatacia

Odi Mydriaza

Zmysly Zostreneé

Tyroidalne hormony Elevacia

Hlavna stratégia ,,Fight-flight-freeze-fawn-flop*

Vyriesit’ stresor rychlo, efektivne ,,jednym
rozhodujucim aderom**



Increased cholesterol and .Decre.aseld pn’)tem S}"E‘:,‘es'?:. )
fatty acids in blood for energy intestinal movement {digestion),

production systems immune and allergic response
systems

Increased metabolism:

Increased blood e.g., faster heartbeat,

pressure faster respiration
Localized inflammation
{redness, swelling, heat Faster blood clotting
and pain)
Increased production of Increased stomach acids
blood sugar for energy
https://encrypted-
tbn3.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcT64c2DxzFn9

RsXSbfHhZus | uSABB2yQRIAQo_ZpxNQghM5PIHu



ZMENY ORGANIZMU POCAS STRESU — FAZA REZISTENCIE

Prejav/Parameter Zmena/Popis

Hlavny ciel Adaptacia

Rezistencia organizmu Zvysena

Hlavny zdroj energie Glukoneogenéza

Reflexy Variruju

Cirkulacia krvi Centralizacia
Zvyseny tlak krvi
Tachykardia

Hypervolémia
Koagulacia Intenzivnejsia

Hlavna regulacna os Os hypotalamus-hypofyza-nadoblicky



ZMENY ORGANIZMU POCAS STRESU — FAZA REZISTENCIE

Prejav/Parameter Zmena/Popis

Bronchy Nejasné

Tyroidalne hormony Znizené (supresia TSH)

Imunitny systém Nespecificka odpoved
Neutrofilia

Lymfocytopénia
Eozinopénia
Protizapalovy ucinok

Metabolizmus Rezistencia na inzulin
Mobilizacia lipidov

Hlavna stratégia Alostaticka stratégia | (kontinualna)/2 (rychla)
Tréning



ZMENYV ORGANIZME POCAS STRESU — FAZAVYCERPANIA

Prejav/Parameter Zmena/Popis

Hlavny ciel Prezitie (ak je mozné)
Rezistencia organizmu Znizena/Vycerpana
Hlavny zdroj energie Glukoneogenéza
Reflexy Slabsie, oneskorené
Cirkulacia krvi Nachylna ku kolapsu
Koagulacia Intenzivnejsia

Hlavna regulacna os Os hypotalamus-hypofyza-nadoblicky



ZMENYV ORGANIZME POCAS STRESU — FAZAVYCERPANIA

Prejav/Parameter Zmena/Popis

Imunitny systém Nadmerna supresia

Metabolizmus Akumulacia katabolitov
Laktatova acidoza

Hlavna stratégia -



BEHAVIORALNA A FYZICKA ADAPTACIA POCAS STRESU

Behavioralne Fyzické

Adaptivna zmena spravania

Zvysena ostrazitost’ a vnimanie

Zvysena kognicia, bdelost’ a sustredenie sa
Potlacenie nutkania na jedenie

Potlacenie reprodukéného spravania

Inhibicia gastrickej motility, stimulacia motility criev

Zaistenie stresovej odpovede (spravanie)

Adaptivne presmerovanie energie

Kyslik a ziviny presmerované do nervového systému a Casti
dolezitych pre zvladnutie stresu

Zmena tonusu KVS; zvyseny tlak krvi a frekvencia srdca
Zvysenie frekvencie respiracie

Zvysena glukoneogenéza a lipolyza

Detoxikacia od toxickych produktov

Inhibicia reprodukcnej a rastovej hormonalnej osi
Zaistenie stresovej odpovede (organizmus)

Zaistenie zapalovej/imunitnej odpovede



WHAT PEOPLEDO IN HORROR MOVIES,

S
>
m
c
r4
4
<
=
O
r4
L
=<
O
)
=

IS 5. ¢ 1
1 7
Lv‘r'v « 4

https://static | .srcdn.com/wordpress/wp-content/uploads/2020/ | 0/The-Ring-Horror-Movie-Meme.jpg




PSYCHOEMOTIVNY STRES

= Stresova odpoved’ povodne vyvinuta proti fyzickej hrozbe
= Emocie, redlne alebo hypotetické situacie mozu aktivovat’ SAA alebo HPA osi
= Prva signalna sustava — specifické, realne impulzy ovplyvnujlice receptory alebo vnimanie reci (sekundarizacia)
" Druha signalna sustava — rec, abstraktné myslenie
= Stresova odpoved’ sa vyvija podla vseobecného adaptacného syndromu
= Manifestacia
=, Zamrznutie®, poruchy reci
= Ovplyvnenie jemnej motoriky

= ,,Okno* (,,Blackout®)



OCHORENIA SPOJENE SO STRESOM

= Ateroskleroza a hypertenzia
= Hyperkineticka cirkulacia, silnejsie pulzové viny
®  Trombembolizmus, cievha mozgova prihoda
= Trombocytémia, intenzivnejsia koagulacia
" Infarkt myokardu (alebo akutny koronarny syndrom)
= Zvysena spotreba kyslika myokardom
= Katecholaminy podnecuju rast a remodelaciu komor (sympatikovy NS)
= Metabolicky syndrom
= Inzulinova rezistencia -> hyperinzulinémia

= Dyslipidémia, hyperlipidémia



OCHORENIA SPOJENE SO STRESOM

= Zvysenie nachylnosti k infekciam
=  Potlacenie imunity, neutrofilia, pokles buniek specifickej imunity (napr. lymfocyty)
= Autoimunitné ochorenia
= SupresiaT,, lymfocytov
= Predizenie hojenia ran
= Katabolicky ucinok GK
® Vredova choroba zaludka a duodéna
= Syndrom vyhorenia
= Neuspokojivy manazment stresu

=  Strata motivacie do prace

=  Predpoklad k depresii a apatii



Signs of
Burnout

Exhaustion Dreading work Trouble sleeping
>
B=
Depression "Drowning" Short temper

No time for
https://www.darlingdowns.health.qld.gov.au/___data/assets/image/0014/105161/2021 | 122-burnout-864x486px.jpg non-work-related things
https://media.post.rvohealth.io/wp-content/uploads/sites/4/2021/10/150247-all-about-burnout- | 296-infograph-body-
819x1024.png

¢ PsychCentral



BRAIN AND MNERVES

Headaches, feelings of despair, lack of

energy, sadness, nervousness, anger, irritability,
increased or decreased eating, trouble
concantrating, memory problems, trouble
sleeping, mental |'1|au::|H‘|r|r preblems (such as

panic attacks, anxiety disorders and depression)

Acne and other skin problems

MUSCLES AND JOINTS
Muscle aches and tension [especially in the
neck, shoulders and back), increased risk

of reduced bone density

Faster heartbeat, rise in blood pressure,
increased risk of high cholestercl and heart attack

Diarrhea, constipation and other digestive problam

REPRODUCTIVE SYSTEM

For women-irregular or more painful periods,
reduced sexual desire. For men-impotence,
lower sparm production, reducad sexmal desire

IMMUME SYSTEM
Lowerad ability to fight or recover from illness

https://encrypted-tbn3.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcRu5ZUH8-Tp9tRxg7pmXv7Pj8ECO09EGhQZ7eUa_RtKi9sjUDzmM



Basically how I'm handling life right
Now

THIS IS FINE.

