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Co je to starnuti

* Pokles vitality s vékem, vzestup nadchylnosti k riiznym
chorobam

* Neni chorobou samo o sob¢
* U rliznych ZivocCichl vypada stejné, ale probihd riizné
rychle ... musi byt univerzalni d¢j
e RozliSovat:
— Prumérna délka zivota (nadéje doziti):
* 2000: muzi 71,65 roku, Zeny 78,35 roku
* 1920: muzi 47 let, Zeny 49,6 roku
— Maximalni délka zivota:
e U ¢loveéka cca 115-120 let, nemeéni se

K vysvétleni starnuti formulovano nejméné 28 teorii

Hromadéni
poskozeni.
Entropie.

Aktivni program.
Rizeno geny.




Co je to starnuti

e Dosud zadny dikaz pro starnuti jako program

» Stochasticky proces, na rozdil od
embryogenese neni piimo programovano
genomem

¢ Na molekularni trovni:

Neschopnost obnovovat spravnou
strukturu biomolekul neomezené dlouho

,,systemic molecular disorder* (Hayflick)

e Dusledky hromadéni chyb a reakei organismu
na tyto chyby

Geny se vztahem k dlouhovékosti

* Odolnost viici stresu (proti tepelnému
poskozeni, antioxida¢ni ochrana...)

* Energeticky metabolismus (insulinovi
signalizace, kaloricky pfijem, mitochondrialni
funkce...)

* Prevence a opravy mutaci
e Hormonalni homeostaza
* Regulace bunécné proliferace




Zdroje chyb/poskozeni
biomolekul

e Chyby pfi kopirovani/expresi
genomické a epigenomické
informace

 Biologické postranni reakce
...spontanni, permanentni,
neenzymatické, exergonni procesy

—Oxidace
—Glykace

Ioniza¢ni zareni:
Hydroxylovy radikdl vznikd ionizaci vody:

H,O +hv — H- +

Reaktivni formy Kkysliku v organismu:

Jednoelektronovou redukci kysliku (mitochondrie,
NADPH oxidasa) vznikd superoxid O, -

Dismutace superoxidu produkuje peroxid vodiku:
0, +0,~ + 2H*— O, + H,0,

Fentonova reakce s Fe nebo Cu vytvofti z peroxidu
hydroxylovy radikal:

H,0, + Fe?* — OH- + + Fe*




Oxida¢ni poSkozeni biomolekul

* Lipidy: peroxidace polynenasycenych
mastnych kyselin v membranach

* Proteiny: oxidace -SH, karbonylace -NH,,
hydroxylace/nitrosylace aromatickych
AMK, zesiténi, degradace

* Nukleové kyseliny: zlomy v fetézci DNA,
hydroxylace basi ... mutace, kancerogenese

Proc€ je tak obtizné uplné€ zabranit Ci
opravit poskozeni zpiisobend ROS?

* Piili§ mnoho reakci — nékteré poskozeni
neumime opravit

* Omezené mnozstvi energie pro
antioxidacni ochranu a opravy

* ROS zaroven nezbytné pro bunécénou
signalizaci a obranu proti infekcim!
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Transkripcni faktory (NFkB, Nrf-2...):
aktivace, translokace do jadra

]

Indukce genové exprese:
* chaperony (heat shock proteiny)
*enzymy antioxida¢ni ochrany
*metalothionein ... = VY$$T odolnost viici

*hemoxygenasa 1 dalsimu oxidacnimu stresu




Adaptivni
homeostaza
* Endogenni ROS jsou
A/‘/ l \A\A nezbytné medidtory
bunécné adaptace k
riznym druhiim stresu.

* Redoxni signalizace:
Oxidacni stres aktivuje
proteinkinasy a
transkrip¢ni faktory

e ...Odolnost vuci stresu,

regulace bunécné
proliferace, apoptosa...

