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Anotace

7

Bakalarska prace se zabyva mitochondriemi, jejich patologii v kancerogenezi
a jejich roli v cilené 1é¢bé onkologickych onemocnéni.

V uvodu prace je organela charakterizovana z pohledu struktury, vlastnosti,
funkci a fyziologie, kde se ¢tenar seznami se zakladnimi znalostmi o mitochondriich
potiebnymi pro pochopeni nasledujici problematiky. Poté se prace zaméruje na
jejich patologii, kde se podrobnéji popisuji a rozebiraji procesy probihajici
v mitochondriich vedouci ke vzniku kancerogeneze.

Zavér prace se vénuje eventudlnim mitochondridlnim terapeutickym
strategiim pro onkologicky nemocné pacienty. V soucasné dobé jsou Kklinicky
testovana nova protinadorova léciva a 1éCebné strategie v onkologii a v této praci

jsou zminény nékteré cilené terapie, které se staly soucasti komplexni

protinadorové 1écby.
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Annotation

Title: Mitochondria and cancer

This bachelor thesis deals with mitochondria, their pathology in
carcinogenesis and their part in targeted therapy in oncological diseases.

In the introduction there is a characterization of the organelle from a
pespective of it’s structure, properties and fyziology. Reader becomes familiar with
basic facts about mitochondiras allowing him to understand following problematics
which is their patology. This part contains details about processes inside of
mitochondiras resulting in a carcinogenesis creation.

Conlusion of this bachelor thesis is dedicated to eventual mitochondrical
terapeutical strategies for patients with diagnosed oncological disease. Currently
new antitumor drugs and treatment strategies in oncology are tested so some of

targeted therapies are detaily described.
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1 Uvod

V soucasné dobé zhoubna nadorovad onemocnéni patfi mezi zavazné
celosvétové a spolecenské problémy, které se zaradily do prednich pozic zajmu
populace. DrivéjSi medicina aZ do 20. stoleti znala pouze jedinou cestu k 1é¢bé
nadorovych onemocnéni, a to 1écbu chirurgickou, ktera se vyznacCovala znalné
omezenymi moznostmi. V nasledujicich letech se protinddorové terapie rozsirily o
radioterapii a o plivodné doplitkovou metodu chemoterapii, ktera jako jedina
plisobila systémovym ucCinkem. Postupem c¢asu se protinddorové terapie
zdokonalovaly a rozsirovaly o imunoterapii a dal$i metody (Klener a spol.,2013).

Na prelomu tisicileti se Uroven znalosti v molekuldrni biologii a genetice
natolik zvysily, Ze doslo k hlubSimu poznani procesu kancerogeneze a biologie
malignich bunék. To prispélo ke vzniku nové komplexni protinddorové 1écbé tzv.
cilené terapii, ktera poukazala na fakt, Ze riist tumoru neni pouze faktorem
neregulované proliferace, ale velice zdsadnim problémem je inhibice programované
bunécfné smrti, neboli apoptdzy. Tento objev prispél k syntéze chemickych latek
inhibujici intracelularni pochody v nddorovych burnikach (Klener a spol.,2013).

Funk¢ni zmény v mitochondrialnich procesech jsou typické pro nadorové
onemocnéni a v poslednich letech se tedy vyzkumy zaméruji na mitochondrialni
procesy pro cilené terapie onkologickych onemocnéni. Mitochondrie jsou bunécné
organely, které jsou centrem energetického metabolismu bunky a také hraji

Klicovou roli pravé v apoptoéze (Klener a spol.,2013).



2 Mitochondrie

2.1 Charakteristika organely

Mitochondrie jsou dynamické, dvoumembranové organely s proménlivou
velikosti a tvarem, ale velmi typickou strukturou. Jsou tvoreny hladkou vnéjsi
membranou a vnitini membranou, ktera je zprohybana. Maji protahly, trubicovity
tvar o Sifce plil mikrometru s velmi proménlivou délkou (do 2 pum). Mitochondrie
jsou lokalizovany témér ve vSech eukaryotickych burikach (Liillmann-Rauch, 2012).

Jedna se o semiautonomni organely obsahujici vlastni DNA ( mitochondrialni
DNA). Produkuji sloZky nezbytné pro syntézu ATP (adenosintrifosfat) poskytujici
chemickou energii nezbytnou pro bunécné pochody. Molekula ATP patii mezi
zakladni makroergni slouCeniny a je nezbytnou sloZkou pro pohon vétSiny
bunécnych aktivit (Liilllmann-Rauch, 2012).

Zakladem syntézy ATP je glykolyza, ktera probiha v cytosolu. Metabolické
pochody probihajici v mitochondriich konc¢i Krebsovym cyklem vrcholici
v dychacim fetézci. Uvolnénad energie se ukladd do makroergnich vazeb ATP

procesem nazyvanym oxidativni fosforylace ( OXPHOS) (Lullmann-Rauch, 2012).
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Obrazek 1: Stavba mitochondrie
Zdroj: (Kodicek, 2015), str.249



2.2 Evoluce mitochondrii

Mitochondrie jsou organely, které vznikly endosymbiotickou integraci alfa-
proteobakteridlnich endosymbiontii do proto-eukaryotnich hostitelskych bunék
(Karnkowska et al., 2016).

Endosymbiotické modely ptivodu mitochondrii mohou byt rozdéleny podle
plivodu organely, a to zda se organela vyvinula soucasné se zbytkem eukaryotické
bunky nebo pozdéji (Gray, 2014).

V priibéhu eukaryotické evoluce byl genom a proteom mitochondridlniho
kompartmentu vyznamné modifikovan a znacné mnoZstvi funkci bylo ziskano,
ztraceno nebo premisténo. V extrémnich piipadech se derivaty mitochondrii
v anaerobnich protistech tak pozmeénily, Ze byly prehlizeny nebo nebyly dokonce
uzndny homolognimi s mitochondriemi. V 80. letech byla navrZzena Archezoaova
hypotéza, ktera tvrdi, Ze nékteri mikrobiadlni eukaryoti postradali mitochondrie,
peroxizomy, skladany Golgiho aparat, spliceozomalni introny a sexualni reprodukci.
AvSak v nasledujicim desetileti byly ve vSech vySetfovanych praprvokach nalezeny

odpovidajici organely se dvéma membranami (Karnkowska et al., 2016).

Eukaryota bez mitochondrii
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R
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Obrazek 2: Evoluce mitochondrii
Zdroj: (prevzato a upraveno Gray,2014), str.1480



2.3 Stavba organely

Mitochondrie jsou svym tvarem a velikosti podobné bakteriim, ale je nutno
podotknout, Ze se jedno i druhé mize ménit v zavislosti na typu buriky, ve které se
nachazeji. Zrychlené =zabéry ZzZivych bunék ukazuji, Ze mitochondrie jsou
pozoruhodné dynamické organely, které se neustale pohybuji. Kazda mitochondrie
obsahuje dvé membrany, vnitini a wvnéjsi, které maji klicCovou roli
v mitochondridlnich procesech. Tyto membrany separuji dva mitochondridlni
prostory: velky vnitini (matrix) a mnohem mensi prostor mezimembranovy

(Alberts, 1998).

2.3.1 Vnéjsi membrana

Vnéjsi membrana obsahuje velké mnozstvi molekul transportniho proteinu,
ktery se nazyva porin. Tento protein tvori vodni kandly ve dvojné vrstvé lipidg, a
proto je vnéjsi membrana propustna pro vSechny molekuly aZ do velikosti 5000 Da.
Diky tomu je mezimembranovy prostor chemicky ekvivalentni s malymi
molekulami, které se nachazeji v cytosolu buriky (Alberts, 1998). Vnéjsi membrana
je definovana ptitomnosti monoaminoxidas, enzymt, které prodluzuji retézce

mastnych kyselin a enzyml metabolizujici fosfolipidy (Ledvina a spol.,2009).

2.3.2 Mezimembranovy prostor

Mitochondrialni mezimembranovy prostor lze popsat jako viskdzni koloidni
roztok, u kterého nejsou presné definovany jeho metabolické funkce. Dochazi zde
jen ke shromazd'ovani nizkomolekularnich latek. (Ledvina a spol.,2009). Tento
prostor se vSak podili na procesech dychaciho retézce, ktery je umistén ve vnitini
mitochondridlni membrané.  Komplexy tohoto fretézce prenaSeji H* ionty
z mitochondridlniho matrix do mezimembranového prostoru, ¢imZ dochazi ke
vzniku elektrochemického gradientu a odliSného pH. Rozdilné pH je zplsobené
vyssi koncentraci H* iontd v mezimembranovém prostoru nez-li v matrix
mitochondrie, kdy mezimembranovy prostor ma pH 7,0, zatimco pH
v mitochondrialni matrix je 8,0. Vznikly elektrochemicky protonovy gradient je

nasledné vyuzit v syntéze ATP (Feher, 2012).



