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Souhrn

Apoptdza je typ programované bunécné smrti (typ 1), ktery je nezbytny pro spravny vyvoj organi-
zmu a tkédnovou homeostazu. Jeji pribéh muze byt uréen dvéma signédlnimi drahami — vnéjsi (re-
ceptorovou) drahou fizenou receptory smrti a vnitini (mitochondridlni) apoptotickou drahou, kde
klicovou roli pIni mitochondrie. Mitochondrie jsou dulezité bunécné organely s nepostradatel-
nymi funkcemi pro Zivot buriky, jako je napt. tvorba energie ve formé molekul ATP (adenosintrifos-
fatu). Mitochondridlni buné¢na smrt je charakteristickd zménou transmembranového potencialu
a permeabilizaci vnéjsi mitochondridlni membrany. Mitochondrie jsou elektronegativni organely
a depolarizace mitochondridlni membrany je dllezitd pro uvolnéni proapoptotickych signald.
Narusena regulace mitochondrialni bunécné smrti se mlize podilet na patogenezi riiznych one-
mocnéni, véetné rakoviny. Mitochondrie jsou také zdrojem reaktivnich kyslikovych radikald, iontd
Ca?* a proteinl ovliviujicich procesy iniciace a progrese nador(i nezavisle na indukci apoptézy.
Soucasné studie se zaméruji na vyzkum mitochondridlniho membranového potencidlu a kysliko-
vych radikald, které moduluji rdzné signalni drahy uvniti bunky a vymezeni jejich vyznamu v kan-
cerogenezi, pfipadné v [é¢bé onkologickych pacientd. Monitorovani apoptotickych markerd, jako
je stav mitochondrialniho membranového potencialu a urceni hladiny reaktivnich kyslikovych ra-
dikald ve vzorcich nadorovych pacientd, mé prediktivni hodnotu pro vystup lé¢ebnych protokol(.
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Summary

Apoptosis is type | programmed cell death, a process that is essential for development and
tissue homeostasis. It is a prevalent form of cell death and it proceeds via two signaling path-
ways — external (receptor pathway) triggered by death receptors and intrinsic (mitochond-
rial) apoptotic pathway with major involvement of mitochondria. Mitochondria are important
cellular organelles producing energy stored in molecules of adenosine triphosphate that are
essential for cell survival. The mitochondrial cell death is characterized by permeabilization
of the mitochondrial outer membrane and dissipation of the transmembrane potential. Mito-
chondria are electronegative organelles and depolarization of the mitochondrial membrane
is important for the release of proapoptotic signals. Aberrant control of the mitochondrial cell
death might contribute to several diseases including cancer. Mitochondria are also a source of
reactive oxygen species, Ca?* ions and other proteins that affect processes important for the
initiation and progression of tumors independently of apoptosis. Current studies focus on re-
search of mitochondrial membrane potential and reactive oxygen species modulating various
signaling pathways within the cell, their importance in carcinogenesis, and in treatment of on-
cological patients. Monitoring of the apoptotic markers, such as the mitochondrial membrane
potential (MMP), and the level of reactive oxygen species in samples of oncological patients has
a predictive value for the output of treatment protocols.
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Uvod

Nadorova onemocnéni patfi po kardio-
vaskularnich chorobach k druhé nej¢as-
t&jsi pficiné amrti ve vyspélych zemich.
V poctu onkologickych pacientli zaujima
Ceska republika pfedni mista v Evropé.
Kazdy rok onemocni nadory v CR pres
77 000 lidi (data za rok 2010). Statis-
tika ukazuje, Ze v pribéhu Zivota kazdy
treti obyvatel v CR onemocni rakovinou
a kazdy Ctvrty na ni zemfe [1,2].

