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Abstrakt

Rakovina je komplexni onemocnéni vyznacujici se velkou heterogenitou ve svych formach a projevech. Tato
rozmanitost je zapiicinéna piedevSim riznymi kombinacemi mutaci v onkogenech a tumor supresorovych
genech, jez z nadort délaji nejasny a nesourody cil. Nicméné fada nadorové zmeénénych metabolickych drah
souvisi s funkei mitochondrii, které se tak stavaji stfedem zajmu nadorového vyzkumu. Mezi tyto zmény patii
pfechod do metabolismu aerobni glykolyzy, jenz se vyznacuje zvySenou spotiebou glukédzy, podpotenim
biosyntetickych drah a snizenou oxida¢ni schopnosti mitochondrii. Dal§i zménou je zvySena tvorba reaktivnich
forem kysliku, jako zdroj novych mutaci a faktor podporujici bunéénou proliferaci. Vyssi transmembranovy
potencial na vnitini mitochondridlni membrané je mimo jiné také velmi Castym znakem, ktery rovnéz
podporuje bunééné déleni a primo koreluje se zhoubnosti nadorti. V této souvislosti byla popsana skupina latek
nazyvanych mitokany, jez svij protinadorovy ucinek smétuji na nadorové zménéné mitochondrie. Spektrum
ucink mitokanl saha od obnoveni vlastnosti proapoptotickych molekul po oxidaéni poskozeni nadorove
zménénych mitochondrii a vynuceni apoptotické smrti. Tyto latky ukazuji svoje protinadorové ucinky nejen
na bunécnych kulturach, ale ¢asto i v zivych modelech a nabizeji se tak jako slibné modely pro vyvoj budoucich

protinadorovych léCiv.
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Abstract

Cancer is a complex disease that is characteristic by its heterogeneity in forms and symptoms. This diversity
is caused by various mutations in oncogenes and tumor suppressor genes, which then makes cancer a very
unclear and indistinct target. However numerous neoplastic characteristics are linked to the functions of
mitochondria. This then makes mitochondria a center of interest of cancer research. Many cancer cells show
the switch to the metabolism of aerobic glycolysis witch is characteristic by the increased glucose uptake,
increased activity of biosynthetic pathways and lower oxidative capacity of mitochondria. Another
mitochondria-linked modification is the increased production of reactive oxygen species in cancer cells, which
are a source of new mutations and enhance cell proliferation. An increased transmembrane potential on the
inner mitochondrial membrane is another very common feature that also promotes cell division and directly
correlates with cancer malignancy. In this context a group of antitumor drugs called mitocans was discovered,
that acts on the altered mitochondria of tumor cells. The activity of mitocans is ranging from the restoration of
the function of pro-apoptotic molecules to the enforced cell death caused by oxidative damage done to the
mitochondria of cancer cells. These agents are proving their anti-cancer properties not only on cell lines but

often also in vivo. Mitocans are therefore a promising compounds for future development of anti-cancer drugs.
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1. Uvod

Rakovina je onemocnéni, které vznikd na zakladé riznych mutaci genomu. Je charakteristické
nekontrolovanym bunéénym délenim a schopnosti Sifit se do okolnich tkani, coz Casto vede k fatalnim
nasledktim. V soucasné dobé¢ je rakovina jednou z nejcastejSich pficin smrti a pocet nemocnych stale roste.
Mezi faktory zpuisobujici rakovinu mimo jiné patii koufeni, rizné infekéni onemocnéni, nezdravy zivotni styl,
dédiéné faktory a imunitni poruchy. Vyskyt rakoviny je také silné zavisly na véku: 78 % vSech nadort se vyviji
u osob starsich 55 let (American Cancer Society, 2015). Hlavni ptekazkou l1é¢by rakoviny je Siroké spektrum
mutaci, které ji zptisobuji. Je proto nepravdépodobné najit efektivni 1é€bu zaméfenim se pouze na jednu
metabolickou drahu. Hledani neménného cile v nadorovych onemocnénich proto piedstavuje moznost obejit
jejich velkou diverzitu. Takovymto cilem mohou byt mitochondrie, jejichz funkce je pozménéna ve velkém
mnozstvi nddorovych onemocnéni. Odlisnosti ve fyziologii mitochondrii nadorovych a zdravych bunék také
miZe slouzit jako zaklad pro selektivitu na nadorové buriky, coz by znamenalo vyssi efektivitu pozdé&jsi 1é¢by

(Neuzil et al., 2013).

Pfedlozena prace se bude zprvu zaméfovat na charakteristiku nadorovych onemocnéni a faktory zasluhujici se
0 jejich vznik a rozvoj. V kapitolach 3 a 4 (struktura a funkce mitochondrii a mitochondrie jako cil
protinadorovych 1é¢iv) bude nasledné pojednavano o struktufe mitochondrii a jejich vztahu k nadorovému
bujeni. Na zakladé téchto kapitol pak bude pfedstavena skupina latek s protinddorovymi ucinky plisobici na

mitochondrie — mitokany.
2. Vznik a progrese nadori

2.1. Charakteristika nadorovych onemocnéni

I ptes velké mnozstvi typi nadori lze u nich najit urc¢ité neménné vlastnosti. D. Hanahan a R. A.
Weinberger navrhli deset zakladnich fyziologickych zmén, které jsou spole¢né naprosté vétsiné nadorovych
onemocnéni. Tyto zmény nejsou pouhym projevem, ale jejich pfitomnost pifimo zprostfedkovava vznik
a progresi nadora (Hanahan, 2000; Hanahan and Weinberg, 2011). Jsou to: nezavislost na rtistovych faktorech,
necitlivost k faktorim potla¢ujicim rist, zablokovani apoptotické smrti, neomezeny replikaéni potencial,
angiogeneze a krevni zasobeni, invazivita a schopnost metastazovat, destabilizace genomu, zanétlivé reakce

jako pronadorovy faktor, zména energetického metabolismu a tnik imunitnim mechanismtm.

2.1.1. Nezavislost na ristovych faktorech
Ptitomnost rustové signalizace od jinych bunék nebo tkani je naprosto nezbytna pro zahajeni proliferace
u zdravych bun¢k. Tém je mimo jiné umoznéna replikace pouze za predpokladu, ze jsou zdsobovany
spravnymi mitogennimi faktory. Tato vlastnost siln¢ kontrastuje s replikacni signalizaci u nadorovych bunck.
Pro nadorové bunky je typicka snizena zavislost na vnéjsich riistovych signalech. Je to dano tim, Ze si nadorové

bunky tvoii samy ristové faktory, pomoci tzv. autokrinni stimulace. Toto osvobozeni od vné&jsich ristovych



faktord naruSuje dilezité homeostatické mechanismy, které¢ zarucuji spravné chovani bun¢k uvnitt tkani

(Hanahan, 2000; Witsch et al., 2010).

2.1.2. Necitlivost k faktoriim potla¢ujicim bunéénou proliferaci

Ve zdravé tkani bunéénou homeostazu zprostredkovava $kala faktort zabrafujicich bunéénému rastu
a délelni. Patii sem jak faktory rozpustné, tak inhibitory rlistu zakotvené do cytoplasmatické membrany. Mezi
takovéto proteiny patii produkt tumor supresorového genu Nf2 (neurofibromatosis type 2) - Merlin nebo
produkt genu LKB1 (liver kinase B1) (Hanahan and Weinberg, 2011). Mnoho signalnich drah, umoziujicich
bunikam reagovat na inhibitory rdstu, je spojeno s regulaci bunééného cyklu, a to piedevs§im s komponenty
fidicimi pfechod skrz G1 fazi. Naprosta vétSina téchto signalti pak prochazi pfes tumor supresorovy protein
pRb (retinoblastoma protein), ktery reguluje expresi genti dilezitych pro ptechod z G1 faze do S faze. Naruseni
PRb drahy umoziuje bunénou proliferaci a snizenou citlivost k signalim inhibujicim rast. Tento jev je
charakteristicky pro naprostou vétSinu nadorovych onemocnéni (Hanahan, 2000; Giacinti and Giordano,
2006).

2.1.3. Zablokovani apoptotické smrti

Data ziskana z bunéénych kultur, mysich modelti a z biopsii lidskych nddort ukazuji, ze rezistence
k apoptdze je znakem spolecnym pravdépodobné pro vétsinu typt nadorl. Tato rezistence muize byt ziskana
mnoha riiznymi mechanismy. Z mutaci riznych gent, které se Ucastni regulace komplexniho procesu
apoptozy, je nejznaméjsi inaktivujici mutace v tumor supresorovém genu p53 (Hanahan, 2000). Dalsim
ptikladem miaze byt zvySend exprese anti-apoptotickych onkogenti pro proteiny Bcl-2 (B-cell
CLL/lymphoma 2) a Bcl-X. (B-cell lymphoma-extra large), popiipadé zvysena exprese inhibitor apoptdzy
IAP (inhibitors of apoptosis proteins) (Modica-Napolitano and Singh, 2004).

2.1.4. Neomezeny replika¢ni potencial

Vsechny vyse uvedené charakteristiky nadorovych bunék vedou k oddéleni replikacniho programu od
vngjsich signalii. Samy o sob¢ v§ak nezaruci expanzivni nddorové bujeni, protoze za béznych okolnosti maji
vSechny sav¢i buniky omezeny pocet déleni, kterym mohou projit (Hanahan, 2000). Mnozstvi déleni je dano
délkou telomer, ochrannych koncti chromozomt, které se po kazdém déleni zkracuji. Neustalé zkracovani
telomer pak vede ke ztraté jejich ochranné funkce a dochazi tak k poskozovani DNA. To vede k smrti postizené
buniky. Proto dochéazi u zdravych bunék k pfechodu do faze senescence a zastaveni replikace. V piipadé
uréitych onkogennich mutaci dochazi k vyse zminénému ,,0dkryti* koncti chromozomi a bunky piechazi do
faze krize. Ta je charakterizovana masivnim odumirdnim bunck. Obcas ale dochazi k utvofeni bunécné
varianty, ktera ma schopnost neomezeného déleni — stav zvany imortalizace, nesmrtelnost. Neomezené déleni
umoziuje zvysena exprese telomerazy, enzymu, ktery prodluzuje telomery. Zvyseni exprese nebo reaktivace

telomerazy je spole¢nym znakem vétSiny druhti nadort (Granger et al., 2002).



2.1.5. Angiogeneze a krevni zasobeni
Dostatek kysliku a Zivin je nezbytny pro spravné fungovani a preziti bunék. Béhem organogeneze je toto
zajistovano tvorbou novych cév — angiogenezi. Je znamo, ze schopnost indukovat a udrzet angiogenezi se
aktivuje v pozdéjsi fazi nadorového bujeni. Prepnuti do této faze umoziuje prudkou klonalni expanzi spojenou
s tvorbou makroskopickych nadort, nebot’ bez cévniho zasobeni nejsou nadory schopny dale rust (Hanahan,
2000).