https://nextluxury.com/wp-content/uploads/memes-about-life-struggles-28.png



ALOSTAZA




ALOSTAZA

= Sterling a Eyer (1998) uviedli termin ,,alostaza* ohladom zmien v organizme pocas zvysenych narokov alebo
neziaducich situacii

= Homeostaza je rezervovana pre procesy nevyhnutné pre zakladné prezitie a existenciu

= Posun vo fyziologii k (obéasnym) nepriaznivym podmienkam



ALOSTAZA — KLUCOVE POJMY

= Alostaticka zat’az

= Cena a nasledky adaptacie na zmenu prostredia a/alebo v ramci organizmu

= Faktory pri nevyhnutnosti Celit’ neziaducim fyziologickym alebo fyzikalnym situaciam
= Anamnéza/historia ,,Stadia nudze® (,,Emergency life-history stage*- ELHS)

= Energetické zdroje vycerpané, mozné narusenie kompenzacie

= Mozné reverzibilng, ireverzibilné poskodenie alebo smrt’
" Porucha potencialu rezistencie (,,Perturbation resistance potential* - PRP)

= Rozdiel medzi alostatickou zatazou a dostupnost'ou zdrojov



Winter

Winter

Spring Summer

Spring Summer

Autumn

Autumn

Winter Spring Summer Autumn

PRP
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Winter Spring Summer Autumn

Scenare

*  Dostupna potrava

¢ Moznost energeticky narocnych
ginnosti (migrécia, piznutie,
reprodukcia

*  Nendrocné prezitie zimy

. Kumulativne zdroje nezmenené,
narast poziadaviek (ochorenie,
narast populacie)

*  Problémové parenie, etc.

*  Prezitie zimy otazne

*  Pokles kumulativnych zdrojov,
naroky nezmenené (sucho)
*  Prezitie zimy — podobne ako B

*  Redukcia zdrojov + narast
poziadaviek (sucho + narast
populacie)

*  Prezitie narocné, ohrozené
zachovanie druhu

e Extrémne klimatické podmienky
mozu spustit’ alostaticki odpoved’ |
pocas zimy

https://www.frontiersin.org/files/Articles/95
4708/fevo-10-954708-
HTML/image_m/fevo-10-954708-g003.jpg



ALOSTATICKE PRETAZENIE

= Naroky na odpoved’ mézu byt’ Specifikované ako

E=Fe+ Ei+Eo

Kde E, — bazalne prezitie, E, — bazalne rutiny, E_ — nepredvidatelné vykyvy
= Hladina glukokortikoidov sa m6ze menit’ paralelne s alostatickou zatazou
= Alostatické pretazenie moze byt’

= Typ | — alostaticka zat’az prevysuje rezervy energie a dostupné zdroje

= Typ Il — alostaticka zataz neprevysuje rezervy energie a dostupné zdroje

= Napr. dostupnost’ jedla (endogénne) alebo kumulativne zdroje prostredia



TYPY ALOSTATICKEHO PRETAZENIA

Energeticka bilancia Negativna Neutralna az pozitivha
Intenzita stresoru Velmi vysoka Mierna az stredna
Frekvencia Jednorazova Opakovana
Katecholaminy Narast, potom pokles Narast, potom pokles
Glukokortikoidy Narast, potom pokles Chronicky zvysené
Trvanie Kratke Dlhé
Vcasné vyrieSenie Ziadne/minimalne (reverzibilné) poskodenie N/A
Stredné trvanie Reverzibilné az ireverzibilné poskodenie Adaptacia
, Reverzibilné az ireverzibilné poskodenie
Nasledky . . .
Mozné ochorenia spojené so stresom
Prolongované/ Ireverzibilné poskodenie az smrt’ Porucha adaptacie
perzistencia Iminentné ochorenia spojené so stresom

Vysledky sa mozu menit’ vzavislosti od intenzity a frekvencie stresorov, odchylky od prikladov su pripustné



STRATEGIE PROTI ALOSTATICKEMU PRETAZENIU

Stratégia |

= Linearny narast koncentracie glukokortikoidov voci
alostatickej zatazi

= PRP neustale vyuzivané ako mechanizmus zvladania
stresu

= Konstantna odpoved’ na stres

Stratégia 2

Koncentracia glukokortikoidov stabilna, potom
prudky narast

PRP klesa, ale bez odpovede
Iba negativna bilancia alebo akutne vnimanie stresu

“Jeden rozhoduijuci uder/chod’ si po to* (,,dealing
one decisive blow/go and make a run for it")



Strategy 1

s g Strategy 2
ELHS activation

threshold \

Glucocorticoid level

seasonal baseline 7

positive 0 negative

- Perturbation Resistance Potential (PRP)

https://www.frontiersin.org/files/Articles/954708/fevo-10-954708-HTML/image_m/fevo-10-954708-g005.jpg



GLUKOKORTIKOIDY A PRAH ODPOVEDE

= Analyza zdrojov, planovanie stratégie
= Neuroendokrinna cesta
= Hypotalamus -> aktivacia ,,nastavenia ELHS* -> elevacia glukokortikoidov
= Vzdialenost’ iniciacie uteku
= Korist voli utek ako najvyhodnejsiu moznost’
= Moze sa liSit’ od vzdialenosti predatora, vzorov spravania, dostupnost’ Unikovych tras a ukrytov, stavu tela, maskovania, etc.

=, Rushing® stratégia -> viac ¢asu, moznost’ chyb z nedostatku planovania a pripravy

= Expektacna stratégia -> lepsie planovanie, nemusi byt’ dostatok casu a priestoru na uskutocnenie



https://i.pinimg.com/564x/da/99/d6/da99d6285609ed32f0e943d24a5e8fl .jpg
https://bunnylady.com/ rabblt-body-language/

* Po detekcii predatora zajac voli ,,stuhnutie
(,,freeze®)

*  Utek po dosiahnuti iniciaénej vzdialenosti

* Vymena priestoru za zdroje

> Priblizovanie predatora > Ukryt odhaleny

FLATTEN




PREDATOR VS. KORIST (STRATEGIA I)

Matka kralika braniaca mladé
 Starostliva analyza hrozby

* Najprv ,,stuhnutie

* Varovné/teritorialne spravanie
* Boj/utek

Zbadanie predatora > Priblizovanie predatora

x\ \:\

//I

ilEne PERISCOPE FLATTEN TERRITORIAL BOXING RUN AWAY

https://bunnylady.com/rabbit-body-language/, https://i.pinimg.com/564x/43/72/12/43721265fd9e8785f6 | dcdb0732e75ba.jpg
https://media.istockphoto.com/id/ 13539443 | 3/photo/beautiful-fox-of-orange-color-isolated-on-white-background.jpg?s=6 | 2x6 | 2&w=0&k=20&c=tEj6 QjHVKvAMdx9Lqm8cVQd67-6rj7ijlb3DsWo-7Aw=



ENDOGENNY ANALGESTICKY SYSTEM




ENDOGENNY ANALGESTICKY SYSTEM (EAS)

= Systém kaskad aktivovanych pocas stresu alebo intenzivnej fyzického/psychického/emocného tlaku na organizmus
= Funkcia

= Modulacia bolesti (obvykle potlacenie)

= Neuroprotekcia (potlacenie oxidativneho stresu, A-opioidny receptor)

= Utlm respiracie (hlavne p-opioidné receptory)

= Homeostaza ionov (6-opioidné R, redukcia nerovnovahy indukovanej hypoxiou)

= Zapcha

= Euféria (dysforia)