Existuje mnoho typU rakoviny, ale nelze
fici, Ze existuje jedna vseobecné pouzi-
telnd 1é¢ba. Spolecné jsou oviem principy
[é¢by. Mezi nejcastéjsi protinddorovou
[é¢bu se fadi chirurgicky zakrok, radiote-
rapie a chemoterapie. Chemoterapie je
[é¢ba zaloZzena na podéavani cytostatic-
kych latek, které jsou toxické pro rychle se
délici bunky. Zdravé bunka zasazena cy-
tostatikem ma na rozdil od nadorové
bunky diky svym neposkozenym oprav-
nym mechanizm{m vétsi sanci na preziti.
Nékteré typy nddorli nejsou ovsem k pu-
sobeni cytostatickych latek z rGznych du-
vodu citlivé. Proto je dleZité objasnit pfi-
¢inu chemorezistence nadorovych bunék,
zaméfit se na spravné signalni drahy a tim
oteviit nové moznosti lécby rakoviny. Jed-
nou z takovych moznosti, které se mnohé
studie vénuji s cilem zvysit protinado-
rovou aktivitu a selektivitu chemotera-
peutickych latek a pfekonat lékovou re-
zistenci nadord, je kombinace tradi¢ni
chemoterapie s ldtkami zaméfenymi
na ovlivnéni funkce mitochondrii [3].
Vyzkum se zaméruje na roli mitochon-
drii a mitochondridlniho membrénového
potenciadlu v bunééném prezivani/smrti.
Ovlivnénim mitochondrii dochazi k per-
meabilizaci mitochondridlni membrany
s naslednym uvolnénim superoxidovych
aniontl a molekul peroxidu vodiku a k in-
dukci buné¢né smrti u nddorovych bunék
rezistentnich ke konvenéni chemotera-
pii [4,5]. Studium souvislosti mezi UG¢in-
nosti 1é¢by a indukci mitochondrialni
bunécné smrti je mozné analyzou mito-
chondridlniho membranového poten-
cidlu a hladiny kyslikovych radikaltd me-
todou pratokové cytometrie, kterd je
rutinné vyuzivana v diagnostice mnoha
nemoci, ve vyzkumu i klinické praxi.
Vyznam pratokové cytometrie spociva
v tom, Ze umoznuje rychlou analyzu fy-
zikalnich a biochemickych parametri ti-

sicll bunék béhem nékolika sekund. Ana-
lyza mitochondridlniho membranového
potencidlu a reaktivnich kyslikovych ra-
dikald (reactive oxygen species — ROS)
muze prispét k prohloubeni védomosti
o mechanizmech mitochondridlni bu-
néc¢né smrti a zlepsit strategie 1éceb-
nych postupl u pacienti s nadorovym
onemocnénim.

Bunécna smrt

Bunécna smrt je fyziologicky proces
dllezity pro vyvoj organizmu, udrzuje
tkdnovou homeostazu kontrolou poctu
bunék a defenzivni strategii odstranuje
bunky infikované, mutované nebo po-
Skozené. V lidském téle jsou kazdou vte-
finu mitézou produkovany nové bunky
v fadu stovek tisicd a podobny pocet
bunék umird fyziologickym procesem
zvanym apoptoza [6,7]. Apoptoza je
evolu¢né konzervativni u mnohobu-
nécnych organizmu a je striktné regu-
lovédna genetickym programem. Mize
byt iniciovdna nebo inhibovana Siro-
kym spektrem environmentélnich sti-
muld - fyziologickych i patologickych.
Odehrava se ve dvou fazich. Prvni je cha-
rakteristicka tvorbou apoptotickych téli-
sek. Druhd je jejich fagocytéza a degra-
dace jinymi bunkami [8]. Apoptoticky
proces vede k sérii charakteristickych
morfologickych a biochemickych zmén.
Genetickym programem dochdzi k ak-
tivaci cysteinovych aspartyl-protedz —
tzv. kaspaz, které hraji v apoptédze za-
sadni roli. Kaspdzy jsou syntetizovany
jako neaktivni polypeptidy (zymo-
geny), jez jsou proteolyticky Stépeny ji-
nymi protedzami a sestavovany do ak-
tivnich tetramerd. Kaspazy $tépi mnoho
rozmanitych jadernych a cytoplazma-
tickych substratd, které vedou k roz-
kladu buriky [9,10]. Mezi charakteris-
tické morfologické zmény apoptotické
bunky patfi kondenzace chromatinu,
fragmentace DNA, smrsténi plazmatické
membrany spojené s translokaci fosfa-
tidylserinu na vnéjsi stranu plazmatické
membrany a tvorba apoptotickych té-
lisek nasledné fagocytovanych makro-
fagy [8,11,12]. Dalsi skupinou protein(
vyznamnych pro apoptotickou signa-
lizaci jsou proteiny rodiny Bcl2, jejiz za-
stupci apoptézu inhibuji nebo pod-
poruji. Antiapoptotické proteiny, napf.

Bcl2 a Bclxl, apoptdzu iniciovanou Siro-
kym spektrem signald (napf. rlstovymi
faktory, cytokiny, chemoterapeutiky, po-
skozenim DNA, UV zéfenim) inhibuji, za-
timco proapoptotické proteiny, napf.
Bax a Bak, ji stimuluji [13-15]. Mezi jiné
biochemické udélosti, které se Gcastni
apoptotické signalizace, patfi zmény
v mitochondridlnim membranovém po-
tencidlu, redistribuci a mnozstvi ROS, vé-
penatych iontl, mnozstvi cytochromu c,
proapoptotickych proteind a inhibi-
tord antiapoptotickych molekul v cy-
toplazmé. Deregulace apoptézy vede
k imunodeficienci, nadorovym a au-
toimunitnim onemocnénim. Moznost
modulace apoptotickych procest ote-
vird nové strategie lé¢ebnych postupl
a zlepSeni chemoterapie.