2.1.6. Invazivita a schopnost metastizovat

Diive nebo pozdéji ve vyvoji nadoru dochazi k odstépovani bunék od primarniho nadoru. Ty pak pronikaji
do okolnich tkani, kde mohou zalozit novy nador. Tyto nové vzniklé nadory, metastaze, jsou z 90 % pfic¢inou
smrti zpisobené nadorovym onemocnénim. U bunék prokazujicich invazivni a metastatické vlastnosti se
vyskytuje mnozstvi zmén v proteinech podilejicich se na adhezi bun¢k. Mezi ovlivnéné proteiny patii skupina
adhezivnich molekul CAM (cell adhesion molecule), pfedev§im cadheriny a integriny. Druhym obecnym
rysem invazivnich a metastazujicich bunék je vyuziti extracelularnich proteaz. Protedzy degradujici matrix
jsou spojeny s vnéjsim povrchem butiky pomoci transmembranové domény, navazanim na specifické vazebné
receptory protedz nebo asociaci s integriny. Takto navazané protedzy umoziuji invazi nddorovych bun¢k do

stromatu okolnich tkani pfes stény cév a skrz epitelové vrstvy (Hanahan, 2000).

2.1.7. Genomova nestabilita

Rozvoj naddoru velkou mérou zdvisi na uspéchu mutaci v genomu bunky. Jinymi slovy ur¢ité mutace
poskytuji rakovinym bunkdm vyhody, které vyusti v ustaleni daného genotypu vV nadoru. Za normalnich
podminek buiika disponuje fadou mechanismti pro udrzovani integrity genomu. Zasluhuji se o to faktory, které:
1) zjist'uji poskozeni DNA a aktivuji opravné mechanismy, 2) ptfimo opravuji poskozeni genomu a 3) inaktivuji
mutagenni molekuly. Mutace téchto faktori vedou k dalsim mutacim, které zasobuji vznikajici nador novymi
tlustého stieva (HNPCC-Hereditary non-polyposis colorectal cancer) je zpusobena mutacemi v genech
mismatch repair proteind MLH1 (mutL homolog 1), MSH2 (mutS homolog 2) a MSH6 (mutS homolog 6).
Mutace v genech BRCA1 (breast cancer 1, early onset) a BRCA2 (breast cancer 2, early onset) vede u 40 % az
80 % pacientt k vyvoji dédi¢nych forem rakoviny prsu a vaje¢niku. BRCAL i BRCA2 koduji geny zasluhujici
se 0 opravy homologni rekombinaci (Ciccia and Elledge, 2010).

2.1.8. Zanét jako pronadorovy faktor
Je znamo, Ze se ve vétsin€ nadorti nachazi buiky imunitniho systému. Jejich koncentrace se pohybuje od
mnozstvi detekovatelného pouze protilatkami na dany typ bunék az po velké zanétlivé reakce. Navzdory tomu,
7e jsou zanétlivé procesy obrannou reakci buriky na nové vznikajici nador, jejich ptitomnost se ukazuje byt
pro nadory prospé$na. Builkkam jsou prostfednictvim téchto fyziologickych reakci dodavany rastové
a angiogenni faktory, faktory inhibujici bunécnou smrt a enzymy modifikujici mezibunécny prostor pro

angiogenezi. Buniky imunitniho systému mimo jiné také uvoliiuji molekuly reaktivnich forem kysliku (ROS —



reactive oxygen species), které svymi mutagennimi vlastnostmi pfispivaji k rozvoji nadoru. Zanétliva odpoveéd’
je v nékterych ptipadech dilezita zejména v ranych stadiich nadorové transformace (Hanahan and Weinberg,
2011).

2.1.9. Zména energetického metabolismu

Mezi nejznaméjsi nadorové zmény patii tzv. Warburgiav efekt. Za aerobnich podminek dochazi
u normalnich diferencovanych bunék béhem glykolyzy k postupné ptemén¢ glukozy v pyruvat. Ten se pomoci
trikarboxylového cyklu a oxidativni fosforylace pfeménuje v oxid uhli¢ity, vodu a ATP (adenosin trifosfat).
Jedna se o velmi efektivni proces, pii kterém se na jednu molekulu glukézy vytvoii 38 molekul ATP. Jeding
za anaerobnich podminek dochazi ke konverzi pyruvatu na laktat. Tento d¢&j je z hlediska produkce ATP velmi
nevyhodny, protoze se na jednu molekulu glukézy utvoii pouze 2 molekuly ATP. Némecky védec Otto
H. Warburg v roce 1927 objevil, Ze rakovinné bunky vykazuji i za standardni koncentrace kysliku vyssi hladinu
glykolyzy a produkci laktatu- proces zvany ,,aerobni glykolyza“ (Warburg, 1925; Kroemer and Pouyssegur,
2008). Warburg piedpokladal, Ze rakovinné buriky maji poskozené mitochondrie, coz ma za nasledek naruSeni
aerobni respirace a naslednou bioenergetickou zavislost na glykolytickém metabolismu. Pozdé&jsi vyzkumy
vSak ukazaly, ze ackoliv mitochondrie nejsou v mnoha nadorovych buiikdch hlavnim zdrojem ATP, jejich
ostatni funkce nejsou naruSeny. Moznym diivodem je fakt, Ze proliferujici bunky maji pozadavky, které
piesahuji pouhou produkci ATP. K rozdéleni buniky na dvé dcefiné je potfeba replikace vSech jejich
komponent, coz predstavuje vysoké pozadavky na tvorbu nukleotidii, aminokyselin a lipidi. JelikoZ je gluk6za
jednim z hlavnich bunéénych zdroji uhliku a redukénich ekvivalentdi, neni jeji vyuZziti omezeno jen ve
prospech tvorby ATP, ale také k produkci biomasy. Znamena to tedy, ze pfepnuti metabolismu k aerobni
glykolyze neni pouhym vedlej§im efektem, ale adaptaci bunky k vysokym néarokiim na tvorbu biomasy

(Vander Heiden et al., 2009).

2.1.10. Schopnost uniku pied imunitnimi mechanismy

Lidsky imunitni systém mimo jiné umozinuje rozpoznavani a odstranéni vétSiny potencialnich nddorovych
bunéek. Nadory, které se ptece jen rozvinuly, proto musely imunitni systémy obejit, nebo potlacit jejich aktivitu
(Hanahan and Weinberg, 2011). Pokusy na mysich ukazaly, Ze nadorové buriky z imunodeficitniho jedince
Casto nebyly schopny po transplantaci vyvolat nador u jedince s funkénim imunitnim systémem. Naopak
nadorové buiiky jedince s funk¢ni imunitou vyvolavaly naddor v imunodeficientnich i ve zdravych jedincich.
Tento jev je vysvétlovan tak, Ze vysoce imunogenni nadorové burnky jsou ve zdravém organismu bézné
eliminovany a zanechany jsou pouze varianty se slabou imunogenni aktivitou. Tyto slabé imunogenni formy
pak mohou vyvolat nador v imunodeficitnich i ve zdravych jedincich. Nadorové bunky z imunodeficitniho
jedince ale obsahuji siln¢ imunogenni i slabé imunogenni formy. Po jejich transplantaci se tudiz silné
imunogenni varianty poprvé setkavaji se zdravym imunitnim systémem a jsou eliminovany (Shankaran et al.,
2001; Smyth et al., 2006). Dalsi moznosti je uvoliiovani imunosupresivnich faktora a potlacovani tak aktivity

cytotoxickych T-lymfocytd a NK-bunék (pfirozeni zabijeci — natural killer cells). Mezi takovéto faktory patii



TGF-f (transforming growth factor §) nebo CCL21 (chemokine (C-C motif) ligand 21) (Shields et al., 2010;
Hanahan and Weinberg, 2011). Dalsi mechanismus zahrnuje vyvolani zanétlivych procest, jejichz bunky
mohou byt aktivné imunosupresivni. Naptiklad regula¢ni T-lymfocyty a myeloidni supresorové buitky MDSC
(myeloid-derived suppressor cells) mohou potlacovat aktivitu cytotoxickych T-lymfocytt (Ostrand-Rosenberg
and Sinha, 2009).

2.2. Onkogeny
Mezi geny, jejichz mutace piispivaji k vySe uvedenym vlastnostem a které se vysokou mérou zasluhuji
0 maligni transformaci, se nazyvaji onkogeny. Onkogeny koduji proteiny regulujici bunéénou proliferaci,

apopt6zu nebo oboji. Produkty onkogenu mohou byt klasifikovany do Sesti skupin (Croce, 2008).

2.2.1. Transkrip¢ni faktory

Znamym onkogennim transkripénim faktorem je MYC (v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene
homolog), ktery se podili na nadorovém bujeni v Siroké $kale nadort. Jeho deregulace je popsana v 70 %
lidskych nadorovych onemocnéni (Dang, 2012). Ve zdravych bunkach se mitogenni signalizaci spousti jeho
exprese, ktera vede ke zvySeni exprese gent potiebnych k proliferaci. V nadorovych onemocnénich ¢asto
dochazi k jeho deregulaci. D&je se tak mnoha mechanismy, jako jsou genova amplifikace, chromosomalni
translokace, mutace v jeho regula¢nich oblastech nebo mutace, které zvysi jeho stabilitu. Pro nadorové buiiky,
v nichz doslo k vys$e uvedenému zvysSeni jeho funkce, je typické, Ze jejich proliferace probiha nezavisle na
ptitomnosti ristovych faktord. Jeho zvySena exprese také zplisobuje zmény ve struktufe chromatinu, biogenezi
ribozomi, v metabolickych drahach, bunééné adhezi, angiogenezi a apoptdze (Lin et al., 2012). Mnoho
transkrip¢nich faktort potiebuje pro svou funkci interagovat s jinymi proteiny. V nékterych nadorech napiiklad
dochazi k dimerizaci transkripéniho proteinu Fos (FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog)
s transkripénim faktorem Jun (JUN proto-oncogene). Dochazi tak k tvorbé transkripéniho faktoru AP-1
(activating protein-1). Tento proteinovy komplex zvysuje expresi nékolika gentd regulujicich bunééné déleni.
Dale pak byla popsana jeho vlastnost represe tumor supresorovych genti, jako jsou p53, p21 a p16 (Shaulian
and Karin, 2001). Chromosomalni translokace ¢asto aktivuji geny transkripénich faktort, jejichz nasledna
exprese podporuje nadorové bujeni. Mezi takovéto geny patii gen EWS v Ewingové sarkomu, nebo geny ERG1
(ETS-related gene-1) a ETV1 (ETS variant gene 1) v rakoving prostaty (Croce, 2008).

2.2.2. Faktory ménici strukturu chromatinu
Modifikace v mife sbaleni chromatinu hraje dulezitou roli v kontrole genové exprese, replikace
a chromozomovych opravach. Obecné existuji dva hlavni mechanismy remodelace chromatinu. Prvnim je
posttranslacni modifikace N-termindlnich koncti histonovych podjednotek a druhym je zmeéna pozice
nukleozoémt. Pozice a intenzita sbaleni pak udava transkripcni kapacitu. Enzymatické komplexy remodelujici
chromatin se rozdéluji do 4 skupin: SWI/SNF (SWItch/Sucrose Non-Fermentable), CHD (chromodomain
helicase DNA-binding), ISWI (Imitation SWI) a INO80 ((human) Inositol auxotroph 80). Sekvenace

nadorovych genomil ukazala, Ze zmény ve SWI/SNF rodiné hraji dulezitou roli v mnoha nadorovych
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onemocnénich a ze 20 % vsech lidskych nadorti obsahovalo mutaci v alespon jedné z komponent SWI/SNF
komplexu (Léngst and Manelyte, 2015). Dalsim piikladem je mutace v genu ALL1 (Leukemia, acute
lymphocytic, susceptibility to, 1) v akutni lymfocytické leukémii a akutni myelogenni leukémii. ALL1 je
soucasti velkého multiproteinového komplexu. Tento komplex remodeluje, acetyluje, deacetyluje a methyluje
nukleozémy a volné histony. Spojeni ALL1 s nékterym z normalnich bunéénych geni vyustuje v tvorbu
chimérického proteinu, ktery deregulaci homebox geni pfispiva k tvorbé vyse uvedenych druht rakoviny

(Croce, 2008).