2.3.3 Vniti'ni membrana

Vnitini membrana je oproti vnéjsi membrané bohatsi na proteiny, obsahuje
az 75 % proteind své hmotnosti. Na rozdil od vnéjsi membrany, je vnitini membrana
vysoce selektivni, jelikoz je tvofena vysokym obsahem specifického
glycerolfosfolipidu kardiolipinu, ktery na své fosfatové hlavé nese Ctyfi mastné
kyseliny. Je schopna volné propustit pouze 02, CO2 a H20.Kromé proteinti dychaciho
Fetézce a ATPsynthasy obsahuje také Cetné transportni proteiny, které maiji
schopnost regulovat prichod nékterych metabolitt, jako je ATP, ADP, pyruvat, Ca2+
a anorganicky fosfat (Voet,1995).

Transport proteint z cytosolu do matrix mitochondrie je zprostredkovan
pomoci podjednotkovych proteinovych komplext, které funguji jako translokasy
vnéjSi a vnitini membrany mitochondrie. Jedna se zejména o komplex TOM
umistény ve vnéjSi membrané a komplexy TIM (TIM23 a TIM22) ve vnitfni
mitochondrialni membrané (Alberts, 2002).

Povrch vnitfni membrany je velky, protoZe je zvinén do vchlipenin
membrany, tzv. krist. Velikost povrchu a pocet krist odpovida respiracni aktivité
dané buriky, tudiz ¢im vice kysliku burnka potiebuje, tim je membrana ziasena do
vice Krist. Vnitini membrana také ve své struktui'e obsahuje soubor pienasect, které
tvoii komplexy dychaciho tetézce. Byly popsany 4 hlavni komplexy: NADH-
koenzymQ reduktasa (komplex I.), sukcinat dehydrogenasa (komplex Il.), ubichinol
cytochrom c reduktasa (komplex III.) a cytochrom c oxidasa (komplex 1V.), které
jsou zanofeny v membrané a propojeny enzymy koenzymem Q a cytochromem c.
Citochrom c je mobilni proteinovy prenasec, ktery je volné navazan na vnéjsi strané
vnitini mitochondridlni membrany. Ve vnitfni membrané je také lokalizovan
komplex enzymu ATPsynthasa (ATPasa), ktera pomoci protonového gradientu
procesem fosforylace produkuje vysokoenergetické molekuly ATP (Ledvina a

spol.,2009).
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Obrazek 3: Stavba vnitfni membrany mitochondrie
Zdroj: (prevzato a upraveno Davies & Daum, 2013), str.1228

2.3.4 Matrix

Matrix mitochondrie je silné metabolicky aktivni kompartment. Nachazeji se
vzde enzymy Krebsova cyklu a (-oxidace mastnych kyselin, z ¢ehoz miizeme
usoudit, Ze je schopny zpracovavat produkty vSech potiebnych Zivin. Najdou se zde
i nékteré enzymy, které syntetizuji hem, retézce DNA, ribosomy a enzymy potiebné
k syntéze proteind. VSechny tyto faktory jsou zakladem pro mitochondridlni
dédicnost (Ledvina a spol., 2009).

V matrix mitochondrie je navic ulozena mitochondridlni DNA (mtDNA),
proteosynteticky aparat a tzv. proteiny teplotniho Soku (,heat shock“ proteiny),
zajistujici univerzalni stresovou odpovéd bunék na jejich vystaveni extrémnim
podminkdm, jako je napfiklad vysoka teplota nebo extrémni pH. Piisobenim

stresovych faktort jsou tyto proteiny zmnozovany (Kohlikova a spol.,2003).

2.3.4.1 Membranové proteiny mitochondrii

JelikoZ se vétSina bunécnych proteinii syntetizuje v cytosolu buriky, musi byt
proteiny urCené pro lokalizaci v matrix mitochondrie prevedeny pres obé
mitochondrialni membrany. Proteiny urcené pro lokalizaci v matrix mitochondrie
se syntetizuji v cytosolu s tzv. presekvenci o velikosti 20 az 80 aminokyselin na N-
konci daného proteinu. Dané preproteiny jsou v cytosolu vazany na cytosolické
chaperony a jsou smérovany do komplexd translokas vnéjsi mitochondrialni

membrany (TOM komplex), které obsahuji proteinové receptory a obecny importni



por. Transport proteind pies vnitini mitochondrialni membranu zprostredkovava
komplex translokas (TIM komplex). Import vyZaduje energii ve formé ATP i ve
formé membranového potencidlu na vnitfni mitochondridlni membrané. Pri
transportu mitochondridlnimi membranami jsou matrixové proteiny chranény
interakcemi s molekulovymi chaperony, coZ jsou proteiny teplotniho Soku (HSP-
heat shock proteins). HSP proteiny brani transportovanym proteiniim pred¢asnému
sloZeni, jejich precipitaci a kontroluji spravné sbaleni matrixovych proteinti. HSP
jsou separovany do péti skupin dle molekularni hmotnosti: 100kDa, 90kDa, 70kDa,
60kDa a tzv. malé HSP (napt. HSP27). Jakmile jsou proteiny umistény v matrix
mitochondrie, poskladaji se do své prirozené konformace procesem, ktery je
katalyzovan HSP60 a HSP70. HSP maji také cytoprotektivni vlastnost, kterou
organismus reaguje na stresové podnéty (infekce, zanét ej.), jelikoZ stabilizuji
stresem deformované proteiny, ¢imz chrani bunky pred strukturnim a funkénim
naruSenim. Na zavér je matrixovy lokaliza¢ni signal odStépen pomoci specifického

enzymu proteasa (Voet,1995) (Pfanner & Meijer, 1997).

2.4 Fyziologie mitochondrii

V evoluci mnohobunéénych zivocichii a rostlin byly mitochondrie jejich
nepostradatelnou soucasti. DnesSni eukaryota by bez nich byla zcela vazana
v produkci ATP na pomérné neucinnou glykolyzu a bylo by nepravdépodobné, Ze by
se timto zplisobem takto sloZité mnohobunécné organismy udrzely pii Zivoté. Pri
transformaci glukosy glykolytickou cestou na pyruvat se uvolni méné nez 10 %
vesSkeré dostupné volné potencidlni energie. V mitochondriich se ziskd na jednu
molekulu oxidované glukosy asi tricet Sest molekul ATP, zatimco glykolyzou se na
jednu molekulu glukosy vyprodukuji pouze dvé molekuly ATP. Mitochondrie miiZou
vyuzit jako zdroj svého pohybu pyruvat, ktery pochazi z glukosy nebo jinych
sacharidli a mastné kyseliny pochazejici z tukq, které jsou syntetizovany v cytosolu
buriky. Obé molekuly jsou po translokaci pres vnitini mitochondridlni membranu
transformovany pomoci enzymii v matrix na klicovy metabolicky meziprodukt
acetyl-CoA. Tato dvouuhlikata sloucenina nasledné vstupuje do Krebsova cyklu,

ktery produkuje molekuly CO2, uvoliiujici se z bunky jako vedlejsi produkt, a



souCasné tvori vysokoenergetické redukované koenzymy NADH a FADH:. Tyto
redukované nukleotidy jsou nasledné preneseny do vnitfni mitochondrialni
membrany a vstupuji do dychaciho retézce (ETC). Dochazi zde k pirenosu elektronij,
k regeneraci NAD* a FAD* a ke tvorbé elektrochemického gradientu potrebného

k syntéze ATP (Alberts, 1998).

2.4.1 Bunécné dychani

Dychani, neboli respirace, je proces probihajici v eukaryotickych buikach
skladajici ze dvou casti. Vnéjsi respirace je mechanismus, pri kterém je kyslik
rozvadén obéhovym systémem ke vSem burikdm v organismu. Nefunk¢ni vnéjsi
respiraci by doslo k ireverzibilnimu poskozeni bunék uz v priibéhu nékolika minut.
Vnéjsi respirace zprostredkovava vnitfni respiraci, ktera je oznacovana jako
bunécné dychani. Je slozena z reakci ukoncujici energetické odbouravani sacharidd,

vV

obsahem energie (CO2 a H20) (Voet, 2011).

2.4.1.1 Glykolyza

Hlavnim zdrojem bunécné energie je glukosa, kterd je metabolizovana
procesem glykolyzy na pyruvat (Lunt & Vander Heiden, 2011).

Glykolyza je souhrn reakci, pomoci kterych se v téle témér vsech organismi
katabolizuje vétSina molekul glukosy. Jedna se o fylogeneticky velice stary déj, ktery
neprobiha jen v naprosté vyjimce organisml (napi. methanogenni anaerobni
archebakterie). Vlidském téle probiha ve vSech burnkach. Glykolyza neprobiha
v mitochondriich, ale v buné¢éném cytosoluy, ale je s mitochondriemi tizce spjata a je
soucasti energetického metabolismu buiiky. Pro tuto cestu je charakteristické, Ze
zuCastnéné enzymy se nachazeji v cytosolu. Transformace glukosy na pyruvat je
souhrnem nékolika reakci, které se uskuteCniuji za aerobnich i anaerobnich
podminek. Velice vyznamnym krokem pro bunku je pfeména pyruvatu na acetyl-
CoA pomodci slozitych dekarboxylacnich a oxidacnich reakci. Tento proces probiha
zasadné jen za aerobnich podminek. Pokud nastanou anaerobni podminky, dojde k
reverzibilni pfeméné pyruvatu na laktat procesem zvanym fermentace (Ledvina a

spol.,2009).