Mitochondrie a mitochondrialni
apoptoticka draha

Mitochondrie jsou tvorfeny lipidovou
dvojvrstvou — vnéjsi a vnitini mitochon-
dridlni membranou, cozZ je dano jejich
endosymbiotickym plvodem [16]. Skl&-
daji se ze tfi ¢asti: mitochondridlni mat-
rix s DNA, mezimembranového prostoru
a mitochondridlnich krist. Kompartmen-
talizace mitochondrii je nezbytna pro
spravnou lokalizaci déjd, které se v nich
odehravaji. Zakladni funkci mitochondrif
jako hlavnich energetickych organel je
oxidativni fosforylace spojena s produkci
ATP (adenosintrifosfatu). Mitochondrie
maji ale také klicovy vyznam v indukci
bunécné smrti. Mitochondridlni drédha
apoptoézy (neboli vnitini apoptoticka
drdha) je aktivovana hlavné nerecep-
torovymi stimuly, zahrnujicimi cytoto-
xicky stres, endoplazmatickoretikuldrni
(ER) stres, poskozeni DNA, cytokinovou
deprivaci, nedostatek rlstovych faktor(,
ale mohou ji aktivovat také receptory
smrti (death receptors) (obr. 1). Kiniciaci
mitochondridlni apoptotické drahy do-
chazi nejméné tiemi moznymi mecha-
nizmy: 1. uvolnénim proapoptotickych
proteinu iniciujicich kaspazovou akti-
vitu; 2. poskozenim elektronového trans-
portu, oxidativni fosforylace a produkce
ATP, kterd mUGze vést k energetické kata-
strofé; 3. zménou redoxniho potencialu
s nasledkem zvyseni bunécného oxida-
tivniho stresu [17]. Nasledkem iniciace
vnitini apoptotické drahy dochazi k in-
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korporaci protein(i Bax a Bak z cytosolu
do vnéjsi mitochondridlni membrany.
Aktivovany protein Bax je translokovan
do vnéjsi mitochondridlni membrany
z cytosolu bunky, zatimco aktivovany
protein Bak je jiz za¢lenén do vnéjsi mi-
tochondridlni membrany, kde se vaze
na proteiny Mcl1 a Bclxl [18-21]. Inkor-
porace proteinli Bax a Bak do mitochon-
dridlni membrany ma smérodatny na-
sledek — permeabilizaci mitochondridlni
membrany. Mitochondrie jsou charak-
teristické membranovym potencidlem
okolo 150 mV a mitochondridlnim gra-
dientem pH. Tyto biochemické para-
metry mitochondrii se Ucastni vzniku
protonového elektrochemického gra-
dientového potencidlu na vnitini mito-
chondridlni membrané. Tento primarni
bioenergeticky parametr pres redukci
elektrond prostfednictvim respira¢niho
elektronového transportniho fetézce
(electron transport chain - ETC) kont-
roluje produkci mitochondridlniho ATP.
Naruseni membranového potencialu
vede k permeabilizaci mitochondrialni
membrény s néaslednym uvolnénim
proapoptotickych faktord, jako jsou cy-
tochrom ¢, SMAC, DIABLO, z intermem-
branového mitochondridlniho pro-
storu do cytosolu. Tyto udélosti vedou
k sestaveni apoptotického proteino-
vého komplexu zvaného apoptozém
tvofeného prokaspazou 9, proteinem
Apaf-1 a cytochromem ¢, s naslednou
aktivaci kaspdazy 3 a dalSich exekucnich
kaspaz. Mimo to protein Bax muze také
indukovat apoptézu pres mitochon-
dridIni poskozenii v pfipadé neaktivnich
kaspdaz [22]. Bunécna signalizace indu-
kujici apoptoézu vede k dalsim mitochon-
dridInim zméndam, jako otevreni permea-
bilnich tranzitnich péra (PT po6rd), které je
vysoce regulovdno iontovymi kandly lo-
kalizovanymi v kontaktnim misté vnitini
a vnéjsi mitochondridlni membrany [23].
PT pory jsou velké proteinové komplexy,
primarné urlené k transportu adeni-
novych nukleotidd, cyklofilinu D a k re-
gulaci aniontovych kanala zavislych na
napéti (VDAC, poriny), které mohou in-
teragovat s dalSimi proteiny [23,24]. Ote-
vieni PT péri umoznuje priichod latek
o velikosti az 1 500 Da a vede k depo-
larizaci mitochondrii. Otevieni PT pér(
také zvysuje propustnost molekul vody
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Obr. 1. Mitochondrialni regulace apoptézy.

