UVODEM
Vazeni pratelé,

Evropskd biotechnologickd federace (,European
Federation on Biotechnology” (www.efbiotechnolo-
gy.org), jejimz ¢lenem je i nase spolecnost, si letos pfi-
pomina 40 let od svého zaloZeni. Byla zaloZena v r. 1978
na svém prvnim kongresu ve Svycarském Interlakenu
a nyni oslavi své vyznamné vyro¢i opét na Svycarské
pldé, a to v Zenevé. Jak jsme Vas jiz informovali, 18th
European Congress on Biotechnology se bude konat
ve dnech 1. — 4. ¢ervence 2018 (www.ecb2018.com).
Doporucujeme Ucastnit se a prezentovat tam vysledky
¢eského biotechnologického vyzkumu.

Radi bychom Vam také pfipomnéli, Ze na webovych
strankach https://www.sciencedirect.com/journal/bio-
technology-advances/vol/36/issue/3 si muzete precist
¢lanky naseho speciélniho cisla Biotechnology Advan-
ces — Prospects in Biotechnology, které pfinasi prehled-
né ¢lanky ucastnikd naseho mezinarodniho symposia
Biotech 2017 konaného v Narodni technické knihovné
v Praze 6 od 13. do 17. ¢ervna 2017.

Jak je Vam jisté vSem znamo nase Biotechnologic-
ka spole¢nost je zakladajicim ¢lenem Ceského svazu
védeckotechnickych spole¢nosti (CSVTS), ktery v sou-
¢asné dobé sdruzuje 67 spolecnosti (podle soucasné
legislativy ,spolkd”), které jsou samostatnymi prav-
nimi subjekty. K posilovani postaveni CSVTS v regio-
nech a k pInéni jeho dlouhodobého programu slouzi
4 domy techniky, a to: Dm techniky Ceské Budé&jovice
spol. s.r.o, Dim techniky Ostrava (DTO CZ, s.r.0.), Dim
techniky Pardubice spol., s.r.o. a Didm techniky Plzeri
spol., s.r.o. Domy techniky hospodafi s majetkem Sva-
zu na zékladé uzavienych najemnich smluv. Paty Dim
techniky CSVTS Kladno, s.r.o. pro neschopnost plnit
finan¢ni zévazky prevzal pfimo Svaz. Svaz dale hospo-
dafi s dals$im nemovitym majetkem Svazu a formou
prondjm0 ziskava prostiedky na odbornou cinnost
svych spole¢nosti, v naSem piipadé pfispiva na tisk
a distribuci ¢asopisu Bioprospect. Pro rlizné mensi akce
je mozné vyuZivat Skolici stfedisko Svazu v Kytlici.

UNIVERSITY OF
CHEMISTRY AND
TECHNOLOGY
PRAGUE

International Conference on

Nase spole¢nost ma v soucasné dobé svého zastupce
v komisi pro vzdélavani a inovace, a to RNDr. Toméase
Vanka, CSc. Uvitame vétsi zajem nasSich ¢lenl o praci
v komisich v pfistim volebnim obdobi.

CSVTS prevzal obtizny ukol a to pfipravu Svétového
inZenyrského konventu WEC 2023 v Praze a ustano-
vil garan¢ni vybor ve sloZeni doc. Hanus, doc. Trojan,
prof. Ulrichova a prof. Volf. Kongres by se mél konat
v nové 02 kongresové hale, ktera by méla stat vedle
soucasné 02 Arény. Podnéty k programu je mozné po-
davat garan¢nimu vyboru.

Vsem ¢lenim a podporovateldm doporucujeme cist
«Zpravodaj” CSVTS, ktery vychazi dvakrat roéné a je
k disposici ne webovych strankach Svazu http://zpra-
vodaj.csvts.cz. Posledni Cislo 45 z kvétna 2018 se vénu-
je zejména 100. vyro¢i zaloZeni Ceskoslovenska.

Na valné hromadé Svazu konané 10 kvétna 2018
na Novotného lavce v Praze 1 byly predany 4 me-
daile Christiana J. Willenberga. Dvé z nich obdrzeli
nasi ¢lenové, a to pani prof. Ing. Jana Zabranska, CSc.
a pan prof. Ing. Michal Dohanyos, CSc. Dalsi dvé pak
pan Ing. Josef Proskovec, CSc. (Spole¢nost Skoda, z.s.)
a pan Ing. Jan Czudek (Ceska hutnicka spole¢nost, z.s.).
Medaile Christiana J. Willenbera je nejvy3sim vyzna-
menanim, které udéluje CSVTS (http://www.csvts.cz/
/index.php/cs/). CH. J. Willenberg byl stavebni inze-
nyr, ktery se zaslouZil o zaloZeni Ceského vysokého
uceni technického v Praze. Je i zakladatelem technické
knihovny, nebot jeho knihy byly poc¢atecnim pfispév-
kem jejiho zalozeni. To nas, co plsobime v Dejvicich,
kde je soucasna technicka knihovna v nové budové
lokalizovana, musi velmi potésit.

Redakce Bioprospectu Vam pieje pfijemné proZiti
letnich dnd a tési se na dalsi spolupraci.

Se srde¢nymi pozdravy
Vasi
Jan Kas a Petra Lipovova

Ly

New Breeding Techniques (NBT) -
Hope for Agriculture and Food Chain

13" September 2018
9:30 a.m. — 2:00 p.m.

University of Chemistry and Technology Prague
Technicka 5, Prague 6

Admission FREE, REGISTRATION is needed

Info on: https://www.biotrin.cz/konference-o-novych-technikach-slechteni-rostlin/? preview=1
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ODBORNE PRISPEVKY

MIKROSKOPY ODHALUJICi 3D-STRUKTURY PROTEINU
V TEMER ATOMARNIM ROZLISENI:
SCIENCE FICTION NEBO REALITA?

Michaela Rumlova

Ustav biotechnologie, Vysokd $kola chemicko-technologickd, Praha

michaela.rumlova@vscht.cz

Uvod

Mikroskopy pfedstavuji v soucasnosti jedno z nepo-
stradatelnych vybaveni fady klinickych a mikrobiolo-
gickych laboratofi. NeslouZi oviem pouze k pozoro-
vani bunék ¢ bunécnych procest, ale soucasny trend
ukazuje, Ze specialni typy elektronovych mikroskopt
tzv. kryo-elektronové mikroskopy (kryo-EM), se daji
pouzit i pro ur¢ovani trojdimensionalnich (3D) struk-
tur. A to nejen struktur vétsich a symetrickych makro-
molekulovych komplex(, jako napfiklad virovych ¢éastic,
ale i struktur jednotlivych proteinl. Pro zjistovani 3D
struktur proteinGi se az donedavna vyuzivaly zejmé-
na dva pfistupy: rentgenova krystalografie a nuklearni
magneticka resonance (NMR). Nicméné nedavny po-
krok v detekci elektronli a zpracovéni obrazu zpusobil
doslova revoluci v rozliseni, a kryo-EM zacina na poli
strukturni analyzy soupefit s rentgenovou krystalografii.
Davodi je nékolik, zejména