= Kardioprotekcia

= Sedacia



EAS — SIGNALNE LATKY A ICH UCINOK NA

MOLEKULARNEJ/RECEPTOROVE] UROVNI

= Typ latky
= Neurotransmiter/Neuromodulator
= Mechanizmus

Alteracia elektrickych vlastnosti cieflovych neuréonov

Inhibicny efekt

Aktivacia kanalov GIRK (G-protein coupled inwardly rectifying potassium)
= Agonisticky-R -> |adenylylcyklaza -> |cAMP -> K" eflux -> hyperpolarizacia
Inhibicia VGCC (voltage-gated calcium channels)

= |produkcie neurotransmiterov

Inhibicia adenylylcyklazy -> | signalizacie cAMP

Tsignalizacia MAPK~— rozne kaskady (,,pro-survival®)



NEUROTRANSMITERY/NEUROMODULATORY

"  Podskupiny
= Endorfiny
=  Enkefaliny
=  Dynorfiny
= Nociceptin/orfanin FQ

= Endomorfin
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EAS — OPIOIDNE RECEPTORY

= Receptory spriahnuté s G-proteinmi

= Heptahelikalne

= Podjednotky — 2x affy (G-protein) + receptor -> a-podjednotky sa oddelia a aktivuju
" Podtypy

= §-opioidny receptor

= k-opioidny receptor

= p-opioidny receptor

" Nociceptin/orphanin FQ receptory

= g-opioidny receptor (predpoklad — centralna analgézia)

= C-opioidné receptors (rastové a vyvinové efekty, fyziologické a tumorigénne)
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Opioidy mozu indukovat’ aj hyperalgéziu (tiez ospalost), letargiu, pruritus)
* Pravdepodobne cez upregulaciu proteinkinazy C a N-metyl-D-aspartatové receptorov (NMDA)

* Cez p-receptory

* Metabolity ako morfin-3-glukuronid moéze interagovat' s GABA a NMDA



EFEKTY OPIOIDOV NA ICH RECEPTOROCH (SUVISIACICH SO

STRESOM)

M Endorfiny > Enkefaliny > Supraspinalna a spinalna analgézia
Dynorfiny

My Sedacia
Inhibicia respiracie, antitusicky efekt
Posilnenie KVS systému
ltranzit GIT, zvracanie
Modulator sekrécie neurotransmiterov a hormoénov
Senzorimotoricka integracia

Euforia
U3 Vazodilatacia
o Enkefaliny > Endorfiny & Supraspinalna a spinalna analgézia
Dynorfiny Modulator sekrécie neurotransmiterov a hormonov

Posilnenie kognitivnych funkcii
Intenzivnejsi cuch
Integracia motoriky



EFEKTY OPIOIDOV NA ICH RECEPTOROCH (SUVISIACICH SO

STRESOM)

K Dynorfiny >> Endorfiny & Supraspinadlna a spinalna analgézia
Enkefaliny Psychotomimeticky efekt
ltranzit GIT, jedenie
Homeostaza vody, diuréza

Dysforia
NOP Nociceptin Analgézia*™
Orfanin FQ Hyperalgézia*

*efekt zavisi od koncentracie ligandov



BUNKOVY STRES




Bunka odpoveda na stres s cielom zvladnut’ situaciu, umoznit’ jej zotavenie alebo spustit’ kaskady bunkovej smrti pri
nezvratnom/nadmernom poskodeni

Signalne kaskady prezitia
= Odpoved ,tepelného soku* (,,the heat shock®)

= Odpoved ,rozlozenych proteinov* (nespravne zlozenych, ,,unfolded protein response*)

= Odpoved poskodenia DNA

= Odpoved na oxidativny a nitrozativny stres
Stresom indukovana bunkova smrt’

=  Apoptdza, autofagia, nekroza

= Vid ,typy bunkovej smrti* pre detaily



ODPOVED TEPELNEHO SOKU

= Protektivna bunkova odpoved’ pri expozicii teplu (narast 3 — 5 °C)

= Aktivovana tiez pocas oxidacného stresu, intoxikacie tazkymi kovmi, chemoterapeutikami, absencii trofickych faktorov

= Hlavny ciel
"  Prevencia akumulacie nespravne zlozenych proteinov
"  Prevencia apoptozy, nekrodzy, etc.

= Oprava a opatovné zlozenie poskodenych proteinov



ODPOVED TEPELNEHO SOKU — FAKTORY A PROTEINY

= Faktory odpovede tepelného soku
= Transkripcné faktory expresie protektivnych génov
= HSFI — odpoved na tepelny sok, vyvin
= HSF2 — diferenciacia, asistencia efektu HSFI
= HSF4 - diferenciacia
= HSF3 iba vo vtacich bunkach (redundantny voci HSF1)
= Proteiny tepelného soku (Hsp)

= Zdruzené v podrodinach — 110, 90, 70, 60, 40, 15 — 30 kDa
= Ucinok ako chaperény — oprava a zloZenie nespravne zlozenych proteinov
=  Prevencia apoptdzy (oboch kaskad)

= Konstantna expresia — napr. Hsp90 (prevencia predcasného skladania proteinov)

® Inducibilné — napr. Hsp27, Hsp70



Normal .|
protein ")

Heat stress
Arsenite
Oxidative stress
Heavy metals

. HSFI Vv
trimer (€

Protin refolding
Increase GSH

Modulate actin \
hsp27 ! . hsp27 Akt activity

hsp70 7 > hsp70 Survival

/
; \/
/
‘ Cyt ¢ release

Apoptosome formation
Caspase activation

AIF

DAXX

Nucleus ,/

https://static.hindawi.com/articles/ijcb/volume-2010/214074/figures/214074.fig.001 .jpg



ODPOVED TEPELNEHO SOKU - MECHANIZMUS

= Inicialna expozicia

" Prevencia transkricpie a translacie -> redukcia rizika akumulacie nespravne zlozenych proteinov
= HSFI odpojeny z Hsp90 + ko-chaperony

= Trimerizacia -> nukledrna translokacia

= Vazba na “heat shock elements* -> enhancia promotorov Hsps
=  Hsp90 opravuje a znovu sklada poskodené proteiny

= Takisto prevencia presunu Aif z mitochondrii do cytoplazmy

AIF — Apoptozu-indukujuci faktor



ODPOVED TEPELNEHO SOKU - MECHANIZMUS

= Hsp27,Hsp70
= Blokada uvolnenia pro-apoptotickych faktorov (napr. cytochrém c) z mitochondrii
= Hsp27
= Inhibicia uvolnenia cytochromu c, prokaspazy-3
= Udrziavanie integrity aktinu

= Inhibicia proteinu DAXX (blokada prepojenia Fas receptorov a IREI (senzor stresu ER) na ASK|I a JNK pro-apoptoticku signalizaciu)

= Interakcia so Ser/Thr-Akt-kinazou (prezivanie buniek)
= Hsp70
= Inhibicia prokaspaz-3, -7, Apaf- |, AlF (apoptozu-indukujuci faktor)
= Komplex s ko-chaperonmi — Dna)/Hsp40, BAG-1 (anti-apoptotickeé)

*IREIl — inositol-requiring protein |



ODPOVED ,,ROZLOZENYCH PROTEINOV*/“THE UNFOLDED

PROTEIN RESPONSE" (UPR)

= Lokalizacia — endoplazmatické retikulum (ER)
= Spracovanie sekre¢nych a membranovych proteinov

= Posttranslacné modifikacie — glykozylacia, formovanie disulfidickych mostikov, spravne skladanie a oligomerizacia

