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Cile prace:

1) Zavedeni metody izolace mitochondrii pro jejich pouziti k dalsim funkénim

testam.

2) Funkéni testy na izolovanych mitochondriich - hodnoceni integrity

vnitini/vnéj$i mitochondridlni membrany a funkéniho stavu mitochondrii.
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1. TEORETICKA CAST
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1.1 Mitochondrie

Mitochondrie patfi k nejndpadnéj$Sim organeldm v cytoplasmé a jsou pfitomny
prakticky ve vSech eukaryotnich buiikach. Jsou mistem oxidacniho metabolismu
eukaryot. Obsahuji  enzymy podilejici se na téchto pochodech, tj.
pyruvatdehydrogenasu, enzymy citratového cyklu, enzymy katalyzujici oxidaci
mastnych kyselin a také enzymy a redoxni proteiny podilejici se na transportu elektronii
a oxidacni fosforylaci. Z téchto divodi se mitochondrie pfirovnavaji k bunécné
elektrarn€ (Alberts, 2005, Voet, 1995). V poslednich letech je ziejmé, ze maji také
dalezitou roli v buné¢né smrti. Tuto tlohu mitochondrii nelze povazovat jako ,,ztratu
funkce® v disledku energetického deficitu, ale chapeme ji jako aktivni proces, ktery je
vysoce regulovan. Diky tomu se mitochondrie stdvaji atraktivnim cilem pro 1écbu

rakoviny (Bernardi, 1999; Gogvadze, 2009).

1.1.1 Evolu¢ni pivod mitochondrii

V mnoha ohledech se mitochondrie podobaji bakteriim, ptfedev$im zplisobem, jakym se
déli. Predpoklada se, Ze mitochondrie vznikly endosymbidézou mezi anaerobni
primitivni eukaryotni buiikou nebo archebakterii a aerobni a-proteobakterii (Obr. 1).
Endosymbioticky ptivod mitochondrii se odraZi i v jejich struktutfe. Mitochondrie jsou
obaleny dvojitou membranou, maji vlastni DNA a RNA a proteosynteticky aparat
(Krivakova, 2005; Alberts,2005). V disledku endosymbiosy doSlo ke ztraté
prebytecnych gent a k pfenosu genti z prokaryot do jadra eukarot. Dne$ni mitochondrie
jiZ nejsou autonomni, ale jsou zcela zavislé na svém hostiteli. Mitochondridlni genom
zlstal velmi stabilni a to 1 s ohledem na genovy obsah a uspotddani genti do kruhové
mtDNA. Nicméné doslo ke zméné sekvenci jednotlivych gen kodujicich proteiny.
Tyto proteiny jsou obsazeny v komplexech vnitini mitochondridlni membrany a musi
interagovat s proteiny, které jsou kodovany nDNA. Vysledkem toho je, Ze
mitochondrie jednoho druhu nezlstanou funkéni s jadrem jiného druhu (Scheffler,

2001).

13
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Obr. 1: Pivod mitochondrii (upraveno dle /[UPUI Department of biology).

1.1.2 Struktura mitochondrii

Kazda lidska bunka obsahuje 5-2000 mitochondrii. Jejich tvar je bud’ kulovity nebo
ovalny. Mitochondrie kulovitého tvaru (napt. z jater) maji v pruméru 0,5-5 pm.
Mitochondrie ovalného tvaru maji v priméru 0,2 um a az 20 pm na délku (Perkins,
2000). Maji dvé membrany, vnitini a vn&jSi, které hraji dilezitou roli
v mitochondridlnich d¢jich. Vnéj§i membrana odd€luje organelu od cytoplasmy a
vnitini membrana se vychlipuje dovnitt mitochondrii a oddéluje velky vnitini prostor
zvany matrix od uz§itho mezimembranového prostoru. Obé membrany se lisi svou
strukturou, chemickym slozenim a vlastnostmi. Vnéj$i membrana obsahuje mnoho
molekul transportniho proteinu zvaného porin, ktery tvoifi vodné kanaly dvojnou
vrstvou lipidli, a proto je membrdna propustna pro ionty a vSechny molekuly az
do 5000 daltonli a neni propustnd pro bilkoviny. To ¢ini mezimembranovy prostor
vzhledem k malym molekulam, které obsahuje, chemicky ekvivalentni cytosolu.
Naopak vnitini membrana obsahuje pomérné vysokou koncentraci kardiolipinu a nizsi
obsah cholesterolu a pronika ji jen O,, CO, a lipofilni latky (Alberts, 2005, Krivakova,
2005). Vnitini membrana, ktera obklopuje na proteiny bohatou matrix, ma vétsi povrch
nez vnéj$i membrana, a proto se vnitini membrana vchlipuje do stfedu mitochondrie a
vytvati tzv. kristy (Mannella, 2006). Kristy tvoii cisterny nebo vacky, které se pies
uzka tubularni spojeni pfipojuji k vnitini membrané, tzv. vnitini vazebné membrané

(Obr. 2) (Frey, 2000).
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Obr. 2: Struktura mitochondrii ¢ast - elektronova tomografie (A); srovnani starého
(horni) a nového (dolni) modelu mitochondrie (B) (upraveno dle Scheffler,

2001).

1.1.3 Transport mitochondrialnich proteini

Mitochondrie obsahuji 800 (kvasinky) az 1500 (Cloveék) riznych proteinti. Ackoliv
mitochondrie maji kompletni proteosynteticky aparat, pouze ~ 1% mitochondridlnich
proteind je kodovano a syntetizovano v matrix.

Velka vétSina proteind je kodovana jadernymi geny a jsou syntetizovany jako
prekuzory proteinii na ribosomech v cytosolu. Tyto prekurzory obsahuji signalni
molekulu, vétSinou N-konec, kterd je rozpoznana translokasami vnéjsi mitochondrialni
membrany — TOM (translocase of the outer membrane) komplexem. TOM komplex se
sklada ze tifi receptori (TOM20, TOM22 a TOM70), z proteinu vytvarejici kanal
TOM40 a z malych TOM proteini (TOMS, TOM6 a TOM7). N-konec interaguje
s receptorem TOM komplexu a pre-protein je transportovan skrz kanal TOM komplexu
jako linearni polypeptidovy fetézec na presekvencni translokasu vnitini mitochondridlni
membrany - TIM23 (translocase of the inner membrane) komplex. Konec¢né pifeneseni
proteinu do matrix je vedeno pies PAM (presequence translocase-associated motor) a v
matrix je pomoci MPP (mitochondrial processing peptidase) presekvence odsStépena
(Obr. 3) (Pfanner, 2004). Prekurzory hydrofobnich proteinii vnitini mitochondrialni

membrany také vyuzivaji TOM komplex k pteneseni pfes vnéjSi membréanu.

15



Preproteiny jsou pfeneseny mezimembranovym prostorem pomoci malych TIM
komplexti a nakonec interaguji s komplexem TIM22 a jsou vlozeny do vnitini
membrany. Posledni krok této integrace je zavisly na membranovém potencidlu

(Mokranjact, 2005).

Outer-membrane
precursor

@P Carrier
. XY @precursor Cytosol
Matrix
precursor Sorting and
assembly
machinery

s oM
- i B-barrel IMS
« - protein
. -
Presequence ) % ~ M
translocase . -
" T Carrier
protein
Matrix

Mitochondrial
processing
peptidase

E = Matrix protein

Obr. 3: Transport proteini do mitochondrii (Pfanner, 2004).

Proteiny Bcl-2 rodiny jsou dulezitymi regulatory apoptosy. Bcl-2 proteiny patii mezi
membranové proteiny, které se svym C-koncem vazi na receptor TOM20 TOM
komplexu, ¢imZ dojde k zabudovani téchto proteinli do vnéjSi mitochondrialni
membrany. Rozpoznani receptoru TOM20 je zavislé na dvou pozitivné nabitych
zbytcich lysinu v bezprostfedni blizkosti C-konce hydrofobni membranové kotvy.
Oproti N-koncim jinych mitochondridlnich preprotein, C-konce Bcl-2 proteint

neinteraguji s receptorem TOM22 (Motz, 2002).

1.1.4 Metabolismus mitochondrii

1.1.4.1 Krebsuv cyklus

Mitochondrie vyuzivaji jako palivo jak pyruvat, tak mastné kyseliny. Pyruvat pochazi
z glukosy nebo zjinych cukrii a mastné kyseliny pochéazeji z tuki. Molekuly obou
téchto paliv jsou pfenaSeny pies vnitini mitochondridlni membranu a poté jsou

prevedeny na acetyl-CoA enzymy, které se nachdzeji v mitochondrialni matrix. Kromé
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pyruvatu a mastnych kyselin piechazeji z cytosolu do mitochondrii také néckteré
aminokyseliny, které se zde méni na acetyl-CoA nebo na néktery z meziprodukt
citratového cyklu. Acetylova skupina v molekule acetyl-CoA se neoxiduje piimo.
Misto toho se pienasi z acetyl-CoA na vétsi Ctyfuhlikovou molekulu oxaloacetatu za
vzniku Sestiuhlikaté karboxylové kyseliny — kyseliny citrénové, ktera je postupné
oxidovana a energie ztéto oxidace je vyuzita k produkci vysokoenergetickych
pfenaSeCovych molekul — 3 NADH, FADH, a GTP. Cyklus generuje
vysokoenergetické elektrony nesené aktivovanymi nosiCcovymi molekulami NADH
aFADH, a produkuje CO,, ktery se zbunky uvoliluje jako vedlejSi produkt.
Vysokoenergetické elektrony jsou potom pifendSeny do vnitini mitochondridlni

membrany, kde vstupuji do elektrontransportniho fetézce (Alberts, 2005).

1.1.4.2 Oxidativni fosforylace a membranovy potencial

Mitochondrialni DNA kéduje 13 proteind, které jsou umistény ve vnitini
mitochondridlni membrané, kde jsou soucasti metabolické drdhy tzv. oxidativni
fosforylace. Oxidativni fosforylace je proces, jenz spojuje prenos elektrond s bunéénym
dychanim a syntézou ATP. Produkuje vétSinu bunécné energie, ale také se ucastni na
tvorbé radikalti a na apoptose (Hiittemann, 2007). Pienos elektronli za¢ind odebranim
hydridového iontu (H:") z NADH a jeho ptevedenim na proton a dva vysokoenergetické
elektrony: H: — H' + 2¢’, tato reakce je katalyzovana prvnim z dychacich enzymovych
komplexii — NADH-dehydrogenasou, mezi jehoz flavinovou skupinou véazanou
k proteinovému komplexu a sadou center obsahujicich zelezo a siru ptechdzeji
elektrony. Posledni Fe-S-centrum v dehydrogenase predava své elektrony ubichinonu,
ktery je odevzdavd do komplexu cytochroml b-c;. DalSim zdrojem elektrond pro
ubichinon je komplex sukcinat dehydrogenasa. Sukcinat dehydrogenasa katalyzuje
oxidaci sukcindtu na fumarat v matrix. Tato oxidace je spojena s redukci ubichinonu na
ubichinol ve vnitini mitochondridlni membrané. Elektrony jsou transportovany ze
sukcindtu na ubichinon skrz prostetické skupiny — flavin adenin dinukleotid (FAD);
[2Fe-2S], [4Fe-4S] a [3Fe-4S] klastry a hem. Cytochrom c obsahujici jednu hemovou
skupinu, jejiz atom Zeleza se pii piijmu elektronu méni z Zelezitého iontu Fe'™ na
seleznaty Fe®', prenasi elektrony mezi komplexem cytochromi b-c; a komplexem
cytochromoxidasy. Cytochromoxidasa pfedava ziskané elektrony kysliku. Ke kazdé

molekule O, se pfidavaji Ctyfi elektrony z cytochromu c a CEtyfi protony z vodného
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prostiedi v reakci 4¢” + 4H" + O, — 2 H,O (Obr. 4). Cytochromoxidasa obsahuje

ve svém aktivnim misté komplex hemového atomu zeleza hned vedle pevné vazaného

atomu meédi. Pravé zde témét vSechen kyslik slouzi jako koneény piijemce elektronti

(Alberts, 2005, Sun, 2005).