charakteristikou mikroskopt je totiz jejich rozliSovaci
schopnost. Tu Ize definovat jako nejmensi vzdéalenost
dvou bodl pozorovaného objektu, kdy jesté nesply-
nou v jeden a mlzeme je rozlisit. Tato mez rozliSeni
mikroskopu je mérné vinové délce pouzitého zéfeni.
V piipadé svételného mikroskopu je jako zdroj zéafeni
vyuZito viditelné svétlo, které ma rozsah vinovych délek
pfiblizné od 380 — 750 nm. Spitkové svételné mikro-
skopy maji rozliSovaci schopnost 0,2 pm (200 nm). Je-
likoz velikost bézné zivocisné buriky se pohybuje kolem
10 — 30 ym a bakterialni buriky kolem 1 pm, Ize tyto
objekty svételnym mikroskopem pozorovat. Pokud ale
chceme pozorovat objekty mensich rozmér(, musime
vyuzit jiny zdroj zafeni o kratSich vinovych délkach.
V mikroskopii se vyuzivda proud elektron(, ktery ma
vinovou délku v rozmezi pfiblizné 0,01 — 0,001 nm,
tedy dostatecné kratkou na vizualizaci detailCi objektu
na atomové Grovni (Obr. 1).
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gické preparaty témér v jejich

pfirozeném stavu. Vzorky to-

mikroviny

tiz nemusi byt krystalizova-

ny, fixovany ani barveny, ale A0 T e e
jsou pfipraveny pouze prud- ]

| &)
0inm ./
10em 1em 1mm O,1mm10um Ium 100nm10nm 1nm 1A 10pm

kym zamrazenim (vitrifikaci).
Dalsi velkou vyhodou oproti
strukturnim analyzam rentge-
novou krystalografii a NMR,
které vyzaduji velké mnoz-
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stvi purifikovaného materialu  gpy. 1: spektrum a vinové délky elektromagnetického zaFeni. Znazoméni oblasti vyuzi-

(vétSinou nékolik miligram®) vanych pro mikroskopii.
je fakt, ze kryo-EM je schopna

analyzovat velmi malé mnozZstvi vzorku (desetinu mi-
ligramu). Béhem poslednich nékolika let byla pomoci
kryo-EM rekonstruovéna celéd fada 3D struktur riiznych
typU proteind ¢i proteinovych komplexd v rozmezi mo-
lekulovych hmotnosti od stovky po nékolik tisic kDa
a v rozlideni kolem 2 - 4 A.

0d svételného po elektronovy mikroskop

Pokud se fekne: ,mikroskop”, vétsiné z nas se vyba-
vi béiny stolni svételny mikroskop, pouzivany pro po-
zorovani mikrometrovych objektd, se kterym jsme se
setkali ve Skolnich praktikdch z biologie a mikrosko-
povali napf. vlasy, struktury listG ale i jednotlivé buriky,
zZivocisné ¢i bakterialni. Abychom se ale mohli podivat
dovniti do buriky, napf. na detaily jednotlivych organel,
svételny mikroskop nam uz stacit nebude. Zakladni

Mikroskopy, které misto svételného svazku pouzivaji
tok elektron(, urychleny elektrickym polem, se oznacuji
elektronové mikroskopy. Jsou to také opticka zafizeni,
jen misto sklenénych ¢ocek vyuzivaji cocky elektromag-
netické. Dalsi odliSnosti je, Ze svazek elektronli i po-
zorovany preparat musi byt umistény ve vakuu. To je
z toho dlivodu, Ze za normélnich podminek elektrony
interaguji s molekulami plyn v atmosfére, ¢imz do-
chazi k ovlivnéni jejich drahy letu. Za sestrojeni prvniho
elektronového mikroskopu v letech 1928 — 1933 byla
Ernestu Ruskovi v roce 1986 udélena Nobelova cena.
Rozliseni se oproti tehdy dostupnym mikroskoptim
zlepsilo pfiblizné na cca 10 nm, takze bylo mozno po-
zorovat podstatné mensi objekty, napi. velké molekuly
DNA, RNA ¢i velké komplexy, napf. ribosomy. Od dob
prvniho elektronového mikroskopu 3el technologicky
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vyvoj smérem k vétsimu rozliSeni, takie nékteré typy
modernich kryo-elektronovych mikroskopl uréenych
pro biologii jsou schopny uréovat trojrozmérné struk-
tury proteinli o velikosti stovek kilodaltond. Dosazena
rozliSeni umoziuji rozliSit postranni fetézce jednotli-
vych aminokyselin.

Podle zplsobu pfipravy vzorku a tvorby obrazu mu-
zeme elektronové mikroskopy rozdélit na dva zakladni
typy: skenovaci nebo také nékdy nazyvany fadkova-
ci (SEM) a transmisni elektronovy mikroskop (TEM).
V pfipadé SEM jsou analyzované vzorky vétSinou po-
tazené kovovou vrstvou, aby se od ni dopadajici elek-
trony mohly odrazet. Tyto odrazené elektrony jsou
zachyceny detektory, obraz je zvétSen, optikou mikro-
skopu zaostien a pfeveden na viditelné zafeni snimané
napf. CCD (z angl. charge coupled device) kamerou.
Vyslednym obrazem je snimek, ktery zachycuje povr-
chovou strukturu preparatu. U TEM je nezbytné pfipra-
vit velmi tenky vzorek (o tloustce vétSinou 100 nm), aby
jim mohly elektrony prochazet. Elektrony pozorovanym
preparatem prochézeji a pomoci objektivu je vytvofen
elektronovy obraz. Obraz je zvétSen, a zaostfen na zob-
razovaci systém napf. stinitko z luminiscen¢niho mate-
ridlu ¢i pfeveden na viditelné zafeni, které je zazname-
navano napf. CCD kamerou. Lze tedy fici, Ze SEM tech-
nika je vyuzivana spiSe pro zobrazeni povrch( vzork,
zatimco pomoci TEM mizZeme pozorovat a analyzovat
vnitini struktury vzorku (Obr. 2).

Protoze ve vzduchu by dochézelo k rozptylu elek-
tronl, musi byt elektronové mikroskopy provozovany
za vysokého vakua. Za téchto podminek dochazi k rych-
Iému odparovani vody a to pro biologické vzorky, které
obsahuji vodu a pfirozené se vyskytuji ve vodném pro-
stiedi, pfedstavuje zna¢nou komplikaci. Navic ionizujici
zareni Stépi chemické vazby, a tak biologicky material

Obr. 2: Znazornéni bunék pomoci SEM a TEM. Vlevo SEM snimek lidskych erythrocytd, vpravo TEM snimek ultratenkého

poskozuje. Dalsi komplikaci je, Ze biologické vzorky
jsou velmi malo kontrastni a je proto nutné je barvit. Pfi
TEM se pro barveni pouzivaji roztoky soli tézkych kovd,
které pfimo interaguji s pfichozimi elektrony a vytva-
fi pfislusny fazovy kontrast. A i kdyz v takto negativné
zbarveném a na vzduchu vysuseném biologickém vzor-
ku zlstavd navazano zna¢né mnozstvi vody, po jeho
vlozeni do vstupni komory elektronového mikroskopu
a vystaveni vysokému vakuu, je tato voda rychle od-
stranéna. Ztrata hydrata¢niho obalu biologického pre-
paratu muze zpUsobit jeho ¢aste¢né poskozeni a vznik
artefaktd. Vzhledem k velikosti krystalk pouzitych soli,
ktera se pohybuje fadové kolem 5 ai 7 A pro barvici
roztoky jako je uranyl-acetat nebo fosfowolframova ky-
selina, je rozliSeni limitovano také timto parametrem.