2.4.1.2 Krebsiiv cyklus

Krebstiv cyklus zvany také citratovy cyklus nebo cyklus trikarboxylovych
kyselin je cyklicky se opakujici sled reakci, ktery zaujima centralni postaveni
v metabolismu bunék. Jedna se o vyvojové velmi stary déj, ktery je lokalizovan
v mitochondrialni matrix. JelikoZ zde dochazi k degradaci zivin, ale také k ¢etnym
syntetickym drahdm, jedna se o amfibolicky déj. Probiha zde utilizace meziprodukti
vSech tf{ zdkladnich druhi zivin (lipidd, sacharidd a z nejvétsi ¢asti proteind).
Schéma citratového cyklu lze pripodobit ,otac¢ivému mlynskému kolu“, kde zdrojem
pohybu je jiz zminény acetyl-CoA. Zasadnim regulacnim krokem jsou dostupnosti
dalSach substratd, které zajist'uji tzv. dopliiujici, anaplerotické reakce. Kone¢nymi
produkty Krebsova cyklus jsou oxid uhli¢ity a redukované kofaktory (NADH a
FADH?2), které jsou transportovany do ETC. Diilezitymi kroky jsou dekarboxylace,
které produkuji oxid uhli¢ity a dehydrogenace, které poskytuji atomy vodiku pro
ETC. Energeticky zisk Krebsova cyklu izolovaného od nasledujicich procesti na
vnitini mitochondridlni membrané by byl zanedbatelny (pouze GTP). Finalni
energeticky zisk Krebsova cyklu spolu s ETC je zhruba 12 molekul ATP na 1
molekulu acetyl-CoA (Ledvina a spol.,2009).

2.4.1.3 Dychaci retézec

Dychaci retézec oznacovany také jako elektrontransportni retézec nebo
terminalni retézec (electron transport chain, ETC) je souhrn po sobé jdoucich
pfemén na redoxnich systémech lokalizovanych ve wvnitini mitochondrialni
membrané nebo na jeji vnéjsi strané. Je tvoren ¢tyfmi komplexy a dale koenzymem
Q a cytochromem c. Komplex I (NADH-koenzymQ reduktasa) prendsi elektrony
z redukovanych koenzymii NADH na koenzym Q(ubichinon), ktery je tim redukovan
na ubichinol. Komplex II (sukcinat dehydrogenasa) transportuje elektrony ze
sukcinatu na koenzym Q a redukuje ho. Dochazi k oxidaci sukcinatu na fumarat,
uvolnéni FADH2 a k propojeni dychaciho retézce s Krebsovym cyklem. Komplex III
(ubichinol cytochrom c reduktasa) prenasi elektrony z redukovaného koenzymu Q
na cytochrom c. Komplex IV (cytochrom c oxidasa) dochazi k oxidaci Ctyt po sobé
redukovanych molekul cytochromu c za probihajici redukce molekuly Oz a produkci

H20. Pojem ,respiracni retézec” je povazovany za témér synonymum s biologickym



vyrazem ,bunécné dychani“. Béhem sledu reakci respira¢niho retézce dochazi
k uvolnéni zna¢ného mnozstvi volné Gibbsovy energie, ktera by deformovala burku,
a proto proces oxidace v mitochondriich probihd stupriovité a kontrolované.
Postupné uvolfiovand energie se pomoci napojené OXPHOS transformuje do

molekul ATP (Ledvina a spol.,2009).

2.4.1.4 Oxidativni fosforylace

Oxidativni fosforylace (OXPHOS) je endergonickd syntéza ATP
z adenosindifosfatu (ADP) a anorganického fosfatu P, ktera probiha na vnitini
mitochondridlni membrané. Tato reakce je katalyzovana pomoci ATPsynthasy,
kterd pracuje na zakladé vyrovnani elektrochemickému gradientu propousténim H*
iontl zpét z mezimembranového prostoru do matrix mitochondrie (Voet,1995).
Je sloZena ze dvou vétSich sektort Fo a Fi. Sektor Fo je ve vodé nerozpustny
transmembranovy protein, ktery je sloZeny ze Ctyi az péti podjednotek obsahujici
protonové translokacni kandly a je zasazeny do vnitifni mitochondridlni membrany.
Sektor F1 je ve vodé rozpustny periferni membranovy protein tvoreny péti

podjednotkami smétujici do matrix mitochondrie (Voet,1995).

"\
H Mezimembranovy
prostor

Obrazek 4: Struktura ATPsynthasy
Zdroj: (ptevzato a upraveno Saraste, 1999), str.1491
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2.5 Genetika mitochondrii

2.5.1 Mitochondrialni DNA

Mitochondrie patfi k semiautonomnim bunécnym organeldm, které se
rozmnoZuji délenim. Obsahuji dvouretézcovou kruhovou DNA, ktera je dlouha
16 569 part bazi a zahrnuje 37 genii kddujicich 22 tRNA, 2 rRNA a 13 podjednotek
dychaciho retézce. Mitochondrialni DNA se lisi ve velikosti zavisle na druhu
organismu. Mitochondriadlni DNA byva Casto superspiralizovana a mize byt ¢asto
pomoci zlomi vracena do normalni kruhové formy. Mitochondrialni DNA se 1isi od
jaderné rozdilnym obsahem GC pari a tim i rychlosti renaturace (Bohmova, 1992).

Mitochondrie nejsou samostatné organely v buiice. Procesy replikace a
transkripce jsou =zavislé na faktorech koédovanych jadernou DNA. Vldkna
dvousroubovice se 1isi skladbou GC bazi, coz zplisobuje odliSnou hustotu kazdého
Fetézce. Vldkna jsou oznacovana jako H-vlakna (tézka vlakna), které jsou bohaté na
purinové baze (adenin a guanin) a je zde lokalizovano 28 mitochondridlnich geng, a
zbylych devét je lokalizovanych na L-vlaknech (lehka vlakna), ve kterych dominuji
pyrimidinové baze (cytosin a thymin). Replikace mitochondrialni DNA zacina na H-
vlakné, kde je prepsano 28 genti a na L-vlakné, kde je transkribovano devét genti pro

tRNA (Taanman, 2003).

2.5.2 Maternalni dédic¢nost

Béhem evoluce dochazi viadé organt ke zmnozovani mitochondrii, ¢imz
dochazi ke zintenzivnéni aerobniho metabolismu. Frekvence mutaci u
mitochondridlni DNA je 10-20x vySsi neZ u jaderné DNA, coZ ma za nasledek
heteroplazmii. Tento stav se vyznaCuje pritomnymi rlznymi variantami
mitochondrialni DNA, coZ znamena, Ze u nékterych kopii mtDNA k mutaci dojde a u
nékterych nikoliv. NedostateCnost v systému vznika pri prekroceni urcitého
mezniho poméru (prahovy efekt) mutované a nemutované DNA a vznikem
dysfunk¢ni mitochondrie. Nékteré poruchy mtDNA mohou byt zplisobeny defektem
nadrazené jaderné DNA. JelikoZ vétSina mitochondrii pochazi zvajicka, u
primarnich poruch mtDNA jde o maternalni (matefskou) dédi¢nost (Kohlikova a

spol.,2003). Vzhledem Kk fyziologické funkci mitochondrii vyplyva, Ze dédicna
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mitochondrialni onemocnéni z velké vétSiny postihuji tkané, které maji vysoké
naroky na prisun energie. Mezi tkané s vysokymi energetickymi naroky radime

neuromuskularni tkan nebo centralni nervovy systém (Otova a spol.,2013).

2.6 Degradace mitochondrii

Odstraniovani  nefunkénich ~a  poSkozenych  mitochondrii je
zprostiredkovavano pomoci mitofagie. Mitofagie je jeden z procesii makroautofagie,
coZ je proces odstrafiovani bunéc¢nych organel za tvorby fagoféru, ktery obklici
degradujici obsah a vytvori dvoumembranovy autofagozém splyvajici s lysozomem
za tvorby autofagolysozomu. Mitofagie je specificky typ makroautofagie pro
odstranovani mitochondrii (Mizushima et al, 2008).

K degrada¢nim procesiim také Castecné dochazi v mitochondrialni matrix.
Proteiny, které se nachazeji v mitochondriich maji také rozdilny polocas Zivota a
jejich délka se pohybuje od nékolika hodin az po nékolik dnli (Kohlikova a
spol.,2003).

Autofagozom Autofagolysozom
Fagofor

. fg@ 5

Obrazek 5: Proces mitofagie
Zdroj: (prevzato a upraveno Pattingre et al., 2008), str.314

Lysozém
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3 Patologie mitochondrii

Zmény v mitochondridlni strukture mohou byt jak ziskané, tak dédicné
podminéné. Znacné béZznym jevem, ktery se vyskytuje v hypertrofovaném
kosternim nebo srde¢nim svalu, je zmnoZeni mitochondrii, mitochondriaza. Tento
jev je typicky i umnoha dysfunkci aerobniho metabolismu. Mitochondriazu lze
chapat, jako snahu bunikky kompenzovat nefunkcéni enzymové aktivity (Kohlikova a
spol.,2003).

K nejvétSimu zmnoZeni mitochondrii dochazi v nadorovych burikach , kde je
cytosol témér zcela zaplnén pravé mitochondriemi. Jedna se o tzv. onkocytarni
preménu bunék, pri které dochazi k poruSe rovnovahy mezi tvorbou a degradaci
mitochondrialnich bilkovin. Tyto bunky obsahuji excentrické jadro a eozynofilni

cytoplazmu (Kohlikova a spol.,2003).