Vnitini apoptotickd signalni draha je charakteristickd zménou transmembranového po-
tencidlu a permeabilizaci mitochondridlni membrany, nasledkem ¢ehoz dochazi k uvol-
néni proapoptotickych signal{ z mitochondrii. Upraveno dle [65].

pfes mitochondridlni membranu s na-
slednym zvySovanim koncentrace vody
v mitochondridlni matrix a bobtnanim
mitochondrii [25,26]. Depolarizace mi-
tochondridlni membréany vede k inhi-
bici respirace, tvorbé reaktivnich kys-
likovych radikaltd a ztraté produkce
ATP [23,27].

Princip priitokové cytometrie

Priitokova cytometrie je metoda, ktera
umoziuje simultdnni méfeni a ana-
lyzu fyzikdlnich a chemickych vlastnosti
bunék nebo jinych biologickych ¢&astic
béhem jejich prichodu laserovym pa-
prskem. Ve chvili, kdy burika prochézi pa-
prskem, dojde k rozptylu a lomu svétla,
jenz je podle sméru a uhlu lomu ozna-
¢ovan jako ptimy rozptyl (forward scat-

ter — FSC) a bo¢ni rozptyl (side scatter —
SSC). FSC je charakterizovdan lomem
svétla o malém Ghlu (2-13°) a je Gmérny
velikosti buriky, thel SSC je 90° a charak-
terizuje vnitini bunécné struktury, napf.
granularitu bunky. Dale je pratokovym
cytometrem detekovana fluorescence
prochazejicich mikroskopickych ¢&as-
tic. Na analyzované bunky nebo jejich
Casti se vazi fluorescencni barviva (fluo-
rochromy), ktera absorbuji svétlo urcité
vlnové délky vyzafované laserem a na-
sledné vyzafuji (emituji) ¢ast takto absor-
bovaného svétla o odlisné vinové délce.

Pratokovy cytometr se sklada z fluid-
niho, optického a elektronického sys-
tému (obr. 2). Pomoci fluidniho sys-
tému jsou burnky nasdvany pod tlakem
do pratokové komory s nosnou kapali-
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Obr. 2. Schematické znazornéni principu pratokové cytometrie.

Pratokovy cytometr (fluidni systém) umozriuje nasdvani bunécné suspenze vzorku a jeji
rozdéleni do jednotlivych bunék. V optické c¢asti jsou buriky ozareny laserovymi paprsky
a zmény svételnych kvant o specifické vinové délce jsou detekovany pfislusnymi optic-
kymi detektory. Svételné signaly jsou nasledné elektronickym systémem prevedeny do
elektrického signélu a digitalizovény pro pocita¢ovou analyzu.

nou, kde dochazi k jejich separaci a kde
paprsek monochromatického laseru
prochazi burikou. Opticky systém se-
stdva z excitacni ¢asti, tvofené laserem
a soustavou ¢ocek a hranoll usmérnu-
jicich paprsek, a z ¢asti sbérné, ktera se
sklada z optickych zrcadel a filtrll umoz-
nujicich detekci svételnych kvant spe-
cifické vinové délky prislusnymi optic-
kymi detektory. K pfevodu optického
signalu na elektricky a k digitalizaci pro
pocitacovou analyzu slouzi elektronicky
systém. Analyzovand data mohou byt
zobrazena jako tzv. dot plot, dvouroz-
mérny graf, kde kazdd tecka reprezen-
tuje jednu bunku, nebo ve formé histo-
gramu pro jednoparametrovou analyzu.
Vyhodna je multiparametrova analyza
umoznujici vybér raznych bunécénych
populaci s riznymi vlastnostmi a jejich
vzajemnou kombinaci. Pritokové cyto-
metry jsou bézné vybaveny 2-3 detek-

tory, které méfi svétlo specifické vinové
délky emitované bunkou. Nejcastéj-
simi fluorochromy se spole¢nou exci-
ta¢ni vinovou délkou 488 nm (dosaze-
nou argonovym modrym laserem) jsou
fluorescein izothiokyanat (FITC), phy-
coerytrin (PE), peridin-chlorofyl (PerCP),
phycoerytrin-Cy5 (PE-Cy5), Texas red aj.
Fluorochromy mohou byt konjugovéany
s rdznymi protilatkami, a byt tak vyuzity
pro vicebarevné analyzy. Specialni apli-
kaci pritokové cytometrie je bunécné
tfidéni (cell sorting), kdy jsou buriky tfi-
dény do sbérnych zkumavek na zakladé
predem znamych parametrd.