2.2.3. Rustové faktory

Je znamo, Ze konstitutivni aktivace genti pro rustové faktory miize ptispivat k nadorové transformaci
(Croce, 2008). Napfiiklad hladina B-kateninu, proteinového komplexu ucastniciho se regulace bunééné adheze
a nékolika signalnich drah, je negativné kontrolovana fosforylaci, ktera jej oznacuje pro ubikvitinylaci
a naslednou proteolytickou degradaci pomoci proteazomu. K fosforylaci dochazi prostiednictvim p-katenin
degradujiciho komplexu, ktery mimo jiné obsahuje tumor supresorovy protein APC (adenomatosis polyposis
coli). Naopak sekre¢ni glykoproteiny rodiny Wnt (wingless-type MMTYV integration site family) zabrafiuji
degradaci B-kateninu tim, Ze jejich navazani na receptor spusti fadu d&ja, které rozrusi strukturu p-katenin
degradujiciho komplexu. Inaktivujici mutace v genu pro APC blokuje degradaci B-kateninu inhibici jeho
fosforylace. To ma za nasledek hromadéni B-kateninu v cytoplasmé, jeho translokaci do jadra a naslednou
aktivaci genti i¢astnicich se bun&éné proliferace (Komiya and Habas, 2008; Polakis, 2012). Dalsim piikladem
je rodina rustovych faktord PDGF (platelet-derived growth factor), které hraji dilezitou roli v embryogenezi
a hojeni ran. V buiikach se vyskytuji jako heterodimerni a homodimerni formy jejich A- a B- fetézci. Retroviry
SSV (simian sarcoma virus) a PI-FeSV (Parodi-Irgens feline sarcoma virus) transdukuji gen pro B-PDGF jako
onkogenni verzi v-sis. Produkt v-sis zpuisobuje, po jeho expresi a aktivaci piislusnych receptorti, nadorovou

transformaci bun¢k (Heldin and Westermark, 1999).

2.2.4. Receptory ristovych faktori

Mutace v receptorech ristovych faktorti se vyskytuje v mnoha typech rakovinného bujeni. V mnoha
nadorech se napfiklad vyskytuje delece ligand vazebné domény receptoru epidermalniho rtstového faktoru
(EGFR — epidermal growth factor receptor). Jedna se o transmembranovy protein s tyrosin kinazovou
aktivitou. Tato mutace ma za nasledek konstitutivni aktivaci EGFR receptoru i v pfipad¢ nepfitomnosti
ligandu. Takto aktivovany receptor fosforyluje tyrosiny ve své vnitrobunééné doméné a poskytuje tak mista
pro interakci s proteiny obsahujicimi doménu SRC (SRC proto-oncogene, non-receptor tyrosine kinase) anebo
jiné vazebné domény. Tyto interakce dereguluji signalizaci ve vice metabolickych drahach. Mutace v tomto
receptoru byla nalezena ve 40 % pokro¢ilych gliomti. Aktivujici mutace se vyskytuji také napiiklad v kinazové
doméné signalnich receptort HER2/neu (human epidermal growth factor receptor 2) a KIT (v-kit Hardy-
Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog). Ty jsou pak typické pro rakovinu plic, prsu a nadort

traviciho traktu (Arteaga, 2002; Croce, 2008). Dalsim ptikladem mulze byt receptor pro vyse uvedeny PDGF.



V nékterych piipadech glioblastomu dochazi k amplifikaci genu pro a-receptor PDGF, coz vede k zvyseni
jeho exprese. V chronické myelomonocytické leukémii dochazi ke spojeni genu pro f-receptor PDGF k ETS
podobnému genu ETV6 (ets variant 6). Takto vznikly chimericky protein se projevuje jako konstitutivné
aktivni B-receptor (Heldin and Westermark, 1999).

2.2.5. Signalni kinazy

Navéazani ligandu na receptor tyrosin kinazy zptisobuje zménu konformace receptoru a autofosforylaci
tyrozinii ve vnitrobunééné Casti této molekuly. Autofosforylace zvySuje kinazovou aktivitu receptoru nebo
podporuje jeho interakci s doménami cytoplasmatickych proteind, které jsou efektory a regulatory
vnitrobunééné signalizace. Mnoho onkogenii koduje ¢leny téchto signalnich drah. Tyto proteiny se stavaji
onkogennimi, kdyZ nesou aktivujici mutace (Croce, 2008). Znamym ptikladem je PI3K (fosfoinositid 3-
kinaza). Tento protein tvofi lipidické druhé posly uvniti buriky a pfevadi tak signaly od receptorovych tyrozin
kinaz a RAS (rat sarcoma viral oncogene homolog) k efektorim, jako je Akt protein kinaza a jejim mnohym
cilim. V nadorovych buiikach se ¢asto vyskytuje aktivujici mutace PI3K signalizace, ktera poskytuje bunkam
vice prostiedkil pro rist, proliferaci, pieziti a migraci (Martin-Berenjeno and Vanhaesebroeck, 2009; Wong et
al., 2010). Dalsimi proteiny patiicimi do této skupiny jsou tyrosin kinazy SRC a BCR-ABL. Jejich zvy$ena
aktivace je znakem fady nador a ma za nasledek zvySeni proliferace, invazivity, angiogeneze a bunécného

preziti (Cilloni and Saglio, 2012; Chen et al., 2015).

2.2.6. Faktory regulujici apoptozu

Jak bylo vys$e uvedeno, schopnost potlaceni apoptdzy je jednim ze zakladnich znakt rakovinnych bungk.
Nadorové buitky mohou ziskat rezistenci k apoptdze pomoci zvyseni exprese anti-apoptotickych proteint, jako
je Bcl-2, nebo snizenim exprese pro-apoptotickych proteint, jako je Bax (Elmore, 2007). Zvysena exprese
anti-apoptotického faktoru Bcl-2 je privodnim znakem ur€itych druhd rakoviny. Napiiklad v lidskych
folikularnich lymfomech dochazi k jeho zvySené expresi pomoci chromosomalni translokace (Adams and
Cory, 2007). Kromé potlaceni apoptozy piispiva zvysena exprese Bcl-2 a jemu piibuznych proteint velkou
meérou k chemorezistenci postizené bunky. Naptiklad méfeni na 60 riznych nadorovych typech ukazalo, ze
mira exprese anti-apoptotického faktoru Bel-x. koreluje s rezistenci na vétSinu chemoterapeutickych 1é¢iv
(Amundson et al., 2000).

2.3. Tumor supresorové geny

Mezi dalsi geny, jejichz deregulace je zasadni pro vznik a progresi nadord, patfi tzv. tumor supresoroveé
geny. Tumor supresorové geny koduji proteiny, které plisobi jako faktory inhibujici progresi nadort. Kromé
toho reguluji mnoho bunécnych funkei, jako jsou odpovéedi na signaly z kontrolnich bodd bunééného cyklu,
detekce a opravy poSkozené DNA, ubikvitinylace a degradace proteintli, mitogenni signalizace, bunétna
diferenciace a indukce apoptozy. Velmi Casto byvaji tumor supresorové geny v nadorech deaktivovany. Jelikoz
jsou tumor supresorové geny recesivni, je potieba deaktivace obou alel, aby doslo k inhibici jejich u¢inkd.

Nejcastéji zasaZenym tumor supresorem je gen TP53 kodujici protein p53 (Sherr, 2004). Produkt tohoto genu
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je transkrip¢ni faktor p53, ktery je aktivovan v mnoha stresovych situacich, jako je ozareni, hypoxie, poskozeni
DNA nebo aktivace onkogend. V reakci na tyto vlivy dochazi k aktivaci p53, jenz spousti expresi gent
regulujicich zastaveni proliferace, pfechod do senescence, nebo apoptozu (Sherr, 2004; Jones and Thompson,
2009). Jeho mutace se vyskytuje ve vice nez 50 % lidskych nador. Mutace v jinych genech, které ovliviuji
funkci p53, se vyskytuji ve velkém mnozstvi, ne-1i ve vSech nadorech, jez si udrzuji funkéni p53 (Sherr and
McCormick, 2002). Mezi dalsi tumor supresorové geny, jejichz deregulace pfispiva k nadorovému bujeni,
patii Nf2, PTEN (phosphatase and tensin homolog), TSC1 (tuberous sclerosis 1), TSC2 (tuberous sclerosis 2)
a LKB1 (Chalhoub and Baker, 2009; Hanahan and Weinberg, 2011)

3. Struktura a funkce mitochondrii

3.1. Struktura mitochondrii

Mitochondrie patii mezi tzv. semiautonomni organely, coZ znamend, Ze obsahuji vlastni DNA,
prostiednictvim které koduji dulezité mitochondrialni proteiny. Mitochondrialni DNA je také mistem
transkrip¢ni a replikacni regulace mitochondrii a vyskytuje se ve formé tzv. nukleoidl. Porovnani sekvenci
DNA naznacuje, Ze mitochondrie soucasnych eukaryotnich organismil vznikly z prokaryotickych bunck, jez
byly v pribéhu evoluce endocytovany. Soucasné mitochondrie postradaji vétSinu genetické informace, ktera
se nachazela v puvodni, endocytované bakterii a velka ¢ast zbyvajiciho genomu se piemistila do jadra
hostitelské burniky. V eukaryotnich buitkach mtize mitochondrie zabirat az 20 % vnitiniho objemu buriky.
Navzdory ¢astému zobrazovani jako 0,5 az 1 pm velké, bakteriim podobné utvary jsou mitochondrie velmi
dynamické a plastické organely. Casto méni sviij tvar, déli se a zase se spojuji. Dochazi k tzv. mitochondrialni
fuzi nebo k mitochondrialni fragmentaci. Mitochondrie nejsou statické organely a pohyb uvnitt bunky jim
umoziuje jejich asociace s cytoskeletalnimi mikrotubuly a navazanymi molekularnimi motory. Ve vysoce
polarizovanych butikach, jako jsou neurony, se mohou mitochondrie takto pohybovat po velké vzdalenosti (az
1 m). V jinych typech bunék mohou byt mitochondrie naopak viceméné fixovany v uréité oblasti. Jsou to
oblasti s vysokymi energetickymi naroky jako napiiklad v bunkach srdecni a pfi¢né pruhované svaloviny, kde
se mitochondrie nachazeji mezi myofibrilami. Dalsim pfikladem fixované mitochondrie muze byt
ve spermatickych buiikach, kde tésné ptiléhaji k bic¢iku (Alberts, B. Johnson, A. Lewis, J. Raff, M. Roberts,
K. Walter, 2008).