3.1 Dysfunkce mitochondrii u nadorovych onemocnéni

Mitochondriadlni defekty jsou jiz dlouho podezielé z ucasti pii vyvoji a
progresi maligniho bujeni. Pred vice nez 70 lety Otto Warburg propagoval sviij
vyzkum o zménach v mitochondriich, které maji spojitost pravé srozvojem
malignich procesii. Navrhl hypotézu mechanismu, ktery mél objasnit, jak se
mitochondrie vyvijeji béhem kancerogenniho procesu. Pfedpokladal, Ze klicovou
udalosti v kancerogenezi je vyvojové ,poranéni“ dychacitho ustroji, coZz ma za
nasledek kompenzacni zvySeni produkce ATP nevyhodnou glykolyzou. Maligni
buriky ve vysledku ziskaji pro svoji energetickou potrebu ATP spiSe prostiednictvim
glykolytickych mechanismii nez OXPHOS, jako je béZné u normalnich bunék. Jelikoz
rozdily v energetickém metabolismu mezi normalnimi a rakovinnymi butikami tvoii
biochemicky zdklad pro navrhovani a kompletaci terapeutickych strategii v 1é¢bé
malignich procesti/onemocnéni, je tento mechanismus jednim z klicovych faktort

pfi navrhovani lé¢ebnych strategii (Carew & Huang, 2002).

3.1.1 Hypoxie u mitochondrii

Hypoxie, neboli nedostatek kysliku, zplisobuje stres bunikkdm a organismim,
a muze knému dochazet jak za patologickych, tak i nepatologickych podminek.

Nedostatek kysliku souvisi s nemocemi, jako je rakovina, cukrovka nebo zanét, ale
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predstavuje také vyzvu pro lidi Zijicich ve vysoké nadmorské vySce. Hypoxii se
buniky v organismu ptizpisobuji transformaci svého metabolismu. Tento proces je
usnadnén zménami v expresi gend, ke kterym dochazi na drovni transkripce nebo
translace, ale také zménami enzymatickych aktivit urcitych proteinti. Buné¢nymi
senzory a adaptéry na detekci sniZeného mnozstvi kysliku jsou prolylhydroxylasy.
Inaktivita zminénych prolylhydroxylas stabilizuje hypoxii indukované faktory
(HIF), které detekuji hladinu kysliku a v pripadé hypoxie vstupuji do jadra bunky a
zvySuji transkripci rznych cilovych genti, vcetné mitochondridlnich slozek
(Fuhrmann & Briine, 2017).

Mitochondrie spotiebuji nejvice kysliku v burice a ovlivnénim hladiny kysliku
méni fuzi(splynuti) a Stépeni, mitofagii a OXPHOS (Fuhrmann & Briine, 2017).

Adaptivni reakci na hypoxii je sniZeni hmoty mitochondrii specializovanou
formou makroautofagie tzv. mitofagii, ktera jiZ byla popsana v kapitole degradace
mitochondrii. Nékteré proteiny, jako je napriklad protein BNIP3 (Bcl-2 adenovirus
E1B-19 kDa-interacting protein 3), ktery je schopny indukovat autofagii a aktivovat
tvorbu autofagosomt, je regulovany jiz zminénymi HIF. Nastane-li hypoxie,

autofagie bude rizena pomoci HIF (Fuhrmann & Briine, 2017).

3.1.2 Oxidacni stres

Diky vysoké reaktivité se milZe Kkyslik zuacastnit vysoce energeticky
naroc¢ného elektronového transferu, a tim umoznuje tvorbu velkého mnoZstvi ATP
oxidativni fosforylaci. To je nezbytné pro vyvoj mnohobunécnych organismi, ale
zaroven cini tyto organismy nachylnymi katakim na jakoukoli biologickou
molekulu, at' uz je to protein, lipid nebo DNA. V diisledku toho je nase télo pod
neustalym oxidativnim dtokem reaktivnich forem kysliku (ROS) (Burton & Jauniaux,
2011).

K ochrané bunék se evolutné vyvinul komplexni antioxida¢ni systém,
plisobici proti vysoké reaktivité samotného kysliku nebo kyslikovych metabolitd.
Antioxida¢ni systém plisobi za normadalnich okolnosti v kazdém organismu
rovnovazné s prooxida¢nim systémem, tzn. proti vzniku nadbytku volnych radikald,

a udrzuje tim ,zdravou rovnovahu organismu“ (Burton & Jauniaux, 2011).
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V nékterych ptipadech mize byt tato rovnovaha narusena, coz vede k tvorbé
oxida¢niho stresu. Oxidacni stres je v SirSim slova smyslu nejlépe definovan, jako
zména rovnovahy prooxidant a antioxidant ve prospéch prooxidantd, ktery vede
k potencidlnimu poskozeni buriky. Oxidacni stres je nyni povazovan za ustredni roli
v patofyziologii mnoha riznych nemoci (Burton & Jauniaux, 2011).

Existuje mnoho potencialnich zdroji ROS a jejich reakce jsou ¢asto omezeny
diftzi. U¢inky ROS cilené na buiiky do zna¢né miry zavisi na biomolekulach v jeji

tésné blizkosti (Burton & Jauniaux, 2011).

3.1.2.1 Reaktivni formy Kysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou radikaly, ionty nebo molekuly, které maiji
volny nepdarovy elektron v nejvzdalenéjsi vrstvé elektronového obalu. Jsou vysoce
reaktivni. Lze je rozdélit do dvou skupin: volné kyslikové radikaly a neradikalni ROS.
K nejlépe studovanym ROS ve spojeni s rakovinou patii superoxid, peroxid vodiku a
hydroxylové radikaly. V rakovinnych bunkach se nachazi vyssi koncentrace ROS
(Liou & Storz, 2010).

Kyslikové radikaly, superoxid a peroxid vodiku, jsou produkovany
v mitochondriich béhem OXPHOS a jsou zndamymi mutageny. Superoxid se vytvari
v komplexech [ a Ill v ETC a uvoliiuje se do mezimembranového prostoru (az 80 %)
nebo do matrix mitochondrie. Mitochondrialni permeacni prechodovy po6r ve vnéjsi
mitochondridlni membrané umoZiuje unik superoxidu do cytosolu. Superoxid se
transformuje na peroxid vodiku bud’ v matrix mitochondrie nebo cytosolu buriky.
Peroxid vodiku je druhy posel, molekula ulastnici se signalnich drah, jejiZ
koncentrace roste po vazbé prvniho posla na membranovy receptor. Peroxid vodiku
je vysoce diftizni latka, kterd ma schopnost prochazet bunéénymi membranami
prostirednictvim aquaporini (Liou & Storz, 2010).

V priibéhu riiznych stresovych situacich miize dochazet ke kumulaci ROS, coz
ma za nasledek primé poskozeni proteinti lokalizovanych v bunéénych strukturach
a v indukci apoptozy nebo nekrozy (Klener a spol., 2013).

Vyssi produkce ROS miize také spustit protoonkogenni signalizacni drahy.
Tento proces funguje obracené€, tudiZ onkoproteiny Myc a Kras mohou zvysit

produkci ROS. Extrémné vysoka produkce a naslednd kumulace ROS je vSak pro
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bunikky smrtici, a proto je vnadorech udrZovana oxidacné reduk¢ni rovnovaha.
Antiapoptoticky protein Bcl-2 ma schopnost nejen inhibovat apoptoézu, ale také
regulovat koncentrace ROS v buiikdch (Radovan et al., 2018).

Produkci ROS v nadorovych bunikach stimuluji riistové faktory a cytokiny.
Cytokiny patfi do malé skupiny signalnich proteini bunécné imunitni odpovédi,
jejichZ produkci zajiSt'uji makrofagové (Liou & Storz, 2010).

VétsSina tumort vznika z mist chronického podrazdéni, infekce nebo zanétu.
Zanét je kritickou soucasti nddorové progrese. Jednou ze sloZek imunitni odpovédi
je infiltrace fagocytujicich bunék, makrofagli, kteri vyvolavaji generovani ROS
vnadorovych bunkach prostrednictvim exkrece rdznych podnétd, jako jsou
napriklad faktory nadorové nekrézy (TNFa) pattici do skupiny cytokini. V téchto
burikach dochazi k rychlé produkci superoxidu, kterd vede k nasledné produkci

peroxidu vodiku (Liou & Storz, 2010).

3.1.3 Aerobni glykolyza

Schopnost preprogramovani energetického metabolismu buiiky je nyni
povazovano za jeden zhlavnich aspektli vkancerogenezi naprosté vétSiny
malignich nadort. Nadorové burky prijimaji nékolikandsobné vice glukosy nez
buniky zdravé. VétsSinu molekul ATP syntetizuji pomoci glykolyzy. Produkce ATP
OXPHOS v mitochondriich je naopak pozastavena. Nadorové bunky pracuji
mechanismem anaerobni glykolyzy a to i za aerobnich podminek tzv. aerobni
glykolyzy (Zamecnik a spol.,2019).