Kryo-elektronova mikroskopie

Jednou z moiZnosti, jak biologické vzorky uchovat
v téméf pfirozeném prostiedi a ¢aste¢né je tak ochranit
pfed ionizujicim zafenim, je mikroskopovani pfi velmi
nizkych teplotach, tedy vyuZiti kryo-elektronové mikro-
skopie (kryo-EM). Vzorek je rychle zamrazen na velmi
nizkou teplotu, vétSinou okolo —180°C, a i samotné
mikroskopovani probiha pfi této teploté. Zaklady k me-
todé super-rychlého zmrazeni, tzv. vitrifikaci vzorku,
poloZil v osmdesatych letech minulého stoleti Jacques
Dubochet'2. Principem je, Ze zmrazeni vzorku musi
probéhnout tak, aby voda byla pfevedena v amorfni
pevnou latku (tzv. skelny led) a nedoslo k tvorbé ledo-
vych krystalkd.

Analyzovany vzorek (staci pouze par mikrolitr( o po-
mérné nizkych koncentracich) je nanesen na specialni
elektronmikroskopické sitky a zmrazen. Jako nejbéz-
néjsi kryogen je pouzivan kapalny ethan. Zmrazeni
vede k vytvofeni tenké vrstvy nekrystalického, sklovi-

i

fezu lidskou embryonalni ledvinovou buiikou (HEK 293). Laskavé poskytnuto Ing. Jifinou Kaufmanovou (SEM) a Ing. Romanou

Hadravovou (TEM).
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tého (vitrifikovaného) ledu. V této vrstvé jsou pfitomny
analyzované céstice, nahodné natocené v nejriiznéjsich
orientacich. Pfipravené vzorky jsou v zmrazeném stavu
vloZzeny do mikroskopu a za poutZiti nizkych davek elek-
tron, aby nedoslo k poskozeni vzorku, jsou snimany
obrazy. Ziskany obraz zachycuje analyzované castice
ve dvourozmérné (2D) projekci (Obr. 3A).

Ackoliv pomér signalu k Sumu pozadi je na téchto
snimcich velmi nizky (vzorky nejsou barveny ani kon-
trastovany), analyzou mnoha odlisnych 2D obrazi
¢astic v rznych orientacich a jejich naslednym priimé-
rovanim Ize jesté zlepsit pomér signalu k Sumu, a tim
padem i ziskat vyssi rozliSeni. Jelikoz jsou analyzované
¢astice nahodné orientovény, lze pofidit sadu snimkd
zachycujicich analyzovanou castici z mnoha rGznych
pohledl. Spojenim mnoha tisici téchto odliSnych
snimk Ize vytvofit 3D rekonstrukci struktury o vysokém
rozliSeni # (Obr. 3B)3

Obr. 3: (A) Kryo—EM snimek purifikovanych retrovirovych
Castic, méfitko 50 nm. (B) ziskana 3D rekonstrukce struktury,
meéfitko 25 A. (adaptovano z ref. 3)

Vys$si poméry signal : Sum a tedy vyssi rozliseni bylo
mozno ziskat pro vétsi proteinové komplexy, komplexy
s navazanymi nukleovymi kyselinami, ¢i komplexy vyka-
zujici vnitfni symetrii. To vysvétluje, pro¢ struktury ikosa-
edrélnich virovych kapsid a ribosomt byly dlouho v po-
predi kryo-EM analyzy. Nejvétsi pokroky v rozliseni byla
zaznamenany pravé pro velké ikosaedralni viry. V roce
1997 byla kryo-EM rekonstruovéna struktura viru hepa-
titidy B v rozlieni 7,4 A> a 9 As, které poprvé umoznilo
rozlisit hlavni prvky sekundarni struktury. V roce 2008
bylo zrekonstruovano nékolik virovych struktur o vys-
$im rozliSenim™ vcetné struktury epsilon-15 viru s roz-
lisenim 4,5 A7. V roce 2010 pak byly ziskany kryo-EM
mapy, s dostate¢nym rozliSenim pro de novo vytvoieni
atomovych modeld pro Aquareovirus (3,3 A)® a Ade-
novirus (3,6 Ay

Pro castice bez symetrie, byla 3D rekonstrukce
daleko obtiznéjsi. Teoretické odhady, ptedpovidajici,

Ze by pomoci kryo-EM mélo byt mozné stanovit struk-
tury s atomarnim rozli$enim (tedy 1 A) pro proteinové
komplexy s molekulovou hmotnosti kolem 100 kDa™
se zdaly byt az pfilis optimistické. AZ na téméf atomarni
strukturu bakteriorhodopsinu®, kterd byla za ohrom-
ného Usili ziskdna pozdéjsim nositelem Nobelovy ceny
Richardem Hendersonem a jeho kolegy, vétsina
kryo-EM vyieSenych struktur dostupnych do roku 2010
nedosahovala takovychto rozliseni. V té dobé, kryo-EM
struktury komplext s nizkou nebo Zadnou symetrii do-
sahovaly rozlideni okolo 7 — 9 A. PFi tomto rozlideni jsou
ve formé ty¢inkdm podobnych utvar( viditelné alfa he-
lixy, aviak beta struktury ¢i postranni fetézce aminoky-
selin rozlisit nelze™.

Neschopnost dosahnout teoreticky mozné rozliseni
byla ¢aste¢né zplsobena neefektivni detekci elektron.
Nizky pocet elektrond, pouzivany z dlivodG minimaliza-
ce poskozeni vzork( pfi ionizaci, zpsoboval pfili$ vyso-
ky Sum pozadi, ktery zabranoval spolehlivému uréeni
orientace analyzovanych ¢astic.

Revoluce v rozliSeni aneb pokroky
v kryo-EM

To vie se ale zménilo nedédvnym technologickym
vyvojem, ktery znamenal v kryo-elektronové mikrosko-
pii ohromny prilom a doslova ,revoluci v rozliseni”.
Tento trend byl umoznén uspéchy ve dvou oblastech:
v detekéni technologii™'® a ve zpracovéani obrazu a 3D
rekonstrukci'.

V roce 2012 byly zavedeny prototypy nové generace
digitalnich detektorl elektrond tzv. DDD (z angl. direct
electron detector device), umoziiujici jejich pfimou de-
tekci. Pocet zaznamenanych elektronl se tim podafilo
zvysit z plvodni jedné pétiny na polovinu viech pro-
chazejicich elektron™. Navic modernizovana elektro-
nika umoznila daleko rychlejsi zachyceni snimkd v po-
dobé filmu. To vyfesilo dalsi problém, ktery je spojen
se zmrazenymi hydratovanymi vzorky: energie uvolfo-
vana pfichozimi elektrony zptsobuje totiz uvniti vrstvy
ledu pohyb, ktery vede k rozmazani vyslednych snimkd.
Filmy, zaznamenané béhem bombardovani vzorku
elektrony, mohou byt zpracovany tak, aby bylo rozma-
zani u¢inné odstranéno. Soubézné s timto vyvojem do-
Slo i k velkému pokroku v algoritmech pro klasifikaci
a rekonstrukci struktur, umoziujici ziskat nejen samot-
nou strukturu proteind, ale i informace o jejich dynami-
ce. Rok 2013, kdy se digitalni elektronové detektory sta-
ly komer¢né dostupnymi, znamenal v oblasti kryo-EM
revoluci. VylepSeni a automatizace metod pro zpraco-
vavani obrazu zpfistupnilo tyto techniky i pro ,nespe-
cialisty”, nebot nebylo nutné ,ladit” klicové parametry,
ale bylo mozné je pfimo naméfit . V této dobé se zaca-
ly objevovat prvni 3D struktury vzork( v téméf atomar-
nim rozliSeni, zahrnujici pestrou skalu makromolekul.
Ukézalo se, ze stanoveni 3D struktury proteind ¢i jejich
komplext o molekulové hmotnosti mensi nez 200 kDa
je redlné dosazitelné pomoci kryo-EM™?°. Nejnové;si
kryo-EM struktury se dostavaji pod rozlideni 3224, ale
byly uz publikovény prace, ve kterych byla pfekonéna
hranice 2A2 (Obr. 4).
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Obr. 4: Vyvoj kryo-elektronové mikroskopie z hledis-
ka rozliSeni i velikosti analyzovanych molekul. Cerné
te¢ky reprezentuji kryo-EM struktury stanovené v letech
2000 - 2012, Sedivé tecky s bilym okrajem jsou nékteré vybra-
né struktury publikované od 2013 dosud: y-sekretasa (y-sec),
20S proteasom, F420 (NiFe) hydrogenasa, velka podjednotka
kvasinkového mitochondridlniho ribosomu (Mitoribo), cyto-
plasmaticky ribosom Plasmodium falciparum (Pf-ribo), glu-
tamatdehydrogenasa (GDH), isocitratdehydrogenasa (IDH1).
(adaptovano z ref. 15)