Mitochondrialni genom je rozdélen mezi jadernou DNA a mitochondrialni DNA. Mitochondrialni DNA
je dvouvlaknova, asi 16,5 kb dlouhé cirkularni molekula DNA. Obsahuje 37 gent kodujicich 13 podjednotek
komplext I, III, IV a V elektron transportniho fetézce, 2 ribosomalni RNA a 22 transferovych RNA (Chinnery
et al., 2012). Mitochondrialni transferové RNA vykazuji odlisnosti od tRNA (transferova RNA) obsazenych
VvV cytoplazmé. Jsou v priméru krat$i nez bézné tRNA a Casto postradaji urcité konzervativni nukleotidové
sekvence, které hraji dilezitou roli v tvorbé tercialni struktury tRNA. Studie vSak ukazaly, ze ptesto dochazi
k tvorbé charakteristické tercialni struktury ve tvaru ,,L*, ktera je pouze méné stabilni (Wakita et al., 1994;
Helm et al., 2000; Christian and Spremulli, 2012). Mitochondridlni DNA také neobsahuje téméi Zadné
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nekodujici sekvence (Chinnery et al., 2012). Podstatnou vlastnosti je rovnéz zména Cteni univerzalniho
genetického kddu v porovnanim se ¢tenim jaderné DNA. Naptiklad kodon UGA, ktery bézné slouzi jako stop-
kodon, je v mitochondriich zvifat translatovan jako tryptofan. Dal§im pfikladem je kodon AUA, ktery je misto
izoleucinu prekladan jako metionin (Christian and Spremulli, 2012). Mitochondrie tedy pouzivaji mirné

modifikovany geneticky kod v porovnani s klasickym univerzalnim genetickym kodem.

Existuji tfi zékladni rozdily mezi mitochondrialni DNA a jadernou DNA, které jsou dulezité pro
pochopeni mitochondrialné vazanych chorob. Prvni z nich je fakt, Zze sav¢i mitochondrialni DNA se v bufikach
vyskytuje ve velkém poctu kopii v rozmezi od stovek po tisice. Mnozstvi kopii je také zavislé na typu tkan¢.
Druhym rozdilem je, ze mutace v jednotlivych molekulach mtDNA (mitochondrialni DNA) nejsou totozné.
Tento jev se nazyva heteroplazmie. Znamena to, ze je v buiikach rozdilné mnozstvi mutantnich a ptivodnich
MtDNA.. Po piekroceni ur¢itého prahu poétu mutaci pak dochazi k fyziologickym dusledkim. Tieti rozdil
spoc¢iva V tom, Ze je mtDNA predavana Cist¢ maternaln€. Znamena to, ze muzi nepienaseji svou mtDNA
a nemohou predavat svému potomstvu mitochondridlni mutace (Alberts, B. Johnson, A. Lewis, J. Raff, M.
Roberts, K. Walter, 2008).

3.2. Funkce mitochondrii

Hlavni funkci mitochondrii je tvorba energie ve formé¢ ATP. Témér veskera energie uvolnénd béhem
oxidace cukrl, mastnych kyselin a aminokyselin je dostupnd uvnitf mitochondrii v podobé redukénich
ekvivalentd (-H nebo elektronil). Ty jsou pak transportovany pies proteiny dychaciho fetézce na koneény
akceptor O,. Tomuto procesu se také fika oxidativni fosforylace. Uvolnéna energie je skladovana ve formé
ATP. Prvnim proteinem dychaciho fetézce je NADH-Q-oxidoreduktaza (komplex I), kde jsou elektrony
pieneseny z redukéniho kofaktoru NADH (redukovany nikotinamidadenindinukleotid) na koenzym Q
(ubichinon). Koenzym Q pienasi elektrony na Q-cytochrom c-oxidoreduktazu (komplex III), kterym
prochazeji na cytochrom c. Pomoci cytochromu ¢ jsou nasledné elektrony pfeneseny na cytochrom c-oxidazu
(komplex IV), ktery ukoncuje dychaci fetézec, prenasi elektrony na O2 a zpusobuje jeho redukci na H-O.
FADH:; je dalsim redukénim kofaktorem. Vznikd béhem trikarboxylového cyklu pfeménou sukcinatu na
fumarat. Elektrony jsou z FADH; pfeneseny na sukcinat-koenzym Q-reduktiazu (komplex II). Odtud jsou
pfeneseny na koenzym Q a transportovany dal na komplex III. Béhem pohybu elektronti ptes dychaci fetézec
dochazi k pfenosu protonii z mitochondrialni matrix do mezimembranového prostoru. Takto vznikly protonovy

gradient pohani enzym ATP-syntazu, ktery za ptitomnosti Pi a ADP vytvati ATP (Murray et al., 2012).

Kromé tvorby ATP zastavaji mitochondrie Siroké spektrum funkci. Mitochondrie do cytosolu také
dodavaji citrat, ktery slouzi jako stavebni kamen pro biosyntézu v cytosolu (Chandel, 2014). Dale je pro
biosyntetické drahy dodavan redukéni kofaktor NADPH (redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat)
a ATP. Pti piijeti signald k ristu je v cytosolu tvoteno veliké mnozstvi acetyl-COA z citratu transportovaného
z mitochondrie, coz urychluje tvorbu mastnych kyselin a sterold potiebnych pro tvorbu novych membran.

Nadorové buiky Casto maji tuto biosyntetickou drahu vyrazné aktivnéjsi. Cyklus kyseliny mocové je dalsi



metabolickou drahou, jejiz dva dilezité kroky probihaji v mitochondriich. Mezi dalsi funkce pak patii
biosyntéza hemovych skupin a FeS klastrt. I tato biosynteticka draha se odehrava ¢asteéné v mitochondriich
(Ajioka et al., 2006). Dalsi daleZitou ulohu zastavaji mitochondrie pfi pfijimani vapniku z endoplasmatického
retikula. Déje se tak pres useky zvané MAMSs (mitochondria-associated membranes). Jsou to Useky
mitochondrii, které jsou pfilehlé k endoplasmatickému retikulu. Bylo zji§téno, ze MAMS jsou nutné
k rychlému pfenosu iontd vapniku jako signal k regulaci intracelularni hladiny vapniku (Rizzuto et al., 1998).
Soucasné studie také ukazuji, ze jsou MAMs zodpovédné za regulaci mitochondridlniho tvaru a motility,

produkci ROS a ATP, autofagii a imunitni signalizace (van Vliet et al., 2014).

Velmi dualezitou roli hraji mitochondrie v intracelularni signalizaci. Nejpatrnéjsim piikladem je eflux
cytochromu ¢ z mitochondrie jako signal a faktor potfebny k zahdjeni programované bunééné smrti (Liu et al.,
1996). Mitochondrie také signalizuji prostfednictvim reaktivnich forem kysliku (ROS). ROS (reactive oxygen
species) jsou Casteéné redukované metabolity atomu Kysliku tvofené hlavné v mitochondridlnim elektron
transportnim fetézci. Patii mezi né superoxidovy anion (03 e), peroxid vodiku (H202) a hydroxylovy radikal
(OHe) (Thannickal and Fanburg, 2000). Bylo zjisténo, ze nizké hladiny kysliku vedou ke zvysené tvorbé ROS.
Ty pak mohou mimo jiné aktivovat hypoxii indukované faktory (HIFs- hypoxia inducible factors). HIFs
indukuji expresi genti potiebnych pro adaptaci na hypoxické prostiedi (Chandel et al., 1998) (Chandel et al.,
2000). Pomoci ROS se mitochondrie také zapojuji do regulace odpovédi nespecifické imunity. Naptiklad
poskozeni tkané vede k uvolnovani ROS. Tvofi se tak koncentracni gradient sméfujici akumulaci leukocytt
k mistu poskozeni. ROS také aktivuji inflamasomy. Jedna se o cytosolicky molekularni komplex, ktery po
aktivaci detekuje patogeny a stresové signaly a spousti maturaci pfevazné zanétlivych cytokind (napt. IL-18 —
Interleukin-1p) (Martinon, 2010). Seth a kolektiv objevili také mitochondridlni antivirovy signaliza¢ni protein
MAVS. Tento protein zprostfedkovava aktivaci antivirovych transkrip¢nich faktora NF-xB (nuclear factor of
kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells) a IRF3 (Interferon regulatory factor 3), které reguluji expresi
interferond typu-I jako napiiklad interferon-f (IFN-B) (Seth et al., 2005).
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Obrazek 1: Mitochondrie zastavaji velké mnozstvi funkci. Jsou kiizovatkou fady biosyntetickych drah, produkuji vétSinu
bunécné ATP, reguluji redoxni pochody, generuji vétSinu reaktivnich forem kysliku (ROS), upravuji hladinu buné¢ného
Ca2+ a zasluhuji se o indukci apoptozy. Moznym mechanismem aktivace apoptdzy je aktivace PTPC (permeability
transition pore complex) poru, ktery se sklada z kanalu VDAC (voltage-dependent anion channel), ANT (adenin
nukleotidovy transportér) a CypD (cyclophilin D). Tento komplex miize byt mimo jiné aktivovan zvySenou tvorbou ROS
nebo nadmérnou koncentraci Ca2+. Dalsi formou aktivace apoptdzy je zprichodnéni vnéjsi mitochondrialni membrany
(MOMP — mitochondrial outer membrane permeabilization). MOMP je umoznéno utvofenim poru pro-apoptotickymi
molekulami Bax (Bcl-2—associated X protein) a Bak (Bcl-2 homologous antagonist/killer). Tento por nasledné propousti
cytochrom-c, ktery aktivuje Apaf-1 (apoptotic peptidase activating factor 1), coz vede k aktivaci efektorovych kaspaz.
Spole¢né s cytochromem c¢ jsou do cytosolu vypoustény i jiné apoptotické proteiny, jako je Smac/DIABLO (second
mitochondria-derived activator of caspases/direct inhibitor of apoptosis-binding protein with a low isoelectric point),
které inhibuji aktivitu anti-apoptotickych proteinti. AIF (apoptosis-inducing factor) a EndoG (endonukleaza G) translokuji
do jadra a §tépi DNA. Energeticky metabolismus zac¢ind preménou glukézy na pyruvat. Ten je transportovan do
mitochondrii prostfednictvim pyruvatového transportéru (PT). Na PT je navazan enzym pyruvat dehydrogenaza (PDH),
jenz katalyzuje pfeménu pyruvatu na Acetyl koenzym A (Acetyl-CoA), ktery nasledné vstupuje do trikarboxylového
cyklu (TCA cyklus). Redukéni kofaktory (NADH a FADH2, vzniklé pfedevsim béhem TCA, pak predavaji elektrony do
elektron transportniho fetézce, ktery pomoci nich produkuje ATP. Zména podminek metabolismu (napi. anaerobni
prostiedi) vede k akumulaci pyruvatu v cytosolu a k nasledné tvorbé laktatu za pfitomnosti enzymu laktat dehydrogenazy
(LDH). Mastné kyseliny jsou pomoci koenzymu A a karnitinu transportovany do mitochondrii, kde vstupuji do procesu
B-oxidace. Produkty OXPHOS (oxidativni fosforylace) jsou ptes vné&j§i mitochondridlni membranu transportovany
kanalem VDAC. ROS vznika jako vedlejsi produkt OXPHOS, kde se prebytecné elektrony piimo vazou na O2 a utvori
tak superoxidovy aniont O2-+. Cytosolicky O2-¢ je prostiednictvim Mn superoxidové dismutdzy (MnSOD) pfeménén na
H202, ktery je pomoci Glutathion peroxidazy (GPX) pfeménén na vodu. V piitomnosti redukovanych kovli mize byt
H202 pteménén na velmi reaktivni *OH radikal (pfejato a upraveno z (Wallace, 2012)).