Nejdrive byla predpokladana skuteCnost, Ze aerobni glykolyza je pouze
reakce na deformované mitochondrie, které byvaji u nadorovych bunék bézné.
Experimenty ale ukazaly, Ze pokud dojde v nadorovych bunkach k inhibici glykolyzy,

funkce metabolismu v mitochondriich je obnovena (Zadmecnik a spol.,2019).

e (Glykolyza je aZ 100x rychlejSi neZ OXPHOS, nadorova burka si tak
vyprodukuje vice molekul ATP za dany ¢as. Nadorova burka je vSak

zavisla na dostateCném mnozstvi glukosy.

e Béhem procesu aerobni glykolyzy se generuje velké mnoZstvi laktatu,

ktery je uvolnén do extracelularniho prostiredi bunky, ¢imZ je
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nadorova bunka ochranéna pred sniZenim vnitfniho pH. Dalsi
vyhodou sekrece laktatu do okoli je ten, Ze laktat okyseluje
extracelularni prostredi buiiky, coZ miize zplsobovat ochranu
nadorovych bunék pred imunitnim systémem. Miize také oslabovat

bunécnou adhezi a tim usnadnit $ifeni nddorovych bunék (Zamecnik

aspol.,,2019).

Diferencovand tkan Proliferativni tkan Nét!OI'

o

- .
———— nebo 4’%
+Oj/ \02 =

+/- 0,
Glukosa Glukosa Glukosa
0, Pyruvat l 0, Pyruvat
Pyruvat
% 85%
Laktat il e Laktat
4l
Laktat l
CO, COo,
Oxidativni fosforylace Anaerobni glykolysa Aerobnl’glvkoly’za
Warburguv efekt
-36 mol ATP/mol 2 mol ATP/ mol
-4 mol ATP/ mol
glukosy glukosvy glukosy

Obrazek 6: Energeticky zisk aerobni glykolyzy
Zdroj: (prevzato a upraveno Heiden et al.,, 2009), str.1030

3.1.4 Apoptéza

Apoptoéza je fyziologicky mechanismus bunécné smrti. Jde o prirozeny
degradacni jev vyuzivany fyziologickymi potrebami bunék, ale miZe byt také
indukovan za podminek patologickych. Pro apoptozu je typicka kontrolovana a
koordinovana aktivace enzymatické bunécné vybavy, ktera ma za nasledek Stépeni
DNA, jadernych a cytoplazmatickych proteinti a degradaci buiiky. Diky témto
znaklim, je apoptdza ¢asto oznacovana, jako programovana bunécna smrt, ktera je
za fyziologickych podminek velice striktné regulovana (Zamecnik a spol.,2019).

Dilezitym znakem v procesu apoptozy je zachovani bunécnych membran.
V pribéhu tohoto mechanismu buiika nejdrive prochazi zmensovanim, cytoplazma
se zahustuje a jadro se miiZe rozpadnout na nékolik ¢astic. Dochazi ke Stépeni
aktinu, kondenzaci jaderného chromatinu a k preméné bunék v cytoplazmatické

vychlipky, které se zaSkrcuji, a tim vznikaji tzv. apoptoticka téliska. Jejich obsah je
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stale obalen buné¢nou membranou. Nasledné dochazi k rychlé fagocytoze, diky
které nedochazi k vytvoreni zanétlivé odpovédi (Zamecnik a spol.,2019).

Apoptéza je proces vyzadujici molekuly ATP, ktery vede k regulované
eliminaci prestarlych, nefunkénich, mutovanych, nepotrebnych, infikovanych nebo
transformovanych bunék. Tento proces je potiebny k udrzeni homeostazy v burice.
Deregulace apoptézy vede ke vzniku patologickych stavil a je vyznamnym rysem
vétSiny nadorovych onemocnéni (Klener a spol.,2013).

Apoptéza je rozdélovana na dvé hlavni drahy oznacované jako vnéjsi
receptorova (extrinzicka,) draha a vnitini mitochondrialni (intrinzicka,) draha,
béhem které dochazi k regulované degradaci bunécnych komponent aktivovanymi
kaspazami a jinymi enzymy (proteasy, endonukleasy). Probiha Stépeni aktinu,
kondenzace chromatinu a dochazi ktransformaci bunék v apoptoticka téliska

(Klener a spol.,2013)

3.1.4.1 Mitochondrialni apoptéza

Tato draha je hlavnim mechanismem apoptotického zaniku bunék a je
zplsobena zvySenim propustnosti vnéjsi mitochondridlni membrany. Nasledné
dochazi k uvolnéni pro-apoptotickych molekul (cytochrom c) a kyslikovych radikala
do cytosolu (Zamecnik a spol.,2019).

Pfi procesu se tvori multiproteinovy efektorovy komplex tzv. apoptozom,
ktery autoaktivuje kaspazu 9 (CASP9) a nasledné spousti spolecnou apoptotickou

drahu (CASP3, CASP7) (Klener a spol.,2013).
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Obrazek 7: Proces mitochondrialni apoptézy
Zdroj: (ptevzato a upraveno Palmer et al.,, 2000), str.97

3.1.4.2 Receptorova apoptoza

Vnéjsi (zevni) cesta apoptdzy zacina pomoci tzv. smrticich receptort, které
jsou lokalizovany v buné¢nych membranach riznych bunék. Zmiiované receptory
smrti obsahuji nékteré proteiny z rodiny receptorii TNF. Jedna se napiiklad o
receptor TNF typu 1- TNFR1 nebo protein FasR (First apoptosis signal receptor,
CD95). Tyto proteiny obsahuji cytoplazmatickou doménu tzv. doménu smrti a
aktivuji apoptotické drahy (Zamecnik a spol.,2019).

Spojovanim smrticich receptori vede ke vzniku multiproteinového
efektorového komplexu DISC (death inducing signaling complex), kde probiha
autoaktivace apikalnich kaspaz (CASP8, CASP10). Nasledkem je Stépeni
efektorovych kaspaz (CASP3, CASP7) (Klener a spol.,2013).

3.2 Apoptdéza a kancerogeneze

Kancerogeneze muze byt brana jako vysledek posloupnosti genetické zmény,
béhem které se normalni burika transformuje na maligni, zatimco se vyhyba
bunécné smrti. Zasadni roli v kancerogenezi hraje predevSim sniZena schopnost
buriky podstoupit apoptézu. Existuje mnoho zpiisobt, jak mliZe maligni burika opét

ziskat tyto schopnosti. Mechanismy, které se vyhybaji apoptdéze mohou byt
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zplUsobeny naruSenou rovnovahou pro- a anti-apoptotickych proteint (Li et al.,

2007).

3.2.1 NarusSena rovnovaha pro a anti-apoptotickych proteiniti

Mnoho proteinti v buiice vykazuje bud’ pro- nebo anti-apoptotickou aktivitu.
Dilezité neni celkové mnozstvi proteind, ale spiSe jejich pomér, ktery hraje zasadni
roli vregulaci bunécné smrti. Existuje diikaz, Ze nadmérnd nebo nedostatecna
exprese urcitych geni (a tedy mnoZstvi vyslednych regula¢nich proteini) sniZuje
apoptdzu v rakovinnych bunikach a prispiva tak ke kancerogenezi (Li et al., 2007).

Jednu z klicovych roli v regulaci apoptézy hraje rodina Bcl-2 proteint, ktera
se sklada zpro-apoptotickych a anti-apoptotickych proteinti, které plsobi
predevsim na mitochondrialni drovni. VSechny c¢leny rodiny Bcl-2 proteinti jsou
lokalizovany na vnéjsi mitochondridlni membrané, kde zodpovidaji za permeabilitu
membrany bud’ ve formé iontového kanalu, nebo vytvorenim pori. Bcl-2 proteiny
jsou na zakladé funkce separovany do 3 skupin. Do prvni skupiny patfi anti-
apoptotické proteiny, jako jsou napiiklad Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w a Bcl-B/Bcl2L10, které
jsou tvoreny tremi aZ ¢tyifmi BH doménami. Tyto domény umoznuji interakci
s proteiny a molekulami vnéj$i mitochondridlni membrany, endoplazmatického
retikula a jaderné membrany. Druha skupina se sklada z pro-apoptotickych
proteinit BH3-only, jako jsou naptiklad Bad, Bim, Noxa a Bid, které jsou tvoreny
pouze BH3 doménou. Tyto proteiny reaguji na prichozi apoptotické stimuly a
apoptdzu aktivuji interakcemi s proteiny Bax a Bak. Posledni tieti skupina je také
pro-apoptoticka a patfi sem pravé napriklad Bax a Bak, které maji schopnost
vytvafet pory na vnéjSi membrané mitochondrie, ¢imZ dochazi k uvolnéni
kyslikovych radikald a dalsich pro-apoptotickych molekul do cytosolu a ke spusténi
apoptézy. Pokud dojde knaruSeni rovnovahy rodiny Bcl-2 proteint, dojde
v postiZenych bunkach k deregulaci apoptoézy (Li et al., 2007).