Tyto Uspéchy vedly také k tomu, Ze v roce 2017 byla
udélena Nobelova cena za chemii pravé tfem prikopni-
k&im kryo-elektronové mikroskopie: Jacquesi Duboche-
tovi, Richardu Hendersonovi a Joachimu Frankovi.

Kryo-elektronova tomografie

Aplikace kryo-EM v biologii zahrnuje 3iroké spekt-
rum moznych analyz: od zobrazovani neporusenych
¢asti tkané, jednotlivych bunék, virovych castic az po
molekuly bilkovin. Pro analyzu biologickych struktur se
postupné vyvinuly dva hlavni sméry kryo-elektronova
tomografie (kryo-ET) a 3D rekonstrukce jednotlivych
makromolekul neboli ¢astic (single-particle analysis:
SPA)?». Tyto metody byly pouzity jednotlivé i v celé
fadé dalSich pfistup(, ve kterych jsou informace ziska-
né kryo-EM kombinovéany s dopliiujicimi informacemi

vé v izolaci, kdy mizZe dojit k odstranéni prechod-
nych vazebnych partnerd, které ale mohou dilezité
pro nativni ,in situ” konformaci analyzovanych céstic.
V téchto pfipadech je tedy nutné analyzovat casti-
ce v jejich pGvodnim prostiedi, napf. v membrénég,
v pfislusné organele, nebo v ramci celé burky. Tento
pfistup je oznacovén jako kryo-elektronové tomografie
(kryo-ET) a umoznuje vyfeSeni strukturnich vlastnosti
analyzovanych ¢astic i ve slozitych nativnich podmin-
kach, dokonce i uvniti bunky.

Kryo-ET umoziiuje 3D rekonstrukci z mnoziny zis-
kanych 2D obrazli rlzné orientovanych biologickych
vzork(. Rekonstrukéni pfistupy kryo-ET se odlisuji od
téch, pouzivanych pro analyzu makromolekul a postu-
py pouZivané pro 3D rekonstrukci individualnich mak-
romolekul nelze ¢asto aplikovat pro analyzu komplexd
in situ. Divodem je pravé pfitomnost ,kontaminuji-
cich” molekul z prostiedi, vyskytujicich se okolo ana-
lyzovanych castic. Tyto molekuly ¢asto prekryvaji pfi-
slusny kryo-EM snimek a komplikuji naslednou analyzu
obrazu?®.

V kryo-ET dochazi k naklapéni analyzovaného vzorku
do pfesné definovanych uhlG, a pfi kazdém naklopeni
je sniman a ukladan obraz vzorku. Z této sady mnoha
kopii 2D obrazl, je poté sestavena 3D rekonstrukce
analyzovaného vzorku neboli tomogram. K odstranéni
kontaminujicich struktur z prostfedi a zvySeni pomé-
ru signdlu k Ssumu a rozliseni, mohou byt 3D obrazy
analyzovanych ¢astic z celého tomogramu ,vystfizeny”
za vytvofeni tzv. subtomogramu. Nasledné dochazi
ke srovnani orientace jednotlivych ¢astic na pfislusnych
subtomogramech a jejich primérovani. lterace téchto
poslednich dvou krokd probiha az do dosazeni nejvét-
$iho mozného rozliseni (Obr. 5). Vysledkem je detailni
informace o 3D struktufe ¢astice analyzované in situ*?.

3D rekonstrukce jednotlivych
makromolekul nebo castic
(single-particle analysis)

Principem SPA je primérovani tisici snimk( identic-
kych molekul. Zékladni pfedpoklad je, Ze trojrozmérné
objekty, které jsou reprezentovany jejich nasnimanymi

napf. z rentgenové krysta-
lografie ¢i NMR.

Obecné postupy 3D re-
konstrukce struktur indi-
vidudlnich molekul vyza-
duji, aby tyto molekuly
byly izolovany. Pro mno-
ho biologickych molekul,
jako jsou napf. membra- _
nové proteiny, velké bu- | [
né¢né ultrastruktury & | |
pleomorfni virové castice,
viak izolace z jejich pfi-
rozeného prostiedi muze \
znamenat ztratu ¢i posko- Yo
zeni jejich charakteristic-

tomogram

orientace R
Subtomogram @ _____,, subtomogramy =~ — T
nahodna orientace Castic srovnana orientace ¢astic

—— [ zpr&mérfvagg st;gtongo ramy
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B 25
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pouZiti nové referentni orientace
¥ opakovani do dosazeni stability orientace

T \
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kého strukturniho rysu. Obr. 5: Schéma pracovniho postupu priimérovani subtomogramii v kryo-ET.

Pficina muGze byt pra- (adaptovano z ref. 4)
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dvourozmérnymi projekcemi, jsou totozné. Na rozdil
od tomografie, kterd zaznamenava vice pohledd
na stejny biologicky objekt ze sérii rizné naklonénych
tomogramd, strategii SPA je shromazdovani dat z mno-
ha kopii identickych biomolekul. Vzhledem k tomu,
ze jednotlivé molekuly zamrzly béhem pfipravy vzorku
v ndhodnych orientacich, neni nutné naklapéni vzorku.

Typické soubory dat pro SPA se skladaji z tisicii ob-
razd, z nichz kazdy obsahuje a7 tisic projekci biologic-
ké molekuly v riznych smérech. Proces rekonstrukce
obrazu alternuje mezi dvéma kroky: hledani orientace
pro vSechny projekce ¢astice a 3D rekonstrukce. Bé-
hem rekonstrukce jsou vSechny orientované projekce
¢astic zobrazeny ve 3D poli a je vytvofena 3D elektro-
nova mapa. Tento cyklus se obvykle opakuje tak dlou-
ho, dokud se zvysuje rozliSeni.