(Obr.: T. Finkel & N.J. Holbrook, Nature 408 (2000), 239-247)

Glykace proteinu/Karbonylovy stres
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Dusledky glykace (dikarbonylovy stres):

o Zesiténi extracelularnich proteinti — ztuhlost

* Modifikace proteinlt — proteasom |, Spatné
slozené proteiny 1, toxické agregaty

* Modifikace dychaciho tfetézce — ROS?T, ATP|

* Modifikace DNA — mutace, zlomy

* RAGE (receptor for AGE) — zanét

* ALE: methylgloxal zaroven pottebny pro
indukci Nrf2 ve stresové reakci!




Starnuti na urovni bunék a tkani

e Mitochondrialni dysfunkce
» Disledky poskozeni DNA
* Buné¢ni senescence

e Zmeény v epigenomu

e Zhrouceni proteostazy

e Zanct

Mitochondridlni dysfunkce

e Teoreticka vychodiska:

— Semiautonomni organely s vlastni mtDNA
— MtDNA:

* Mnoho kopii v bunice

* Replikace nezavisle na bunécném cyklu, Zadna
rekombinace

* Somaticka buiikka nema mechanismy pro selekci
neposkozenych kopii
— Mitochondrie produkuji ROS které mohou poskodit
mtDNA

— Délka zivota je v urCitém vztahu k metabolické
aktivité/spotiebé kysliku




Mitochondrialni
genom

ND5

Bludny kruh oxida¢niho poskozeni mitochondrii

Tvorba kyslikovych radikdli v mitochondriich |«——

v

Nahromadéni mutaci v mtDNA s vékem

v

Porucha funkce respira¢nich komplexu

N

Srdecni selhani, svalova slabost, diabetes mellitus,
demence, neurodegenerace ....
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Bludny kruh oxida¢niho poSkozeni mitochondrii

Tvorba kyslikovych radikélti v mitochondriich |+——

v

’Nahromm*""" marrta ol tNNTA ¢ yekem

Ziejmé plati u nékterych
vrozenych mitochondriopatii.
Ale fyziologické starnuti? —_

| —— _—

S N

Srdecni selhani, svalova slabost, diabetes mellitus,
demence, neurodegenerace ....

Mitochondridlni dysfunkce

e Pocet a funkce mitochondrii klesaji s vékem

* V mtDNA se hromadi bodové mutace a
delece

e ...ale v disledku replikacnich chyb pfi
¢innosti mitochondrialni DNA polymerazy v,
spiSe neZ ROS

* Ve stafi vznikd mozaikovity deficit OXPHOS
v postmitotickych 1 jinych tkénich

11



Klondlni expanze mutovanych kopii mtDNA
vede k mitochondridlni dysfunkci ve stari

Replication ‘& \ °
errors

[ Embryogenesis >{ Postnatal life / Ageing

ANNIKA ROHL

Cell Metabolism 2017 2557-71DOI: (10.1016/j.cmet.2016.09.017)
Copyright © 2017 Elsevier Inc. Terms and Conditions

Vétsina poSkozeni jaderné DNA je endogenni

u:ff JeE '*c"a J:i/,

Hy g— —CH, — O—CH, H, e

o
Figure 5-44 Molecular Biclogy of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

* Depurinace

* Deaminace cytosinl

* Oxidaéni modifikace basi (nejcitlivéjsi je G)

* Reakce basi s karbonyly (aldehydy z
lipoperoxidaci a glykaci)

* Neenzymatické alkylace (vétSinou methylace)

e Jedno- a dvouietézcové zlomy

12



Kolik poSkozeni?

» Abasicka mista (depurinace, také v disledku ROS!):

2 000-10 000 purini ztraceno na buiiku a den

Steady state 50 000-200 000 poskozeni na jaterni buiiku
* Hydrolyticka deaminace:

100-500 cytosini deaminovadno na buniku a den,

(pro methyl-C rychlejsi, hlife opravovéano)
* Tvorba SOHAG:

Kumulativni poskozeni DNA (8OHdG vylouc¢eny do moci):
140-200 guanint oxidovédno na buiiku a den

Steady state 0,07 — 145,25 8OHdG na 10° nt
... 168 — 348 000 80OHAG na burku (...cca 10° ?)