Jednim z nejznaméjsich nadorovych supresorovych proteinti je protein p53,
ktery neni zapojen pouze do indukce apoptoézy, ale je také pro buiiku dulezity
k regulaci buné¢ného cyklu, vyvoje a vbunécného starnuti. Byva nazyvan jako

strazce genomu, ktery v pripadé poskozeni DNA zastavi bunécny cyklus na konci
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faze G1, a tim da burice cas na opravu DNA. Pokud jsou vSak Skody priliS velké,

nasméruje bunku k podstoupeni programované bunécné smrti (Li et al., 2007).
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4 Onkologicka onemocnéni

Mezi zdkladni znaky nadorového onemocnéni patii zvysSena proliferace,
omezend apoptdza anebo kombinace obou znakt. Pri¢inou vzniku a rozvoje nadoru
je inicia¢ni neletdlni mutace genii tzv. aktivacni nebo inhibi¢ni mutace. Jednou
z moznosti, jak mohou byt tyto mutace kddovany, jsou proteiny aktivujici déleni a
rist bunék tzv. protoonkogeny, které jsou transformovany v onkogeny. Druhou
moznosti kddovani mutaci jsou proteiny, které inhibuji bunécny rist a podporuji
apoptozu tzv. tumor supresorové geny. Posledni variantou jsou proteiny, které maji
schopnost opravovat mutace v DNA tzv. DNA-reparacni geny. Mutace mohou byt
bud’ vrozené nebo ziskané, které vznikaji béhem Zivota spontanné nebo ptisobenim
rizikovych vlivi ,tzv. kancerogenti. Vznik nadorového onemocnéni mtze byt také
zplUsoben selhanim imunitniho systému organismu (Vokurka a spol.,2018).

Jsou znamy dvé hlavni skupiny gent, které se uplatiiuji v kancerogenezi:
onkogeny a nadorové supresory. Skupinu genl tzv. DNA-reparacni geny lze ze
systematického hlediska zatadit mezi zminéné dvé skupiny (Biichler a spol.,2019).

Onkogen je patologicky aktivovany gen, ktery prosel mutaci vedouci bud’ ke
zvySeni hladin proteinového produktu tzv. onkoproteinu, nebo ke kvalitativni
zméné se zvySenou aktivitou. Nemutovana forma onkogenu se nazyva
protoonkogen. K nejcastéjsSim mutacim onkogenii dochazi v somatickych burkach.
Protoonkogeny jsou diilezité kregulaci procest, jako je bunéc¢ny rist a déleni
(proliferace). Proces premény protoonkogenu na onkogen se nazyva aktivace
protoonkogenu. Onkogeny se rozdéluji do svych kategorii podle funkce prislusného
onkoproteinu. Mezi vyznamné onkogeny patii napriklad, v-Abl, c-Myc nebo K-Ras
(Biichler a spol.,2019).

Nadorovy supresor, tzv. antionkogen je gen jehoZ proteinovy produkt
zabranuje vzniku a vyvoji nadoru a jehoZ inaktivace prispiva k maligni transformaci.
Nadorové supresory jsou podstatné hlavné v regulaci buné¢ného cyklu, apoptozy
nebo opravnych mechanismech DNA. Mezi dillezité priklady nddorovych supresorii

patii BRCA1, BRCA2 nebo TP53 (Biichler a spol.,2019).
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4.1 Zakladni rozdéleni a charakteristika nadort

Nador je definovan jako lokalizovand autonomni proliferace bunék
vymknutych z regula¢nich mechanismii organismu. Autonomni povaha je vlastnost
tumoru, kdy nedochazi kzastaveni ristu ani po odstranéni ptic¢iny (Biichler a
spol,,2019).

Z pohledu biologickych vlastnosti 1ze tumory rozdélit na tzv. nezhoubné

(benigni) a na tzv. zhoubné (maligni) (Vokurka a spol.,2018).

e Maligni nadory rostou spisSe rychleji, agresivnéji, invazivné nebo
infiltrativné do okoli a maji schopnost metastazovat (Vokurka a

spol,,2018).

Obrazek 8: Priklad maligniho tumoru-Invazivni karcinom prsu
Zdroj: (Zamecnik a spol.,2019), online

e Benigni nadory rostou spiSe pomaleji, ohrani¢ené a nemetastazuji

(Vokurka a spol.,2018).
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Obrazek 9: Priklad benigniho tumoru-Intramuralni leiomyom délohy
Zdroj: (Zamecnik a spol.,2019), online

4.2 Prubéh onkologického onemocnéni

Vznik nadort je vicestuptiovy proces. Zakladnim krokem kancerogeneze je
vznik mutace v DNA. Kvyraznému ovlivnéni v ¢asném stadiu kancerogeneze
dochazi diky imunitnimu systému, ktery muiZe 1éta kontrolovat riist nadoru. Dalsi
mutace v nddoru nebo oslabeni organismu (starnuti nebo dal$i onemocnéni) miize
zlomit tuto ochranou bariéru. Metastaticka kaskada je stupnovity proces, pii kterém
dochazi ksifeni primarnich nadorovych bunék z mista vzniku do dalSich casti
organismu a k tvorbé sekundarnich lozisek tzv. metastaz. Nejdiive nador roste zcela
asymptomaticky a doba prvnich symptomi zavisi na jeho misté a rychlosti ristu.
Loziska o velikosti cca 0,5 - 1 cm je moZnost diagnostikovat pomoci zobrazovacich
metod, avSsak 1cm3 nadoru obsahuje 10°bunék a proto je velmi dilezita prevence a
zachyceni nadorového onemocnéni vranném stadiu. Prirozeny priabéh
onkologického onemocnéni mize probihat od nékolika dnt az po nékolik let podle

charakteru malignity a jeji agresivity (Vokurka a spol.,2018).
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5 Mitochondrie a potencialni terapie onkologického
onemocnéni

Nadorové bunky jsou zavislé na glykolyze a metabolismu mitochondrii z
diivodu potiebné syntézy makromolekul ATP a NADPH, které jsou nezbytné pro
bunécnou proliferaci. Bioenergetické potreby rakovinné bunlky jsou plnény
glykolyzou, ale biosyntetické pozadavky a produkce ROS dilezité pro bunécnou
proliferaci plni procesy, které probihaji v mitochondriich. Vysoka aktivita glykolyzy
vnadorovych bunikdch ma za nasledek deregulaci signalnich drah PI3K
(fosfatidylinositol-3- kinasa) a aktivaci onkoproteinit MYC a KRAS. Aktivace téchto
onkoproteini umoziiuje produkci meziprodukti glykolyzy potiebnych pro
bunécnou proliferaci. Diilezitym piikladem je tvorba NADPH v pentosovém cyKlu,
ktera je nepostradatelna pro syntézu nukleotidi (GTP). V disledku toho jsou
nadorové buriky zavislé na glukose. Onkogenni aktivace zpisobuje zintenzivnéni
mitochondridlniho metabolismu z diivodu vyssi potieby energie ve formé ATP. Také
Krebstiv cyklus zvysi svoji intenzitu kviali vysSsi potfebé meziprodukti
makromolekularnich sloucenin. Nadorové bunky maji schopnost obnovovat
meziprodukty Krebsova cyklu. VyuZivaji k tomu aminokyselinu glutamin, ktera
patii mezi nejvice zastoupenou volnou aminokyselinu v krevnim recisti. Procesem
glutaminolyza uskutecniuje postupnou oxidaci glutaminu za vzniku 2-oxoglutaratu,
ktery je dale metabolizovan v Krebsoveé cyklu za produkce oxalacetatu, ktery reaguje
sacetyl-CoA za produkce citratu. Tento pochod ma za nasledek zavislost
rakovinnych bunék na glutaminu. Zminéné metabolické procesy produkuji vyssi
koncentrace ROS aktivujici signalni drahy v mitochondriich, které podporuji
proliferaci rakovinnych bunék a tumorogenezi. Naopak extrémni vysoké mnozstvi
vyprodukovanych ROS se akumuluje v nddorovych bunkach a zptlsobuje jejich
degradaci (Weinberg & Chandel, 2015).

U center nadorovych bunék je bézné, Ze jsou nedostatecné prokrvené
okyslicenou krvi (perfundované) a jsou lokalizovany v prostredi s nizkym obsahem
zivin, glukosy a kysliku. Tyto nadory nejsou schopny proliferovat, ale nadale
prezivaji. Spatné perfundované nadorové buiiky obsahuji tolik glukosy a kysliku

dostacujici pouze na produkci glykolytického ATP, tudiz léCiva se schopnosti
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blokovat tuto produkci ATP jsou u nich schopny indukovat bunéc¢nou smrt
(Weinberg & Chandel, 2015).

Problémem potencidlni terapie potlacCujici aktivitu glykolyzy je spojeni
s OXPHOS, ktera produkuje ATP zdravym bunkam. Potencidlni 1écivo, které by
inhibovalo glykolyzu, by mohlo ohrozit pieZiti zdravych bunék. Uspé&chem by bylo
zajisténi selektivniho prijimani danych inhibitord pouze nadorovymi bunkami

(Weinberg & Chandel, 2015).

5.1 Cilena terapie onkologického onemocnéni

Typickym znakem ndadorovych bunék je porucha regulace Kklicovych
bunécnych procesd, mezi které patfi hlavné proliferace a apoptéza. Klicovou
podstatou téchto dysfunkci byvaji mutace nebo zmény exprese (zvySeni nebo
sniZen{) onkogentli a tumor supresorovych gent. Vysledky téchto transformaci maji
zasadni vyznam v procesu kancerogeneze, ale soucasné mohou byt vyznamné pro
biologickou cilenou 1é¢bu (Biichler a spol.,2019).