= ER stres

=  Agregacia nespravne zlozenych proteinov v ER
=  Spustace

= Nedostatok (hladovanie) glukézy

= Inhibicia glykozylacie proteinov

= Porucha homeostazy Ca?*

® Nedostatok kyslika



ODPOVED ,,ROZLOZENYCH PROTEINOV*/“THE UNFOLDED

PROTEIN RESPONSE" (UPR)

= Akumulacia ,,rozlozenych* proteinov v ER -> aktivacia IREI, PERK,ATF6
= Niektoré tkaniva aktivuju dalSie faktory - OASIS, CREB-H, Tisp40, Luman
= Cielove gény UPR
= Molekularne chaperény ER
= Katalyzatory skladania proteinov
= Komplex Secé|— podjednotky systému translokacie
= ERAD (,,ER-associated degradation*) molekuly

=  Gény pre antioxidanty

IRE| — inositol-requiring protein |; PERK — protein kinase RNA-like ER kinase; ATF6 — activation transcription factor 6
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IREI, PERK A ATF6 POCAS ODPOVEDE ,,UPR*

= Transmembranové proteinkinazy typu |

I. IREI
= Stiepenie mMRNA pre XBP| -> ,spliced” typ XBP|
2. PERK " o
Aktivacia
= Fosforylacia a-podjednotky elF2 (elF2a) -> |elF2 cielovych génov
= ATF4 aktivacia (CAP-nezavisla cesta) UPR

= Fosforylacia Nrf2 -> fantioxidacnej kapacity -> redoxna homeostaza

= Transmembranové proteinkinazy typu Il
. ATFé6
= Stiepeny prostrednictvom SP1 a SP2 pocas stresu ER
= N-terminalny fragment ATF6 ako efektor

XBP| — X-Box viazuci (,,binding*) protein |; ATF4, 6 — faktor aktivacie transkripcie 4, 6; Nrf2 — faktor pribuzny nukledrnemu erytroidnému faktoru 2 (,,nuclear factor erythroid 2—related
factor 2); SP1, 2 — Golgiho aparat — rezidentné proteazy miesta |, 2



MECHANIZMY UPR

= Hlavny ciel
= Udrzat’ rovnovahu naloze proteinov a ,,skladacej* kapacity ER

= Zlepsenie sekrécie trofickych a rastovych faktorov

= ER-indukovana apoptoza
= Prekrocenie ,,skladacej* kapacity
= Kaskady
= Kaspazy-12/-4 -> stiepenie prokaspazy-9 (nezavislé na cytochrome c/Apafl)
=  CHOP — |expresia Bcl2, Texpresia Bim
= |REI-JNK — IREI vazba na ASK | aTraf2 -> aktivacia JNK

CHOP — C/EBP homologny protein; Bel2 — ,,B-cell lymphoma* 2, Bim — Bcl2-interagujici mediator bunkovej smrti, ASK| — signaly apoptozy regulujica kinaza | (alias MAP3K5), Traf2 —
faktor 2 asociovany s TNF-receptorom, Apafl — faktor | aktivujuci apoptotické proteazy
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CIELOVE GENY UPR

= ER stres -> aktivacia ERSE -> transkricpcia glukozou-regulovanych proteinov (GRPs)

= GRPs

= Ochrana proti hypoxii/ischémii, excitotoxicite glutamatu, neurodegeneracii

= Molekularne chaperony — rozpoznanie nespravne zlozenych proteinov a ich oprava

= GRP78/Bip — prevencia aterosklerézy (ochrana endotelidlnych buniek, inhibicia SREBP)
= GRP9%4

= ORPI50/GRPI70 — zvysovanie senzitivity tkaniv na inzulin
= Oxidoreduktazy
= PDI, ERp72,aGRP58/ERp57

ERSE — responzivny element ER stresu (,,cis-acting element*), Bip — protein viazuci imunoglobuliny, SREBP — protein viazuci sterolovy regulacny element, PDI — protein-disulfid-izomeraza,
ERp57 — endoplazmatické-retikulum-rezistentny protein 57



UPR A OCHORENIA

= Zlyhanie udrzania prezitia buniek prostrednictvom C/EBPs homolégnych proteinov (CHOP) moze prispiet’ k
rozvoju

= |schemicko/reperfuzneho poskodenia
= Diabetes mellitus

= Aterosklerozy

= Endokrinopatii

= Vyvojové poruchy

" Neurodegenerativne ochorenia

= Nadory

C/EBPs — CCAAT/enhancer viaZuce proteiny



ODPOVED POSKODENIA DNA

= Protektivna odpoved’ voci poskodeniu integrity DNA
= Zmeny/poskodenie nukleotidov — oprava exciziou nukleotidu (NER), bazy (BER), ,,DNA mismatch® (MMR)
= Jednovlaknové zlomy (,,single-strand breaks* - SSB)
= Dvojvlaknové zlomy (DSB)
= Spustace
=  Expozicia radiacii, UV svetlu
" Polycyklické uhlovodiky

" Protinadorové lieky — interkalacné, alkylujuce, ,,cross-linking* latky, inhibitory topoizomerazy, analogy nukleotidov

= DNA je zranitelnejSia pocas replikacie -> generovanie SSBs

= SSBs su tiez vyuzivanie na opravy dsDNA



OPRAVA EXCIZIOU NUKLEOTIDU (,,NUCLEOTIDE EXCISION

REPAIR"™ - NER)

= Detekcia poskodenia DNA (vypuklé — ,,bulky lézie)

= Spojena s transkripciou (TC-NER)
= DNA polymeraza Il (Pol Il) detekuje poskodenie -> regrutovanie CSB
= Pol Il + CSB -> regrutovanie CSA -> formacia komplexu CRL4CSA (+DDBI, CUL4A, RBX1)
= CRL4CSA reaguje s ELOFI, ubikvitinacia CSB, Pol Il (degradacia)
= regrutovanie UVSSA + USP7 -> regrutovanie TFIIH -> de-ubikvitinacia CSB

= Globalna genomova (GG-NER)
= DDB2 formuje komplex CRL4DDB2 -> detekcia poskodenia -> vazba s XPC (auto-ubikvitinacia komplexu a ubikvitinacia XPC)

= Stabilna vazba s XPC -> regrutovanie TFIIH -> rozpojenie XPC

CSA, CSB - proteiny Cockanovho syndrému A, B; CRL4 — ,,culling 4-RING*“-ubikvitinligaza; DDBI — ,,damage specific DNA-viazuci protein |; CUL4A — ,,cullin 4A", RBXI — ,,Ring-box* I,
ELOF| — faktor elongacie |; TFIIH — trankripcny faktor Il H; UVSSA — UV stimulovany ramcovy (,,scaffold*) protein A; USP7 — ubikvitin Specificka peptidaza 7; DDB2 — ,,DNA damage*-
viaZuci protein 2;



OPRAVA EXCIZIOU NUKLEOTIDU (NER)

" Jadro mechanizmu NER
= Stabilné UVSSA alebo XPC verbuja TFIIH -> rozvinutie DNA (helikazovou aktivitou)

= TFIIH ako hlavny verifikator poskodenia
= XPA nahradi komplex TFIIH CAK -> zvysenie helikazovej aktivity

= RPA sa viaze k neposkodenému vlaknu

=  Spolu s XPA dohliadaju na umiestnenie endonukleaz
= ERCCI-XPF na 5‘ poziciu lézie
= XPG na 3 poziciu lézie
= Excizia oligonukleotidov