H
T Mezimembranowy
= prostor

_Aunitini
i, _mitochondrialni
&1 ‘membrana

=Lk cingt
| | Il . 1 I
HADH dehydrogenasawy sukcingt cytochrom cytachrom oxidasowy
kamplesx dehydrogenasowy bl komplex komplex
komples:

Obr. 4: Dychaci fetézec (upraveno dle Sun, 2005).

24

Jakmile vSak O, pfijme jeden elektron, vytvaii se superoxidovy radikal O,”; tento
radikal je nebezpecné reaktivni a snazi se pfijmout dalsi tf1 elektrony. Jednou z uloh
cytochromoxidasy je pevné drzet kyslikové molekuly, dokud nejsou k dispozici
vSechny Ctyfi elektrony potiebné pro jeji prevedeni na dvé molekuly H,O, a tak chrénit
molekuly v bunce pfed ndhodnym utokem superoxidovych radikalt (Cadenas, 2000;

Alberts, 2005).

Kazdy zenzymovych dychacich komplexti spfahuje energii uvolnénou pfi prenosu
elektronu pfes néj s pfijmem protonu z vody v mitochondrialni matrix; potom nasleduje
uvolnéni protonu na druhé stran¢ membrany do mezimembranového prostoru. Aktivni
cerpani protond vytvafi gradient koncentrace protond, tedy gradient pH, pfi¢emZz pH
matrix je asi 8 a pH v mezimembranovém prostoru je blizk¢é 7. A také generuje
membranovy potencial pfes vnitini mitochondrialni membranu. Vnitini membrana této
membrany je zaporna a vnéjsi strana je kladna. Gradient elektrochemického potencialu
pohéni enzym vazany na vnitini membranu — ATP syntasu, ktery slouZzi k syntéze ATP.
Mnoho ptenaSeCovych proteind, napiiklad pro pyruvat, ADP, P; sptfahuje transport

s energeticky vyhodnym tokem H' do matrix (Alberts, 2005).
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1.1.4.2.1 ROS

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou skupiny malych, ale vysoce reaktivnich molekul
zahrnujici singletovy kyslik, superoxidovy anion, peroxid vodiku, peroxidové radikaly
a oxidy dusiku. Hlavnim zdrojem ROS je komplex I — NADH dehydrogenasa
a komplex III — cytochrom b-c;. Tvorba O, a H,O; je vyssi, kdyZ je respirace pomala
a je nedostatek ADP.

Molekula kysliku piijima elektron od ubisemichinonu a vytvoii superoxidovy radikal.
UQ% 10+ 02 =07 +UQyo

Superoxidovy anion muze pusobit na Fe-S centrum NADH-oxidoreduktasy, Fe se
vylije a katalytickd funkce enzymu je porusena. Z toho diivodu je superoxidovy anion
rychle pfeménén Mn-superoxid dismutasou na peroxid vodiku. Peroxid vodiku vznika
také béhem oxidativni deaminace aminii monoamin-oxidasou ve vnéj$i mitochondrialni
membrané. Peroxid vodiku muize byt pozd€ji preménén za piitomnosti médnatych
a Zelezitych ionth na hydroxylovy radikdl OH", tzv. Fentonova reakce. Hydroxylovy
radikdl reaguje s nékterymi slozkami buiky, jako jsou lipidy, DNA a proteiny.
Vysledkem je poruseni celistvosti bunky, snizend funkénost enzymi a stabilita
geonomu, ktera mizZe mit aZ za nasledek né€kterd neurodegenerativni onemocnéni jako

jsou Parkinsonova choroba a Alzheimerova choroba.

ROS jsou dulezitymi regulatory apoptdzy, protoze mohou velice rychle ovlivnit funkce
mitochondrii. Oxidanty nebo pro-oxidanty mohou indukovat apoptosu, zatimco
antioxidanty ji mohou zpozdit nebo pln¢ zastavit. Mnoho stimulii apoptosy, jako jsou
TNF-a, UV zafeni, ceramidy, staurosporiny, sérova deprivace, imunodeficience, virova
infekce a toxiny, také stimuluji tvorbu ROS. Vysoka exprese superoxid dismutasy je
schopna potlacit apoptosu vyvolanou plisobenim TNF-a, bazicitou, peroxodusitany
a antimycinem (Robinson, 2002; Hensley, 2000, Cadenas,2000; Raha,2001; Brookes
2004). Tvorba ROS je velice tzce spojena s absorpei Ca®" do mitochondrii. V in vitro
experimentech bylo prokdzano, ze izolované mitochondrie v médiu s vy$§im obsahem
Ca®" generuji ROS. Cinidla, kter4 jsou naopak schopna sniZit mnozstvi vapniku, napf.
BAPTA-AM (1,2-Bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N'-tetraacetic acid
tetrakis(acetoxymethyl ester)) — chelata¢ni Cinidlo, nifedipin — blokator vapenatého

kanalku, dantrolen — zabraiuje vyliti vapniku z endoplasmatického retikula, chrani
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mitochondrie pfed tvorbou H,O, a ONOO". ROS a intramitochondrialni Ca*" mohou
spole¢né indukovat otevieni MPT (mitochondrial permeabilty transition) poru. Otevieni
tohoto poru vyvolané anorganickymi fosfaty, rozpojovaci a prooxidanty je spusténo
vapnikem stimulovanou tvorbou ROS v dychacim ftetézci (Gordeeva, 2003). Vazba
Ca’" na submitochondridlni &astice (pravdépodobné na kardiolipin) vede k formaci
lipidovych domén, ¢imz dojde ke zméné konformace a funkcnosti membranovych

proteind a enzymt, k tvorbé ROS a nasledné oxidaci proteind a lipidt (Vercesi, 1997).

1.1.4.2.2 Tvorba ROS

Chinonové slouceniny, véetné herbicidil jako je parakvat (methyl viologem), menadion
(vitamin K3) a rozsdhld skéla 1€kt zpisobuji cytotoxicitu, protoze pusobi v
elektronovém transportnim fetézci mitochondrii a generuji ROS. Jeden z nejvice
prozkoumanych 1¢ékii je antracyklinové protinadorové antibiotikum doxorubicin
(komer¢ni nazev Adriamycin). B kruh Adriamycinu, je nesubstituovany chinon, ktery
ochotné podléha redoxnim reakcim s vhodnym donorem elektronti jako je elektronovy
transportni fetézec. Redukci Adriamycinu (pfi koncentraci 25-50 uM) komplexem I
vznikd semichinonovy radikal QH’, ktery redukuje O, na O,”, a tim se zpatky
regeneruje na lécivo (Schéma 1). Adriamycin zplsobuje snizeni aktivity NADH
dehydrogenasy. Tato inaktivace predstavuje silné oxidacni poskozeni, ke kterému
dochazi mezi flavin skupinou (misto redukce doxorubicinu) a Fe-S centrem N-1.
Tvorba ROS poté mize poskodit lipidy, proteiny a DNA (Cadenas, 2000, Marcillat,
1989). Cilem Adriamycinu je také DNA topoisomerasa II (topoll), coZ je protein, ktery
se podili na zmén¢ terciani struktury DNA tim, Ze rozs§tépi DNA a op&tovné ji spoji.
Topll usnadiiuje transkripci DNA, replikaci a mitosu. Stabilizace komplexu
DNA/topoll vlivem andriamyci zplsobi naruseni replikace DNA (Gewirtz, 1999,
Potter, 2005).
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Schéma 1: Redoxni cyklus doxorubicinu (upraveno dle Persson, 2005).

Mitoxantron (MH2X, Novatrone, 1,4-dihydroxy-5,8-bis[2-(2 hydroxyethylamino)ethyl-
amino|-anthracene-9,10-dione) je synteticky analog antracyklinovych antibiotik
vykazujici vyznamnou klinickou uc€innost v 1é¢eni zhoubnych nadorti (myeloidni
leukémie, karcinom prsu), které vykazuji vysoky titr peroxidas. Na rozdil od jinych
antracyklinovych antibiotik (napt. doxorubicinu), které se aktivuji redukci, dochazi
k aktivaci mitoxantronu oxidaci katalyzovanou peroxidasou a metabolizuje se

reduktivnimi procesy (Schéma 2) (Briick, 2011, Briick 2003). Mitoxantron se také vaze
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na topoisomerasu II a inhibuje jeji aktivitu. PoSkozeni DNA je dulezitym signalem pro

aktivaci NF-kB a indukci apoptosy (Hande, 20006).
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Schéma 2: Reak¢ni schéma oxidace mitoxantronu H,O, (upraveno dle Briick, 2011).

N-(4-hydroxyfenyl) retinamid (4HPR) je synteticky analog vitaminu A patfici do
skupiny retinoidl. Nahrazeni karboxylové skupiny all trans retinové kyseliny za amid
spojeny s hydroxyfenylem vyrazné snizuje nezadouci ucinky, pfedevs§im toxicitu jater.
Navic neni genotoxicky. U zvifecich modeld se ukézal jako velice ucinny proti
rakoviné prsu, prostaty, vaje¢niki, mocového meéchyie a plic. 4HPR je schopen
inhibovat antioxidanty jako je vitamin C, vitamin E, N-acetylcystein,
butylhydroxyanisol a pyrrolidinovy dithiokarbamat. 4HPR se vaze na ubichinon mezi
komplexem 1 a II a podporuje tvorbu ROS, otevieni MPT (mitochondrial
permeabilization transition) péru pies oxidaci thiol, které¢ reguluji bilkoviny MPT
poru, vyliti cytochromu c¢ a zvySeni aktivity kaspasy-3. Navic 4HPR vyvolava
konforma¢ni zmény Bax a Bak, coz vede k expozici jejich N-koncl a naslednému

preneseni proteint do vnéjs§i membrany (Suzuki, 1999, Hail, 2001, Hail 2009).
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1.1.4.2.3 Rozpojovace dychaciho retézce

Rozpojovace oxidativni fosforylace zabraiuji spojeni transportu elektrond s naslednou
fosforylaci, a tak inhibuji syntézu ATP, aniz by piisobily na tok elektron a na ATP-
syntasu.

Mnoho sloucenin, které jsou zndmé jako rozpojovace, patii do skupiny hydrofébnich
slabych kyselin (fenoly - DNP, benzimidazoly, N-fenylantranilaty — flufenamova
kyselina, salicylanilidy - S13, fenylhydrazony - FCCP, kyselina salicylova,
acyldithiokarbamaty, kumarin, aromatické aminy - bupivakain) (Obr. 5). Tyto kyseliny
transportuji H' skrz membranu, ktera je pro H' nepropustna (Terada, 1990).

OH
NO;
%11
(HC):C

N,

A) B) ©)

COOH

o o r@ ;

F) G) H)

Obr. 5: Struktura A) DNP; B) S13; C) TTFB; D) FCCP; E) flufenamova kyselina; F)
kumarin G) bupivakain; H) salicylova kyselina (upraveno dle Terada, 1990).