11



3.3. Apoptoza — programovana bunééna smrt

Rast, vyvoj a udrzovani mnohobunécného organismu nezavisi jenom na tvorbé novych bunék, ale také
na mechanismech, kterym se odstranuji. Naptiklad udrzovani objemu tkani vyzaduje, aby buitkky odumiraly
stejnou meérou, kterou piibyvaji. Béhem ontogenetického vyvoje vysoce komplexni mechanismy bunécného
odumirani spoluvytvaii pozdéjsi tvar koncetin a jinych tkani. K odstranéni bunék také dochazi po jejich
nenavratném poskozeni nebo infekci. Regulovany proces, ktery vyastuje ve smrt buiky, se nazyva

programovana bunécna smrt neboli apoptoza.

Apoptdza predstavuje kontrolovany zpasob eliminace buné€k, aniz by doslo k ohrozeni sousednich bun¢k
nebo tkani. Béhem tohoto procesu dochazi k fadé morfologickych zmén, jako je smrstovani buriky, zhrouceni
cytoskeletu, rozklad jaderného obalu, kondenzace jaderného chromatinu a jeho nasledna fragmentace.
Castokrat dochazi k rozpadu buiiky na membranou obklopené fragmenty, takzvana apoptoticka t&liska. Na
povrchu apoptotickych télisek se nasledné objevi signalni molekuly, pomoci kterych jsou rozpoznany okolnimi
bunikami nebo makrofagem, a dochazi k jejich pohlceni a zneskodnéni (Alberts, B. Johnson, A. Lewis, J. Raff,
M. Roberts, K. Walter, 2008).

3.3.1. Molekularni mechanismy apoptozy

Klicovym mechanismem apoptdzy je aktivace kaspaz. Jedna se o cystein-dependentni aspartat specifické
proteazy, které $tépi substrat po aspartatu za pouziti cysteinového postranniho fetézce. Podle jejich funkce se
(kaspazy -1, -4, -5). Kaspazy jsou exprimovany ve form¢ neaktivniho enzymu prokaspazy, ktery se aktivuje
katalytickym $tépenim (Pop and Salvesen, 2009). Pti aktivaci efektorovych kaspaz buiika ptrekracuje takzvany
,»bod zlomu“ (,,point of no return‘), coZ znamena, Ze uz neni mozno apoptdzu zastavit a déj se stane nevratnym.
Proteiny Stépené kaspazami se oznacuji jako ,.substraty smrti“. Mohou to byt komponenty cytoskeletu,
proteiny jaderné membrany, bunééné spoje, proteiny zacastnéné v transkripci a translaci, enzymy upravujici
ribosomalni RNA a mnoho jinych. Dal§im kli¢ovym faktorem apoptotické smrti je aktivace DNazy CAD
(caspase activated DNAse) pomoci kaspaz. CAD je enzym katalyzujici $t€peni DNA (Taylor et al., 2008).

K aktivaci kaspaz mize obecné dojit dvéma hlavnimi drahami: vnéj$i apoptotickou drdhou a vnitini

apoptotickou drahou, i kdyz toto déleni je samoziejmé ponékud schematické.

3.3.2. Vnéjsi cesta apoptozy
Vngjsi cesta apoptdzy je aktivovana v reakci na stimulaci transmembranovych receptor z rodiny TNF
(tumor necrosis factor) receptord, také zvanych DR (death receptors), receptory smrti. Nejznaméj§imi DR jsou:
Fas (na ktery se vaze Fas-ligand), TNF receptor-1 (s ligandem TNF-a) a DR4 a DR5 (s ligandem TRAIL —
tumor necrosis factor a-related apoptosis inducing ligand). Mezi nejznaméjsi a nejlépe prozkoumanou
sekvenci d&ju, ktera definuje vnéjsi cestu apoptozy, je aktivace Fas receptoru. Pti navazani Fas-ligandu dochazi
k navazani FADD (Fas-associated death domain protein) adaptorového proteinu (Fas-associated death domain

protein), ktery se vaze svoji FADD doménou na korespondujici FADD doménu Fas receptoru. Dimerizaci
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domény smrti FADD adaptorového proteinu a domény smrti prokaspazy-8 dochazi k utvoteni komplexu DISC
(death-inducing signaling complex). Tento komplex pak spousti autokatalytickou aktivaci prokaspazy-8, ktera
aktivuje efektorové kaspazy (Ashe and Berry, 2003; EImore, 2007).

3.3.3. Vniti'ni cesta apoptozy

Vnitini cesta apoptozy obvykle navazuje na stresové podnéty, jako je poskozeni DNA, virové, nebo
bakteridlni infekce, oxidacni stres, ionizujici radiace, chemoterapeutika a mnoho dalsich. DalSim faktorem
spusténi apoptozy muize byt absence jistych ristovych faktorti, hormontl a cytokintl, kterd mtize vést k selhani
programu potlacujicich apoptozu (Elmore, 2007). Tyto vlivy vedou k zprichodnéni vnéjsi mitochondrialni
membrany (MOMP). Po tomto kroku nasleduje uvolnéni cytochromu-c z mitochondrialniho
mezimembranového prostoru do cytosolu. Cytochrom-c funguje za normalnich okolnosti jako ptenasec
elektrontt mezi komplexem 11l a komplexem IV elektron transportniho fetézce. V piipadé jeho uvolnéni do
cytosolu vsak iniciuje aktivaci kaspaz. V pfitomnosti ATP nebo jest¢ 1épe deoxy ATP dochazi pomoci
cytochromu-c k alosterické aktivaci Apaf-1 (apoptosis-protease activating factor 1). Apaf-1 pak oligomerizuje
a utvari tak komplex zvany apoptozém. Ten slouzi jako adaptorovy komplex, ktery na sebe v tésné blizkosti
navazuje 7 molekul prokaspazy-9. Nasledné dochazi k autokatalytickému S$tépeni prokaspaz-9 a tim k jejich

aktivaci. Aktivované kaspazy-9 nasledn¢ aktivuji efektorové kaspazy (Garrido et al., 2006).

Spole¢né s cytochromem-c jsou do cytosolu vypoustény i jiné apoptotické proteiny, jako jsou
Smac/DIABLO (second mitochondria-derived activator of caspases/direct inhibitor of apoptosis-binding
protein with a low isoelectric point), HtrA2 (high temperature requirement protein A2), AlF (apoptosis-
inducing factor), EndoG (endonukleaza G) a CAD (Caspase activated DNAse). Serinové proteazy HtrA2
a Smac/DIABLO potlac¢uji inhibi¢ni aktivitu anti-apoptotickych proteini IAP (inhibitors of apoptosis
proteins). AIF a EndoG translokuji do jadra, kde $t€épenim DNA indukuji apoptotickou drahu nezavislou na
kaspazach. CAD také translokuje do jadra. Ke §tépeni DNA dochazi i po translokaci CAD a jeho aktivaci
pomoci kaspazy-3 (Elmore, 2007).

Permeabilizaci mitochondrialni membrany je umoznéna vytvoienim péru ve vnéj§i mitochondridlni
membrang. K tomu dochazi puisobenim rodiny Bcl-2 proteint, které svoji funkci reguluji na zakladé interakce
jejich BH domén. Proteiny této rodiny se déli na dvé skupiny: pro-apoptotické a anti-apoptotické. Clenové
anti-apoptotické skupiny jsou Bcl-2, Bcl-x. a Mcl-1. Vsechny anti-apoptotické Bcl-2 proteiny obsahuji 4 BH
domény a jednu transmembranovou doménu, kterou jsou ukotveny do vné¢j§i mitochondrialni membrany.
Jejich anti-apoptoticka funkce je dina inhibici proapoptotickych proteinti Bak a Bax. Pro-apoptotické proteiny
Bak (Bcl-2 homologous antagonist/killer) a Bax (Bcl-2—associated X protein) obsahuji  kromé
transmembranové jesté 3 BH domény. Po jejich aktivaci dochazi ke konforma¢nim zménam a K nasledné
oligomerizaci. Tato oligomerizace ma za vysledek utvofeni poru ve vnéj§i mitochondrialni membrang. Pro-
apoptoticka skupina déale obsahuje podskupinu tzv. BH3-only proteint, které obsahuji pouze BH3 doménu. Do
této podskupiny patii Noxa (phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1), Puma (p53 upregulated
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modulator of apoptosis), Bim (Bcl2-interacting mediator of cell death), Bad (Bcl2 antagonist of cell death),
Bid (BH3-interacting domain death agonist). BH3-only proteiny mohou interagovat s anti-apoptotickymi Bcl-
2 proteiny, uvoliovat je od Bak a Bax a tim zrusit jejich inhibiéni aktivitu, nebo mohou pfimo aktivovat Bak

a Bax a umoznit tak utvofeni poru (Chipuk et al., 2010).

3.3.4. Kanal PTPC

Jinym moznym zplsobem spusténi apoptdzy je aktivace PTPC (permeability transition pore complex).
PTPC je proteinovy komplex, sestaveny na mistech styku vnitini a vn&j$i mitochondrialni membrany. Mezi
hlavni proteiny podilejici se na jeho sestaveni patii ANT (adenin nukleotidovy transportér) na vnitini
mitochondrialni membrang, napét'ové fizeny aniontovy kanal VDAC (voltage-dependent anion channel) na
vnéjs$i mitochondridlni membrané a CypD (cyclophilin D) v mitochondrialni matrix. Ve zdravych buiikach
PTPC kmita mezi otevienym a uzavienym stavem, coz umoznuje fyziologickou vyménu malych metabolitt
mezi cytosolem a mitochondrialni matrix. V reakci na fadu signald, jako je zvySena tvorba reaktivnich forem
kysliku (ROS), nebo nadmérna koncentrace Ca?*, PTPC piechazi do stavu zvySené propustnosti. Tento stav
umoziuje nekontrolovany vstup malych molekul a vody do mitochondrialni matrix, nasledkem ¢ehoz dochazi
k bobtnani mitochondrii (zvétSovani objemu mitochondrialni matrix). Jelikoz je vnitini membrana diky
kristam vétsi nez vnéjsi, dochazi vlivem zvétSovani objemu mitochondridlni matrix k protrzeni vné&jsi

membrany a vypusténi mezimembranovych apoptotickych faktorti (Zhivotovsky et al., 2009).

4. Mitochondrie jako cil protinadorovych léciv

Rakovinné bunky podstupuji mnoho mutaci, které v konecném efektu vedou k malignimu fenotypu. Je
znamo, Ze urCité typy nadorti se vyznacuji mutaci ve specifickych genech. Bylo nicméné zjisténo, Ze se mista
a mnozstvi mutaci mohou lisit mezi pacienty se stejnym druhem nadoru (Parsons et al., 2008; Jones et al.,
2012). Heterogenita mezi mutacemi byla prokazana i mezi nadorovymi bunikami jednoho pacienta (Gerlinger
et al., 2012). Kazdy bunéény proces se zda byt kontrolovan vysoce komplexnimi mechanismy, a proto mnoho
riznych mutaci mize piispét k tvorbé nadoru. Zda se tedy byt velice neti¢inné 1é¢it rakovinu zaméfenim se
pouze na jednu metabolickou drahu. Vyhodné&j$im piistupem je zaméfit se na znak spole¢ny co nejvétSimu
mnozstvi nadorovych bunék. Latka pusobici Selektivné pravé na tento znak by pak mohla byt schopna
ucinkovat proti nadortim i v jejich velmi heterogennim kontextu. Takovymto cilem by mohly byt mitochondrie
nadorovych bunék, které se od mitochondrii normalnich bunek 1i§i a umoznuji tak vyssi ucinek nekterych latek
cilenych na mitochondrie v nadorovych bufikach — podrobnéji je o této problematice pojednano v kapitole

0 mitokanech (Biasutto et al., 2010).