= PCNA umiestiuje DNA polymerazu-é -> polymerizacia a ligdcia DNA

ERCCI — ,,excision repair cross-complementation* skupina I, XPF — ,,xeroderma pigmentosum complementation* skupina F, XPG — xeroderma pigmentosum G
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OPRAVA EXCIZIOU BAZY

= Oprava nukleotidu zasiahnutého oxidaciou, deaminaciou, alkylaciou, metylaciou, etc. (nevypuklé — ,,non-bulky*
|ézie; nedochadza k zavaznému ovplyvneniu helikalnej struktury)

= Mechanizmus opravy
|. Rozpoznanie poskodenia — DNA-glykozylazou (I | typov) -> vyklopenie (,,flip out®) bazy a vznik abazického miesta
2. Excizia bazy AP (apurinovou/apyrimidinovou) endonukleazou | (APEI)
3. Incizia AP-lyazou — stiepenie blokujucej C-O-P vazby z apurinového 3‘ konca
4. End-processing — mediované PNKP - formovanie —OH skupiny (3‘ koniec) a fosfatovej skupiny (5‘ koniec)
5. Reparacna syntéza
I.,,Short patch* — | nukleotid

2. ,Long patch® — cca 2 — |3 nukleotidov

PNKP — polynukleotid kinaza-fosfataza
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OPRAVA ,SHORT PATCH"VS. ,,LONG PATCH"

Short patch (I nukleotid) Long patch (cca 2 — |3 nukleotidov)
5. Reparacna syntéza 5. Reparacna syntéza
= Katalyzovana DNA polymerazou (3 (ev. nahrada DNA = Katalyzovana DNA polymerazou f (ev. nahrada DNA
pol M)
pol M)
® Inzercia jedného nukleotidu a odstranenie 5°- = Mediovana DNA polymerazami 6, € (kofaktor PCNA)
deoxyribozafosfatu = Podobne ako pri replikacii DNA
6. Ligacia 6. Flap endonukleaza | (FENI)
= DNA-ligaza Ill a kofaktor (XRCCI) = Preferencia preklopenia retazca nukleotidov cez 5°
(podobne ako odstranovanie Okazakiho fragmentov)
7. Ligacia
= DNA ligaza |

XRCCI —,,X-ray repair cross-complementing protein |, PCNA — proliferujuci bunkovy jadrovy antigén
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»DNA MISMATCH" OPRAVA (MMR)

Systém odstranovania chyb v DNA sposobenych nespravnou inzerciou, deléciou alebo zaclenenim baz pocas
replikacie, rekombinacie alebo pri detekcii nahodného poskodenia DNA

Specificka pre vldkno DNA

Faktory
= MSH proteiny (MutS homoglogické proteiny) — diméry MSH2/MSH6 (MutSa) a MSH2/MSH3 (MutSp)

= MutSa — substitucia baz a ,,small-loop* oprava (<10 nukleotidov), MutSB — ,,small-loop* a ,,large-loop* (cca 10 nukleotidov)

= MLH proteiny (MutL homologické proteiny) — MutLa (MLHI+PMS2), -B (MLH [+PMS1), -y (MLH|+MLH3)

= Najvyznamnejsia je MutLa (+PCNA) — slGzi podobne ako endonukleazy -> umoznuje efekt exonukledz a opravu

Zlyhanie alebo insuficiencia vedie k mikrosatelitovej nestabilite (,,microsatelite instability*) — 100 — 1000-nasobne
vyssia frekvencia chyb - mozna uloha v karcinogenéze (napr. kolorektalny karcinom, Lynchov syndrom)



»DNA MISMATCH" OPRAVA (MMR)

= Navrhované mechanizmy
|. Staticka (,,trans®) aktivacia — MSH/MLH komplex sa usporiada okolo poskodenej Casti (dnes obsolétna)
2. Dynamicka (,,cis*) aktivacia
a)  Translokacia zavisla na hydrolyze — vytvaranie ,,slucky* az do dosiahnutia zlomu vlakna (vyzaduje vazbu ATP ev. hydrolyzu)

b) ,,Molecular Switch Sliding Clamp* (MSSC) — komplex sa vytvori pri poSkodenom mieste a migruje, az najde zlom vlakna ev. PCNA
(ostiepenie RFC — rekrutacia exonukleazy |, posobiacej v smere 5° -> 3°)

= Priebeh (MSSC)

|. Rozpoznanie poskodenia prostrednictvom MSH

2. Regrutacia MLH za pouzitia ATP a migrovanie komplexu k najblizSiemu PCNA
3. Excizia casti DNA s poskodenym nukleotidom — exonukleaza |
4

Syntéza DNA polymerazami 6, -€ a spojenie ligaiciou (DNA ligaza I)

RFC — replikaény faktor C
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OPRAVA JEDNOVLAKNOVYCH ZLOMOV

= Zlomy vznikajuce bud’ pri replikacii alebo vystaveni mutagénom (ROS, ionizujlce ziarenie, deaminacia, alkylacia,
etc.) alebo pocas oprav BER

= Povazovana za podtyp BER — hlavna uloha faktorov PARP a XRCCI ev. TOPI

=  Mechanizmus

|.  Detekcia jednovlaknového zlomu prostrednictvom PARPI/PARP2 (spotreba NAD+)/topoizomerazou | (TOPI) ->
automodifikacia a modifikacia proteinov, napr. histdonov

2. Odstranenie blokujucej skupiny z 5 alebo 3‘ konca — APE|I
3. Reparacna syntéza — DNA polymerazy 6, €, ev. B
4. Ligacia DNA — DNA ligaza lll, ev. |
= Uloha faktora XRCC| — prepéjanie PARP, DNA polymeraz a DNA ligaz

= Zlyhanie vedie k cca 10- az 12-nasobnej akumulacii chyb -> potencialna uloha v karcinogenéze

PARP — poly-(ADP-rib6za) polymeraza, APEI — apurinova/apyrimidinova endonukleaza |, XRCCI — ,,X-ray repair cross-complementing® protein |
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OPRAVA DVOJVLAKNOVYCH ZLOMOV

Detekcia DSBs

= ATM (,,ataxia teleangiectasia mutated*) regrutovana do komplexu MRN
= Vazba k poskodenému vlaknu -> fosforylacia Chk2 (checkpoint kindza 2) a p53
= P53 indukuje transkricpiu
= Regulacnych proteinov — p21 (GI ,,arrest")
= Pro-apoptotickych faktorov — CD95 (FasR), PUMA, BAX
= Reguluje mitochondrialnu (vnUtornd) cestu apopotdzy
® Je mozné poskodenie opravit?
= ANO - zadiatok opravy DNA
= NIE — upregulacia NF-«B, p53, JNK, alebo MAPK/ERK -> bunkova smrt’



lonizing radiation genotoxins

¥
J DSBs -> ATM a Chk2 regrutacia
DNA damage SSBs -> ATR a Chkl regrutacia
NN o@\ \/ Stanovenie rozsahu poskodenia

J

)\, S

Zastava bunkového cyklu Bunkova smrt’

N /P
Chk2
P
P53 cde25¢

G2/M arrest S-phase arrest

ATR — ,,ataxia teleangiectasia and Rad3 related*

https://static.hindawi.com/articles/ijcb/volume-2010/214074/figures/214074.fig.003.jpg