Detekce permeabilizace
mitochondrialni membrany

Vice nez pul stoleti je znamo, ze néktera
barviva v urcitém prostiedi agreguiji.
Tvorba agregétu je doprovazena drama-
tickym posunem v absorp¢nich i fluo-

rescen¢nich maximech barviva. Unikatni
znak téchto barviv je uzitecny pfi bio-
logickych studiich vlastnostibunéka cha-
rakteristik bunéénych struktur. Znacna
velikost molekul fluorescen¢niho bar-
viva umoziuje jejich pomalou absorpci
do sledovanych struktur, a jsou proto uzi-
tecné jako reportérové molekuly pro lo-
kalizaci biochemickych udélosti[28]. Tyto
molekularni sondy jsou schopny detego-
vat zmény mitochondridlniho membra-
nového potencidlu pratokovou cytomet-
riil. Mnoho z téchto sond je klasifikovéano
do tfidy lipofilnich kationtl. Sondy se
akumuluji v mitochondridlni matrix, coz
je dano negativnim nabojem mitochon-
drii. Safranin [29,30], tetrafenylfosfonium
(TPP) [31] a rhodamin 123 [32] jsou ¢leny
této tfidy. Nicméné jejich nevyhodou je
absence moznosti kvantifikace. TMRM
(tetramethylrhodamine methyl ester)
a TMRE (tetramethylrhodamine ethyl
ester) jsou fluorescen¢ni derivaty rho-
daminu 123, které mohou byt uzity ke
kvantifikaci pomoci fluorescence [33,34],
tak jako DiOC, (3,3'-dihexyloxacarbocya-
nine iodide). DiOC, je jednou z nejcasté&ji
pouzivanych sond pro méfeni membra-
nového potencidlu pratokovou cytome-
trii. Nevyhodou DiOC, je ovSem jeji vy-
soka toxicita zasahujici respiracni fetézec
a pfi pouziti ultra-nizkych koncentraci
vyzaduje pfesné méfeni, coz omezuje
jeji vyuzitelnost v porovnani s ostat-
nimi sondami. Sonda JC-1 (5,5,6,6'-te-
trachloro-1,1,3,3"-tetraethylbenzimida-
zolcarbocyanin iodid) je povazovana za
nejvykonnéjsi sondu pro detekci zmén
mitochondridlntho membranového po-
tencidlu. Molekuly sondy JC-1 exis-
tuji v monomerni formé a emituji fluo-
rescenci o vlnové délce 527 nm po
excitaci svétlem o vinové délce 488 nm.
V zavislosti na membranovém poten-
cidlu je sonda schopna vytvéret J-agre-
gaty (¢im vétsi polarizace membrany, tim
vétsi akumulace sondy) spojené s emisi
svétla o vinové délce 590 nm [35]. Pfi de-
polarizaci mitochondridlni membréany
dochazi k naslednému uvolfiovani sondy
do cytosolu, které se projevi poklesem
intenzity fluorescence.

Volné radikaly
Soucasné vyzkumy se ve zvysené mife
zaméfuji na volné radikaly a jejich roli
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v nddorovém mikroprostiedi. Volné radi-
kaly jsou molekuly s vysokou mirou ne-
stability, ktera je vyvoldna pFitomnosti
jednoho ¢i vice elektrond ve vnéjsim or-
bitu jejich atomU. Jejich vysoka reakti-
vita zpUsobuje vytrhavani elektron( ze
sousednich atom@ a nasledkem toho
dochézi k poskozeni funkce dané mo-
lekuly. RGzné vnitini a vnéjsi okolnosti
a/nebo biochemicka aktivita mohou na-
rusit kontrolu nad udrzenim rovnovahy
mezi vznikem volnych radikald a jejich
degradaci. Antioxidanty jsou hlavnim
zdrojem ochrany téla proti volnym radi-
kaldm. Antioxidanty transformuji volné
radikdly do méné reaktivnich a pro or-
ganizmus méné skodlivych forem. P¥i-
kladem téchto antioxidant(l jsou CAT
(katalaza), SOD (superoxid dismutdza),
GPx (glutation peroxidaza) [36,37].
Nerovnovaha mezi hladinou volnych ra-
dikalu a jejich degradaci antioxidanty se
nazyva oxidativni stres a mlze zapficinit
poskozeni vedouci k rdznym onemoc-
nénim [38]. Mezi volné radikaly se radi
radikaly kysliku a dusiku, které jsou kli-
¢ovymi regulatory v iniciaci a progresi
nadorl. Radikaly zpUsobuji poskozeni
genomu, zvysuji genetickou nestabilitu
a zprostfedkovévaji modulaci rdznych
procest spojenych s patogenezi na-
dord, jako jsou apoptéza, angiogeneze,
bunécny cyklus, invazivita, metastazo-
vani, metabolizmus [39]. RGzné reak-
tivni formy kysliku jsou oznacovany jako
ROS (reactive oxygen species) [40,41]
a zahrnuji superoxidové anionty (0,—),
které jsou formovany NADPH oxidazami
a jsou produkovany predevsim v mito-
chondriich. U¢inkem SOD (superoxid
dismutazy) nasledné dochézi k formo-
vani molekul peroxidu vodiku [41]. Dalsi
redukéni procesy transformujici peroxid
vodiku cestou Fentonovy reakce do hyd-
roxylovych radikald (+OH) a poté do ko-
ne¢ného produktu, kterym je voda, je
zprostfedkovan ucinkem katalazy (CAT)
a glutation peroxidazy [41]. Kdyz mole-
kuly kysliku vdZou protony jinych vol-
nych radikéld, vznikaji hydroperoxi-
dové radikély (HO,~) [42]. Mezi reaktivni
formy dusiku oznacované RNS (reactive
nitrogen species) patfi volné radikaly
oxidu dusnatého (NO-), peroxydusitany
(ONOO-), radikaly oxidu dusného (NO.-)
a dusitany (NO,-) [43]. NO- vznika pro-