ATP je syntetizovan z ADP a Pi, kdyz H" prochazi H'-ATPasou (FoF,-ATPéazou). FoF,-
ATPasa je slozena z katalytické Casti F; skladajici se z podjednotek asfB3yoe, ta
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vystupuje nad membranu a piipojuje se k hydrofobnimu proteinu F, obsahujiciho
podjednotky ab,c;, (Escherichia coli), ktery je zabudovany v membrané. Podjednotka a
obsahuje 2 kanaly a oba jsou spojené z jinou &asti membrany. Jeden kanél pienasi H'
do membrany, kde se vaze na jednu z podjednotek c, a poté se pootoCenim cj,
komplexu uvolni H" druhym kanalem na opacnou stranu membrany. Podjednotka ¢ je
ukotvena ky, zatimco podjednotka a je spojena ptes podjednotky b a 6 k a3Ps
hexameru. Proto rotace cj» komplexu vzhledem ka podjednotce v Fy fidi rotaci y
vzhledem k o3PB3; hexameru. Pii otdCeni asymetrické y podjednotky o 120° dochazi ke
zméné konformace vSech tii podjednotek, u kterych se tak méni jejich afinita
k substratim ADP a Pi a k produktu ATP (Gross, 2000). Rozpojovade prenaseji H'
dovniti mitochondrii a zptisobuji tak kolaps H" chemického potencialu. Navic je pfenos
H' z matrix spojen se vznikem membranového potencialu (Ay) a rozdilem pH na obou
stranach membrany. Jako rozpojovace mohou pusobit nékteré slouceniny, zména
osmozy a starnuti, které narusuji pH a membranovy potencial (Terada, 1990).
Vychytavani lipofilnich kationtt (napf. rhodaminu 123) je fizeno plasmatickym
a mitochondridlnim membranovym potencidlem. K prekoncentraci lipofilnich kationt
v cytoplasmé v porovnani s extracelularnim substratem dochdzi v souladu s Nernstovou
rovnici:

[cytoplasma] = [extracelularni substrat] x 107 (A plasma)/60 my
Mitochondridlni membranovy potencial koncentruje kationy uvniti mitochondrii podle
rovnice:

[mitochondrie] = [cytoplasma] x 10~ 4V mit/e0mv
Koncentrace kationtl v mitochondrii ve stavu rovnovahy zavisi na plasmatickém
a mitochondrialnim potencialu:

[mitochondrie] = [cytoplasma] x 10~ AV Plsma + Aymityeomv. (py,iq - 1985).
Podle Nernstovy rovnice vede kazdé zvySeni membranového potencidlu (obvykle
120-170 mV) o 61,5 mV k 10 nasobnému zvySeni koncentrace kationtii v matrix. Proto
je koncentrace kationtd dvakrat az tfikrat vy$$i v matrix nez v cytosolu (Costantini,

2000).
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1.1.4.2.3.1 Vyuziti vlastnosti rozpojovacii jako potencialnich léciv

Rozsahlé mnozstvi toxinli inhibuje respiraci mitochondrii vedouci az ke spusténi
bunééné¢ smrti. Kinhibici mtze dojit pies specifickou interakci latky
s mitochondrialnimi proteiny nebo akumulaci kationti v matrix u lipofilnich kationtt.

Rhodamin 123 je fluorescen¢ni kationtové barvivo (Obr. 6). Akumulace rhodaminu
v mitochondriich zé&visi na jeho lipofilnich a kationtovych vlastnostech, které mu
napomahaji projit do matrix pfes dvojitou mitochondrialni membranu. Podle
depolarizace plasmatické membrany bylo ukdzano, Ze vychytavani a retence rhodaminu
123 ftizené membranovym potencidlem byla vyssi unddorovych bun¢k MCF-7
(karcinom prsu) nez u bunék CV-1 (nenadorové fibroblasty). Vysoka retence
rhodaminu 123 v mitochondriich byla také pozorovana u ptechodnych bunék
karcinomu, adenokarcinomu, chemicky karcinogenné transformovanych bunék
a spinoceluldrniho karcinomu. Mitochondrie téchto rakovinnych bunék udrzely
rhodamin 123 po dobu 2-5 dni, zatimco normalni buiikky uvolnily rhodamin 123 béhem
nékolika hodin. V klinickych studiich byla u pacientli s rakovinou prostaty stanovena
maximalni tolerovana davka 96 mg/m’® podavana v mési¢nich intervalech. Data ze
studie Jones a kol. (2005) vSak nebyla statisticky vyznamné. Terapie by mohla byt
ucinnéjsi, pokud by byl rhodamin 123 v kombinaci s jinymi terapeutickymi modalitami.
Pokles produkce ATP miize byt kompenzovan zvySenim glykolyzy v cytosolu.
Kombinace rhodaminu-123 s inhibitory glykolyzy, jako je 2-deoxyglukosa, se zda jako
vhodna. Nékteré rakovinné bunky mohou k syntéze ATP vyuZit mastné kyseliny a
aminokyseliny (napf. glutamin) a inhibice glykolysy pak sama o sob& nemusi byt
dostatecnd. Kombinace inhibitorii glykolysy a sloucenin, které narusuji mitochondrie
nebo potlacuji alternativni metabolické drahy v mitochondriich, by mohla byt uc¢inné;si

(Davis, 1985; Constantini, 2000; Wang, 2010).

MKT-077 je rhodanokyanidové kationtové barvivo (Obr. 6), které se vyznaluje
vyraznou protinddorovou aktivitou. MKT-077 inhibuje rast nddorovych bun¢k CX-1
(karcinom tlustého stteva), MCF-7 (karcinom prsu), CRL1420 (karcinom pankreatu),
EJ (karcinom ptechodnych buné¢k mocového méchyie) a LOX (melanomu), ale tuto
aktivitu nevykazuje u bun€k CV-1 (nenddorové fibroblasty). Mitochondridlni
membranové potencidly bunék CV-1 a CX-1 byly odhadnuty na 104 a 163 mV. Tento
60 mV rozdil by mél odpovidat 10 nasobnému rozdilu v akumulaci MKT-077.
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Vzhledem k tomu, Ze plasmaticky membranovy potencial je také vyssi u nadorovych
MKT-077. Koncentrace kationtd je 20 az 65 krat vyssi u buné¢k CX-1 oproti CV-1
bunikam. U nahych mysi inhibuje MKT-077 rtst subkutann¢ implantovaného renalniho
karcinomu A498 a karcinomu prostaty DU145. Také prodluzuje pieziti mysi nesoucich
intraperitonedlné¢ implantovany melanom LOX (Koya, 1996). MKT-077 zpusobil
selektivni degradaci mtDNA u bunék CX-1, CRL1420, ale ne u CV-1 pfi koncentraci 3
pg/ml po dobu 3 dnt. Jadernd DNA nebyla zasazena ani v jedné z bunécnych linii.
Kombinace rtiznych faktortii, jako jsou oxidacni stres, nedostatecné sdruzeni mtDNA
s ochrannymi histony, omezena oprava mtDNA opravnymi mechanismy, mohou zvysit
nachylnost mtDNA oproti nDNA. Z enzymatickych testi provedenych na zmrazenych
a poté rozmrazenych mitochondriich izolovanych z jater potkanti vyplynulo, ze MKT-
077 vyznamné inhibuje elektronovy transportni fetézec. Koncentrace nutnd pro
polovi¢ni maximalni inhibici byla stanovena na 22, 18 a 30 umol na mg proteinu pro
NADH cytochrom c¢ reduktasu, sukcinat cytochrom c reduktasu a cytochrom oxidasu.
Na aktivitu citrat syntasy nema MKT-077 zadny vliv a to ani pfi koncentraci 100 pg/ml
(Modica-Napolitano, 1996). V prvni fazi klinické studie bylo u pacientl se solidnim
tumorem zjisténo, ze MKT-077 je velice dobfe tolerovan a u této skupiny pacientti byla
stanovena davka 126 mg/m? tydn&. Jeho toxicita spo¢ivala v hypomagnesemii, ktera se

da ale zvladnout podanim hot¢iku (Costantini, 2000, Wang, 2010).
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Obr. 6: Struktura rhodaminu 123 (A) a MKT-077 (B) (upraveno dle Wang, 2010,
Tatsuta, 1999).
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1.2 Bunécéna smrt

K bunééné smrti miize dochdzet nékolika riznymi zpisoby. Dle regulace a indukce
bunécné smrti rozliSujeme nekrosu, anoikis a apoptosu. Nekteré typy bunécné smrti se

mohou navzajem prolinat, napf. apoptosa a anoikis.

1.2.1 Nekrosa

Pokud u buniky dojde k rozsahlejSimu vycerpani ATP, vstupuje buiika do nekrosy.
Nekrosa je nekontrolovany pasivni proces postihujici obvykle velké mnozstvi bunék.
K hlavnim morfologickym zménam, které jsou charakteristické pro nekrosu, patii
bobtnani bunky; tvorba cytoplasmatickych vakuol; zvétSené endoplasmatické
retikulum; vznik cytoplasmatickych puchyikii; naruseni membranovych organel,
nabobtnani a prasknuti lysosomii a nakonec naruseni bunétné membrany.

Cytoplasmaticky obsah se vylije do okolni tkan¢ a spusti zanét (Elmore, 2007).

1.2.2 Anoikis

Jednim zklicovych faktorG kudrzeni bunécné homeostasy je adheze bunky
k extracelularni matrix (ECM) prostfednictvim integrinli. Pokud dojde k poruseni této
interakce, muze dojit ke spusténi urcitého typu apoptosy, tzv. anoikis. Rakovinné bunky
obvykle nejsou citlivé k anoikis a vétSina z nich je nezavisla, ¢imz k pieZiti a proliferaci

nevyzaduji interakci mezi buiikou a extracelularni matrix (Chiuragi, 2008).

1.2.3 Apoptosa

Apoptosu poprvé popsali Kerr, Wyllie a Curie v roce 1972 jako vysoce kontrolovany
mechanismus bunééné regulace, diky némuz jsou z organismu odstranény poskozené
buiky (Kerr et al, 1972). Apoptosa je od té doby povazovana za dulezity zplsob
naprogramované bunécné smrti, kterd také zahrnuje geneticky podminéné vylouc€eni
bunék. Bunécna smrt je nezbytna pro uspéSnou organogenezi v pritbéhu embryogeneze
a je velice dilezita pro udrzeni homeostasy v dospélém organismu. I kdyz existuje
Sirokd Skéla podnétl a to jak fyziologickych, tak i patologickych, které mohou vyvolat

apoptosu, ne vSechny builky budou reagovat na stejny podnét stejné. Abnormality
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v regulaci bunéné smrti mohou mit za nasledek i zdvazna onemocnéni. ZvySena
apoptosa muze vést k chronickym degenerativnim onemocnénim, imunodeficienci
a neplodnosti, zatimco nedostatecna apoptosa se muze projevit vznikem rakoviny
nebo autoimunitnim onemocnénim. Apoptosa je tedy vysoce koordinovany a
energeticky zavisly proces postihujici jednotlivé bunky nebo jejich shluky. (Elmore,

2007, Danial, 2004).

1.2.3.1 Mechanismus apoptosy

Na molekularni urovni miizeme apoptosu rozdélit do tii fazi: iniciace, exekuce

a terminace.
Iniciace

Iniciace je do zna¢né miry zavisld na typu bunky a apoptotickych stimulech jako je
napt. oxidac¢ni stres, iontova nerovnovaha, cytokiny. Apoptosa mtize byt také vyvolana

riznymi Ciniteli jako jsou UV nebo y zafeni a chemoterapeutika.
Exekuce

Exekuce je spusténa Stépenim kaspasy-3. Buiika se zacne scvrkdvat a ztrati tak az
tretinu svého ptivodniho objemu béhem nékolika minut. Na membrané se vytvoii cetné
vybézky (zeiosis). Dochéazi k fragmentaci jadra, kondenzaci chromatinu, degradaci
DNA a dilataci endoplasmatického retikula. DNA je nejprve fragmentovéna na casti
o velikosti 50-70 kb bazi a poté (ne ve vSech bunkach) az na jednu ¢i n€kolik jednotek
nukleosomli na délku. Nukleosom se skladd z histonu obalené¢ho asi 180 bp DNA.
Degradace DNA je zpiisobena endonukleasami, které plsobi na linkery DNA mezi
nukleosomy, protoze DNA neni v téchto mistech dobie chranéna histony. V mnoha
pfipadech je tato faze doprovdzena se zménami v membrané, ktera obsahuje na vnitini
stran¢ lipidové dvojvrstvy fosfatidylserin. Enzym aminofosfolipid transferasa ptrenese
fosfatidylserin na vnéj$i stranu membrany, a tim dojde k rovnocennému rozloZeni

fosfatidylserinu na obou stranach membrany.
Terminace

Fagocytujici buiiky maji na svém povrchu receptor pro fosfatidylserin a dokazou tak

rozpoznat, navazat a pohltit apoptotické buniky. Apoptoticka téliska jsou tedy rychle
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fagocytovdna a nemaji moznost zlyzovat a spustit zanét (Hail, 2006, Schmitz, 2000,

Cohen, 1999, Fearnhead, 1995).