Cilena léciva, na rozdil od béZnych cytostatik, maji schopnost inhibovat
konkrétni molekularni signalni drahy nebo pouze urcité molekuly. Daleko vétsi
selektivita cilenych terapeutik vic¢i naddorovym bunkam snizuje toxicitu vuci
bunikdm zdravym, ¢imZ se liSi od konvencnich cytostatik. Mezi nejdrive klinicky
pouzivana cilena terapeutika patii tamoxifen, rituximab a imatinib. Tamoxifen byl
vyvinut k blokadé estrogennich receptorti u HR+ (Hormone receptor positive) bunék

rakovin prsu. (Klener a spol., 2013).
5.1.1 Ovlivnéni energetického metabolismu bunky

5.1.1.1 Oxidativni fosforylace

Jako inhibitory komplexu I v dychacim retézci s naslednou inhibici OXPHOS
jsou povazovany latky metformin a phenformin (Radovan et al., 2018). Tyto latky se
fadi mezi biguanidy, léc¢iva ur¢ené pro terapii hyperglykémie a diabetu 2.typu.
Biguanidy jsou soucasti rostliny jestrabiny l1ékaiské a jeho vyvary byly pouZzivany uz

ve starém Egypté a ve stiedovéku pro terapii diabetické polyurie (Witters, 2001).
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Metformin je zarazen mezi terapeutika s protinadorovym mechanismem a
nyni je jeho imunomodulacni tcinek klinicky zkouman (De & Kuppusamy, 2020).
Preklinické i klinické studie podporuji pouzivani metforminu jako budouci
terapeutikum karcinomu prsu. Po testovani metforminu v kombinované terapii
s dalsimi chemoterapeutiky se zvysila jejich Gcinnost, sniZila se chemorezistence
nadorovych bunék a doslo také Kke sniZzeni podavané davky danych
chemoterapeutik. Protinddorové ucinky metforminu byly popsany dvéma

mechanismy:

e SniZuje hladinu glukosy vkrvi a nasledné hladinu cirkulujiciho
inzulinu, zndmého mitogenu mnoha rakovinnych bunék. Inzulin a
inzulinové ristové faktory (IGF) stimuluji protumorogenni signalni
drahy PI3K v nadorovych burikach, které jsou pozitivni na inzulinovy
nebo IGF receptor. Ne vSak vSechny naddorové burky jsou senzitivni

na hladinu inzulinu (Weinberg & Chandel, 2015).

e Jako antitumorogenni cinidlo plisobi inhibici v ETC v komplexu I
(NADH-koenzym(Q reduktasa), a tim snizuje proliferaci nadorovych
bunék. Protirakovinové uc¢inky metforminu vSak inhibuji
mitochondrialni produkci ATP a indukuji buné¢nou smrt. Ne vSak
vSechny mitochondrialni geny v tumorech jsou senzitivni na pisobeni

metforminu (Weinberg & Chandel, 2015).
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Obrazek 10: Chemicky vzorec metforminu
Zdroj: vlastni

Phenformin patfi také mezi biguanidy, 1éCiva inhibujici komplex I v ETC.

V porovnani s metforminem je phenformin méné polarni, 1épe rozpustny v tucich a
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vykazuje vy$Si afinitu k mitochondrialnim membranam. Phenformin je také 1épe
transportovan do nadorovych bunék (Weinberg & Chandel, 2015). Phenformin
plisobi stejnym mechanismem jako metformin, ale béhem 70.letech se prestal pro
svoji toxicitu pouzivat, jelikoZ vykazoval zvysSovani laktatové acidézy (Witters,

2001).

I N|H NH
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Obrazek 11: Chemicky vzorec phenforminu
Zdroj: vlastni

5.1.1.2 Ovlivnéni Krebsova cyklus

Jak jiz bylo popsano v predchozich kapitolach, u nadorovych bunék vlivem
mutaci v protoonkogenech vznikaji nadorové specifické mutované enzymy
produkujici tzv. onkometabolity. Jsou to latky vyskytujici se pouze v nddorovych
bunkach, kde se kumuluji a kviili své podobnosti s prirozenymi metabolity ovliviiuji
funkci ostatnich enzymi. Inhibice téchto enzymu predstavuje dal$i potencialni
terapii onkologickych onemocnéni (Radovan et al.,, 2018).

Mezi nejznamé;jsi onkometabolit patii 2-hydroxyglutarat, coZ je mutovany
produkt enzymu Krebsova cyklu isocitrat dehydrogenasy (IDH). Tento enzym se
vyskytuje ve dvou formach, cytoplazmaticky izoenzym IDH1 a mitochondrialni
IDH2. Produkce 2-hydroxyglutardtu zplsobuje v nadorovych buiikdch
hypermetylaci genomu, coz je jeden ze zpusobt, kterym nadory piekonavaji aktivitu
nadorovych supresoru. Prvnim klinicky  testovanym inhibitorem
isocitrat dehydrogenasy (IDH2) se stala latka enasidenib, ktera je jeho velmi
specifickym inhibitorem. V klinickych testech enasidenib vykazoval pozitivni reakce
u pacienti s onemocnénim akutni myeloidni leukemie, u kterych se prokazala

mutace genu pro tento enzym (Radovan et al., 2018).
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Obrazek 12: Chemicky vzorec enasidenibu
Zdroj: vlastni

5.1.2 Ovlivnéni indukce apoptozy

VétSina malignich onemocnéni poskytuji deregulované odpovédi
nadorovych bunék na nékteré proapoptotické stimuly. Vysledkem konkrétnich
cytogenetickych aberaci (zvySenda exprese Bcl-2, delece p53 aj. ) jsou sniZené reakce
nadorovych bunék na nékteré aktivatory apoptdzy (néktera cytostatika) nebo
zvySena reakce na proapoptotické latky, tumor nekrotizujici latky ( TNF).Nadorové
bunky také vykazuji vysSi citlivost na cilenou inhibici konkrétnich a Zivotné
dilezitych antiapoptotickych proteind, nez je tomu u bunky nenadorové. Potlaceni
apoptdzy je finalni odpovéd nadorovych bunék, kde hraje hlavni roli porucha
klicovych regulacnich proteind procesu apoptézy. Deregulace apoptézy u nadori
neni aktivovana pouze zvySenou expresi antiapoptotickych molekul (Bcl-2), ale také
sniZenou expresi nebo mutaci proapoptotickych proteinti (p53, BAX) (Klener a spol.,

2013).

5.1.2.1 Reaktivni kyslikové radikaly

Paklitaxel patiici do skupiny taxani je Klinicky pouzivané cytostatikum
indukujici apoptozu. Mezi hlavni vedlejsi uc¢inky se radi hematotoxicita, alergické
reakce a neurotoxicita (Blichler a spol.,2019).

Obecné se taxany fradi mezi cytostatika zpiisobujici depolymerizaci
mikrotubuldi, vedouci k naruseni priibéhu mitézy nebo jinych bunéénych funkci
lokalizovanych na mikrotubulech. Mit6za je druh bunécného déleni, jehoZ

vysledkem je produkce dvou dcerinych bunék s identickou predanou genetickou
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informaci. Taxany jsou také schopny blokovat G2-M kontrolni bod. Jedna se o
kontrolni bod bunéc¢ného cyklu, ktery spusti pribéh mitézy azZ po kontrole DNA.
Bunky, jejichz G2-M kontrolni bod je poskozeny, spusti mitézu i v
pripadé poskozené DNA, coZ vede k jejich smrti (Mekhail & Markman, 2002).

Chemicka latka elesklomol se Fadi mezi protirakovinnova ¢inidla se silnou
proapoptotickou aktivitou. Proapoptoticka aktivita elesklomolu je zaloZena na jiz
zminéné extrémné vysoké produkci ROS v rakovinnych bunkach, ktera u nich
zplsobuje vyvolani apoptézy a oxidacniho stresu. Klinické zkousky, které testovaly
kombinaci elesklomolu s paklitaxelem byly pozastaveny po zjisténi, Ze pridavek
elesklomolu k paklitaxelu nevykazuje jeho Zadné zvySujici ucinky (Kirshner et al.,
2008).
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Obrazek 13: Chemicky vzorec elesklomolu
Zdroj: vlastni

5.1.2.2 Inhibice Bcl-2 proteini

Proteiny rodiny Bcl-2 se fadi do skupiny centralnich regulatort
programované bunécné smrti. Mezi ¢leny inhibujici apoptézu patfi napriklad Bcl-2
a Bcl-XL, které vmnoha pripadech prispivaji k zahajeni ristu tumoru jejich
nadmérnou expresi. Exprese Bcl-XL koreluje s chemorezistenci nadorovych bunék
a sniZeni Bcl-2 zvySuje senzitivitu na protirakovinnova terapeutika. Inhibice téchto
proteinti patii mezi potencialni strategie 1éCby rakoviny (Oltersdorf et al., 2005).