Apoptosis G1 arrest



OPRAVA DVOJVLAKNOVYCH ZLOMOV

= Kaskada spajania non-homoldgnych koncov (,,Non-homologous end-joining pathway* - NHE])
= Opravné proteiny ako DNA-PK (DNA-dependentna proteinkinaza), Ku70, Ku80
= Oprava spojov medzi vladknami DNA
= Sluzi ako kaskada prezitia pri (malignych) nadoroch

= Takisto dolezita pri ,,V(D)J* rekombinacii B- a T-lymfocytov — ,,nachylna k chybam* — zvysuje diverzitu sekvencii kddovanych
génmi (porucha vedie k SCID)

® Homologna rekombinacia (HR)

= Rad5| promoétuje homoldgne parovanie

SCID — tazka kombinovana imunodeficiencia, V(D) — regiony variability, diverzity a spojenia (joining)
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OPRAVA POSKODENIA DNA - SUHRN

= Oprava dvojvlaknovych zlomov spolupracuje s kaskadami pre SSBs a opravy poskodenych nukleotidov (NER, BER),
ev. nesuladu DNA (MMR)

= DNA oprava moze stav zlepsit), ale aj byt’ nachylna k rozvoju novych mutacii!
= Maligne nadory mozu potlacat’ reparacné kaskady alebo cielene vyuzivat' ich chybovost’ (napr. NHE])

= Mozna uloha pri kongenitalnych, vyvinovych, ¢i neurodegenerativnych ochoreniach (napr.Alzheimerova choroba — delécia
génu pre DNA pol B; ataxia s okularnou motorickou apraxiou podtyp |, 4)

= Zlyhavanie srdca (?), KVS-ochorenia (?)



ODPOVED NA OXIDACNY A NITROZATIVNY STRES

= Rovnovaha medzi reaktivnymi formami kyslika (ROS) a dusika (RNS)

= Zdroje ROS a RNS

= Endogénne

= Exogénne

= Antioxida¢na obrana
= Enzymaticka
=  Superoxiddizmutaza (SOD), katalaza (CAT), glutationreduktaza (GRed) a peroxidaza (GPX)
= Neenzymaticka
= Vitamin C, E

= Glutation, Transferin, feritin, hemopexin, kyselina mocova, flavonoidy, karotenoidy, ubichinon...



ZDROJE OXIDACNEHO A NITROZATIVNEHO STRESU

Oxidativna fosforylacia

Respiracné vzplanutie

NO-syntaza (endotelialna, inducibilna, neuralna)
Metabolizmus kyseliny arachidonovej

Systémy monooxygenaz - cytochrom P 450
Ischemicko-reperfuzne poskodenie

Glyckacia proteinov

Radiacia — ionizujuce, gama, UV-ziarenie
Ultrazvuk

Ozon, oxidy dusika a iné znecistovatele
Xenobiotika (tazké kovy, adriamycin, primachin...)

Fajcenie



ROS A RNS

Volhé radikaly

Superoxid
Hydroxylovy radikal
Perhydroxyradikal

Oxid dusnaty
Oxid dusicity

Alkylovy radikal
Alcoxylovy radikal
Peroxylovy radikal

Tiolovy radikal

Molekuly bez nesparovanych elektréonov

Reaktivne formy kyslika

°O, Peroxid vodika
HO* Ozon
HOO* Singletonovy kyslik
Reaktivne formy dusika
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NO,* Kyselina peroxynitritova
Alkylperoxynitrit
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RO* Alkylperoxynitrit
ROO*
RS®
Iné

Kyselina hypochlorna
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PRODUKCIA ROS - REAKCIE

= Fentonova reakcia

H,0,+ Fe?*t - HO® + OH™ + Fe3*

= Haber-Weissova reakcia (Fentonova reakcia na baze superoxidu, zjednodusena)

05~ + H,0,+ Fe?* - Fe3*+ 0, + HO™ + HO®



FENTON-HABER-WEISSOV CYKLUS

HO, / HO
o }

HO," - hydroperoxylovy radikal Upravené podra viacerych autorov
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PRODUKCIA ROS

ochondri Cytoplazma
Elektrd M!t(t)c on ;tle, ¢ Xantinoxidaza, katecholaminy Bunkovd membrana
CRIONOVY HATOPOTHy Terazee Stopové prvky (Fe**, Cu*) Metabolism kyseliny arachidonovej

NADPH-oxidaza

Peroxizomy
Flavoproteiny

Lyzozomy
Myeloperoxidaza Endoplazmatické retikulum
Cytochrom P 450



ELEKTRONOVY TRANSPORTNY RETAZEC

(4) thioredoxin detoxification (5) Glutathione detoxification
NAD* NADPH Hp0 GSH NADPH NAD"‘
7)o e X X i
NADH NADP* TRxOX GSSG NADP‘ NADH
H20*°2m 2 <.

(1) enton S
MnSO reactlon s

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/instance/268367 | /bin/nihms 1 08862f2.jp
g



RESPIRACNE VZPLANUTIE

Antiport

HMS

NADP* + H* Proton L
channel https://d3i7 | xaburhd42.cloudfront.net/5df99060e06 | 30c5a | b7bc05d70ea974

H* 4c2b754a/9-Figure4-1.png



ISCHEMICKO-REPERFUZNE POSKODENIE —

XANTINDEHYDROGENAZA VS. OXIDAZA
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ISCHEMICKO-REPERFUZNE POSKODENIE —

XANTINDEHYDROGENAZA VS. OXIDAZA

Ischémia/ Reperft]-

TCa?t

-SH oxidacia

Proteazy*
NADH H,0,/"O;
NAD* O,

*proteazy — trypsin/chymotrypsin, ireverzibilna konverzia XDH na XO



POSKODENIE MEDIOVANE ROS A RNS

< »
<« »

Oxidacia proteinov Peroxidacia lipidov Poskodenie DNA




MAKROMOLEKULY POSKODENE ROS A RNS

* Dvojité vazby polynasytenych ¢ -SH skupiny * dsDNA
mastnych kyselin * Tvorba a zlomy disulfidickych ¢ Vytvaranie mutacii

* Tvorba reaktivnych vazieb * Prepojenia medzi vlaknami
intermediatov a produktov DNA (,,crosslinks*)
(maldndialdehyd - MDA)

* Alteracia fluidity membrany * Ovplyvnenie enzymov * Ovplyvnenie proteosyntézy

* Alteracia funkcie transportnych ¢ Porucha mechanizmu  Zastava bunkového cyklu
mechanizmov transportu a rovnovahy ionov ¢ Starnutie bunky

* Ovplynenie membranovych * Karcinogenéza
enzymov * Bunkova smrt’ (apoptoza,

* Feroptoza nekroza, autofagia...)