Zaveér

Nedavny vyvoj v oblasti hardware a vylepseni soft-
ware pro zpracovani obrazu, ktery ved| ke zvySeni roz-
liSeni analyzy castic, odstartoval novou éru kryo-EM.
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POHLED DO NITRA ZIVYCH BUNEK BEZ INVAZIVNI
CHEMIE POMOCIi HOLO-TOMOGRAFIE

Michaela Pluskalova
HPST, s. r. 0.; michaela.pluskalova@hpst.cz

Uvod

Ernst Abbe definoval pied 140 lety zakladni paradig-
ma optické mikroskopie, které limituje pouZiti svétel-
nych objektivli na rozliseni detaill blizsich, nez je polo-
vina vinové délky svétla pouzitého k pozorovani. Dobu
poslednich nékolika let Ize charakterizovat razantnim
rozvojem mikroskopickych technik, které dokazaly tyto
zékladni teze prolomit a postoupit za jejich hranice'2
V tomto ¢lanku bychom Véam radi pfibliZili novou tech-
niku, jejiz hlavni pfednosti je moznost sledovani buné¢-
nych déji bez potieby barveni a moZnost kombinovat
ji s fluorescen¢né zna¢enymi sondami. K tomuto Gcelu
byl vyvinut holograficky mikroskop 3D Cell Explorer-
-fluo Svycarskou spole¢nosti Nanolive. Tradi¢ni mik-
roskopické techniky vyzaduji slozité a ¢asové néroc¢né
protokoly pfipravy vzorkd, které jsou ve vétsi ¢i mensi
mife invazivni v¢i bunkéam s rizikem jejich poskozeni.
Revolu¢ni tomograficky mikroskop 3D Cell Explorer
umozni pohlédnout do intracelularniho prostoru zi-
vych bunék bez potieby buriky jakkoliv znacit. BEhem
vtefin je mozné zaznamenat 3D obraz bunék ve vyso-
kém rozliseni a sledovat interakce bunék, reakce bunék
na osetieni, virologické ¢i bakterialni napadeni a rdizné
dalsi podnéty atp. Pfipojeni fluorescen¢niho modulu
dovoluje kombinovat vysoce kvalitni tomograficka data
s fluorescen¢nimi markery pro pfesnou identifikaci or-
ganel nebo detekci proteind. Svycarska spole¢nost Na-
nolive vyvinula tento unikétni neinvazivni a velmi rychly
nastroj, ktery lIze vyuzit v rGznych oblastech vyzkum-
nych, ale i diagnostickych, pocinaje buné¢nou biologii,
neurologii a studiem interakci bunék, pres onkologicky
a toxikologicky vyzkum, ¢i vyvoj nanomateriald.

Nanolive SA

Bunéc¢né dobrodruzstvi 3D Cell Exploreru zacalo na
polytechnické univerzité EPFL ve Svycarském Lausanne
béhem doktorského studia Dr. Yanna Cotte a Dr. Fatiha
Toy v Laboratofi mikrosystému prof. Christiana Depe-
ursinge. Popsali mikroskopickou kvantitativni metodu,
ktera pfesahne opticky difrakéni limit a umozni pozoro-
vani zivych bunék bez jakéhokoliv dal$iho znaceni nebo
modifikace®. Pro realizaci jejich teorie vznikla koncem
roku 2013 spole¢nost Nanolive SA jako start-up v EPFL
Innovation Park pro vyvoj hardwaru a softwaru. Nano-
live uspésné sestavili prvni mikroskop 3D Cell Explo-
rer a uvedli na trh v roce 2015. Jeho vlastnosti se daji
shrnout do ¢tyf podstatnych zakladnich parametrd.

1. Pro ziskani dostate¢ného kontrastu vyuziva hologra-
fii.

2. Rota¢nim skenovanim se ziskava tomograficka infor-
mace.

3. Zafizeni se samo kalibruje a je snadné pro obsluhu.

4. Pokrocilé algoritmy umoziiuji rychlou rekonstrukci
obrazu.

Nanolive technologie

Technologie Nanolive kombinuje holografii s rotac-
nim skenovanim a detekuje zmény svétla, které pro-
chazi buné¢nymi strukturami, tzn. 4D distribuci fyzikalni
veli¢iny lomu svétla v burnice (Obr. 1). Vyuziva toho, ze
kazda burika méa svou vlastni komplexni strukturu. Vzo-
rek se umisti mezi objektiv s vysokou clonou a rotacni
rameno se zdrojem svétla, kterym je laserova dioda se
zelenym paprskem o vinové délce 520 nm. Laserovy
paprsek se rozdéluje na dva paprsky, z nichz prvni pro-
chazi vzorkem a druhy je referen¢ni. Vzorkem procha-
zi laserovy paprsek pod uhlem 45° a pomoci rotacni-
ho ramene se otaci 360° okolo vzorku. Zaznamenava
se série hologram@ diky kombinaci referen¢niho
paprsku a paprsku prochazejiciho vzorkem. Vysledny
obraz se zobrazi na monitoru pocitate jiz béhem
2 sekund. Mikroskop ma velikost zobrazeného pole
80X80X30 pm s vertikalnim rozliSenim 500 nm and
lateralnim 200 nm. A¢ se tedy jedna o svételny mik-
roskop, timto ,trikem” Ize pfekonat omezeni v rozlise-
ni svételné mikroskopie dané vinovou délkou svétla
a dostaneme se na uroven skenovaciho elektronového
mikroskopu?.

Obr. 1: Schéma priichodu laserového paprsku vzorkem do
objektivu pod ulem 45° pomoci rota¢niho ramene, které se
otadi okolo vzorku a po kazdém otoceni o 3,6° zaznamena
obraz. V kombinaci s referen¢nim paprskem se tak ziska série
96 hologram a Ize vytvofit prostorovou rekonstrukci burky.
(Zdroj Nanolive SA)
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Konstrukce mikroskopu je az prekvapivé rozmérové
mala, avSak velmi stabilni a elegantni. To je umoznéno
unikatnim fesenim jednolité zakladni konstrukce. Soft-
ware Steve pro obsluhu mikroskopu i néaslednou 3D
rekonstrukci je uZivatelsky velmi pfiznivy. Zacit pracovat
s mikroskopem je tak mozné jiz po kratkém zaskoleni.
Optika mikroskopu je samozaostiovaci, coz je zajimavé
zvlasté pfi dlouhodobéjsim sledovani bunék.

Pro monitorovani buné¢nych procest v delSim caso-
vém Useku je mozné pouZit stolni inkubator, do kte-
rého se vloZi misticka se vzorkem bunék v kultiva¢nim
médiu. Lze tak sledovat v pfimém pienosu bunécné
pochody v pfirozeném prostiedi (5 CO2 & 37°C, vih-
kost) po celé hodiny i dny, kde by jedinym omezenim
mohla byt pouze pamét pfipojeného pocitace. Dlou-
hodobé pozorovani bunék je mozné i diky pouzitému
nizkoenergetickému laseru, ktery je vici zivym burikdm
zcela Setrny.

Praktickym pfikladem moznosti detailniho zobrazeni
intracelularnich struktur je snimek mysiho fibroblastu
na obr. 2 pievzaty od Nanolive SA. Jedna se o Zivé buri-
ky v kultiva¢nim médiu, které byly umistény v kontrolo-
vaném prostiedi stolniho inkubatoru. Je mozné jasné
rozeznat jaderné struktury (jadro, jadérko a jadernou
membranu), sit mitochondrii, lipidové kapénky, lyso-
somy a plasmatickou membranu.

Obr. 2: Intracelularni struktury v Zivém mysSim fibroblas-
tu: a. jadro a jaderna membrana, b. lipidové kapénky, c. lyso-
somy, d. plasmatickd membrana, e. jadérko, f. mitochondrie.
(Zdroj Nanolive SA)

Pro pfesnou detekci intracelularnich organel je moz-
né kombinovat holografii i s fluorescen¢nimi znackami
a zaznamenat epi-fluorescenci pomoci fluorescenc¢ni-
ho modulu. Mdzete tak vyuzit zarover vyhod jak ne-
invazivni buné¢né tomografie, tak i multikanalové epi-
-fluorescence. 3D Cell Explorer-fluo disponuje tfemi
fluorescen¢nimi kanaly, které se stiidaji v fadu mikro-
sekund. Po vysviceni fluorescen¢niho signélu véak ma-
Zeme pokracovat pohodIné dale s pozorovanim bunék
na Urovni tomo-holografie.