strednictvim proteinové rodiny NOS (ni-
tric oxide synthetase). ONOO- vznika
reakci NO- s molekulou O,—+, s NO,: jako
meziproduktem. Tento meziprodukt
reaguje s NO- a tim vytvafi N,O, (dinit-
rogen-trioxid) [42]. NOS zahrnuji rdzné
izoformy: neurdlni (hnNOS nebo NOSI),
inducibilni (iNOS nebo NOSII), endo-
telidlni (eNOS nebo NOSIIl) a mito-
chondridlni (mtNOS), viechny zavislé
na aktivité NADPH a kalmodulinu [44].
Bunécné metabolické systémy neu-
stale produkuji volné radikaly z kysliku.
Kolem 80 % molekul kysliku je spotfebo-
vano v mitochondriich a asi 5 % z nich
je transformovano do superoxidovych
aniontl a hydroxylovych radikald. Endo-
genni (prostaglandiny, mastné kyseliny)
a exogenni latky (léciva, barviva, antioxi-
danty) jsou metabolizovany v hladkém
endoplazmatickém retikulu, spotfe-
bovévaji 15 % molekul kysliku, z nichz
kolem 2-30 % je urceno k transformaci
do volnych radikald, hlavné do hydroxy-
lovych radikalG. Makrofagy a leukocyty
tvofi radikdly jako obranny mechaniz-
mus proti bakteriim a virdm. Volné radi-
kaly jsou uzity v syntéze prostaglandind,
cholesterolu a steroidnich hormondu.
Hydroxylace lysinu a prolinu do hydro-
xylysinu a hydroxyprolinu je nutna pro
biosyntézu kolagenu, coz vyZaduje Gcast
hydroxylovych volnych radikalt [45].
Volné radikaly maji vyznam béhem me-
tabolickych a obrannych déjli zdravych
bunék. Jejich pfitomnost v burice je
ovsem spojena s rizikem hlavné pro pfi-
tomné velké molekuly, jako jsou nuk-
leové kyseliny, proteiny, polysacharidy,
lipidy, které mohou byt poskozeny oxi-
daci volnymi radikaly [45].

mtROS

Tvorba mitochondridlnich ROS (mtROS)
se odehrava v misté transportniho elek-
tronového retézce (electron transport
chain - ETC) v misté vnitini mitochon-
dridlni membrany béhem procesu oxi-
dativni fosforylace. Oxidativni fosfory-
lace je dUlezity bunécny proces, ktery
vyuziva kysliku a jednoduchych cukri
k vytvofeni ATP, hlavniho zdroje ener-
gie pro bunky. Soucasti tohoto pro-
cesu je pét velkych proteinovych kom-
plex@, zvanych komplex |-V. Jednotlivé
faze ETC neprobihaji dokonale. Uvol-