R. De Bont & N. van Larebeke: Endogenous DNA damage in humans: a review of quantitative data.
Mutagenesis (2004) 19, 169-185.
B. Halliwell & J.M.C. Gutteridge: Free Radicals in Biology and Medicine, 4" edition, Oxford University
Press 2007

Dvouretézcové DNA zlomy

double-strand break in DNA
3

e Vzacné (10-50 na
bunku a den?) J END RECOGNITION BY

Ku HETERODIMERS

* Nebezpecné: oprava
pomoci NHEJ méni # h

Sekvenci ' lADDITIONAL PROTEINS
¢ Pokud neopraveno: *
- DNA Damage l PROCESSING OF DNA ENDS
Response (DDR) 1 LIMITED REPAIR SYNTHESIS
lLIGATION

repaired DNA has generally suffered a deletion
of nucleotides

Figure 5-52a Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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DNA Damage Response (DDR)

Pretrvavajici
dvouretézcové zlomy

pS3
protein

<N\

Zastavi bunécny
Apoptosa
cyklus, poskytne
cas na opravu

DNA Damage Response (DDR)

Mozné vysledky:

RN

Bunka preZila,
miuiZe se ddl deélit
(s mutaci?)

....Rakovina
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Riziko rakoviny stoupd s vékem
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Figure from: B. Halliwell & J.M.C. Gutteridge: Free Radicals in Biology and Medicine, 4% edition, Oxford University Press 2007
(Original source: Free Radic. Res. Commun. (1989) 7, 122)

DNA Damage Response (DDR)

Mozné vysledky:
Bouvnka pr /ele‘f’_ Bunka odstranéna
miuiZe se dal delit apoptosou
(s mutaci?) e
' ....Deplece
....Rakovina (kmenovych)

bun€k, atrofie

15



Hayflicktv limit

* Lidské fibroblasty v kultufe se déli maximalné
50-70x, pak vstupuji do fenotypu replikativni
senescence

* Plati pro vSechny somatické bunky, ale ne pro
nadorové bunky

U bungk ze starych osob je pocet déleni mensi
! A o ) / &
l - T / /X b 7 ) i

10 pm

© 1998 GARLAND PUBLISHING

Telomerasa
- —template strand 1
2 [ .
3 2!
incamplete newly -
1 synthesized :
lagging strand RIS

I ]
telomerase adds
gdditional repeats to
the template strand
gl 000 O EEEE E EEEEEEEE
3'_I:|¢ZI:II:I:IZIZI:IZI:| =)
CMA synthesis from RNA& primer
lDNﬂ REPAIR completes lagging strand

5 [ EEE =

sy 2220202020209 9 92 EEEEREEEEDRE EE
replicated chromosome end

1995 GARLAHD PUELISHIHG
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Telomerasa neni kli¢ k vé¢nému mladi !

» VétSina bunék lidského téla telomerasu nepotiebuje
(d€li se malo nebo vibec)

* Kmenové, germindlni a aktivované imunitni bunky
telomerasu maji

* Fibroblasty a epitelidlni buniky nikdy Hayflickova
limitu nedosdhnou

* Mysi somatické bunky telomerasu maji, presto Zije mys
kratSi dobu nez ¢loveék

* K.O. mySiho genu pro telomerasu: predCasné starnuti
az po n€kolika generacich, vyskyt lidskych epitelidlnich
nadort (karcinomi)

SkutecCna uloha telomer ve starnuti
* (TTAGGG)n...velmi nachylné k oxidaci

* Pfi zlomu telomery shelterin inhibuje opravu — DDR
» Telomery jsou citlivé detektory oxidac¢niho stresu!