ANTIOXIDACNA OBRANA

I. Prevencia
= Vazba ionov

= [ntegrita Struktur

2. Aktivna obrana
=  Enzymy
= Neenzymatické antioxidanty
3. Reparacia
= Proteolyza poskodenych proteinov
= Lipolyza poskodenych lipidov
= Oprava DNA



ENZYMATICKE ANTIOXIDANTY

=  Superoxiddizmutaza
= Katalaza

= Tioredoxiny

= Glutationperoxidaza
= Glutationreduktaza

=  Glutation-S-transferaza

= Vid systém glutationu



SUPEROXIDDISMUTAZA

= Skupina enzymov katalyzujucich rozklad superoxidu na peroxid vodika a kyslik
205"+ 2H* - 0, + H,0,

= Mikronutienty — kovy pritomné na aktivnych miestach — Cu, Zn, Mn
®*  Cu,Zn-SOD| — cytoplazma

Mn-SOD2 — mitochondrie

Cu,Zn-SOD3 — extracelularne

= M"1_S0D+ 0; - M"™ —SOD + 0,
= M" —SOD+ 0; - M"™1—S0D + H,0,

M = Cu (n=1), Mn (n=2), Fe (n=2), Ni (n=2; iba u prokaryotov)



Enzym katalyzujlci premenu peroxidu vodika na kyslik a vodu

Tetramér, 500+ AA kazda cast’

= Styri hémové skupiny na aktivnych miestach pre reakcie
Optimalne pH pre cinnost’ — 6.8-7.5

Lokalizacia — peroxizomy

Zjednodusena rovnica

2 H,0, - 2 H,0 + 0,

Rovnica s Ciastkovymi reakciami*

H,0, + Fe(IIl) — CAT — H,0 + (0 = Fe(IV) — CAT*")
H,0, + (0 = Fe(IV) — CAT**) > H,0 + Fe(Ill) — CAT + 0,

*Ciastkové reakcie su len navrhom, presné mechanizmy nejasné
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Hémové zelezo vyuziva kyslik na formaciu vysoko-valentného oxo-zeleza Fe(IV) na rozklad peroxidu vodika
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TIOREDOXINY

= Malé proteiny redukujuce oxidativny a nitrozativny stres
= Koédovane génmi —TXN (9q31.3) aTXN2 (22q12.3)

= Redukcia inych proteinov vymenou cysteinovou tiol-disulfidovou vymenou

NO
= Docasna vazba Trx-substrat —> protein redukovany, Trx oxidovany |
. Protein-SH Protein-SNO
= Lokalizacia GSH ™ " GsNO
= Tioredoxin | — cytosol, jadro p—
w
» Tioredoxin 2 - mitochondrie s s
o NADPH / SH Se- \\-W
Pentose ' fw |-|
CyCle \NADP* k S OS V07
[ '
SH SH Sl—l SH

https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S231941701730046X-gr | .jpg



INE MAKROMOLEKULARNE ENDOGENNE ANTIOXIDANTY

=  Transferin

= Feritin

= Haptoglobin

= Hemopexin

= Albumin



ANTIOXIDANTY S NiZKOU MOLEKULOVOU HMOTNOSTOU —

GLUTATIONOVY SYSTEM

= Glutation (y-Glutamylcysteinylglycin)
= Tripeptid
= Bohaty na tiolové skupiny (-SH)

= Funkcia
= Antioxidant
= Posttranslacna tiolova modifikacia
= Detoxifikacia metylglyoxalu a formaldehydu
= Udrzba vitaminov C & E v redukovanom (aktivnom stave)
= Syntéza leukotriénov a prostaglandinov

= Konjugacia — glutation-S-transferaza



ANTIOXIDANTY S NiZKOU MOLEKULOVOU HMOTNOSTOU —

GLUTATIONOVY SYSTEM

=  Pomer GSH/GSSG je determinant redoxného stavu buniek
= “Fyziologicky* — pomer 100+
=  Oxidacny/nitrozativny stres — pomer |-10
= GSH sluzi aj ako tiolovy pufer
= Udrzba -SH skupin proteinov v redukovanom (aktivnom) stave
= GSH syntetizovany v cytosole -> pumpovany do mitochondrii
|. Syntéza de novo
= Glutamat-cysteinligiza (GCL) — Glu + Cys
=  Glutationsyntetaza (vyzaduje ATP)
2. Regeneracia GSH z GSSG — prostrednictvom glutatidnreduktazy (vyzaduje NADPH)
3. Recyklacia cysteinu z konjugovaného GSH cez GGTP (vyzaduje NADPH)

GCL inhibovana mnozstvom GSH; koncentracia cysteinu slizi ako regulator syntézy GSH - zapal, oxidaény stres alebo xenobiotika zvySuju syntézu GSH cez zvysenu dostupnost’ cysteinu
recyklaciou GSSG

GGTP — y-glutamyltranspeptidaza



ANTIOXIDANTY S NiZKOU MOLEKULOVOU HMOTNOSTOU —

GLUTATIONOVY SYSTEM
i Redukovany glutation (GSH) vs.
o) o) H v‘?\ / oxidovany glutatién (GSSG)
NH, O

NHZ O https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articless/PMC46841 1 6/bin/8-12f2.jpg



ANTIOXIDANTY S NiZKOU MOLEKULOVOU HMOTNOSTOU —

GLUTATIONOVY SYSTEM

= Glutationperoxidaza (GPx)

=  Redukcia peroxidu vodika alebo organickych peroxidov na vodu za tvorby GSSG

=  Mnoho izoforiem obsahuje Se
2GSH + H,0, - GSSG + H,0
= Glutationreduktaza (GR)
= Recyklacia GSH

= Pouzitie prostetickych skupin NADPH a FAD

GSSG + NADPH — 2 GSH + NADP*



ANTIOXIDANTY S NiZKOU MOLEKULOVOU HMOTNOSTOU —

GLUTATIONOVY SYSTEM

SH
0
N HEY\)\N . er-r __COOH + Xenobiotic (X)
0

COOH

= Glutation-S-transferaza (GST) Glutathione

= Skupina izoenzymov (a, 6, K, 4, W, 6, T, {, mikrozomalne) GST

= Konjugacia glutationu s xenobiotikami
S-X
|
NH,
'\K\/TNHLHNH“‘/COOH
COOH 0

Glutathione-S-Conjugate

https://media.springernature.com/full/springer-
static/image/art%3A10.1038%2Fsj.onc.1206940/MediaObjects/41388_2003_Article BFI1206940_Figl HTML.gif



ANTIOXIDANTY S NiZKOU MOLEKULOVOU HMOTNOSTOU —

VITAMINY C & E

= Vitaminy C a E stcast'ou antioxidacnej obrany

= Tokoferol (vit. E)
= Lokalizovany v membranach
" Prevencia oxidacie fosfolipidov

=  Prevencia oxidacie proteinov

= Kyselina askorbova
= Podporna uloha
= Donacia elektronov tokoferolu

= Regenerovana tiolovym cyklom



o -Tocopheroxyl- Antioxidants

o -Tocotrienoxyl- -
Radical Lipid/Water Thioredoxin® NAD(P)
L Interface Glutathione TRX Reductase
Vitamin E Disulfid GSH Reductase,
Ascorbate Isultiae,
C}"C|8 _ _ Lipoate !&fpf?a;nide
. ol Vitamin C Thiol ehydrogenase
ROOH, o -locopner NAD(P )+ H*
ROH a -Tocotrienol Cycle / Cycle (F)
ROO-, RO- Semi- Glutathione,
.\ Ascorbyl Dihydrolipoate
Thioredoxinred

Radical )

PUFA Enzymes™
X %
O, & other radicals Dehydro-

. Pro-Oxidants \ ascorbate

UVA, UVB, Ozone

* 1) Thiol transferase (giutaredoxin) 2) Giutathione (GSH)-dependent dehydroascorbate reductase
3) Protein disulfide isomerase 4) Thioredoxin {TRX) reductase

https://www.researchgate.net/publication/ 12 168373/figure/fig| /AS:394533708812288@ 147 1075574009/ The-antioxidant-network-showing-
the-interaction-among-vitamin-E-vitamin-C-and-thiol.png



VITAMIN C AKO POTENCIALNA LIECBA ONKOLOGICKYCH

OCHOREN]/?