Jsou znamy tii drahy, které vedou ke spusténi apoptosy (Obr. 7). Vnéjsi draha je
spusténa pres aktivaci receptorti smrti, které¢ jsou na povrchu buiiky. Vnitini draha je
fizena pres mitochondrie. Tteti draha indukuje apoptosu pres granzym B a A. VSechny
tyto drahy vedou k aktivaci kaspaz, které mohou Stépit bunééné komponenty a zpusobit

biochemické a morfologické zmény vedouci k apoptose (Igney, 2002; Elmore, 2007).
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Obr. 7: Schéma propojeni apoptotickych drah (upraveno dle Elmore, 2007).
1.2.3.2 Vnitini mitochondrialni draha

Nedostatek nékterych rtistovych faktordi, hormont, cytokini, ale také zateni, toxiny,
hypoxie, hypertermie, virova infekce a volné radikdly mohou zpusobit zmény vnitini
mitochondrialni membrany, které vyuasti v otevieni MPT (mitochondrial permeabilty
transition) pori, ztratu mitochondridlniho potencialu a uvolnéni dvou hlavnich skupin
proapoptotickych faktorti z mezimembranového prostoru do cytosolu.

Do prvni skupiny proapoptotickych faktort patifi cytochrom ¢ a Smac/DIABLO
(second mitochondria-derived activator of caspases) (Elmore, 2007). V cytosolu se
cytochrom ¢ véze sjednou molekulou Apaf-1 a tento komplex hydrolyzuje ATP
nebo dATP na ADP ¢i dADP. Tato hydrolyza umozni oligomerizaci komplexu

na apoptosom, na ktery se navdze prokaspasa-9. K jeji aktivaci mize dojit bud’
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piestavbou aktivniho mista prokaspasy-9 vlivem interakce s apoptosomem nebo
na apoptosomu dojde k dimerizaci dvou monomert prokaspas-9 (Pop, 20006).
Apoptosom se nakonec sklada ze 7 molekul Apaf-1. Aktivovand kaspasa-9 se odd¢li
od komplexu a je schopna $tépit a aktivovat dalsi kaspasy (Hill, 2004; Zou, 1999).
Smac/Diablo je dimer, ktery inhibuje kaspasy rodiny IAP, coZ jsou proteiny inhibujici
apoptosu (Adrian, 2001). Druha skupina proapoptotickych faktorii — AIF, endonukleasa
G a CAD vstupuji zcytosolu do jadra. AIF (apoptosis-inducing factor) rozséhle
fragmentuje DNA (~50-300 kb) a zpusobuje periférni kondenzaci chromatinu (1.faze
kondenzace). Endonukleasa G §tépi v jadfe chromatin a zplsobuje oligonukleosomalni
fragmentaci DNA. Funkce AIF a endonukleasy G jsou nezavislé na kaspazach. CAD
(caspase-activated deoxyribonuclease) je premistén do jadra, kde po Stépeni kaspasou-3
vyraznéji kondenzuje chromatin (2.faze kondenzace). CAD nejprve fragmentuje DNA
(~50 kb) a poté také vede k oligonukleozomalni fragmentaci DNA (~200 bp) (Susin,
2000, Elmore, 2007).

1.2.3.2.1 Regulace mitochondrialni drahy

Permeabilita mitochondridlni membrany a uvolnéni cytochromu ¢ do cytosolu je fizeno
proteiny Bcl-2 rodiny (Elmore, 2007). Tyto proteiny jsou charakteristické kratkymi
Bcl-2  homolognimi  doménami, coz jsou kratké tUseky maximalné¢ 20
aminokyselinovych zbytkii. Proteiny Bcl-2 rodiny mohou byt rozdéleny do tii
podskupin podle struktury ¢i funkci:
1) antiapoptotické proteiny Bcl-2, Bel-XL, Bcel-w, Mcl-1, Bfl1/A-1 a Bcl-B,
které apoptosu potlacuji a obsahuji vSechny ¢tyfi Bel-2 homologni domény
BH1-4
2) proapoptotické proteiny Bax, Bak a Bok tzv. vicedoménové obsahuji BH1-3
3) proapoptotické proteiny Bim, Bad, Bid, Noxa a Puma, které obsahuji pouze

doménu BH-3, tzv. jednodoménové.

Proteiny podskupiny BH-3, Bim, Bid, se nazyvaji jako tzv. ,aktivatofi®, protoze se
pfimo vazou na Bax a Bak, které¢ nasledné oligomerizuji. Aktivované¢ Bax/Bak vytvari
loziska na vné&j$i mitochondridlni membran€, coz muze vést az k tvorbé nespecifickych
lipidovych porti podobnych tém, které se vytvareji pii fizi membran. Nasledné dojde

k vyliti cytochromu ¢ do cytosolu, kde se vaze na Apaf-1 (apoptosis protease-activating
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factor 1). Naopak ,,senzibilizatoti* podskupiny BH-3, Bad, Bik a Noxa, nemohou piimo
aktivovat Bax/Bak, ale izoluji antiapoptotické proteiny od Bim, Bid a Bax/Bak (Obr.
8).

Bak se také nemusi vazat na zadny z BH-3 proteinu. Bax a Bak mohou spustit
apoptosu bez spoluprace s aktivatory Bim, Bid a to 1 v pfipad¢, ze je v buinice nedostatek

Bim, Bid a Puma (Kang 2009, Espostl 2003)

ﬁ.'l 'E"Y i stermdy: Il'lhlhll:ﬂ

rlistougho
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COR Mofocular Pathways A

Obr. 8: Proteiny rodiny Bcl-2 a apoptosa (upraveno podle Kang, 2009).

1.2.3.2.2 Inhibitory Bcl-2

Proteiny Bcl-2 rodiny hraji dulezitou roli pfi regulaci bunécné smrti, a proto se dnes
povazuji za potencionalni cil protinadorové terapie.

Synteticka BH-3 mimetika

Synteticky ptipravené BH-3 peptidy indukuji apoptosu stejn¢ jako BH-3 domény. BID-
SAHB je protein odvozeny od Bid, u kterého bylo pozorovano u bunécné linie Jurkat
spusténi apoptosy a inhibice rastu leukemickych bun¢k. Peptid Bad-BH s cpm-1285
(cell permeability moiety) aktivoval kaspasy a apoptosu u leukemickych bunék HL-60.
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ABT-737 je malé organickd molekula (Obr. 9), kterad se vaze stejné jako proapoptoticka
BH-3 doména na hydrofobni ¢ast povrchu antiapoptotického proteinu. Siln€ inhibuje
Bcl-2, Bel-XL a Bel-w, zatimco na Mcl-1 a A1/Bfl-1 je neucinna. ABT-737 je funkeni,
ale ne strukturni mimetikum Bad-BH3 domény. Je-li apoptosa bunky zavisla na Mcl-1,
potom je ABT-737 ucinny v kombinaci napf. s inhibitorem CDK (roskovitinem,

flavopiridol).

NH
0 Oﬁsg\ NO;
N Yo

Obr. 9: Struktura ABT-737.

Obatoclax (GX15-070) je synteticky indol bipyrolovy derivat (Obr. 10). Obatoclax se
vaze na Bcl-w, Bcel-XL, Mcl-1 a naruSuje interakci Mcl-1/Bak. Dokonce indukuje
apoptosu u bunék, které jsou rezistentni k melfalanu, ABT-737 a bortezomibu.
V soucasné dobé& je testovan na pacientech s chronickou lymfatickou leukémii,
karcinomem plic a solidnich nadori a to jak samostatn¢, tak i v kombinaci s
bortezomibem, docetaxelem, topotekanem nebo rituximabem (Kang, 2009; Marzo,

2008).

Obr. 10: Struktura Obatoclaxu.
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Prirodni slouceniny

Gossypol, polyfenolicky aldehyd z baviniku (Obr. 11), byl piivodné navrzen jako
antikoncepce pro muze. Pozdéji se ukazalo, Ze gossypol ma protinddorovou aktivitu
viéi nadorovym bunkdm rtizného pivodu in vitro a in vivo. Gossypol inhibuje
fosforylaci Bcl-2 na serinu 70 u leukemickych bun¢k HL-60. Bcl-2 antiapoptotické
proteiny nebudou ziejmé jeho jedinym cilem. Kromé inhibice antiapoptotickych
proteini je také schopen vazat laktat dehydrogenasu, 5-lipoxygenasu a kalcineurin

(Huang, 2010; Marzo, 2007).

Chelerytrin je benzofenantridinovy alkaloid (Obr. 11), ktery se vaze na BH zlabek Bcl-
XL a indukuje uvolnéni cytochromu ¢ u izolovanych mitochondrii a apoptosu u bunék
neuroblastomu SH-SYS5Y. Vykazuje také aktivitu u bunék MEF s nedostatkem Bax
a Bak.

Obr. 11: Struktura Gossypolu (A) a Chelerytrinu (B).

Antisense terapie

Principem této terapie je redukovat expresi antiapoptotickych Bcl-2 proteinii pomoci

antisense nebo RNAI terapie.

Genasense (G3139) je 18-timerni fosforothiodt oligodeoxyribonukleotid, ktery je
komplementarni k prvnim Sesti kodoniim pro Bcl-2 mRNA. V IIL.fazi studie vykazoval
genasense spolecne s dakarbazinem lepsi vysledky u melanomu nez samotny
dakarbazin. Na druhou stranu nékteré klinické studie poukazuji na nevyhody genasense
v kombinaci s riznymi chemoterapeutiky, napf. u pacienti s malobunéénym
karcinomem plic. Tento rozdil mezi in vitro a klinickymi studiemi miZe byt zpisoben

nedostatecnym potlacenim Bcl-2.

33



OGX-011 je 2’-methoxyethylen-modifikovany fosforothioat oligonukleotid, ktery
blokuje expresi klastrinu, coz je protein inhibujici proapoptoticky protein Bax.
Ve ll.fazi studie se OGX-011 studuje v kombinaci s dalsimi 1éky na pacientech
s nemalobunéénym karcinomem plic, prostaty a rakovinou prsu (Marzo, 2007; Chi,

2005).

1.2.4 Draha granzymu B

Granzym B patii do rodiny serinovych proteas. Je hlavni soucasti CTL/NK (cytotoxic T
lymfocytes/natural killer) bun¢k a ptes proteolysu i pomérn¢ malého mnozstvi substratu
aktivuje apoptosu. Lze jej charakterizovat jako aspasu, protoze Stépi substrat za
zbytkem kyseliny aspardgové. 1 pfes tuto podobnost vykazuje specifiku k P4-Pl
(I/V)EPD (enzyme potentiated desensitization). Granzym B se dostane do bunék s i bez
pomoci perforinu, ktery je také uvolnovan z CTL/NK bunék pii jejich degranulaci a je

schopen narusit mitochondrialni membranu (Jans, 1999; Cullen, 2008).

1.2.4.1 Substraty Granzymu B

Granzym B indukuje apoptosu $tépenim substratli Bid nebo kaspas. Takto aktivovany
Bid zplisobi oligomerizaci Bix a/nebo Bak ve vné&j$i mitochondridlni membrané. Tim
dojde kvyliti cytochromu c¢ do cytosolu s aktivaci kaspas (Obr. 12). Nekteré
antiapoptotické proteiny Bcl-2 rodiny mohou inhibovat uvolnéni cytochromu c, coz
zpusobi inhibice této drahy. Granzym B muze S$tépit kaspasy-3 a -7. Aktivovana
kaspasa-3 poté aktivuje dalsi kaspasy-2, -6 a -9, ¢imz buiika vstoupi do faze exekuce.
Mezi dalsi substraty patii:
- DFF45/ICAD je inhibitor DNasy. Po jeho $tépeni granzymem B zistane
volny CAD, ktery fragmentuje DNA (Thomas, 2000; Cullen, 2008).
- o-tubulin je hlavni slouzkou mikrotubuli. Proteolysa vyvolana
granzymem B zpUsobi $tépeni a sniZzeni molekulové hmotnosti a-tubulinu
(Adrian, 2006)
- Mcl-1 ma oproti ostatnim antiapoptotickym proteinim Bcl-2 rodiny
nejrychlej§i obrat a nejkratSi poloCas zivota. Mcl-1 s Bim se vyskytuji
pfevazné v mitochondrialni membrané. Po Stepeni Mcl-1 se proapoptoticky

protein Bim uvolni a podpofi vyliti cytochromu ¢ (Han, 2005).
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- DNA-PK se podili na opravé DNA
- dalsi substraty: NUMA (nuclear mitotic apparatus protein), lamin-B,
filamin, proteoglykany a rGzné autoantigeny (Cullen, 2008).

i:l Lﬂ' , Cytotoxickeé
CTL/MK burika d | g/ granule
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Obr. 12: Granzym B dréha (upraveno dle Cullen, 2008).