TRF1
\ TIN2 POT1

\ | / TPP1

‘/\' 0///F!ap1 Shelterin

of
)CJ i — TRF2
T loop (_kg\

— Centromere
) o
o L
Chromosome

0 )
LN £S5
L"\

%)

)
C

Obr.: https://healthjade.com/telomere/
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DNA Damage Response (DDR)

Mozné vysledky:

YN

Burnka preZila,
miiZe se ddl delit
(s mutaci?) Buiika preZila,
ale ztratila
schopnost délent

Burnka odstranéena
apoptosou

....Deplece
(kmenovych)
....Senescence bunék, atrofie

....Rakovina

BunécCna senescence
Zastava bunécného cyklu, ale buniky prezivaji ve
zménéné podobé
SASP (Senescence-associated secretory
phenotype): prozanétlivé faktory
Fyziologické role béhem vyvoje a hojeni ran

Hromadéni ve starnoucich tkdnich (1-5%) je ale
Skodlivé

— Orgéanova dysfunkce

— Mohou podporovat rist nadort

Senolytika (Iéky eliminujici senescentni bunky)?

18



Starnouci epigenom

Regulace genti: vazba transkripénich faktor,
methylace DNA, modifikace histontl,
umisténi nukleosomil, nekddujici RNA...

Dysregulace s vékem, ,,znaCky* se ztraceji
nebo stavaji vice nahodné

e — NarusSend indukce genové exprese

— Obecn¢ spise ztrata heterochromatinu
— Ektopicka exprese
— Aktivace transpozoni

Zhrouceni proteostazy

e Schopnost udrzovat zdravy proteom pomoci
proteosyntézy, chaperonti a degradace

* Teoreticka vychodiska: Model Kirkwooda a
Kovalda (1995):

— Ur¢it€ mnozstvi ROS unika z mitochondrii a
poskozuje ostatni buné¢né struktury

— Prevence tvorby ROS a systémy opravujici
poskozeni nejsou nikdy 100 % ucinné

— Mirné€ poskozené mitochondrie produkuji méné
energie, neZ bunka potiebuje

— V ur¢itém bod¢ deficit ATP zptisobi ndhlé
zhrouceni proteostdzy v cytosolu

19



Zhrouceni proteostazy

* Pozdni d&; (posledni tfetina zivota), pak ale
starnuti dominuje

e Oxidacni poSkozeni proteinl 1

e Syntéza proteinl |

e Degradace |

e Chaperony jsou vysycovany poSkozenymi
proteiny

* ...nahromadéni Spatné sloZenych proteinil a
toxickych agregéti

Zhrouceni proteostazy:
Limity autofagie

* Proteiny s dlouhym polo¢asem a celé organely
odstranovany mechanismy autofagie

e Straveni ne vZdy kompletni...postmitotické bunky
hromadi ,odpad°

e ...— lysosomdlni/mitochondridlni nedostatecnost

P
f O\
(e DOO.\ Iysosome

late endosome \\7 o
N
LX) \

(@ oOO| _
v ®y ]
ey e \\
’ organelles /7 A o \
/ 7 \ T
[/ ff ’ LI
[ > (f \
1 "o o — || 2ol o
P’ r\ \ %8s \\ LS /] . |
|‘/ C il A\ ¥ cytoplasm A / ! /"/
N ) L \\ s /
PAS = R ~
isolation membrane autophagosome i

autophagolysosome

Fig.: http://cpmcnet.columbia.edu/dept/gsas/anatomy/Faculty/Kessin/autophagy.html
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Starnuti jako katabolické selhdni

Nekompletni degradace v lysosomech, uvolnéni Fe z mito,
ROS, lipoperoxidace, cross-linking, agregace a polymerace
zoxidovanych proteinti a lipida

1 a +
T LIPOFUSCIN (v lysosomech)
V cytosolu defektni mito a

proteinové agregaty

!

Deficit hydroldaz doddvanych do defektnich lysosomi
Poskozené a hypertrofované (obii) mito nelze odbourat

. !

Mén¢ ATP, vice ROS, poskozené mito a lysosomy mohou
iniciovat apoptosu..