Diky strukturnim a funk¢nim znalostem byla syntetizovana tada
nizkomolekularnich sloucenin funkéné se podobajicich proapoptotickym proteintim
ze skupiny BH3 only, tzv. BH3-mimetika. BH3-mimetika se vaZou na antiapoptotické
Bcl-2 proteiny, které obsahuji BH3-vazebna mista, a touto vazbou dojde k odpoutani
efektorovych proapoptotickych proteini Bak a Bax, které indukuji piimy
apoptoticky ucinek. Do skupiny ,specifickych“ BH3-mimetik se fadi ABT-737, jehoz
peroralni forma navitoklax ma vysokou afinitu k Bcl-2 i Bcl-X. U¢inek ABT-737 je
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plné zavisly na uvolnéni proapoptotickych proteinti Bak a Bax, a proto se radi mezi
prvni ,specifickd“ BH3-mimetika. Kvili nizké toxicité byl testovan v kombinaci
sjinymi protirakovinovymi 1éc¢ivy a nezadoucim ucinkem se wukazala byt
trombocytopenie. Mezi nové testované BH3-only mimetika patii ABT-199
(venetoklax), ktery selektivné inhibuje antiapoptoticky protein Bcl-2. Narozdil od
ABT-737 vykazuje tato latka neobycejné nizkou toxicitu (Klener a spol., 2013).
Kombinace venetoklaxu s jinymi chemoterapeutiky jsou klinicky testované
v ruaznych fazich klinickych zkouSek. Mezi c¢asté nezadouci ucinky patii

trombocytopenie a neutropenie (Suvarna et al., 2019).

Zdroj: (Oltersdorf et al., 2005), str.680
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Obrazek 15: Model mechanismu BH3-mimetik
Zdroj:(prevzato a upraveno Adams & Cory, 2007), str.490

5.1.2.3 Utlum proteint teplotniho $oku

ZvySend exprese HSP je soucasti antiapoptotického efektu a byla

identifikovana u rady malignit. HSP v rakovinnych buiikach chrani patologicky
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exprimované proteiny pred jejich rozkladem, ¢imz udrzuji az zvySuji agresivni
fenotyp nadoru. Inhibice HSP predstavuje potencialni alternativu protinadorové
terapie. Mezi proteiny HSP90 se radi regulatory bunécného riistu, proliferace a
apoptozy. Navic HSP90 také stabilizuje mnohé onkogeny. Inhibitory HSP90 maji za
nasledek uvolnéni vazeb patologickych proteinti na HSP90, coZ vede v jejich
rozkladu v proteazomu. Tyto inhibitory také zvysuji citlivost rezistentnich
rakovinnych bunék na ptlisobeni riznych cytotoxickych latek, ¢imz prokazuji
protinddorovy mechanismus. Mezi soucasné klinicky testované inhibitory HSP90
patii geldanamycin a jeho derivaty tanespimycin a ve vodé lépe rozpustny
retaspimycin (Klener a spol., 2013).

Retaspimycin je inhibitor HSP90 s antiprolifera¢nimi ucinky. VaZe se na
chaperony v cytosolu HSP90, které udrzuji stabilitu a funkénost onkogennich
signalizacnich proteinti. Nasledné podporuje jejich degradaci v proteinovém
komplexu pro degradaci poskozenych a nefunk¢nich proteinti, proteazomu. Studie
prokazala kombinaci inhibice HSP90 s imunoterapii jako slibnou strategii pro
onkologickou terapii. Preklinické studie zkoumajici kombinaci imunoterapie s
retaspimycinem poskytly dikazy o zvySeni citlivosti nadorovych bunék na

imunoterapii (Mbofung et al.,, 2017).

5.1.2.4 Inhibice ubikvitin E3 ligasy

MDM?2 (mouse double minute 2) je enzym, ubikvitin E3 ligasa, ktery stimuluje
ubikvitin-proteozomalni rozklad proteinu p53. Tento protein patfi mezi hlavni
proapoptotické mediatory genotoxického stresu a onkogenni signalizace a
v normalnich bunikach je z dlivodu vazby na MDM2 inaktivni. Konvenc¢ni cytostatika
se fadi mezi hlavni induktory genotoxického stresu, které blokuji replikaci DNA
zplUsobenou primym poskozenim nukleovych kyselin a tim aktivaci proteinu p53
prerusenim vazby s MDM?2 (Klener a spol., 2013).

Nizkomolekularni inhibitory MDM2 tzv. nutliny (nutlin-3) jsou latky
blokujici vazbu MDM2 na protein p53. Tato inhibice vazby vede k negenotoxické
indukci signalni drahy p53, kterd je v porovnani s genotoxickou indukci p53
vyvolanou cytostatiky mnohem méné doprovazena toxickymi nezadoucimi

vedlejsimi ucCinky. Mezi benefity nutlind nepatii pouze schopnost piimé indukce
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apoptdézy u nadorovych bunék, ale také schopnost zvysit senzitivitu nadorovych
bunék vici raznym genotoxickym latkdm a radioterapii. Mechanismus plisobeni
nutlin by se nejvice mohla uplatnit u hematologickych malignit (Klener a spol.,,

2013).

On N’ o
o -
Y | CH,
NN

Cl

Obrazek 16: Chemicky vzorec nutlinu-3
Zdroj: vlastni

5.1.2.5 Potlaceni autofagie

Autofagie je vysoce kontrolovany lysozomalni proces potrebny k degradaci a
renovaci proteinti nebo deformovanych a nepotirebnych organel v cytosolu. Nejprve
dochazi ke spojeni dané organely s Casti cytosolu za vzniku tzv. autofagicke vakuoly.
Naslednou fazi slysozomem vytvari autofagolysozom, ve kterém probéhne
enzymaticky rozklad. K tomuto mechanismu dochazi ve zdravych bunkach zcela
spontanné, avsak existuje i tzv. dysfunk¢ni autofagie, ktera je béZna u rady nemoci.
Dysfunkéni wvnitini zpracovani autofagosomli vystavuje postizenou buiiku
autofagickému stresu, béhem kterého dochazi kakumulaci autofagickych
meziproduktli (vakuol s ¢astecné nebo zcela nerozpadlym obsahem) v cytosolu.
Dysfunk¢ni autofagie hraje roli v kancerogenezi nékterych nadort (Zamecnik a
spol,,2019).

Inhibice autofagie se radi mezi eventudlni terapeutické strategie zlepsujici
klinické vysledky u pacientli s nddorovym onemocnénim. Mezi jediné klinicky

dostupné a testované inhibitory autofagie patfi antimalarika chlorochin a
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hydroxychlorochin, které se pouzivaji v kombinaci se standardnimi cytostatiky.
Tato terapeutika odkyseluji lysozom a inhibuji fizi lysozomi s autofagosomy, ¢imz
zabranuji jejich degradaci. Chlorochin je také schopen zvysovat citlivost naddorovych

bunék na chemoterapeutika nezavisle na mechanismu autofagie (Levy etal., 2017).
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Obrazek 17: Chemicky vzorec chlorochinu
Zdroj: vlastni
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Obrazek 18: Chemicky vzorec hydrochlorochinu
Zdroj: vlastni
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6 Zaver

Nadorova onemocnéni jsou jednim z nejéastéj$ich onemocnéni nejen v Ceské
republice, ale i na celém svété. Kazdym rokem incidence nartista, mortalita mirné
klesa, ale prevalence, mnozstvi Zijicich osob sprodélanym nadorovym
onemocnénim, rychle roste. Mezi faktory zvySujici pocty onkologicky nemocnych
pacientd patii jak starnuti populace, ale také jejich Zivotni styl. Tento
internacionalni problém se nachazi na prednich prickach védeckych zajma. Ackoli
dochazi k pokrokim v diagnéze i terapii onkologickych onemocnéni, klicem
k uspésné terapii je stale pravidelna osobni prevence a v nasi zemi vysoka ucast na
screeningovych programech umoznujici zachyt malignit v jejich ¢asném stadiu
pojici se s lepsi prognézou pacienta. Soucasné terapeutické metody zatim nedokazi
zcela inhibovat vznik nadoru, ale vétsSina typli nadort je preventabilnich. Pouze
kolem 5 % nadort je genetického ptivodu.

Cilené terapie neboli biologické lécby se vyuZivaji u velkého mnoZstvi
malignich onemocnéni a pocet diagnéz a potencidlnich 1ékii se neustale zvysuje.
Biologické 1é¢by se snazi o vysoce selektivni onkologickou 1é¢bu, zasahujici pouze
buriky nddorové a naopak buriky zdravé se snazi nijak neovlivnit.

Cilené terapie onkologickych onemocnéni zaméfrené na mitochondrie jsou
stale v preklinickych nebo klinickych stadiich a nékteré stale vykazuji neZadouci
vedlejsi ucinky. Mitochondridlni apoptoticka draha je aktivovana genotoxickym
stresem, zptisobenym napftiklad chemoterapii, radioterapii nebo jinymi faktory.
Ztoho lze usoudit, Ze terapeutika indukujici apoptézu se zatim vyuzivaji
v kombinaci s dal$imi klinickymi terapiemi. I presto, Ze jsou védci stale bliZe
k efektivnéjsi terapii onkologickych onemocnéni, biologicka 1écba stale ceka na
léc¢iva, ktera by 100% selektivné napadala pouze nadorové bunky a vykazovala

predevsim potrebné ucinky pred ucinky nezZadoucimi.
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