1.3  Triterpeny

Terpeny se vyskytuji jako b&zné latky obsazené v rostlinach, houbach, vzacné jsou
akumulovéany a metabolizovany bakteriemi a také jsou syntetizovany nékterymi zvitaty.
V soucasnosti do této skupiny patii ptiblizné 25 000 sloucenin. Terpeny lze rozdélit
podle poctu stavebnich molekul izoprenu na monoterpeny, seskvi-, di, sester-, tri-,
tetra-, polyterpeny a spolu se steroly tvofi rozsdhlou skupinu isoprenoidi.

Pro své rliznorodé biologické ucinky se do popiedi zdjmu dostala skupina cyklickych
triterpend, do které se tadi vice nez 4 000 riznych latek, volnych triterpent,
triterpenickych glykosidl (saponinil), fytosterolii ¢i jinych prekurzor. Kromé nich je
zde jesté skupina rostlinnych steroidnich saponinii strukturné blizké cholesterolu a
steroidnim hormontim, ackoliv nemaji hormondlni ucinek. Triterpeny maji fadu
jedineénych a potenciélné Vyuiiteln}'lch biologickych ucinkd. Zminky 0 pouiivéni

ey, ee

herbarich. Triterpeny nachazime i v fad¢ bézné se vyskytujicich rostlin nebo v ovoci
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(napf. smetanka lékaiska, jablko, hruska nebo brusinka). Rada biologickych uéinkd
triterpenti byla odvozena z lidové fytoterapeutické praxe a ze zkuSenosti ziskanych
pouzivanim lé€ivych rostlin.

Z biologického pohledu jsou nejvyznamnéjSimi strukturami triterpentt oleananova
(oleanolova kyselina, boswellova kyselina), ursanova (ursolova kyselina, B-amyrin),
lupanova (lupeol, betulin, betulinova kyselina) a dammaran-eufanové triterpeny.
analgetickymi,  hypoglykemickymi, hypolipidemickymi, anti  mikrobidlnimi,
antimykotickymi, virostatickymi, imunomodulacnimi a tonizujicimi. PouZzivaji se
k 1é€bé a prevenci hepatitidy, parazitarnich a protozoalnich infekci a v centru zajmu
jsou i jejich cytostatické ucinky. Nevyhodou pouzivani triterpent je jejich toxicita

vyplyvajici z hemolytického, ptipadné cytostatického efektu (Hajduch a kol., 2004).

1.3.1 Betulinova kyselina a betulin

Betulinova kyselina (3B-hydroxylup-20(29)-en-28-ova kyselina) je pentacyklicky
triterpen s lupanovou strukturou (péticlenny E kruh s isopropylidenovou skupinou)
(Obr. 13). Je obsazena v mnoha dfevinach po celém svété. Redukovani forma
betulinové kyseliny, betulin (lup-20(29)-en-33,28-diol), byla jednou z prvnich
pfirodnich latek, které byly izolovany z rostlin a to vice neZ pied 2 stoletimi. Betulin se
v primyslovém méfitku izoluje extrakci z industridlniho odpadu bifezové kiry a to
extrakei s vysoce vroucimi uhlovodikovymi rozpoustédly nebo s vodnimi azeotropy
alkoholti. Btiza bila je rozsifena v severnich zemépisnych sitkadch a v soucasné dobé
neexistuje Zadné ekonomicky vyznamné vyuZiti této snadno izolovatelné smési. Dehet
z biezové kiiry (betulae pix) se pouZzival k 1é€bé koZnich onemocnéni, jako jsou ekzémy
a lupénka. Betulin mtze byt také vyuzit jako vychozi latka k vyrob¢ jinych materidli a
slouCenin majicich razné zajimavé farmakologické vlastnosti (Fulda, 2009; Sami,

2006).
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Obr. 13: Struktura lupanové kostry (A), betulinu (B) a betulinové kyseliny (C)
(upraveno dle Sami, 2006).

1.3.2 Indukce apoptosy BetA

Studie Fuldy a kol. zroku 1998 ukézala, ze u mitochondrii izolovanych z bun¢k
neuroblastomu doslo vlivem BetA ke snizeni membranového potenciélu, a to nezavisle
na inhibitoru kaspas - benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-fluoromethyl ketonu (Z-VAD-
fmk). Ve volném bunéném systému obsahujicim mitochondrie, cytosol, jadra a BetA
doslo k permeabilizaci mitochondridlni membrany, vyliti cytochromu c a AIF,
s naslednym Stépenim kaspas-3 a -8 a fragmentaci DNA. Kromé& toho cytochrom c
Stépil v cytosolu kaspasu-3, ale ne kaspasu-8. Tyto projevy BetA byly vSak potlaceny
expresi proteini Bcl-2 nebo Bcel-XL, a také v pritomnosti Z-VAD-fmk a bongkrekovou
kyselinou, kterd zabranuje otevieni MPT (mitochondrial permeability transition) poru
(Fulda, 1998). BetA podporuje tvorbu ROS, coz je dulezité pro aktivaci kaspas
a bunécné smrti (Wick, 1999).

1.3.3 Regulace apoptosy indukované BetA

Betulinova kyselina ovliviiuje expresi proteinti Bcl-2 rodiny. U bunék neuroblastomu,
glioblastomu a melanomu doSlo ke zvySeni proapoptotického proteinu Bax, zatimco
protein Bcl-Xs (proapoptotickd forma proteinu Bcl-XL) byl indukovan u bunék
neuroblastomu. U bunék melanomu nedoSlo vlivem BetA ke zméné vyluCovani
proapoptotickych proteinti Bak a Bad. Na urovni exprese antiapoptotického proteinu
Bcl-2 nebyla zaznamenana zména u neuroblastomu a dlazdicovych bunék karcinomu,

ale u glioblastomu doslo ke zvySeni. Také u dal$iho antiapoptotického proteinu Mcl-1
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doslo ke snizeni u melanomu, zatimco u dlazdicovych bunék karcinomu ke snizeni
nedoslo. Plisobenim BetA na builky neuroblastomu, glioblastomu a melanomu se

nezménila exprese proteinu Bel-XL (Fulda, 2009).

1.3.4 BetA a zména aktivity NF-kB

NF-kB (The transcription factor nuclear factor-kappa B) je klicovy transkripéni faktor.
Sklada se z homo ¢i heterodimeri NF-kB/Rel rodiny proteini. Komplex NF-kB se ve
vétSin€é bunck nachazi v cytoplasm€ v neaktivni formé kvili interakci s jeho
inhibitorem IkB. Aktivaci NF-xB muze vyvolat mnoho stimull, napf. cytokiny,
bunécny stres, ROS nebo protinddorové latky. Tyto podnéty aktivuji IkB kinasové
komplexy, které fosforyluji IkB proteiny, coz vyvola jejich degradaci pfes proteasom.
NF-«B se uvolni a transportuje do jadra, kde se navdZe na specifické misto DNA
a reguluje prepis genl. NF-kB pfepisuje geny raznych antiapoptotickych proteini, ale
také n¢kolik proapoptotickych faktort.

BetA podporuje tvorbu ROS, a tak miZe aktivovat NF-kB. NF-xB skladdjici se
z podjednotek p65/p50. BetA aktivuje IkB kinasu, fosforyluje ji na serinu 32/36.
Podjednotka p65 se pfenese z cytosolu do jadra a navdze se na DNA. Transkrip¢ni

aktivita NF-kB se poté zvysi a podporuje indukci apoptosy (Kasperczyk, 2005).

1.3.5 Syntetické triterpeny

2-Cyano-3,12-dioxoolean-1,9-dien-28-ova kyselina (CDDO) (Obr. 14) a jeji methyl
ester derivat (CDDO-Me) a imidazolinovy derivat (CDDO-Im) jsou syntetické
triterpeny odvozené od oleanové kyseliny. CDDO-Im je U¢inngjsi proti melanomu u
mysi a leukemickym bunikdm nez jeho piibuzné slouceniny. Syntetické triterpeny (ST)
vykazuji efektni kontrolu nad bunéfnym rlstem mnoha typli rakovinnych buné&k
(rakovina prsu, plic, vajecnikli, melanomu, osteosarkomu, leukémie a mnohocetného
myelomu). ST indukuji apoptosu u rakovinnych bunék jak v zavislosti na kaspasach,
tak 1 neaktivaci kaspas. ST se vazi jako ligandy na jaderny receptor PPARYy
(peroxisome proliferator activator receptor-gamma ), ktery tvoii heterodimery s RXR
(retinoidnim X receptorem). Tyto heterodimery se vazi na DNA a aktivuji transkripci
cilovych genti. PPARYy je zapojen do regulace metabolismu lipidG a diferenciace

adipocytii. Vyrazna exprese tohoto receptoru byla pozorovana u bun¢k rakoviny prsu,
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plic, mocového méchyte, tlustého stieva, prostaty, slinivky biisni. Navazanim ligandu
se aktivuje PPARY/RXR, coz vede k indukci apoptosy u téchto bunék. Kombinace
ligandi PPARy sagonisty RXR mohou vykazovat vétsi diferenciaci a inhibici
bunécného ristu (Konopleva, 2004).

Obr. 14: Struktura CDDO.

CDDO-Me indukuje tvorbu ROS a to jak z mitochondrialnich, tak nemitochondrialnich
zdrojii u bunéénych linii LNCaP a PC-3 (rakovina prostaty), ¢imz dojde ke spusténi
apoptosy — zvysena vazba anexinu V, Stépeni PARP-1 a prokaspas-3, -8, -9, snizeni
mitochondridlniho potencidlu a vyliti cytochromu c¢ (Obr. 15). CDDO-Me také
spotfebovava glutathion, coZ je intracelularni antioxidant. Navic je s indukci apoptosy
spojena inhibice faktort ,,pro pfeziti“ Akt, NF-kB a mTOR (mammalian target of
rapamycin). mTOR podporuje rast nadort, jeho inaktivaci dojde k inbici proliferace
nadorovych bunék (Deeb, 2010; Deeb, 2007). CDDO-Me inhibuje NF- kB p65 tim, ze
inaktivuje kinasy IKKB, které jsou nezbytné k fosforylaci IxBa. K této inaktivaci
IKKB dochazi ptimou oxidaci Cys-179 (4hmad, 2006).

CD0O-Me

U~

Akt PKB
Mitochondrie
| : /N
Kaspasa 83 Cyto.C/apaf-1
BARPA PARP y IKK mTOR

| 1

Kaspasa 93 HF-kB Blokace

PARP-1 / bunéiéného cyklu
—=Aktivace
A
— Inhibice ""m“s“

Obr. 15: Schéma plisobeni CDDO-Me (upraveno podle Deeb,2010).
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2. EXPERIMENTALNI CAST
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V praci jsme pouzili derivaty BetA, na kterych byly v nasi laboratofi v minulosti
provadény testy protinddorové aktivity a hodnoceni modulace bunééného cyklu a které
se v téchto testech jevily jako vysoce aktivni. Tyto testy indikovaly mozné cileni
ucinku do mitochondrii, a proto jsme se rozhodli rozsifit toto testovani o dalsi varianty
hodnotici vliv derivatl BetA na izolovaném mitochondridlnim modelu. Pro testovéani
jsme vybrali matefskou slouceninu kyselinu betulinovou a 6 latek strukturné riznych
(Obr. 16), které byly nasyntetizovany na Katedie organické chemie Univerzity
Palackého RNDr. Miroslavem Kvasnicou pod vedenim RNDr. Jana Sarka, Ph.D.