Rekonstrukce obrazu ve 3D

Zéakladnim grafickym vystupem je cernobily obraz
slozeny ze 100 vrstev, mezi kterymi Ize pfechazet
podobné jako u vystupd z konfokélniho mikroskopu.
Obraz se vytvafi z tzv. voxell (3D pixely), coz jsou spe-
cifické hodnoty indexu lomu a prostorovych koordinat.
Na rozdil od fluorescence se jedna o absolutni hodno-
ty, které jsou vlastnosti daného biologického systému
a jsou fyzikélnim znakem organel. Diky tomu je mozné
snadno, a hlavné jednotné porovnavat vzorky z rdznych
experimentd. Ziskany obraz je mozné pievést do vSech
zékladnich grafickych formét nebo poutzit tzv. digitalni
barveni.

3D obraz lze vytvofit za pomoci tzv. digitalniho bar-
veni v softwaru Steve od Nanolive, ktery Ize stdhnout
zdarma na libovolny pocitac a zpracovévat snimky i do-
datec¢né. Jak jiz bylo uvedeno, Nanolive vychazi z toho,
ze hodnota indexu lomu je fyzikalni charakteristikou
bunéénych struktur®. Software Steve dokaze snadno
pfifadit zvolenou barvu k zadané oblasti indexd lomu.
Vysledkem jsou krasné 3D rekonstrukce celych bunék.
Piikladem je 3D rekonstrukce fibroblastu z lymfatickych
uzlin na obr. 3. Atraktivni moznosti je vytvofit digitalni
fez burikou a nahlédnout tak neinvazivné do intracelu-
larniho prostoru. Kromé ziskani jednotlivych snimki je
mozné zachycovat videa a sledovat tak buriky v case.
| pro tcely videosekvenci Ize s vyhodou pouzit digital-
niho barveni a sledovat v pfimém pienosu pohyby digi-
talné obarvenych bunék ve 3 D.

Obr. 3: Prostorova rekonstrukce obrazu v softwaru
Steve zivého fibroblastu z lymfatickych uzlin.
(Zdroj Nanolive SA)

Zaver

3D Cell Explorer se dostal v roce 2015 mezi The Scien-
tist's Top 10 Innovations. Tato technologie je pielomova
moznosti zachytit v pfirozeném prostiedi Zivé neznace-
né bunky ve vysokém rozliSeni, aniZ by bylo potfeba
je barvit. Oproti nestabilnimu fluorescen¢nimu znaceni,
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které je relativni veli¢inou, je index lomu jednotlivych
organel veli¢inou absolutni, coZ umoziiuje dlouhodobé
studie, porovnani riiznych vzorkd stejného biologické-

ni bunék. Pfipojenim fluorescen¢niho modulu je navic
mozné obé technologie, holografii a fluorescenci kom-
binovat a vyuzit pfednosti obou.

ho plivodu a zcela neinvazivni dlouhodobé pozorova-
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Souhrn

Pluskalova M.: Pohled do nitra Zivych bunék bez invazivni chemie pomoci holo-tomografie

Nanolive je piikladem rozvijejici se technologie v oblasti nanoskopie, kterd kombinuje holografii a tomografii (Tomograficka difrakéni
mikroskopie, TDM). Tato technologie nepouzivd Zadné znaceni, proto mizeme pozorovat buriky v jejich pfirozeném prostfedi, aniz
bychom je jakkoliv modifikovali nebo ménili pomoci chemickych znacek. Mizeme tak zaznamenat vSechny dilezité Zivotni bunécné
pochody a timto unikatnim zplsobem Iépe pochopit chovani bunék. Digitalni holograficky tomograf 3D Cell Explorer vytvafi kolekci
96 vrstev v ose Z, kdy kazda vrstva je vlastné detailni mapou index(i lomu (Refractive Index, RI) intracelularnich struktur. Tato inovativni
technologie dokaze rekonstruovat ve vysokém rozliSeni (x, y:200nm; z:400nm; t:1.7sec) kvalitni trojrozmérny obraz transparentnich
neznacenych vzorkd. Buriky je moZné umistit do malého inkubatoru, a tak Ize monitorovat chovani bunék v kontrolovaném prostiedi
(teplota, CO,, 0% vlhkost) po dobu hodin, dnil i tydn(. Diky fyzikalni podstaté zaznamenavani indexd lomu, je mozné provadét nasled-
nou kvantitativni analyzu dat. 3D Cell Explorer-fluo obohacuje tomografickd data o moznost kombinace s fluorescen¢nimi znackami
a umoznuje tak ptesnou identifikaci organel, proteini nebo dalsich latek znagenych flourescenéné.Tato neinvazivni inovativni technika
otevird moznosti pro nové fascinujici aplikace pro studium buné¢ného cyklu/smrti, studium infekce uvniti bunék, lokalizaci nano¢astic
a imuno-onkologii.

Klicova slova: Tomograficka difrakéni mikroskopie, TDM, zobrazovani Zivych bunék, holografie, tomografie, index lomu

Summary

Pluskalova M: Look inside live cells without invasive chemistry using holo-tomography

Nanolive technology is an example of emerging smart nanoscopic technique by combining holography with tomography (Tomographic
Diffractive Microscopy, TDM). This technology is 100 label free, so we can observe cells in their real environment without any beha-
viour modifications nor alterations due to chemical markers and capture important events all along cells life time and understanding
in an unique way how cells behave. Digital Holographic Tomograph, called 3D Cell Explorer, creates a collection of 96 Z-stacked layers,
each layer being a detailed Refractive Index (RI) map of the cells observed. This innovation technique guarantees three-dimensional
high spatio-temporal resolution imaging (x, y:200nm; z:400nm; t:1.7sec) of transparent unlabeled specimens. Cells can be cultured
and monitored under controlled environment conditions in continuous time-lapse for days/weeks using on-stage incubator. Based
on the quantitative nature of the refractive index measurements, the system enables for quantitative data analysis for single cells
and tissues. Moreover, 3D-Cell Explorer-fluo enriches high quality tomographic data with fluorescent markers and enables also precise
intracellular detection of organels, proteins or drugs based on fluorescence staining. This not invasive and quantitative imaging technique
permits new intriguing applications in the cell death/cell cycle analysis, intracellular infection, intracellular nanoparticles localization
and immuno-oncology.

Keywords: Tomographic Diffractive Microscopy, TDM, live cell imaging, holography, tomography, refractive index

SERINOVE PROTEASY HELMINTU NAPADAIJICiCH CLOVEKA

Lenka Ulrychova
Ustav organické chemie a biochemie AV CR; ulrychova@uochb.cas.cz

Uvod ni. Hraji vyznamnou roli v fadé fyziologickych procest
zahrnujicich jak nespecifickou degradaci proteint jako

Proteolytické enzymy (peptidasy, proteasy, pro- S b . P . L
je traveni, tak i specifickou fragmentaci protein( v pro-

teinasy) se hojné nalézaji ve v3ech eukaryotickych

a prokaryotickych systémech vcetné virl. Katalyzuji
hydrolyzu peptidovych vazeb, bilkovin nebo peptidd.
Podle mista Stépeni se proteasy déli na exopeptidasy
(Stépi na konci peptidového fetézce) a endopeptidasy
(Stépi uvniti peptidového fetézce). Endopeptidasy dale
délime podle katalytického mechanismu do 6 hlavnich
tfid na serinové, threoninové, cysteinové, aspartatové,
glutamatové proteasy a metaloproteasy. Serinové pro-
teasy (SP) jsou charakterizovany pfitomnosti reaktivni-
ho serinového zbytku v aktivnim misté enzymu, ktery
je nezbytny pro katalyzu enzymové reakce. SP jsou
nejlépe prostudovanou skupinou viech studovanych
proteas a maji ze viech tfid nejpocetnéjsi zastoupe-

cesech jako jsou apoptdza, koagulace, pienos signalu,
etc.!” 2. Zaroven hraji vyznamnou roli v fadé patologic-
kych stavll v organismu, napfiklad pfi vzniku zanétu ¢i
nejriznéjsich onemocnéni 4.