Mnoho souéasnych 1ékt sviij iéinek sméfuje na indukci apoptotické drahy zahrnujici mitochondrie. Takto
vznikly apoptoticky stimul pak navazuje na vnitfni drahu apoptdzy. AvSak deregulace nékterych
signalizaénich proteint, jako jsou HIF1, HKII (hexokinaza II), c-Myc a P53, vedou K rezistenci nadorovych
bunék k témto béznym [éCiviim a to tak, Ze zmeéni bunécnou signalizaci a signal k mitochondrialni apoptoze

neni vyslan. Zamétenim Se pfimo na mitochondrie nabizi moZnost obejit problém rezistence, ktery vznika vyse
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uvedenou inaktivaci primarnich apoptotickych signalizacnich molekul a rozsitit tak spektrum lécitelnych

nadorovych onemocnéni (Indran et al., 2011).

Mitochondrie hraji dtlezitou roli v mnoZzstvi bioenergetickych, anabolickych a apoptotickych
biochemickych drah. Neni divu, Ze mitochondridlni dysfunkce vyznamnou mérou pfispivaji k velikému
mnozstvi onemocnéni, mezi které mimo jiné také patii rakovina. Mnoho béznych znakti nddorovych bunék l1ze

ptimo ¢i neptimo pficist deregulaci mitochondrii (Galluzzi et al., 2010).

Naptiklad fada studii poukazala na dilezitou roli ROS (reaktivnich forem kysliku) v nadorovém bujeni.
ROS jsou za fyziologickych podminek tvofeny v mitochondriich, peroxizomech a pfi zanétlivych procesech.
V mnoha typech nadori je zvysena hladina ROS. Toto oxidacni zatiZzeni nasledné zptisobuje poskozeni DNA,
lipida a proteind, coz mtze vést k mutacim a naslednému nadorovému bujeni. Mnoho protein kinaz jako
naptiklad ERK (extracellular signal-regulated kinase), PI3K/Akt (phosphoinositide 3-kinase/serine-threonine
kinase), PKB (protein kinase B) a PTP (protein tyrosine phosphatases) jsou aktivovany H,O,. Tyto proteiny
reguluji metabolické drahy, jako jsou buné¢na migrace, proliferace, pfezivani bunky a apoptoticka signalizace.

Jejich konstantni aktivace je tedy moznym mechanismem nadorového bujeni (Klaunig et al., 2010).

Dalsi vyraznym znakem nadorovych bunek je zvySeny membranovy potencial na vnitini mitochondridlni
membrané, ktery koreluje se schopnosti tvofit nadory a se stupném zhoubnosti nadoru. Bylo ukazano, ze buiiky
S vys$§im transmembranovym potencialem ochotnéji podstupuji bunééné déleni a tvorbu nadord. Pridani
inhibitoru transmembranového potencialu rapamycinu vyrazné potladilo schopnost tvorby nadort
u rakovinnych bunék (Schieke et al., 2008; Zhang et al., 2015). ZvySeny membranovy potencial je pak
pouzivan pro cileni latek do rakovinnych mitochondrii pomoci konjugace s trifenyl fosfoniovou skupinou, jak

je uvedeno dale v kapitole o mitokanech.

Nejvice popsanou nadorovou zménou bunééné fyziologie je jejich piepnuti do metabolismu aerobni
glykolyzy. Tento jev je také nazyvan Warburgiv efekt a je 0 ném podrobnéji pojednavano v Kkapitole

0 charakteristice nadorovych onemocnéni.

Mimo vySe uvedenych vlastnosti je spektrum nadorové zménénych fyziologickych funkci a proteini

daleko $irsi. Tabulka 1 shrnuje nékteré dalsi dulezité rozdily mezi zdravymi a nadorovymi mitochondriemi.

Tabulka 1: Porovnani fyziologickych funkci a proteini mitochondrii zdravych a nddorové zménénych bunék

Protein/proces Lokalizace Fyziologicka funkce Zmény v rakovinnych buiikach
Role v PMM, translokuje do

) Zvysena exprese v nadorech
Jjadra a zprostfedkovava )
AlF IMS . zaludku. Snizena exprese je
degradaci DNA. Potfebny pro .
negativni prognézou u AML.
sloZeni a udrzovani komplexu-I
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Soucasti PTPC. Umoziiuje

Snizena exprese ANT1 ve vysoce

proliferativnich nadorech.

ANT IM vyménu adeninovych Zvysena exprese anti
nukleotidt ptes IM. apoptotického faktoru ANT2
v mnoha nadorech.
Zprostiedkovava PMM a Inaktivovano/ztraceno v mnoha
Bak/Bax CP, OM
apoptozu. typech nadort.
Blokuje PMM a tim pfispiva Zvysena exprese v mnoha
Bcl-2/Bcl-X. ER, OM . )
k rezistenci nadora k apoptoze. nadorech
. ) CP, Vnima4 hladinu buné¢ného .
proteiny obsahujici o ) Inaktivovano/ztraceno v mnoha
cytoskelet, stresu a aktivuje apoptotické
pouze BH3 doménu typech nadort
oM drahy.
Zahajuje mitochondrialni Potlacen konstitutivni aktivaci
CPT1A oM import mastnych kyselin pro PI3K, coz prispiva k Warburgové
B-oxidaci. efektu.
Nadorové buiiky typicky
Dulezity pro syntézu ATP prokazuji zvyseny
Transmembranovy ) )
IM prosttednictvim F1Fo-ATP transmembranovy potencial
potencial '
syntazy (Castokrat spojovano
s inhibovanou OXPHOS)
Béhem PMM translokuje do
jadra a zprostiedkovava Zménéna exprese v riznych
EndoG IMS ) )
degradaci DNA. Zapojen do typech nadort.
oprav DNA.
Syntéza ATP pohanéna
transmembranovym Ektopicky exprimovana na
F1Fo-ATP syntaza IM potencidlem. Napomaha cytoplasmatické membrané
extracelularni acidifikaci a tim v nadorovych bunkach.
podporuje angiogenezi.
Biosyntéza ) Zasobovani bunky mastnymi
) CP, mito ] ] Zesileno v nadorovych bunkach.
mastnych kyselin kyselinami.
Kontrola transkripce genti )
) o Deregulovéano riznymi
. Ucastnicich se invazivity, ) )
HIF-1 jadro mechanismy v rozli¢nych typech

angiogeneze a kontroly

metabolismu. Aktivace

nadord.
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vyzaduje ROS a je zavisla na

komplexu Il

Katalyzuje prvni, nevratny krok

V nadorovych bunkéch tésné

na rizné nepfiznivé podminky.

HK CP asociovany s VDAC, coz pfispiva
glykolyzy.
k Warburgov¢ efektu.
Navazuje se na mtDNA Cytoprotektivni efekt na nadorové
hTERT mito, jadro o N .
a inhibuje PMM buiiky pii jeho zvySené expresi.
Zprostredkovava n€kolik )
] . Reguluji procesy nddorového
CP, mito, rustovych signalnich kaskad, o
MAPK . o bujeni. Udrzuji necitlivost
jadro které vedou k aktivaci )
) k faktorim potlacujicim rist.
transkripcnich faktort.
Spousti senescenci pomoci p21 . )
) ) ) Deaktivovano v rliznymi
MnSOD mito zavislych nebo nezavislych ]
] mechanismy v fad¢ nadort.
mechanismui
Generuje transmembranovy _
_ Inhibovana v mnoha nadorech.
OXPHOS IM potencial potfebny pro syntézu .
Piispiva k Warburgové efektu.
ATP.
Inhibuje pyruvat ZvySena exprese v nadorovych
PDK1 mito dehydrogenazu, coz vede buiikéach. Prispiva k Warburgove
k snizeni tvorby acetyl-CoA efektu.
] ) ) Mutace v sukcinat dehydrogenaze
Trikarboxylovy ) Produkuje reduk¢ni ekvivalenty
mito a fumarat hydrataze nepfimo
cyklus potiebné pro OXPHOS.
aktivuji indukci HIF-1
Regulovano p53. Snizuje Snizena exprese v bunikach
TIGAR CP )
produkci ROS. S inaktivovanym p53.
] Chaperony, které vykazuji
CP, mito, ] . . | ZvySena exprese v fad€ pevnych a
HSP . cytoprotektivni €¢inky v reakci )
jadro hematologickych nadort.

Piejato z (Galluzzi et al., 2010)

IMS — mitochondrialni mezimembranovy prostor, PMM — Permeabilizace mitochondrialni membrany,

AML — akutni myeloidni leukémie, IM — vnitini mitochondrialni membrana, PTPC — permeability transition

pore complex, CP — cytoplasma, OM — vné&js§i mitochondrialni membrana, ER — endoplasmatické retikulum,

OXPHOS - oxidativni fosforylace, mito — mitochondrie

Jak je vidét, je veliké mnozstvi mitochondrialné vazanych zmén v nadorovych butikach. Mnohé z nich

jsou casto spolecné vétsimu spektru nddorovych onemocnéni a nabizeji se tak jako cil pro vyzkum nadorovych
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léciv. Latky plisobici na mitochondrie nadorovych bun¢k jsou nazyvany ,,mitokany* a jsou dale podrobnéji

popsany.

5. Mitokany a jejich klasifikace

Slovo ,,mitokan® vzniklo ze spojeni slov ,,mitochondria“ a ,,cancer (mitochondrie a rakovina). Mitokany
jsou skupina latek s protinadorovym ucinkem, které se vyznacuji spole¢nou vlastnosti destabilizace
mitochondrii. Klasifikuji se do osmi skupin. Skupiny jsou uréovany podle mista u¢inku mitokant, a to od
povrchu po mitochondrialni matrix (Neuzil et al., 2013). Jednotlivé skupiny a jejich zastupci jsou shrnuty

v tabulce 2. Mista u¢inku jsou uvedeny v obrazku 2.

Tabulka 2: Klasifikace a misto u¢inku jednotlivych skupin mitokant

Skupina Misto u¢inku Zastupci
| Inhibice hexokinaz 3-Bromopyruvat, 2-deoxyglukéza
Il Napodobeni H3 domény apoptotickych faktorQ Gossypol, epigallocatechingallat
i Modifikace redoxnich stavi thiol PEITC, BMH, DTDP, PAO
v Ovlivnéni VDAC/ANT Lonidamid, arsenik, CD437
\Y/ Ovlivnéni elektron transportniho fetézce Tamoxifen, a-TOS, MitoVES

Ovlivnéni vnitfni mitochondridlni membrany )
VI . o Rhodamin-123, F16
lipofilnimi kationty
Vil Ovlivnéni trikarboxylového cyklu Dichloracetat (DCA)

VIII Ovlivnéni mitochondrialni DNA Vitamin K3, MitoVES, fialuridin

(Neuzil et al., 2007, 2013)

5.1. I. Skupina — inhibitory hexokinaz

Hexokinazy katalyzuji reakci, pfi které z glukdzy vznika gluk6za-6-fosfat za spotieby ATP. V nadorovych
bunkach se hexokinazy casto nachazi asociované S napétoveé fizenym kandlem VDAC na vngjsi
mitochondrialni membrané a adenin nukleotidovym transportérem (ANT) na strané vnitini. Mnohdy v téchto
bunkach dochazi k zvysené expresi kanalu VDAC a hexokinazy (Mathupala et al., 2006). Zvysené navazovani
hexokinazy na VDAC zabrafiuje navazovani pro-apoptotického faktoru Bax. To ma za nésledek znemoznéni
tvorby péru na vngjsi mitochondridlni membrané a zabranéni migraci cytochromu ¢ z mitochondrie do

cytosolu. Takto je efektivné odvracena apoptoza (Pastorino et al., 2002; Neuzil et al., 2007).