Obr.: http://www.uni-mainz.de/FB/Medizin/Anatomie/workshop/EM/EMtLyso.html

Zanét (inflammaging)
» Stary organismus se nachizi ve stavu
chronického zanétu
* PiiCiny?
— Sekrece senescentnich bunék (SASP) a
tukové tkané
— 1 mito ROS — trval4 stresova reakce
— NaruSend regulace genti stresové reakce
— AGE-RAGE interakce

21



Obnova Zivota v prirodé
e Stalé bunécné déleni
e (Geneticka rekombinance

 Selekce proti mutacim

... Kazdy organismus zavisly na
postmitotickych buiikach je smrtelny!

... Nejvice starnou specializované
postmitotické burniky nervové,
srdecniho a kosterniho svalu

... Asi kone¢ny limit trvani naSich tél

Je starnuti nevyhnutelné ?

Nezmar (Hydra)

* Jednoduchy télesny plan,
rychld a dplnd obnova vSech
somatickych bunék z
kmenovych bunék

* Rozptylend nervova soustava,
Zadny mozek ani sval

* Rozmnozovani pfevazné
nepohlavni (pucenim)

* 7Zidné znamky starnuti

I kdybychom dokazali totéz uméle
(kmenové buiiky), nadhrada bunék v
CNS musi vést ke ztraté paméti...

22



Evoluce starnuti

Stdrnuti jako programovatelnd vilastnost
organismii, kterd podporuje jejich evoluci
tim, Ze urychluje striddni generaci?

(August Weissman, 1891)

Survival

Starnuti je v prirod¢ vzacné!

* Drtiva vétSina divokych zvitat se svého staii nedoZzije
....Z4adna vyznamna selekce vii¢i mutacim s negativnimi
ucinky v pozdni fazi Zivota

Protected

Selection
shadow

Survival

Age

Age

(T.B.L.Kirkwood & S.N. Austad, Nature 408 (2000), 233-238)
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Disposable soma theory
(t€lo na vyhozeni)

» Bakterie: nestarnou za cenu vysoké mortality
* VySsi organismy:

— Specializace

GAMETY: haploidni (filtr genetickych
defektit), obrovska redundance a velka selekce,
DNA pro dalsi generace.

SOMA': diploidni, trvalejsi struktura,
ktera se ale opotiebovavd, DNA neni
urcena pro dal$i generace.

Disposable soma theory:
Jak dlouho ma télo vydrzet?

* V evoluci rozhoduje uspéch v rozmnozovani!

* Omezené mnozstvi metabolické energie se
musi délit mezi reprodukci a udrzbu
organismu (trade-off)

— Umrtnost z vngjich pfi¢in vysokd: 1épe investovat
vic do reprodukce (r-strategie)

— Umrtnost z vnéjSich pficin nizka: 1épe investovat
vice do udrZzovani organismu (K-strategie)
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Katastrofické starnuti: Tichomorsky losos

vl }\’_'\‘ V h"' }

Zivotichové, kteif Ziji déle neZ by méli:
Vyjimky ze vztahu délka Zivota — spotfeba kysliku

* Vyspély mozek

Obr.: http://www.discovergalapagos.com/tortoise.html
http://www.ctrl-c.liu.se/ftp/images/animals/misc/*.*
http://www.african-safari-pictures.com
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Dukazy pro ,trade-off* mezi délkou
zivota a plodnosti

» V laboratofti 1ze vyselektovat Drosophily
7Z1jici 2x déle asi po 10 generacich:
— Asociovano s pozd¢jsi reprodukci,
celkovy pocet potomstva stejny
* Genealogické studie britské aristokracie:
— Ti, ktefi Zili nejdéle, méli zaroven
nejveétsi problémy s plodnosti

Teorie antagonistické pleiotropie

* Geny poskytujici c
vyhodu v reprodukci, ale
poskozujici nositele
pozdéji

Survival

= —

Bad

Age
(T.B.L.Kirkwood & S.N. Austad, Nature
v s 1z 408 (2000), 233-238
» Piiklady u lidi: (2000 )

— Huntingtonova chorea

— Hemochromatosa

26



V mladi dobra obrana proti infekci
Chronicky zanét/oxidacni stres ve stari ?