JS3.723 JS3.923

= DQ(

JS3.992

-
=
-

Obr. 16: Struktury testovanych latek
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2.1 Chemikalie, roztoky, spotiebni matrial, pristrojové vybaveni

Chemikalie:

Diethylether (Merci); DMSO (Sigma); absolutni ethanol (TAMDA); D-manitol
(Sigma); sacharoza (Sigma); HEPES (Sigma); BSA (Sigma); EGTA (Serve); reakcni
pufr pro JC-1 — 100 mM MOPS, pH 7.5, 550 mM KCI, 50 mM ATP, 50 mM MgCl,, 50
mM sukcinat sodny a 5 mM EGTA (Sigma J4394); uchovavaci pufr — 50 mM HEPES,
pH 7.5, 1.25 M sacharosa, 5 mM ATP, 0.4 mM ADP, 25 mM sukcinat sodny, 10 mM
K;HPO4 a5 mM DTT (Sigma S9689); JC-1 (Sigma J4519); reakéni pufr pro cytochrom
¢ oxidasu — 50 mM Tris-HCI, pH 7.0, 600 mM KCI (Sigma A0599), fedici pufr pro
enzym — 20 mM Tris-HCI, pH 7.0, 500 mM sacharosa (Sigma E2903); cytochrom ¢
(Sigma); 1 M roztok dithiothreitolu (DTT) v deionizované vodé¢ (Sigma D7059);
cytochrom c oxidasa (Sigma C8109); n-dodecyl B-D-maltosid (Sigma D4641); reakéni
pufr pro citrat syntasu (Sigma B6935); Bicine pufr (B7060); DTNB (Sigma D8130);
acetyl CoA (A2181); oxaloctova kyselina (Sigma 04126); citrat syntasa (Sigma
C4741); Bradfordovo ¢inidlo (Sigma)

Roztoky:
1x Reak¢éni pufr pro JC-1 (20 mM MOPS, pH 7.5, 110 mM KCI, 10 mM ATP, 10 mM
sukcinat sodny a 1 mM EGTA) - Ziedime alikvotni mnozstvi reakéniho pufru pro JC-1

5x deionizovanou vodou.

Ix Uchovavaci pufr (10 mM HEPES, pH 7,4, obsahujici 250 mM sacharosy, 1 mM
ATP, 0,08 mM ADP, 5 mM sukcinat sodny, 2 mM K,;HPO4 a 1 mM DTT) — Ziedime

alikvotni mnoZstvi uchovavaciho pufru 5x deionizovanou vodou.

JC-1 — Obsah vialky (25 pg) rozpustime v 25 pl DMSO. Vysledna koncentrace
zasobniho roztoku je 1 mg/ml. K méfeni nafedime alikvotni mnozstvi zdsobniho

roztoku 12,5 krat s DMSO na koncentraci 80 pg/ml.

1x Reakéni pufr pro cytochrom ¢ oxidasu (10 mM Tris-HCI, pH 7.0, 120 mM KCI) —

Ztedime alikvot reakéniho pufru pro cytochrom c oxidasu 5x deionizovanou vodou.

1x fedici pufr pro enzym (10 mM Tris-HCI, pH 7.0, 250 mM sacharosy) — Ziedime

alikvot fediciho pufru pro enzym 2x deionizovanou vodou.
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Redici pufr pro enzym obsahujici 1 mM n-dodecyl p-D-maltosid (10 mM Tris-HCI, pH
7.0, 250 mM sacharosy a 1 mM n-dodecyl B-D-maltosid) — 1.02 mg n-dodecyl B-D-

maltosidu rozpustime ve 2 ml 1x koncetrovaného fediciho pufru pro enzym.

0.1 M dithiotreitol (DTT) — Ztfedime alikvot 1 M DTT roztoku 10x deionizovanou

vodou na vyslednou koncentraci 0.1 M.

Ferocytochrom ¢ (0.22 mM) — 2.7 mg cytochromu ¢ rozpustime v 1 ml deionizované
vody. Ptidame 5 pl 0.1 M roztoku DTT na vyslednou koncentraci 0.5 mM, promichame

a pockame 15 minut.

Cytochrom c¢ oxidasa (pozitivni kontrola) — Obsah vialky rozpustime ve 120 pl

deionizované vody. K méfeni poté nafedime 10x s 1x fedicim pufrem pro enzym.

1x Reakeni pufr pro citrat syntasu — Ztedime alikvot reakéniho pufru 5x deionizovanou

vodou.
30 mM Acetyl CoA — Obsah vialky rozpustime v 1 ml deionizované vody.

10 mM oxaloacetait (OOA) — 1.3 mg oxaloctové kyseliny rozpustime v 1 ml 1x

reak¢niho pufru pro citrat syntasu.
10 mM DTNB — Obsah vialky rozpustime v 1 ml absolutniho ethanolu.

Citrat syntasa (pozitivni kontrola) - Zfedime alikvot citrdt syntasy 10x s Ix

koncentrovanym reak¢énim pufrem pro citrat syntasu.
Izolacni roztok:

Izola¢ni H-médium o pH 7.2
40.08 g D-manitolu, 23.96 g sacharosy, 0.477 g HEPES a 0.5 g BSA rozpustime v 1 1
deionizované vody. B€hem homogenizace a prvni centrifugace obsahuje navic 0,5 mM

EGTA.

Spotrebni material:

Buni¢ina, niizky, katetr, injekcéni stiikacka (BD Biosciences), 96 jamkovy panel
(Techno Plastic Products), 50 ml zkumavky ,,falkony* (Techno Plastic Products), filtr
(BD Biosciences)
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Pristrojové vybaveni:
Spektrofotometr EnVision (PerkinElmer), centrifuga (Eppendorf), Potter Elvehjemtv

homogenizator (Sigma)

2.2 Priprava derivati BetA

K testovani u¢inka derivatii BetA na mitochondriich byly pouzivany vybrané derivaty o
koncentracich 1x a 5x ICsg, pfipadné 20x ICs, které byly stanoveny nadorové bunécné

liniit CEM. Hodnoty ICs, jsou uvedeny v tabulce (Tab.1).

Tab.1: Cytotoxické hodnoty ICsg zjisténé MTT testem pro testované derivaty BetA na

bunééné linii CEM.

Kdédové oznaceni

derivatd BetA Mr ICso (M)
JS3.723 656 10,91
JS3.923 562 12,47
JS3.695 656 6,59
JS3.992 470 7,17
JS3.879 514 8,28

JS8 504 1
BetA 456 20

K ptipravé pracovnich a zasobnich 10 mM koncentraci byl pro fedéni derivati BetA

pouzit DMSO. Procentudlni zastoupeni DMSO v reak¢nich smésich bylo 0,5%.

2.3  Stanoveni celkovych proteintii — Bradfordova metoda

Pro kvantifikaci celkovych proteinil existuje cela fada metod. Zakladnim problémem je
vybér nejvhodnéjsi metody pro dany piipad. Pro naSe testy byla z divodu chemické
kompatibility vybrana Bradfordova metoda s vazbou barviva Coomassie modi na
proteiny. Coomassie barvivo (Briliant blue G250) se vaze na proteinové molekuly
v kyselém pH dvéma zpusoby. Trifenylmethanova skupina se vaze na nepolarni Casti
proteinu a anion sulfoskupiny se vaze na vedlejsi fetézce aminokyselin nesouci kladny
naboj (napf. arginin a lysin). Po vazbé€ barviva na proteiny dochazi k barevné zméné,

ktera je tmérna mnoZzstvi proteinu. Reakce je velmi citlivd u albuminu a tady
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globularnich proteinti. Stanoveni mize byt ruseno fadou interferujicich latek - > 0,5%

Triton X-100, > 0,1% SDS, deoxycholat draselny a dalsi (Pec a kol., 2008).

2.3.1 Postup

1. Do 96 jamkového panelu napipetujeme 5 upl mitochondridlni frakce
suspendované v H médiu.

2. Bradfordovo ¢inidlo promichame a do kazdé jamky ptfidame 250 pl a smés opét
dikladn¢ promichame.

3. Po 5 minutach ¢teme absorbanci pti vinové délce 595 nm.

4. Obsah proteinii stanovime metodou kalibra¢ni pfimky za pouziti hovéziho

sérového albuminu (BSA) jako kalibra¢niho proteinu.

2.4 Izolace mitochondrii

Vramci bakalafské prace jsem se zucastnila workshopu na téma hodnoceni
energetického metabolismu pomoci high-resolution respirometry v Hradci Kralové.
Soucésti tohoto Skoleni jsme izolovali mitochondrie z jater potkana. Tento postup
izolace jsem pouzila i v mé praci.

K izolaci mitochondrii byla pouZita metoda nckolikandsobné gradientni centrifugace
v médiu s D-manitolem a sacharosou. Centrifugaci homogenatu pii nizkych otackach
ziskdme sediment obsahujici buné¢na jadra, castecné poskozené a neposkozené bunky a
supernatant obsahujici cytoplasmatickou a mitochondridlni frakci. Odstiedénim
ziskaného supernatantu pii vysSich otaCkach ziskdme sediment mitochondridlni frakce

(Bustamante, 1977).

2.4.1 Postup

1. Jatra se odeberou v éterové narkdze potkana.

2. Nastfihneme kuzi levé horni koncetiny a prostiihnutim a. axillaris potkana
vykrvime a krev pomoci buni€iny odsajeme.

3. Bfisni ¢ast se potie dezinfek¢nim roztokem.

4. Nastiithem kiize a svaloviny do tvaru V otevieme dutinu bfiSni a visceralni

organy odsuneme k levé strané.
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2.5

10.

11

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

. Nastfihneme v. portae a zavedeme do ni katetr napojeny na injekéni stiikacku

s ledovym H-médiem s 0,5 mM EGTA.

Jatra promyjeme, vystifihneme z dutiny bfisni a poté je oplachneme v ledovém
H médiu s 0,5 mM EGTA.

Celou izolaci provadime na ledu.

Z jater odebereme 1 g tkang, ktery v 20 ml H roztoku obsahujici 0,5 mM EGTA
nastfihdme na malé kousky a smés pfemistime do homogeniza¢ni zkumavky.
Smés homogenizujeme v Potter Elvehjemové homogenizatoru s teflonovym
pistem pii 300 RPM.

Homogenat prelijeme do centrifugacni falkony a centrifugujeme 4 min pii 830 g

pii 4°C.

. Supernatant opatrné pielijeme do dalsi falkony pfes filtr a centrifugujeme 15

min pii 5200 g pii 4°C.

Poté supernatant odlijeme a sediment resuspendujeme v 30 ml ledového H
média.

Suspenzi centrifugujeme 10 min pii 11200 g pii 4°C.

Opét supernatant odlijeme a sediment resuspendujeme v 15 ml ledového H
média.

Suspenzi centrifugujeme 10 min pii 14400 g pii 4°C.

Supernatant odlijeme a sediment resuspendujeme v 10 ml H média.

Suspenzi mitochondrii nasledné¢ pro dal§i analyzy rozpipetujeme do 10
mikrozkumavek po 1 ml.

Pted pouzitim suspenze stanovime obsah proteinti pomoci Bradfordovy metody.

Membranovy potencial

Funkéni integritu mitochondrii je moZné posoudit pozorovanim membranového

potencidlu (Ay). Pro monitorovani mitochondridlniho membranového potencialu je

pouzivano kationtové karbokyanidové barvivo JC-1 (5,57,6,6 -tetrachloro-1,1",3,3"-

tetraethylbenzimidazolcarbocyanin iodide), které se akumuluje v mitochondridlni

matrix (Reers, 1991). Membranovy potencial ovliviiuje pferozdéleni tohoto barviva.

Jeho rozdéleni zavisi na transmembranovém elektrickém poli, které je v matrix

negativni, a na koncentracnim gradientu barviva. Fluorofor JC-1 ma tu vlastnost, ze

emisni spektrum pfi excitaci 490 nm zavisi na koncentraci molekul. Pti zfedéni roztoku
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< 300 nM dava zelenou fluorescenci o vlnové délce 527 nm (Obr. 17). Pokud je
koncentrace veétsi nez ImM, dava JC-1 velice vyraznou c¢erveno-oranZovou
fluorescenci o vinové délce 590 nm, a to v disledku tvorby agregat barviva, tzv. J-
agregatli. V mitochondrialni matrix, ktera je ohranicena vnitini membranou s vysokym
membranovym potencialem, je vnéjsi koncentrace barviva na Grovni, jenZ umoznuje
tvorbu J-agregatl. Hodnoceni intenzity fluorescence pii 590 nm je jednoduchy a

vhodny indikator Ay (Salvioli, 1997).