néni elektront z komplexu | a Ill vede
k ¢astecné redukci kysliku na superoxi-
dovou formu. Superoxidovy aniont je
rychle dismutovadn na peroxid vodiku
dvéma dismutdzami - superoxid dismu-
téza 2 v mitochondrialni matrix a super-
oxid dismutdza 1 v mitochondridlnim
intermembranovém prostoru. Super-
oxidové anionty a peroxidy vodiku tvo-
fené v tomto procesu jsou povazovany
za mitochondridlni ROS. Superoxidové
anionty maji elektrofilni vlastnosti
a kratky polocas rozpadu. Mohou prostu-
povat pres vnéjsi mitochondridlni mem-
branu a ovliviovat signdini cesty v cyto-
solu buriky [46]. Superoxidové anionty
mohou navic podléhat reakci s jinymi
radikaly, jakymi jsou oxidy dusiku (NO),
a vytvaret peroxidusitany (ONOO2.-)
uvnitt mitochondrii a indukovat posko-
zeni DNA, naruseni mitochondridlni in-
tegrity a nevratné modifikace proteina.
Na rozdil od superoxidovych aniontu je
peroxid vodiku nukleofilni a vice stabilni.
Navic jeho koncentrace je stondsobné
vyssi nez u superoxidovych aniontt [47].
Teoreticky by produkce mtROS méla byt
pfimo Umérnd s mnozstvim mitochon-
drii v burice. Bylo dokazano, ze faktor
mitochondridlni biogeneze PGC1a (fac-
tor peroxisome proliferator-activated re-
ceptor-y coactivator 1a) zvySuje nejen
mitochondrialni hmotnost, ale také ex-
presi mnoha antioxidant( zahrnujicich
SOD2 GPx [48]. Mitochondridlni hmot-
nost tedy neni dulezity faktor, ktery re-
guluje tvorbu mtROS. Mitochondrie jsou
dynamické organely, jez ¢asto méni svUj
pocet, velikost, tvar a distribuci v odpo-
védi na intra- a extraceluldrni stimuly.
Mitochondrie mohou podléhat selek-
tivni autofagické degradaci zvané mi-
tofagie [49]. Naruseni téchto proces( je
spojovano s neurodegenerativnimi one-
mocnénimi [50]. Procesy mitochondrial-
niho déleni a fuze jsou dllezZité pro re-
distribuci jejich protein(i a ochrané proti
Skodlivym Gcinkdm mutaci mtDNA.
Tyto procesy jsou regulovadny pro-
teiny N-ethylmaleimide-sensitive fac-
tor attachment protein receptor (SNA-
RE)-like, které zahrnuji mitofusin-1 a -2.
Presna regulace téchto procest neni po-
psana, ackoli je doloZzeno, ze mtROS zvy-
Suji mitochondridlni fragmentaci [51].
Zdravé, diferencované burnky spoléhaji
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v produkci ATP na mitochondridlni respi-
raci (aerobni fosforylaci) v pfitomnosti
kysliku (tvorba 36 mol. ATP/mol. glu-
koézy). Za podminek limitniho mnozstvi
kysliku spoléhaji buniky na anaerobni
glykolyzu jako zdroj energie (tvorba
2 mol. ATP/mol. glukézy). Vétsina nado-
rovych bunék se adaptuje na aerobni
glykolyzu jako zpusob produkce ener-
gie [52]. Tento fenomén je zndmy jako
Warburguv efekt [53]. Ukdazalo se, Zze na-
dorové burky maji dalsi energetické
pozadavky pfesahujici moznosti ae-
robni fosforylace, coz zvysuje oxidativni
stres [54]. V rychle proliferujicich nado-
rovych burikich podporuje pfitomnost
onkogennich mutaci aberantni meta-
bolizmus a proteosyntézu s nasledkem
zvysené produkce ROS. Bylo zjisténo,
Ze Warburglv efekt poskytuje vyhodu
transformovanym burkam posilenim an-
tioxida¢niho systému k neutralizaci aku-
mulace ROS. Jeden z klicovych glykoly-
tickych enzym0 - pyruvat-kinaza - hraje
dilezZitou roli v tomto procesu, nadorové
buriky exprimuji pfednostné M2 izoformu
tohoto enzymu (PKM2) [55] a akutni zvy-
$eni intraceluldrni hladiny ROS mUze inhi-
bovat PKM2 oxidaci cysteinovych zbytkl
tohoto enzymu [56]. Inhibice PKM2 pak
vede k produkci dostate¢ného reduk¢-
niho potencialu, ktery zplsobuje deto-
xifikaci ROS odklonem glukézového me-
tabolizmu do pentézafosfatového cyklu.
Tim, Ze nadorova burka reguluje vlast-
nosti PKM2, poskytuje ochranu proti nad-
mérné produkci ROS bézné pozorované
v nadorech [57].