A~

Arthritis

W i
ot Heart disease
& Cancer

0%
°: o% 00 Oxidative
( 009 stress

° &
1 eh@
o
Gene
activation

Young cell Old cell
(External reversible trigger) (Internal irreversible trigger)

Nick Lane: Oxygen. The Molecule that made the World. Oxford University Press 2002

Antioxidanty jako elixiry mladi ?

e Vitamin E (tokoferol)

e Vitamin C (askorbat)
» B-karoten
e Selen

27



Antioxidacni potravni dopliky
mohou dokonce Skodit !

e Meta-analyza celkové mortality v 68
studiich s podavanim antioxidacnich
potravnich dopliikii (232 606 tcastniki, 385
publikaci):

— B-karoten, vitamin A a vitamin E
signifikantné zvySuji mortalitu

— Vitamin C a selen nemaji vliv

(Bjelakovic G et al., JAMA 2007; 297: 842-857)

Pro¢ antioxidanty nepomahaji nebo

dokonce skodi 77?7
Ve vysSich davkéach uz nedé€laji nic
Pisobi tam kde nemaji
— Inhibice stresové reakce

— Brani boji proti infekci, nddorovym bunkam,
opravnéné apoptose ?

e Maji 1 jiné ucinky nez antioxidacni

-----

— B-karoten: ko-karcinogen (dohromady s
koufenim nebo environmentalnimi toxiny)

28



Kaloricka restrikce prodluzuje zivot

* Omezeni mnoZzstvi potravy pii1 zachovani jeji
biologické kvality

* Funguje i u teplokrevnych Zivoc€ichll (mys,
makak rhesus) s konstantni intenzitou
metabolismu
— Mys Zije 28 mésicii, ale omezeni potravy na 25%

ji prodlouzi Zivot na 47 mésici

e Skute¢né€ prodluzuje maximalni délku zivota,
snizuje oxidacni stres, vyskyt nadort a
zpomaluje starnuti

Kaloricka restrikce prodluzuje zivot

e Organismus ,,preckavajici* neptiznivé obdobi
vénuje vice metabolické energie na udrzbu.

e Mechanismus:
— Ur¢ité potlaceni signalizace IGF-I (somatomedin C) a inzulinu
— Stimulace autofagie

— Sirtuiny — enzymy deacetylujici histony, p53 apod., inhibované
NADH

» Studie CALERIE na lidskych dobrovolnicich:

— Zlepseni kardiometabolického zdravi, nizsi markery oxida¢niho
stresu, zadné nezadouci uc¢inky na nédladu, spanek nebo sexudlni
funkce
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HORMEZE

* Mirny stres (teplo, chlad, ozéfeni, ischemie,
oxidanty...) zvySuje odolnost k dalSimu stresu

(...co té nezabije, to té posili...)
e Mechanismy: adaptivni homeostdza/stresova reakce

 Priklad u lidi: fyzicka aktivita
— 1 ROS — stresova reakce

— | ATP — stimulace biogeneze a obnovy
svalovych mitochondrii

w.calpoly.edu/~Icimarel/know.htm

http:
Dieta bohat4 na ovoce a zeleninu
(optim. 5x 80 g denn¢) je spojena s
niz$im rizikem kardiovaskuldrnich
chorob, diabetu a nékterych typl
rakoviny (plice, usta/hltan)

(ale nevime proc)
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Zaver?
* Nesmrtelnost ani vé¢né mladi nejsou na dosah.
Starnuti je zftejm& nevyhnutelnym disledkem
piirozenych limitd GdrZby organismu
* Rychlost starnuti ale ovlivnit lze:
— Vyvazena dieta
— Kaloricka restrikce
— Fyzicka aktivita

e Budoucnost ?

— Senolytika, kmenové bunky, stimulatory autofagie,
CR mimetika ... ?

Clovék by nemél zestarnout,
dokud nezmoudii
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