Paraziticni helminti (paraziticti cervi) jsou pokladani
za vyznamné patogenni organismy, které ohrozuji zdra-
vi a Zivot stovek miliéna lidi po celém svété. Naprosta
vétsina helmintd patfi do dvou vyznamnych Zivocisnych
kment. Prvni kmen piedstavuje parazitické plosténce
(kmen Platyhelminthes) zahrnujici dvé pro ¢lovéka nej-
vyznamnéjsi tfidy parazitG: motolice (trematoda) a ta-
semnice (cestoda). Do druhého kmene jsou zafazeni
zastupci hlistic (nematoda). V kazdé skupiné je néko-
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lik desitek zastupct, ktefi jsou schopni infikovat savce
vcetné ¢lovéka a zplsobit zavazna onemocnéni, ktera
mohou koncit smrti°>. Odhaduje se, ze krevni motolici
rodu Schistosoma, kterad zplsobuje zédvainé onemoc-
néni, je celosvétové infikovano vice nez 240 miliond lidi
a v tropickych oblastech pfedstavuje po malarii druhé
nejzavaznéjsi parazitarni onemocnéni®. Fasciola hepa-
tica ohrozuje nejen lidskou populaci, ale zaroven zp(-
sobuje zna¢nou devastaci chovil hospodaiskych zvifat
ve vsech ¢astech svéta, kde zplsobuje velmi zévainé
ekonomické ztraty’. Vyznamnymi nematody zplsobu-
jicimi zavazna onemocnéni ¢lovéka jsou zastupci rodd
Toxocara, Trichuris, Ancylostoma ¢i Filaria, z fad ces-
tod naptiklad Spiromentra, Hymenolepis nebo Taenia.
Parazitarni onemocnéni jsou navic ¢asto komplikova-
na tzv. koinfekci, kdy je postizeny napadeny vice druhy
parazit® °.

Proteasy helmintti se hojné uplatiuji pfi interakci
hostitele a parazita, kdy jsou parazitem vyuzivany bé-

hem procesu nakazy, migrace v organismu hostitele
a ovlivilovani fyziologickych funkci nebo imunitniho
systému hostitele. Soucasné hraji SP duleZitou roli
v nejriznéjsich esencialnich procesech parazita, jako
jsou pfijem potravy, reprodukce ¢i traveni’®'. Produk-
ce raznych typd SP se lisi v ramci zivotniho cyklu pa-
razita a probiha bud po celou dobu jeho Zivota, nebo
je vazana pouze na dané Zivotni stadium parazita Ci
na prostiedi, ve kterém se parazit momentélné na-
chazi®® . Ackoliv, jak bylo uvedeno vyse, patfi SP mezi
nejlépe prostudovanou skupinu proteas obecné, u hel-
mintd je tomu naopak. Dosavadni vyzkum se soustiedil
zejména na studium cysteinovych a aspartovych pro-
teas?°?4, zatimco zajem o serinové proteasy helmintd
byl az na vyjimky upozadén. Tento ¢lanek proto shrnuje
dosavadni poznatky o uloze serinovych proteas, které
jsou produkovény parazitickymi ¢ervy rodti nematoda,
trematoda a cestoda. Souhrnné informace jsou v tabul-
ce ¢islo I.

Tabulka 1. Strucny piehled serinovych proteas (SP) helmintu infekcnich pro ¢lovéka.

Role SP Nazev SP Biologicka funkce Parazit

DPPII traveni S. mansoni
PCP traveni S. mansoni
DPPII traveni F. hepatica

Pfijem potravy | TsSerP mimotélni traveni T. spirallis
TspSP-1 mimotélni traveni T. spiralis
85 kDa mimoté&lni traveni T muris, T. suis, T. trichiura
105 kDa mimoté&lni traveni T muris, T. suis, T. trichiura
TRY-5 spermatogeneze C. elegans

Rozmnofovéni As-TRY-5 spermatogeneze A. suum
85 kDa parovani dospélcti T muris, T. suis, T. trichiura
105 kDa usnadnéni parovani T muris, T. suis, T. trichiura
SmCE penetrace pies kizi S. mansoni
ShCE penetrace pies kizi S. haematobium
SdCE penetrace pies kizi S. doutthiti
DPPII télni migrace v hostiteli S. mansoni
TsSerP télni migrace v hostiteli T. spiralis
NBL-1 téIni migrace v hostiteli T. spiralis

Penetrace Ts23-2 téIni migrace v hostiteli T. spiralis

do hostitele

a télni migrace TspSP-1 télni migrace v hostiteli T. spiralis
TppSP-1 télni migrace v hostiteli T. pseudospiralis
? télni migrace v hostiteli O. volvulus
? télni migrace v hostiteli T. canis
85 kDa télni migrace v hostiteli T. muris, T. suis, T. trichiura
105 kDa télni migrace v hostiteli T muris, T. suis, T. trichiura
trypsinova SP | télni migrace v hostitel Sp. mansoni
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Tabulka 1. (pokracovani)

degradace IgE, C3, C4,
spektrum SP | faktor B, komplemetu S. mansoni
faktor H, clusterinu
Ovlivnéni mastiny vychytavani IgG S. haematobioum, S. japonicum
imunitniho
systému 36 kDa degradace IFN-y Sp. mansoni
? degradace 1gG, albumin T canis
? degradace C5a B. malayi
SmSP1 regulace cévniho tonu S. mansoni
regulace cévniho tonu a fi- .
SmSP2 brinolyza S. mansoni
SmPOP regulace cévniho tonu S. mansoni
Ovlivnéni adherace krevnich desticek :
fyziologickjch |27 kDa na povrch vajec S. mansont
funkci hostitele
sK1 vazodilatace cév S. mansoni
Ag5 neznama E. granulosis
TsAg5 neznama T. solium
36 kDa ovlivnéni krevni koagulace | A. caninum

Role serinovych proteas pri prijmu
potravy a traveni parazitickych helminti

Savci travi proteinové slozky potravy pomoci kaskady
proteolyticky enzymd, tvofené serinovymi a asparta-
tovymi proteasami jako trypsin, chymotrypsin, pepsin
nebo gastricsin. Naproti tomu paraziti¢ni helminti travi
potravu pomoci enzymatické kaskady zalozené piede-
v3im na cysteinovych a aspartatovych proteasach?2°.
Vysledné produkty jsou nasledné vstiebany a vyuzi-
ty jako ziviny potiebné pro rist, zachovani zakladnich
biologickych funkci a pro rozmnozovani. Nematoda
a trematoda vyuZivaji jako hlavni zdroj energie natra-
venou extracelularni matrix, ¢i krev a jiné télni tekutiny
hostitele?”. Pfestoze helminti ve svém stievé degraduiji
potravu zejména pomoci cysteinovych a aspartatovych
proteas, nékteré prace uvadéji, Zze SP mohou byt také
zapojeny do travicich procest: napfiklad dipeptidyl-
-peptidasa Il (DPPII) 2¢2° nebo prolyl-karboxypeptidasa
(PCP, také zndma jako lysosomalni Pro-Xaa karboxy-
peptidasa)?, byly lokalizovany ve stfevé helmintd, coz
naznacuje jejich roli v traveni.