Detekce mtROS

Pritomnost intraceluldrnich mtROS muze
byt detegovana fluorescencnimi barvivy.
Mezi nejcastéji pouzivana patii dichlo-
rodihydrofluorescein (DCF) a dihydroe-
thidium (DHE). Nevyhodou bézné uzi-
vaného fluorescen¢niho indikatoru ROS
dichlordihydrofluoresceinu je jeho ne-
specificnost (je senzitivni k vice typtm
ROS), nemUze byt cileny do specifickych
intracelularnich kompartmentl a mize
pfi expozici svétlem produkovat ROS,
které maji za nasledek tvorbu artefaktl
amplifikaci signalu. DHE je fluorescen¢ni
indikdtor superoxidovych aniont(.
Ve spojeni s markery specifickymi pro mi-
tochondrie, jako je MitoTracker uzivany

pro konfokalni mikroskopii, mdzeme ur-
Covat, zdali jsou ROS generovany z mi-
tochondrii [58,59]. HyPer plazmidy jsou
prvni geneticky kédované fluorescenéni
senzory schopné detegovat intracelularni
peroxidy vodiku. Plazmid je vytvoren vlo-
zenim cDNA kédujici Zluty fluorescenéni
protein do regula¢ni domény proteinu
OxyR E. coli [60]. HyPer plazmid vykazuje
submikromolérni afinitu k molekuldm
peroxidu vodiku a soucasné je necitlivy
k ostatnim druhdm ROS. Plazmidy HyPer
nezpUsobuji artefakty ROS a mohou byt
uzity pro detekci rychlych zmén v kon-
centracich peroxidu vodiku v rliznych bu-
nécnych kompartmentech. Pro minima-
lizaci signdl prichazejicich z ostatnich
nemitochondridlnich organel se k de-
tekci mtROS vyuzivaji fluorescencni in-
dikatory modifikované k zacileni pfimo
na mitochondrie. Jsou zaloZzeny na bazi
lipofilnich kationt(, které jsou pfitaho-
vany elektronegativnim prostfedim mi-
tochondrii zplsobenym protonovym
gradientem na vnitfni mitochondridlni
membrané. MitoSOX je DHE spojeny s tri-
fenylfosfoniem (TPP+). Vyuzivd prud-
kého elektrochemického gradientu na
vnitini mitochondridlni membrané a hro-
madi se uvnitf mitochondrii (stondsobné
vice v porovnani s cytosolem). MitoSox
je ucinné uzivan k pfimé detekci mito-
chondrialnich superoxidovych aniontt
v rlznych buné¢nych typech [61]. Pfi-
dani motivu TPP+ k fenylboronat esteru
tvofi MitoPY1 [62], biologicky kompati-
bilni sondu pro detekci mitochondrial-
niho peroxidu vodiku. Pfi zvy3eni hladiny
H,0, dochazi k vyznamnému nardstu
fluorescence MitoPY1, kterou je mozné
detegovat konfokalni mikroskopii i pra-
tokovou cytometrii. Dalsi sondy pouzi-
vané pro detekci mtROS jsou MitoAR, jez
reaguje na -OH a HOCI-, a MitoHR, kterd je
vice senzitivni k «OH. Tyto sondy vznikly
pfidanim fluoroforu podobného rhoda-
minu k 4-amino-fenyl aryl etheru, nebo
resp. k 4-hydroxy aryl ether skupiné [63].
pHyPer-dMito je sav¢i expresni vektor
obsahujici sekvenci MTS (mitochondrial
targeting sequence) odvozenou z pod-
jednotky VIl lidské cytochrom c oxidazy,
fuzované s HyPer (fluorescencni senzor
peroxidu vodiku), ktery umoziuje de-
tekci molekul peroxidu vodiku tvofenych
pfimo v mitochondriich.

Zaver

Rakovina je velmi heterogenni one-
mocnéni a rdznorodost mezi bunéc¢-
nymi populacemi nadorli maze ovliv-
novat jak jejich schopnost expanze
a progrese, tak citlivost k protinddorové
terapii. Mitochondridlni bunéc¢nda smrt
je dilezitd soucast zivota bunék a za pa-
tologickych podminek muze dojit k na-
ruseni pribéhu tohoto procesu. V di-
sledku zmén v mitochondrialni strukture
a funkci maze vznikat chemorezistence
nadorovych bunék. Rozdily membra-
nového potencidlu mezi jednotlivymi
bunkami nddoru odrdzi bunécnou he-
terogenitu a prostrednictvim jeho ana-
lyzy mohou byt identifikovany burky,
které jsou dllezité v nddorové progresi.
Membranovy potencial tak mGze byt
potencialni prediktor odpovédi na pro-
tinddorovou lé¢bu a/nebo pfimy cil che-
moterapie [63]. Studium mitochondridl-
niho potencidlu a detekce ROS muze
pfispét k lepsimu porozuméni apopto-
tického mechanizmu a sestaveni efek-
tivnéjsi 1é¢by pro pacienty s nadorovym
onemocnénim.
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