= Vysoké davky kys. askorbovej maju prooxidacny potencial
= Faza I/ll klinickych skdsani
= Selektivne zabijanie buniek kolorektalneho karcinomu

= KRAS-indukovaneé
= BRAF-indukovane

= Ucinky vysokych davok kyseliny askorbovej

® Indukcia oxida¢ného stresu } Bunkova smrt
= [nhibicia glykolyzy -> nedostatok energie

= Zvysené vychytavanie dehydroaskorbvoej kyseliny cez GLUT-1 transportéry
= Deplécia GSH a NADPH -> 1ROS — poskodenie DNA

= TROS -> pentdzo-fosfatova cesta -> inhibicia GADPH -> | ATP -> energeticka kriza

KRAS - kirsten rat sarcoma viral oncogene, BRAF — v-raf murine sarcoma viral oncogene, GADPH — glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogaza
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ANTIOXIDANTY S NIZKOU MOLEKULOVOU

HMOTNOSTOU — UBICHINON & KAROTENOIDY

= Ubichinén (UQ, koenzym Q,,)
= Akceptacia 2 H* -> ubichinol

= Elektronové transportné komplexy (,,respiratory chain®)

= Komplexy | a Il —influx elektrénov, asistencna uloha pri produkcii ATP

NADH + H* + UQ » NAD* + UQH,
FADH, + UQ — FAD + UQH,

= Komplex lll — elektrony na cytochrom b a 2 protény do intermembranového priestoru mitochondrii
UQH, + 2 Cytochrome — c(red.) » UQ + 2 Cytochrome —c (ox.) + 2 H*

=  Oxidacia mastnych kyselin

= Syntéza pyrimidinovych nukleotidov



ANTIOXIDANTY S NiZKOU MOLEKULOVOU HMOTNOSTOU —

UBICHINON & KAROTENOIDY

= Karotenoidy, B-karotén, vitamin A

= QOdstranovanie radikalov z lipidov



INE DOLEZITE ANTIOXIDANTY S NiZKOU MOLEKULOVOU

HMOTNOSTOU

= Kyselina lipoova
= Kyselina mocova
= Bilirubin

= Flavonoidy

= Melatonin



OCHORENIA SPOJENE S OXIDACNYM STRESOM

= Zapal
= Artritida
» Pankreatitida
=  Autoimunitné ochorenia

= |Intoxikacie

= fajcenie
= polutanty
= alkohol

= adriamycin

= tetrachlormetan...



OCHORENIA SPOJENE S OXIDACNYM STRESOM

= Ischemicko-reperfuzne poskodenie
= Ochorenie koronarnych tepien a infarkt myokardu
= |schémia mozgu

= Transplantacie
= Rakovina
= Ateroskleroza

= oxLDL
= Diabetes mellitus
» Hemochromatoza

= |nfertilita



OCHORENIA SPOJENE S OXIDACNYM STRESOM

" Neurologické a psychiatrické ochorenia
= Parkinsonova choroba
= Alzheimerova choroba
= Schizofrénia

= Epilepsia

= Starnutie

= Sport a svalova praca



ROSV SIGNALNE] TRANSDUKCI
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ROSV SIGNALNE] TRANSDUKCII

= Siroké spektrum proteinov a génov cieflom ROS/RNS
= Receptory rastovych faktorov
= Proteinkinazy
= G-proteiny

= Jadrové transkripcné faktory



o | rews | rweny

EGFR receptor ROS, oxidacny stres
VEGFR receptor ROS, oxidacny stres
PDGFR receptor ROS, oxidacny stres
IR receptor ROS, oxidacny stres
MAPK Proteinkinaza ROS, oxidacny stres
Src Proteinkinaza ROS, UV ziarenie
Ras G protein ROS, UV ziarenie
P53 Nuklearny transkripcny faktor ROS, oxidacny stres, MAPK, hypoxia
NF-<B Nuklearny transkripcny faktor ROS, oxidacny stres, cytokiny

AP-1 Nuklearny transkripcny faktor ROS, MAPK, cytokiny, UV ziarenie



MARKERY OXIDACNEHO STRESU

= Volné radikaly
= Elektronova paramagneticka rezonancia, pulzna radiolyza
= Zdroje ROS/RNS
= Xantinoxidaza, NO-syntaza
® Produkty oxidacného a nitrozativneho stresu
= Konjugované diény, lipidové peroxidy, malondialdehyd, 4-OH-2-nonenal, oxLDL, poskodenie sacharidov
= Karbonylové skupiny, peroxidy proteinov, poskodenie DNA, protilatky proti oxidovanym produktom, AGEs
= Stanovenie antioxidantov
= GSH, askorbat, tokoferoly, ubichinon, karotenoidy a retinoidy, SOD, GPx, CAT
= Kapacita antioxidantov

= TAS (celkovy antioxidacny status), TRAP (celkovy parameter antioxidantov radikalov)



ODPOVED PROSTREDNICTVOM ROS & RNS PRI PREZIVANI BUNIEK

A BUNKOVE] SMRTI

" Peroxid vodika
= Uvolnenie cytochromu c z mitochondrii
=  Aktivacia transkripcie NF-«kB,AP-1 a p53 apoptoza
= Upregulacia Fas-FasL
= NO°
= |naktivacia antioxida¢nych enzymov — CAT, GPx, SOD

= Aktivacia kaspazy 3 -> fgeneracia ceramidu -> 1 prechodu cez permeabilni mitochondrialnu membranu -> aktivacia
systéemu Fas

= Nadmerna expresia Bcl-2 -> vyssie bunkové koncentracie GSH
= P35 gén (bakulovirus) -> anti-apoptoticky protein

= Masivne pohlcovanie volnych radikalov -> intervencia voci H,O,-indukovanej bunkovej smrti



ODPOVED PROSTREDNICTVOM ROS & RNS PRI PREZIVANI BUNIEK

A BUNKOVE] SMRTI

= Kaspazy
= Aktivhe miesto obsahuje tiolové skupiny
= Nachylné k oxidacii, alkylacia tiolov alebo S-nitrozylacia
® Premena z apoptdzy na nekrozu

= Pokles hladin ATP

= Oxidanty brania mitochondriam v tvorbe dostatocného mnozstva ATP -> zmena na nekrézu
= [niciacia autofagie

= |ATG4 -> akumulacia ATGS8 -> formovanie autofagozomu

= Kratkodobé - prezivanie

= Dlhodobé — autofagia (typ bunkovej smrti)



PREZITIE BUNIEK VS. BUNKOVA SMRT

=  Odpoved Hsps
= Expresia Hsps brani rozvoju bunkovej smrti (apoptdza, nekroza...)
= Hlavny ciel — vyvoj tolerancie voci tepelnej energii
= Faktor tepelného soku (,,Heat-shock factor® | - HSF|) moze indukovat’ expresiu Hsps veducu k apoptdze

= ER stres a IREI

= |REI aktivuje UPR

= Inicialne PERK, neskor tiez ATF6, na konci aj IRE|

= Pokus PERK,ATF6 vyriesit’ stres

= |REI —,,prosurvival“ UPR, tiez ju ukoncuje uvolnenim p58/PK (inhibicia translicie)
" Vyriesenie stresu -> prezitie bunky
= Zlyhanie riesenia stresu

= ASKI aktivacia — JNK aktivacia (apoptoza)

= |REI ako ,,spinac* (Gtlm -> apoptoza, aktivacia -> prezivanie odpovedou stresu ER)
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