Z tohoto duivodu byly do této skupiny zafazeny 3-bromopyruvat a 2-deoxyglukoza, které inhibuji stabilitu
komplexu hexokinaza-VDAC. Toto zeslabeni pak umoznuje navazani Bax na VDAC a spusténi apoptotické
signalizace. 3-bromopyruvat také inhibuje komponentu citratového cyklu a elektron transportniho fetézce —

sukcinat dehydrogenazu (SDH) a také mnoho jinych enzymi glykolytické drahy (Neuzil et al., 2007).
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Uvolnéni hexokinazy Il z komplexu s VDAC bylo také vyvolano inaktivaci cyclophilinu D pomoci
malych interferujicich RNA, nebo pusobenim cyclophilinového inhibitoru. V tomto piipadé pak doslo
k umoznéni vyzby Bax na VDAC a ke spusténi apoptozy (Machida et al., 2006).

5.2. 1. skupina — faktory napodobujici pro-apoptotické BH3 domény

Druha skupina mitokant jsou latky napodobujici BH3 domény pro-apoptotickych faktorti (Neuzil et al.,
2007). Tyto latky se vazou na BH3 vazajici doménu anti-apoptotickych proteint Bel-2 a Bel-x,.. Tém je pak
znemoznéno vazat se na Bax a Bak, proapoptotické proteiny, a zabranit tak apoptoze. Bcl-2, Bel-x., Bax a Bak
patii do tzv. Bcl-2 rodiny proteind, které hraji klicovou roli v regulaci apoptdzy. Regulace je na trovni fizeni
integrity vné&js$i mitochondrialni membrany. Proapoptotické vlastnosti Bax a Bak potvrzuje neschopnost
permeabilizace vnéjsi mitochondridlni membrany po apoptotickém stimulu pfi jejich absenci (Esposti and
Dive, 2003). Aktivni ¢asti proteinu Bax je jeho C-termindlni ¢ast, ktera je v latentni fazi rozdélena prolinem
68 na hydrofobni kapsu tvofenou doménami BH1 a BH2 a doménu BH3. Bak ma naopak kotevni strukturu,
ktera ho ukotvuje do komplexu s VDAC na vné&jsi mitochondridlni membrané. V piipadé vyskytu
apoptotického stimulu dojde ke zmén¢ konformace Bax a Bak a k jejich oligomerizaci a naslednému vytvoteni
péru, ktery umoznuje Gnik apoptotickych signali z mezimembranového prostoru mitochondrie (Armstrong,

2006).

Zvysena exprese Bcl-2 je privodnim znakem nékterych nadorovych onemocnéni (Miyashita and Reed,
1992). Jeho zvyseny vyskyt také zpuisobuje rezistenci k chemoterapeutikim, jako jsou alkylaéni reagenty (4-
HC — Hydroperoxycyclophosphamide), antimetabolity (Ara-C — Cytosine arabinoside), inhibitor syntézy
deoxynukleotidti (MTX — methotrexat), inhibitor topoizomeraz (VP-16), inhibitor mikrotubuli VC (vinkristin)
nebo cisplatina, ktera pfimo modifikuje DNA a proteiny (Miyashita and Reed, 1993).

Do této skupiny mitokant naleZi latky, jako napfiiklad polyfenoly gossypol a epigallocatechingallat
(EGCGQG), nebo peptidy zalozené na sekvenci BH3 domény. Aplikace latek mimikujicich BH3 doménu by tak
mohla, pravdépodobné v kombinaci s dalsimi latkami, byt jednou z cest jak celit nadorové resistenci (Neuzil
et al., 2007).

5.3. l11. skupina — latky modifikujici redoxni stav thioli

Clenové tieti skupiny mitokanii modifikuji redoxni stavy thioldi, coz jsou kli¢ové molekuly regulujici
permeabilitu mitochondrii. Modifikuji také redoxni stavy thiold nachazejicich se v transmembranovych
kanalech, jako jsou VDAC a ANT. Jak VDAC, tak ANT obsahuji dva a vice cysteinovych zbytkd, jejichz
modifikace muze ovliviiovat jejich funkci (Neuzil et al., 2007). Bylo zjisténo, ze urcité latky podporujici vazbu
thioll a tvorbu S-S mistkd, jako jsou diamid, BMH (bis-maleimido-hexane), DTDP (dithiodipyridine) a PAO
(phenylarsine oxide), zpusobi ANT vazanou aktivaci PTPC. Diamid, BMH, DTDP a PAO zpusobuji
mitochondrialni dysfunkci i v bunikach exprimujicich Bel-2. To znamena, ze tyto latky mohou ve svych

proapoptotickych ucincich obchazet anti-apoptotickou funkci Bcl-2 (Costantini et al., 2000).
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Jinou skupinou latek patficich do III. skupiny jsou izothiokyanaty, pfedev§im fenyl ethyl izothiokyanaty
(PEITC). Tato skupina opé&t uc¢inkuje na bazi modifikace thiolovych skupin tim, Ze tvofi adukty na thiolovych
skupinach dalezZitych redoxnich regulatorti. Tato skupina latek efektivné inhibuje glutationovy antioxidaéni
systém a indukuje zadvaznou akumulaci ROS v nadorové zménénych bunkach. Toto zvySeni hladiny ROS
vyustuje vV oxidativni poskozeni mitochondrii, inaktivaci redox-senzitivnich molekul a masivni odumirani
bun¢k (Neuzil et al., 2007). Vysoka selektivita téchto latek pro nadorové burky je vysvétlovana tim, Ze
nadorové zménéné bunky jiz za normalnich okolnosti vykazuji zvysené mnozstvi ROS. Dalsi zvyseni jejich
hladiny ptedstavuje pro nadorové buiky stav, kdy uz antioxida¢ni masSinerie neni schopna vznikly oxida¢ni
stres zvladat a burika je nucena podstoupit apoptdzu, nebo dokonce nekrozu (Trachootham et al., 2006; Xiao
et al., 2006). PEITC se nachazi ve velkém mnozstvi v jedlych zastupcich brukvovitych rostlin, jako jsou
brokolice, feficha, zeli atd. Bylo prokazano, ze dieta zalozenad na zvySeném piijmu PEITC z téchto rostlin
aktivné potlacuje proliferaci nadorovych buné€k lidské rakoviny prostaty, a to jak v bunéénych liniich, tak in
vivo (Xiao et al., 2006). Studie provadéné na mySich modelech ukazaly vyrazné prodlouzeni pfeZiti mysi
[éCenych PEITC oproti mySim bez 1écby. Priméra doba doziti byla u 1éenych mysi o 90 % vyssi
(Trachootham et al., 2006).

5.4. IV. skupina — latky piusobici na VDAC/ANT

Latky pattici do ¢tvrté skupiny také ovliviuji funkci ANT kandlu. Na rozdil od tfeti skupiny se ale na
ANT ptimo vazou a modifikuji jeho podjednotkovou strukturu. Do této skupiny patii napiiklad lonidamin,
arsenik a retinoidni derivat CD437. Tyto latky zpusobuji zménu konformace kanalu ANT, ktera ma za nasledek
aktivaci PTPC. Tento pér umoZni nabobtnani vnitfni mitochondridlni membrany, ktery nasledné vede
k protrZzeni vn&j§i membrany. Jejim protrzenim dochazi k uvolnéni apoptotickych faktori do cytoplasmy
a naslednému spusténi apoptozy. I kdyz lodamin, arsenik a CD437 vyvolava apoptozu ve vice typech bunék,
in vitro, pre-klinickeé a klinické testy naznacuji, ze tyto latky pisobi s upokojitelnou mirou selektivity také proti
ur¢itym druhiim nadortim in vivo. Napfiklad arsenik se pouziva jako 1€k pfi akutni myelomonocytické leukémii

(Belzacq et al., 2001).

5.5. V. skupina — latky pusobici na elektron transportni i-etézec

Pata skupina mitokanti se sklada z velkého poctu riiznych latek, které ovliviiuji komponenty elektron
transportniho fetézce. Elektrony vzniklé pfedevsim v citratovém cyklu jsou pomoci jejich nosi¢i (NADH
a FADHy) pfenaseny na membranové vazané komplexy I a komplexy II. Z té&ch jsou potom pomoci ubichinonu
transportovany na komplex III a nasledné¢ za pomoci cytochromu ¢ na komplex IV. Finalnim akceptorem
elektront je kyslik, ktery pak za pomoci vodikil tvoti vodu. Elektron transportni fetézec je diky velkému
pratoku elektrond také hlavnim zdrojem mitochondrialnich ROS. Jak jiz bylo uvedeno vyse, je mozno praveé

tyto ROS vyuzit na selektivni indukci apoptozy (Neuzil et al., 2013).

Do této skupiny patii naptiklad tamoxifen. Tato latka prokazuje vlastnost indukce apoptoézy v bunikach

rakoviny prsu. Dosahuje toho mimo jiné ovlivnénim komplexu I elektron transportniho fetézce, po kterém pak
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dochazi k produkci H;0., které jako ROS vede k poskozovani buiky a k nasledné neodvratné apoptoze
(Moreira et al., 2006; Neuzil et al., 2007).

Dalsi latkou je analog vitaminu E a-tokoferyl sukcinat (a-TOS) (Neuzil et al., 2007). a-TOS pusobi na
elektron transportni komplex II. Tento komplex ma sukcinat dehydrogenasovou aktivitu. Sklada se ze Ctyt
podjednotek. Zatimco se Kkatalytickd podjednotka SDHA (A-podjednotka sukcinat dehydrogenazy)
a podjednotka SDHB (B-podjednotka sukcinat dehydrogenazy), obsahujici Fe-S klastry, nachazeji
V mitochondrialni matrix, podjednotka SDHC (C-podjednotka sukcinat dehydrogenazy) a podjednotka SDHD
(D-podjednotka sukcinat dehydrogenazy) se nachazeji ve vnitini mitochondrialni membrané (Dong et al.,
2009; Grimm, 2013). o-TOS se vaze na ubichinon vazebné misto komplexu II. To znemoZni navazani
ubichinonu, coz vede k zesilenému slu¢ovani elektroni a kysliku za tvorby ROS (superoxidovych radikali).
Zvyseni koncentrace ROS pak vede k destabilizaci vnéj$i mitochondrialni membrany a nasledné apoptoze. a-
TOS se ukazalo jako velmi selektivni protinadorova latka. Vyhodou je také nizkad pravdépodobnost mutace

v genech kodujicich komplex 11, ktera vede k poklesu ucinnosti a-TOS (Dong et al., 2009).