J-agregat

monomer

Absorbance
Fluorescence

monomer

400 450 500 550 600 650
Vinova délka (nm)

Obr. 17. Absorpéni a fluorescenéné emisni spektra JC-1 v pufru o pH 8,2 obsahujici

1% (v/v) DMSO (upraveno dle Invitrogen).
2.5.1 Postup

1. Pfipravime si roztoky 1x reakéni pufr pro JC-1, roztok JC-1 a 1x uchovavaci
pufr (postup uveden v ptiprave roztoki).

2. Pomoci Bradfordovy metody stanovime mnozstvi proteini v mitochondrialni
frakci a poté ji dofedime na vyslednou koncentraci 1 mg/ml H-médiem.

3. Do 96-jamkového panelu napipetujeme jednotlivé regencie (Tab.2), a to
vporadi Ix reakéni pufr pro JC-1, derivat BetA, 1x uchovavaci pufr a

mitochondrialni frakce. Na zavér ptidame JC-1.
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4. Po pfidani JC-1 a promichani smési nechame panel ptikryty hlinikovou folii ve
tmé pii pokojové teploté po dobu 7 minut z divodu kompletni absorpce barviva
do mitochondrii.

5. Fluorescenci ¢teme pomoci fluorimetru za nasledujiciho nastaveni:

Excita¢ni vinova délka = 490 nm
Emisni vinova délka = 590 nm
6. Méfeni provadime po dobu 3 hodin; prvni hodinu po 10 minutach a poté po 30

minutach.

Tab.2: Reak¢ni schéma pro méfeni membranového potencialu.

1x reakéni Derivat BetA 1x uchovavaci  Mitochondidlni e
Vzorek pufr pro JC-1 nebo DMSO pufr frakce MF

(M) (1) (ul) (ul) (ul)
Blank 190 - 10 - 0,5

MF 190 - 8 2 -
MF 190 8 2 0,5
MF +JS3.723 1x ICs 190 1 7 2 0,5
MF +JS3.723 5x ICsq 190 1 7 2 0,5
MF +JS3.923 1x ICsg 190 1 7 2 0,5
MF +JS3.923 5x ICsg 190 1 7 2 0,5
MF +JS3.695 1x ICsg 190 1 7 2 0,5
MF + JS3.695 5x ICs 190 1 7 2 0,5
MF +JS3.992 1x ICsg 190 1 7 2 0,5
MF +JS3.992 5x ICsq 190 1 7 2 0,5
MF +153.879 1xICs 190 1 7 2 0,5
MF +JS3.879 5x ICsg 190 1 7 2 0,5
MF +JS8 1x ICsq 190 1 7 2 0,5
MF +JS8 5x ICsq 190 1 7 2 0,5
MF + 20x ICs 190 1 7 2 0,5
MF + BetA 1x ICsg 190 1 7 2 0,5
MF + BetA 5x ICs, 190 1 7 2 0,5

2.6  Integrita vnéjSi mitochondrialni membrany

Integritu vnéj$i mitochondridlni membrany muizeme hodnotit pomoci méteni aktivity
mitochondrialni cytochrom c¢ oxidasy v pfitomnosti (pozitivni kontrola, kterd vede
k permeabilizaci vn&j§i mitochondridlni membrany) a také absenci detergentu

(negativni kontrola). Cytochrom c oxidasa je dimer a ob¢ jednotky obsahuji 13
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neidentickych podjednotek. Detergenty extrahuji enzym z membrany, nicméné casto
strukturu dimeru narusuji. N-dodecyl B-D-maltosid (DDM) je jeden z méla detergentt,
ktery pfi nizkych koncentracich zachovava dimerni strukturu enzymu a tim i jeho
funkcnost (Musatov, 2000).

Cytochrom c, ktery pouzivame po jeho redukci dithiotreitolem, ma uzky absorpcni pas
mitochondridlni membrana permeabilizovana a cytochrom c¢ se dostane dovnitf
mitochondrie, tak pfi méfeni pozorujeme pokles jeho absorbance pii 550 nm v disledku
oxidace na fericytochrom c cytochrom c oxidasou. Redukovany cytochrom c
(ferocytochrom ¢) mé oproti oxidovanému cytochromu c (fericytochromu ¢) odlisny

extink¢ni koeficient. Tento rozdil je 21,84 pti 550 nm.

2.6.1 Postup

1. Pomoci Bradfordovy metody stanovime mnozstvi proteind v mitochondridlni
frakci.

2. Jednu cast frakce nafedime na vyslednou koncentraci 0,15 mg/ml pomoci 1x
tediciho pufru pro enzym a druhou cast frakce nafedime 1x fedicim pufrem pro
enzym obsahujici 1 mM n-dodecyl B-D-maltosid také na koncentraci 0,15
mg/ml.

3. Nafedéné vzorky jednotlivych frakci inkubujeme ptfed analyzou 10 min pfi
teploté 2-8 °C.

4. Ptipravime si 1x reakéni pufr pro cytochrom c oxidasu, 1x fedici pufr pro
enzym, 1x fedici pufr pro enzym obsahujici 1 mM n-dodecyl B-D-maltosid,
roztok ferocytochromu c¢ a cytochrom ¢ oxidasu (postup je uveden v piiprave
roztok).

5. Do 96 jamkového panelu napipetujeme jednotlivé reagencie (Tab.3). Nejprve
napipetujeme 1x reak¢ni pufr pro cytochrom c oxidasu, poté derivaty BetA, 1x
fedici pufr pro enzym, cytochrom c oxidasu a mitochondrialni frakce.

6. Do jamek obsahujicich BetA a jeji derivaty ptidavame mitochondrialni frakce v
Ix fedicim pufru pro enzym.

7. Reakci spustime ptidanim ferocytochromu c, smés promichame a ihned méfime.
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8. Absorbanci ¢teme pomoci spektrofotometru pii 550 nm pfi teplot¢ 21°C po
dobu 25 minut v intervalech 78 sekund. K vyhodnoceni byl pouzit interval 15

minut od zahéjeni reakce.

Tab.3: Reakéni schéma pro méfeni aktivity cytochrom c oxidasy.

1x reakeni Derivat 1x enzym Mitochondialni
pufr pro BetA nebo ziedovaci  frakce MF nebo  Ferrocytochrom c
Vzorek cytoc'hrom ¢ DMSO pufr pozitivni kontrola
oxidasu
(ul) () (k) (k) (W)
Blank 173 - 18 - 9
Pozitivni kontrola 173 - 10 8 9
MF 173 - 8 10 9
MF s detergentem 173 8 10 9
MF +JS3.723 1x ICs 173 1 7 10 9
MF +JS3.723 5x ICs 173 1 7 10 9
MF +JS3.923 1x ICsg 173 1 7 10 9
MF +JS3.923 5x ICsg 173 1 7 10 9
MF +JS3.695 1x ICs 173 1 7 10 9
MF +JS3.695 5x ICs 173 1 7 10 9
MF +JS3.992 1x ICsq 173 1 7 10 9
MF +JS3.992 5x ICxq 173 1 7 10 9
MF +JS3.879 1xICsq 173 1 7 10 9
MF + JS3.879 5x ICs 173 1 7 10 9
MF +JS8 1x ICsq 173 1 7 10 9
MF + JS8 5x ICsq 173 1 7 10 9
MF + 20x ICsq 173 1 7 10 9
MF + BetA 1x ICs 173 1 7 10 9
MF + BetA 5x ICsq 173 1 7 10 9

2.7  Integrita vnitini mitochondrialni membrany

Integritu vnitfni mitochondridlni membrany métime hodnocenim aktivity enzymu citrat
syntasy, ktery je umistén za vnitini mitochondridlni membranou a katalyzuje prvni
reakci Krebsova cyklu, v niz acetyl CoA reaguje s oxaloctovou kyselinou za tvorby
kyseliny citronové. Acetyl CoA pfispiva dvéma uhliky k ¢tyfuhlikatému oxaloacetatu
za vzniku Sestiuhlikatého citratu.

Hydrolyzou thioesteru acetylu CoA vznikd CoA obsahujici thiol skupinu (CoA-SH).
CoA-SH reaguje s 5,5 -dithiobis-(2-nitrobenzoovou kyselinou) (DTNB), ktera je
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v reakéni smeési, a vznikd tak 5-thio-2-nitrobenzoova kyselina (TNB). Absorbanci

tohoto zlutého produktu métime pii 412 nm (Srere, 1969).
Acetyl CoA + Oxaloacetat — Citrat + CoA-SH + H' + H,0
CoA-SH + DTNB — TNB + CoA-S-S-TNB

Aktivita naméfena u vzorku s mitochondrialni frakci resuspendovanou v Bicine pufru
pfedstavuje aktivitu enzymu zplsobenou naruSenim membran mitochondrii béhem

izolace nebo ptisobenim BetA a jejich derivati.

2.7.1 Postup

1. Pomoci Bradfordovy metody stanovime mnozstvi proteind v mitochondridlni
frakci.

2. Zkumavku obsahujici 2 ml suspenze mitochondrii (z cca 0,2 g tkdn¢ v H-médiu)
centrifugujeme 10 minut pti 11000 g pti 4°C.

2. H-médium odlijeme a do zkumavky ptidame cca 300 pl Bicine pufru a pelety
resuspendujeme.

3. Opét centrifugujeme 10 minut pifi 11000 g pii 4°C.

4. Bicine pufr odlijeme a nafedime Bicine pufrem tak, aby ve vysledném vzorku
bylo obsazeno nejméné 8 pg proteint.

5. Poté si pfipravime 1x reakéni pufr pro citrat syntasu, 30 mM acetyl CoA a 10
mM DTNB, citrat syntasu a 10 mM oxaloacetat (postup je uveden v ptiprave
roztokl).

6. Do 96 jamkového panelu napipetujeme 1x reakcni pufr pro citrat syntasu, 30
mM acetyl CoA, 10 mM DTNB, citrat syntasu a mitochondrialni frakce (Tab.4).

7. Do jamek obsahujici BetA ptiddvame mitochondridlni frakei v Bicine pufru.

8. Multikanalovou pipetou piidame 10 mM oxaloacetatu a smés promichéame.

9. Poté¢ méfime absorbanci pfi 412 nm po dobu 1,5 hodiny v intervalech 78

sekund. K vyhodnoceni byl pouzit interval 67 minut od zahajeni reakce.
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Tab.4: Reak¢ni schéma pro méteni aktivity citrat syntasy.

Mitochondialni

» TestO\{acll' Derivat 30mM 10mM frakce MF nebo 10 mM
Vzorek pufr pro citrat BetAnebo  Acetyl DTNB pozitivni OOA
syntasu DMSO CoA kontrola
(1) () () () ()
Blank 186 - 2 2 2 10
Pozitivni kontrola 171 - 2 2 2 10
MF v Bicine pufru 184 - 2 2 2 10
MF +JS3.723 1x ICs 183 1 2 2 2 10
MF +JS3.723 5x ICsq 183 1 2 2 2 10
MF +JS3.923 1x ICsg 183 1 2 2 2 10
MF +JS3.923 5x ICsg 183 1 2 2 2 10
MF +JS3.695 1x ICsq 183 1 2 2 2 10
MF +JS3.695 5x ICsq 183 1 2 2 2 10
MF +JS3.992 1x ICsg 183 1 2 2 2 10
MF +JS3.992 5x ICsg 183 1 2 2 2 10
MF +JS3.879 1xICsq 183 1 2 2 2 10
MF +JS3.879 5x ICsg 183 1 2 2 2 10
MF + JS8 1x ICsq 183 1 2 2 2 10
MF +JS8 5x I1Csq 183 1 2 2 2 10
MF + 20x ICsq 183 1 2 2 2 10
MF + BetA 1x ICsq 183 1 2 2 2 10
MF + BetA 5x ICsq 183 1 2 2 2 10

2.8  Vysledky

2.8.1 Hodnoceni membranového potencialu

M¢étfenim mitochondridlniho potencidlu mizeme posoudit funkéni stav mitochondrii.
Pti zvySeni membranového potencialu dochdzi k tzv. hyperpolarizaci membrany a bylo
popséno, Ze tento jev uzce souvisi se zvysenou produkei kyslikatych radikali a miize
vést k bunécné smrti (Matarrese, 2003). Naopak snizeni potencidlu ukazuje na funkcni
poskozeni mitochondrii, kdy dochéazi k inhibici komplext oxidativni fosforylace a nebo
permeabilizaci mitochondridlni membrany, coz vede az k indukci apoptosy. Na zaklade
hodnoceni mitochondridlniho potencidlu jsme pozorovali, Ze vétSina derivati vedla
k vyraznym zméndm v mitochondridlnim potencidlu viaéi pozitivni kontrole.