Utinek analogu vitaminu E (a-TOS) byl zesilen p¥ipojenim trifenyl fosfoniové (TPP*) skupiny, ktera ho
diky rozdilnému transmembranovému potencialu sméfuje vyhradné do mitochondrii, coz je znamy princip
(Murphy, 2008; Neuzil et al., 2013). Vysledna latka, MitoVES (mitochondrially targeted VE succinate), se
ukazala byt daleko uc€inné€j$i nez pouhy a-TOS. Pokusy na mySich modelech s HER2 - overexprimujici
rakovinou prsu a s buitkami rakoviny tlustého stfeva ukdzaly vysoké protinadorové tcinky této latky, které

jsou fadoveé uéinnéjsi nez a-TOS (Neuzil et al., 2013).

5.6. VI. skupina — lipofilni kationty i¢inkujici na vnitini mitochondrialni membranu

Sesta skupina mitokand zahrnuje molekuly obsahujici lipofilni delokalizované kationty, jako je TPP+
(Triphenyl phosphonium). Tyto molekuly akumuluji v daleko vét$i koncentraci v mitochondrialni matrix, nez
Vv cytoplasmé (Smith et al., 2003; Neuzil et al., 2013). Toto je dano velkym membranovym potencidlem na
mitochondrialni membrané, ktery pro lipofilni kationty tvofi hnaci silu smérem do matrix. V jesté vEtsi mite
jsou tyto latky pfijimany nadorovymi buitkami, které diky pozménénému bioenergetickému hospodareni tvori

vétsi membranovy potencial (Modica-Napolitano and Aprille, 1987, 2001).

Piikladem této skupiny latek muze byt rhodamin- 123, u kterého byla v 80. letech popsana vlastnost
selektivni cytotoxicity vuci nadorovym bunkam (Lampidis et al., 1983). Zakladem toxicity je inhibice FoF:-
ATPasy. Diky zvySenému piijmu této latky pomoci vét§siho membranového potencialu nadorovych bunék

dochazi k cilené apoptdze (Modica-Napolitano and Aprille, 1987).

Dalsi latkou pattici do této skupiny je molekula nazyvana F16. Ukazala se byt velmi selektivni a u¢inna
proti nadortim prsu. F16 zpasobuje dysfunkci v mitochondriich pomalym rozptylenim protonového gradientu
vytvofeného na vnitini mitochondridlni membrané. Takto zptsobeny pokles v membranovém potencialu vede

k otevieni kanalu PTPC (permeability transition pore complex) (Fantin et al., 2002). PTPC je neselektivni
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kanal vnitfni mitochondrialni membrany, ktery mize byt mimo jiné regulovan zménami v transmembranovém
potencialu na vnitini mitochondrialni membrané (Vianello et al., 2012). V jeho oteviené konformaci je
propustny pro molekuly do 1500 Da. Otevieni tohoto kanalu vede k zvy$ené permeabilité pro malé molekuly
a ztraté iontovych gradienti, bobtnani mitochondridlni matrix, inhibice respirace, piferuSeni redoxni

homeostazy a uvolnéni proapoptogennich faktord (Fantin et al., 2002).

5.7. VII. skupina — latky pisobici na trikarboxylovy cyklus

Mitokany sedmé skupiny jsou charakteristické svym piisobenim na trikarboxylovy neboli Krebstv cyklus
a na reakci konvertujici pyruvat na acetyl koenzym A. Pyruvat dehydrogenaza, ktera katalyzuje tuto reakci, je
regulovana fosforylaci pomoci enzymu PDK (pyruvat dehydrogenaza kinaza). Inhibice PDK ma za nasledek
zvyseni aktivity pyruvat dehydrogenazy, a tudiz i trikarboxylového cyklu. Do této regulace zasahuje jeden
z nejvyznamnéjSich zastupct sedmé skupiny mitokani, DCA (dichloracetat) (Neuzil et al., 2013). Tato latka
je jiz dobfe znama jako inhibitor PDK. Touto pfeménou z glykolytického metabolismu nadorovych bunék na
oxida¢ni metabolismus v mitochondriich zptsobuje tvorbu vét§tho mnozstvi NADH, donoru elektronti pro
komplex I elektron transportniho fetézce. To nasledné vede k zvySené produkci ROS. Komplex I je ze vSech
elektron transportnich komplext nejnachylnéjsi k poskozeni pomoci ROS. Je to kvuli tomu, Ze je nejvétsi a ma
alespon devét ROS-senzitivnich Fe-S-center. Dale ma sedm podjednotek kédovanych mitochondrialni DNA,
které jsou velmi nachylné k oxidativnimu poskozeni. Takto vznikla poskozeni vedou k snizeni efluxu vodik,
coz vede ke snizeni membranového potencidlu mitochondrii. SniZeni membranového potencidlu ma za
nasledek otevieni napétove fizeného kanalu PTPC (permeability transition pore complex), ktery umozni

vypusténi proapoptotickych signald (Bonnet et al., 2007).

Dalsi ¢astou spolec¢nou vlastnosti nadorovych bunék je nizka exprese, nebo inhibice draslikovych kanald,
ktera ma za nasledek zvyseni intracelularni koncentrace drasliku. Vyssi intracelularni koncentrace drasliku
jsou schopny inhibovat aktivitu kaspaz. DCA tu¢inkuje na této Grovni tim, Ze zvySuje expresi draslikovych
kanald inhibici NFAT1 (nuclear factor of activated T lymphocytes). NFATL1 je transkripéni faktor regulujici
bunéénou diferenciaci v mnoha typech bungk, ktery je citlivy na hladinu vapniku. Vytvofenim novych
draslikovych kanalti dochézi k sniZeni intracelularni koncentrace drasliku a ruseni jeho inhibi¢niho efektu na

kaspazy (Bonnet et al., 2007).

I DCA se ukazal byt velmi selektivni proti nddorovym buiikdm. Napiiklad ke zvySeni mnoZzstvi
draslikovych kanalti doslo pouze u bunénych linii nadorovych bunék. In vivo pokusy na laboratornich
potkanech ukazaly markantni zmenSeni ve velikosti nadort ve skuping, které byl podavan DCA. ZmenSeni
korelovalo s mirou indukované apoptozy. Vysledky krevnich testi ukazaly, Zze 1é¢ba pomoci DCA neméla

toxické vedlejsi efekty (Bonnet et al., 2007).
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5.8. VIII. skupina — latky piusobici na mtDNA

Osma skupina se sklad4 z latek pasobicich na mitochondridlni DNA. Dalsi cil téchto latek mtze byt
i mitochondrialni DNA polymeraza y. DNA polymerazy jsou nepostradatelné enzymy pro udrZeni integrity
genomu. To zajist'uji jak replikaci, tak opravnymi aktivitami. Z 16 sav¢ich polymeraz je 15 zodpovédnych za
udrzovani jaderného genomu. Replikace a udrzovani mitochondridlniho genomu zajistuje specificky DNA
polymeraza y. Menandion (VK3), synteticky analog vitaminu K, se mimo tvorbu ROS vyznacuje i inhibici
DNA polymerazy vy. JelikoZ ma DNA polymeraza y pro mitochondrie nenahraditelnou roli, jeji inhibice ma za
nasledek akumulaci poskozeni mitochondrialni DNA. To spole¢né s produkci vétsiho mnozstvi ROS vede
k indukci bunééné smrti (Sasaki et al., 2008; Loor et al., 2010).

Do této skupiny latek také patii jiz diive zminiovany MitoVES, ktery kromé jeho t¢inkt na trikarboxylovy
fetézec potlacuje transkripci a replikaci mitochondrialni DNA a tadi se tak i do VIII. skupiny. Tento Géinek

doprovazi inhibice proliferace nadorovych bunék (Neuzil et al., 2013; Truksa et al., 2015).

Class 1
Class 5 38BP, 2D6
tamoxifen, a-TOS, | 1 ADP
MitoVES, adaphostin OB

O e : po-Class 3/4
/ BITC, As,O,,
........... v® O O v Iom’damiznesl
Class 6 9O )
rhod-123, F16 v
O o0 9y
: miDNA

v o 4

VK3, MPP+,

MitoVES @ .. AcCoA
® e f‘ ........... Class 7

DCA, 3BP

gossypol, ABT-737, a-TOS

Obrazek 2: Schematicka ilustrace mist u¢inku jednotlivych skupin mitokanti. Skupina 1. — inhibitory hexokinéza;
skupina Il — faktory napodobujici pro-apoptotické BH3 domény; I11. Skupina — latky modifikujici redoxni stav thiold; IV.
Skupina — latky ptisobici na VDAC/ANT; V. skupina — latky ptisobici na elektron transportni fetézec; VI. Skupina —
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lipofilni kationty Géinkujici na vnitini mitochondrialni membranu; VII. Skupina — latky pusobici na trikarboxylovy

cyklus; VIII. Skupina — latky ptisobici na mtDNA (piejato z (Neuzil et al., 2013))

6. Zavér — Shrnuti poznatki a potencialni implikace pro protinadorovou lé¢bu

Mitochondrie ptfedstavuji kiizovatku fady dulezitych metabolickych drah a zaujimaji tak strategickou
pozici v regulaci mnoha bunéénych pochodii. Nadorové onemocnéni sdili Siroké spektrum molekularnich nebo
metabolickych zmén, které jsou s mitochondriemi pfimo, nebo nepiimo spojené. Rozdily ve funkci
mitochondrii zdravych a nadorovych bunék nabizeji unikatni potencial pro vyvoj protinddorovych lé¢iv, ktera
by mohla selektivné hubit rakovinné buiky. Posledni desetileti pfineslo mnoho takovychto latek
S prokazatelnymi protinadorovymi u¢inky (Galluzzi et al., 2010). Mimotadny potencial mitochondrii jako cile
protinadorovych 1éCiv je umocnovan zjisténim, Ze se mutace zplisobujici nadorové bujeni mohou liit i mezi
buiikami jednoho pacienta. Na zéklad¢ téchto uvah byla definovana skupina protinddorovych 1é¢iv sméfovana
vyhradné na mitochondrie — mitokany. Tato skupina v mnoha ptipadech prokazuje selektivitu proti nadorovym

bunkam, coz je jednim z pfedpokladli pro jejich pozdéjsi vyuziti jako 1é¢iv.

U nékolika mitokant doslo 1 k jejich klinickému pouziti. Jednim z té€chto piikladl je tamoxifen, ktery je
jednim z nejvice pouzivanych 1é¢iv na rakovinu prsu, pfi¢emz ¢ast jeho ucinku mutze byt pti¢tena prave jeho
ucinku na mitochondrie, piestoze klasickym mechanismem t¢inku je inhibice estrogenni signalizace. Mitokan
a-TOS byl testovan na pacientu s mesotheliomovym nadorem. a-TOS byl podavan v podobé masti. Jeho denni
podavani vedlo k tlumeni bolesti a ke zmenSeni nadoru. Nador ale zacal po Case zase rust a pacient zesnul.
Navzdory fatalnimu konci byl zivot pacienta prodlouzen o nékolik let, vyrazné déle nez bylo predpokladano

(Neuzil et al., 2013).

I kdyz je ziejmé, ze je tieba dalSiho badani, je jasné, Ze se mitokany nabizeji jako slibna budouci
protinddorova léciva. Je velice pravdépodobné, ze peclivé promyslené klinické testy s vybranymi mitokany

nas posunou blize k novym, efektivnéj$im protinddorovym léciviim.
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