Identifikovany byly jak derivaty, které membranovy potencial zvySovaly (BetA), tak i
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ty, které jej snizovaly (JS3.723, JS4.923, JS3.695, JS3.879, JS8). U derivatu JS3.992
dochazelo k nepatrnému snizeni potencialu u koncentrace 1x ICsy, zatimco u
koncentrace 5x ICsy se potencial vyrazné zvysSoval. Vysledné hodnoty jsou uvedeny
v grafech, které jsou normalizované vuci pozitivni kontrole (Obr. 18). Jako pozitivni
kontrolu jsme pouzili samotnou mitochondridlni frakci, u které jsme urcili primérnou
hodnotu absorbance jako 100%. U mitochondridlnich frakei s BetA a jejimi derivaty

jsme prepocitali jejich primérné hodnoty absorbanci v % vuci pozitivni kontrole.
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Obr. 18: Zmény mitochondridlniho potencidlu normalizované vici pozitivni kontrole.
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2.8.2 Integrita vnéjsi mitochondrialni membrany

Pomoci testu hodnoceni aktivity cytochrom ¢ oxidasy (COX) miizeme zhodnotit miru
permeabilizace  vnéjSi  mitochondrialni membréany zplGsobenou testovanymi
slouceninami. Permeabilizace vnéj§i mitochondridlni membrany zptsobi to, Ze
ferocytochrom ¢ se dostane k COX do mezimembranového prostoru, ktera jej oxiduje
na fericytochrom c, ¢imz dojde k poklesu absorbance. Jako kontrola nejvyssi mozné
aktivity cytochromu c k ferocytochromu c¢ byla pouzita mitochondridlni frakce
obsahujici n-dodecyl PB-D-maltosid (DDM), ktery provede permeabilizaci vné&j$i
mitochondridlni membrany za soucasné¢ho zachovani aktivity COX. U derivata, které
permeabilitu mitochondridlni membrany neovlivni, nedochézi k poklesu absorbance. Z
meéfeni bylo zjiSténo, Ze vétsina testovanych latek (JS3.723, JS3.923, JS3.695, JS3.992,
JS3.879, BetA) paradoxné zvySovala absorbanci ferocytochromu c vic¢i pozitivni
kontrole v disledku jeho nedostatecné oxidace na fericytochrom c¢ cytochrom c
oxidasou. JS8 jako jedind absorbanci mirn¢ snizovala a to v zavislosti na jeji
koncentraci. V grafu jsou zndzornény hodnoty zmén absorbanci normalizované viici
pozitivni kontrole (Obr. 19). Vysledky pro nés byly pfekvapivé, protoze ptedchozi testy
hodnoceni mitochondridlniho potencialu naopak poukazovaly na permeabilizaci vné;si
mitochondrialni membrany. Proto, aby se vyloucila chybna interpretace testu, byl
proveden enzymaticky test. Z enzymatického testu vyplynulo, Ze latky ziejmé inhibuji
interakci mezi cytochromem c a COX a nebo samotnou aktivitu COX, protoze hodnoty
absorbanci se bud’ neméni a nebo se zvysily. Na samotny cytochrom ¢ nem¢ly derivaty
BetA vliv. Jedina vyjimka byla pozorovéana u derivatu JS3.992, kdy doslo k sniZeni
absorbance ferocytochromu, coz bylo pravdépodobné zpiisobeno oxidacnimu ucinky

latky JS3.992 a nebo piimou interakci derivatu s cytochromem c (Obr. 20).
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Obr. 19: Permeabilizace vné&jSi mitochondridlni membrany vlivem BetA a jejich
derivati. V grafu je vynesena zmeéna absrobance normalizovana vuci

pozitivni kontrole.
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Aktivita COX - JS3.923
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Obr. 20: Enzymaticky test hodnoceni aktivity COX.
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2.8.3 Integrita vnitini mitochondrialni membrany

Integrita vnitini mitochondridlni membrany byla hodnocena na zéklad¢ miry aktivity
citrat syntasy, ktera je lokalizovana az za vnitini mitochondridlni membranou. Proto u
mitochondrii, které nemaji permeabilizovanou vnéj§i a souCasn¢ vnitini
mitochondridlni membranu, nejsme schopni méfit absorbanci zlut¢ho produktu TNB,
ktery vznika reakci CoA-SH a DTNB, kdy pfeména acetyl CoA a oxaloacetatu na CoA-
SH je katalyzovana citrat syntasou, kterad je lokalizovana az za vnitini mitochondrialni
membranou. Na ziklad¢ naSich prvnich testll se ukazalo, ze derivaty JS3.695, JS3.992,
JS3.879, JS8, BetA permeabilizaci vnitini membrany neindukovaly. Pouze pouziti
derivatu JS3.723 o koncentraci 5x ICsp vedlo k poruSeni integrity vnitini
mitochondridlni membrany. Derivat JS3.923 také permeabilizoval vnitini membranu,
ale s menSim rozdilem (Obr. 21). Divod, pro¢ nedochazi k permeabilizaci vnitini
mitochondridlni membrany, jsme hledali v mozném vlivu Ca*" ionti. Pfi izolaci
mitochondrii bylo v prvni varianté pouzito chelata¢ni ¢inidlo EGTA, které ma vysokou
afinitu k iontim Ca®". V méfeni, kdy chelataéni ¢inidlo nebylo pro izolaci mitochodrii
pouzito jsme pozorovali, Ze vSechny derivaty BetA vcetné BetA samotné silné
permeabilizovaly vnitini mitochondridlni membranu (Obr. 22). Proto usuzujeme, Ze pro

ucinek triterpentl je nezbytna pritomnost vapenatych iontt.
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Obr. 21: Permeabilizace vnitini mitochondridlni membrany vlivem BetA a jejich

derivatl u vzorku mitochondrii izolovanych za ptitomnosti EGTA.
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Aktivita citrat syntasy, substrat TNB
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Obr. 22: Permeabilizace vnitini mitochondridlni membrany vlivem BetA a jejich

derivatl u vzorku mitochondrii izolovanych bez ptfitomnosti EGTA.

2.9 Diskuze

Nase méteni ukéazaly, ze ackoliv se jedna o strukturné velmi podobné derivaty kyseliny
betulinové, tak mechanismy plsobeni jednotlivych molekul jsou s velkou
pravdépodobnosti rozdilné.

Pfi naSich testech jsme udélali n€kolik zajimavych pozorovani. Napiiklad pti hodnoceni
vlivu derivati BetA na mitochondridlni potencidl doSlo plsobenim latek JS3.723,
JS3.923, JS3.695, JS3.879 a JS8 k jeho predpokladanému snizeni. Bylo vSak zajimavé,
7ze BetA zpisobila silnou hyperpolarizaci mitochondridlni membrany o vice nez
dvojnasobek oproti normalnimu stavu. Je popsano, Ze hyperpolarizace mitochondridlni
membrany muize byt znamkou zvySené tvorby volnych radikalii a pfedchéazet vlastni
bunénou smrt. Nicméné, v predeslych pracech provadénych na mitochondriich
izolovanych z bunék neuroblastomu nebyl tento efektu pozorovan a membranovy
potencial bez ptedchoziho ndrustu prudce poklesl. Je pravdépodobné, ze vzhledem
k vysoce aktivnimu metabolismu ma nadorovéd buiika a také mitochondrie nadorové
buniky nedostate¢né¢ kompenza¢ni mechanismy a jiz mensi a krat$i oxidativni stres vede
k permeabilizaci mitochondrialni membréany a k poklesu mitochondrialniho potencialu.
V naSich pozorovéanich bylo také zajimavé, ze derivat JS3.992, ktery je ze vSech
pouzitych sloucenin nejvice podobny BetA, 1i§i se pouze modifikovanou

isopropylidenovou skupinou, ma podobny vliv na mitochondridlni potencial. Pii
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koncentraci 5x ICsy tato molekula zvySovala membranovy potencial o cca 50% oproti
pozitivni kontrole a u koncentrace 1x ICso doslo jen k nepatrnému sniZeni.

Dalsi zajimavé pozorovani jsme provedli pfi hodnoceni permeability vnéjsi
mitochondrialni membrany po pisobeni derivati BetA pomoci hodnoceni aktivity
cytochrom ¢ oxidasy. V tomto testu se jevilo, Ze vnéjSi mitochondrialni membréana
neni permeabilizovand a pritom predeslé testy napovidaly, ze by méla byt. Proto jsme
chtéli ovéfit, zda test, ktery pouzivame je funkcni, hodnocenim aktivity purifikované
COX. Z tohoto testu bylo zfejmé, ze pusobenim vSech derivati i samotnou BetA
dochdzelo k inhibici funkce nebo interakce mezi COX a cytochromem c. U JS8 jsme
pozorovali, ze i kdyZz podobné inhibuje cytochrom c oxidasu, tak i pfesto doslo
k oxidaci ferocytochromu c. Pro podrobngjsi studium vlivu na komplexy dychaciho
fetézce by bylo vhodné pouzit vysoko-rozliSovaci respirometrii. Pokud bychom chtéli
v dal$ich analyzach zméfit miru permeabilizace vnéj$i membrany, bylo by vhodné
zvolit jiny test, ktery neni zavisly na enzymatické aktivité.

DalSim testem jsme hodnotili integritu vnitini mitochondridlni membrany pomoci
méfeni aktivity citrdt syntasy. V tomto ptfipadé¢ jsme identifikovali latky, které
nezpusobovaly jeji permeabilizaci (JS3.695, JS3.992, JS3.879, JS8, BetA) a latky, které
naopak membranu permeabilizuji (JS3.723 pii koncentraci 5xICsy a JS3.923). Z testd,
kde nebylo pouzito chelataéni ¢inidlo EGTA k vychytavani Ca*™ iontd bylo vidét, Ze
Ca®" hraji velice daleZitou roli v ovlivnéni mechanismii vedoucich ke spusténi
apoptosy. Aktivita citrat syntasy v piitomnosti Ca®" iontd a derivatd BetA prudce
vzrostla, integrita membrany byla tedy siln€¢ narusena.

Testy byly provedeny pouze na mitochondriich izolovanych z nenadorové jaterni tkané.
Pro objasnéni napiiklad hyperpolarizace membrany mitochondrii po plisobeni Bet by
bylo vhodné provést testy jak na normalnich, tak i na nadorovych bunéénych liniich a
na mitochondriich izolovanych z nadorové tkané.

Nase studie ukdzala, Ze 1 strukturné podobné derivaty BetA vykazuji rizné a nékdy 1
zasadni rozdily ve vlastnostech a ucincich a je proto velmi pravdépodobné, ze cili
téchto sloucenin bude nékolik. Proto je vhodné dale pracovat na identifikaci
molekularnich cild triterpend a na piipravé dalSich sloucenin, které by mohly mit

potencial pro protinadorovou terapii.
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3. Zavér

Cilem prace bylo zavést metodu izolace mitochondrii z jater potkana.

Ve druhé ¢asti prace jsme se zabyvali monitorovanim vlivu derivati BetA na funkci a
integritu mitochondrii. Diky znaceni mitochondrii pomoci proby JC-1 jsme byli
schopni pozorovat zmény mitochondridlniho potencidlu zpisobené BetA a jejimi
derivaty za pouziti fluorimetru. K méfeni integrity vnitini a vnéj$i mitochondrialni
membrany jsme vyuzili specifické reakce enzymu, které se podileji na metabolickych
procesech mitochondrii a jsou umistény bud’ v mezimembrdnovém nebo vnitinim
prostoru mitochondrii.

V praci byly identifikovany latky, které zasahuji do funkce mitochondrii. K podrobné
identifikaci molekularnich cili triterpend je nutné provést analyzy, které se budou

specificky zamétovat na jednotlivé proteiny a enzymy klicové pro funkei mitochondrii.

Cile této bakalarské prace byly splnény.
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