Dale byly SP identifikovany v exkrec¢né-sekrecnich
produktech helmintl. Tyto SP jsou uvolfiovany parazi-
tem do hostitele, kde stépi okolni tkané, které nasledné
slouzi jako potrava. Napfiklad vSechna Zivotni stadia ne-
matoda Trichinella spirallis uvoliiuji z jicnu (oesopha-
gus) do svého okoli serinovou proteasu trypsinového
typu TsSerP, kterd napomaha v migraci parazita a zaro-
ven se spekuluje o tom, Ze se ucastni pfijmu potravy>'C.
Za podobnymi Ucely vylu¢uje trematod Fasciola hepa-
tica proteasu DPPII ¢i nematod Trichuris muris dvé ¢as-
te¢né charakterizované SP (85 a 105 kDa)3" 32,

Je nutné zminit, Ze motolice absorbuji Ziviny pfede-
v3im pfes stfevni epitel, ale jsou také schopné pfijimat
ziviny povrchem téla (tegument)3*3>. Naproti tomu ta-
semnice nemaji vyvinutou travici soustavu, a jsou plné
adaptovany na pfijem Zivin pouze pres tegument. Sou-
¢asné s Zivinami jsou ziejmé do téla tasemnic vstieba-
vany nékteré travici enzymy (v¢. serinovych proteas)
hostitele3* 6. Dospélé tasemnice se usazuji v tenkém
strevé bohatém na ziviny a s pomoci nejrGznéjsich
transportérdl ¢i prostou diflzi, je absorbuji. Pfestoze
tasemnice spoléhaji hlavné na travici enzymy pfitom-
né v gastrointestinalnim traktu hostitele, uvoliiuji pies
tegument do prostiedi i vlastni travici enzymy vcetné
proteas, které jim zajistuji snazsi a rychlejsi pfijem ener-
gie®”.

Role serinovych proteas pii rozmnozovani
helminti

Sexudlni reprodukce je nezbytnd pro velkou cast
eukaryot. Béhem evoluce doslo k vyvoji vysoce specia-
lizovanych reprodukénich bunék — gamet, kdy samice
zacaly produkovat mensi mnozstvi vétsich vajicek, za-
timco samci velké mnozZstvi malych pohyblivych sper-
mii. Oba typy bunék jsou adaptované ke vzajemnému
splynuti, které je nasledovano vyvojem nového orga-
nismu®. Tasemnice a naprosta vétSina motolic jsou
hermafrodité, naopak hlisti byvaji oddéleného pohla-
vi. Pfesto jsou vSichni zastupci téchto skupin vazéni
na produkci obou typl pohlavnich bunék a neni pie-
kvapenim, ze je jejich vznik a osud enzymaticky regu-
lovan®.
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Caenorhabditis elegans (hadatko obecné) je nepa-
togenni nematod, ktery slouzi jako modelovy organis-
mus vyzkumnikdm nejrdiznéjsich obord. Byl mj. vyuzit
pro studium pohlavnich bunék helmintd, protoZe jeho
vyvojova stadia zahrnuji jak pohlavni rozmnozZovéni
dvou jedinct, tak samooplozeni®*. Semenna tekutina
(sperma), bohata na proteinové slozky, hraje dulezitou
roli v reprodukci samc(, avsak mechanismy zapojené
do regulace rozmnozovani zlstavaji do zna¢né miry
neznamé. Bylo prokazéno, ze sperma C. elegans obsa-
huje serinovou proteasu TRY-5, ktera je vyznamna pro
aktivaci spermii a zaroven se spekuluje, Ze nacasovani
aktivace souvisi s pfenosem spermatu do délohy*: 2.
Ortologicky enzym As-TYR-5 byl identifikovan v hojné
rozsitené lidské Skrkavce Ascaris suum spole¢né se
specifickym inhibitorem této proteasy, ktery se pravdé-
podobné ucastni zpétné regulace spermatogeneze®.

Role serinovych proteas pri invazi
helminti do hostitele a nasledné migraci
v téle hostitele

Nékteré druhy parazitickych ¢ervli musi nejprve sami
nalézt svého hostitele a aktivné penetrovat do jeho
tkani (Ancylostoma caninum, Schistosoma mansoni).
Jiné druhy jsou do hostitele pfenaseny pasivné, napfi-
klad spolu s potravou (Echinoccocus granulosus, Pra-
gonimus westermani, Fasciola hepatica) nebo pies
tzv. vektora (pfenasece), kterym je napf. parazitujici
hmyz (Brugia malayi, Wuchereria bancrofti). Nékolik
studii prokazalo, Ze se téchto procest vyznamné Ucast-
ni rzné typy SP.

Pfikladem aktivni penetrace jsou larvy schistosom
(cerkarie) infikujici ¢lovéka. Larvy musi nejprve nalézt
svého hostitele (na zakladé chemickych signald, ter-
mo- a/nebo fototaxe) a po pfichyceni na jeho pokozku
za¢nou sekretovat obsah z tzv. acetabularnich Zlaz,
ktery obsahuje zna¢né mnoistvi serinové proteasy,
cerkarialni elastasy (SmCE)** 45, Cerkarie pomoci SmCE
degraduji elastin v koZni tkani, ¢imz si vytvofi vstup-
ni branu do svého kone¢ného hostitele*®. Na zakladé
sekvence bylo identifikovano celkem 8 isoforem SmCE,
z ¢ehoz existuje nékolik ortolognich proteind u piibuz-
nych druhl Schistosoma haematobium a Schistosoma
doutthiti*.

Po penetraci do hostitele, at uz aktivni ¢i pasivni,
musi parazité pfekonat nejriizné;jsi bariéry, aby doces-
tovali do cilové tkané, kde se usidli. K tomu helminti
opét vyuzivaji proteolytické enzymy véetné SP. Napfi-
klad tasemnice Spirometra mansoni, které u ¢lové-
ka zplsobuje onemocnéni zvané sparganoza, nakazi
¢lovéka béhem pfijmu kontaminované potravy. Larva,
ktera se uvolni ve stfevé, miize migrovat télem prakticky
do jakychkoliv tkani, ale nejcastéji se usidli v podkozi.
Migraci jim usnadnuji dvé trypsinové proteasy schopné
Stépit kolagen. Tyto proteiny vykazuji silnou protilatko-
vou odpovéd, a proto je mozné je vyuZit jako antigeny
v serologické diagnoze*.

Podobnou strategii vyuziva intracelulérni nematod
Trichinella spiralis, ktery je schopny cely Zivotni cy-
klus dokoncit v jednom hostiteli. Dospélci parazituji
na epitelialnich bunkach stfevni stény a larvy v koster-

nich svalech. Rzna Zivotni stddia T spiralis uvolfiuji
v exkre¢né-sekre¢nich produktech do svého okoli SP
které usnadriuji vznik infekce degradaci extracelularni
matrix*> %0, Jejich exprese je ovlivnéna jednak vyvojo-
vym stadiem parazita, ale také jeho lokalizaci v hosti-
teli®'>2. Serinova proteasa NBL-1 je typicka pouze
pro migrujici larvy, kterym usnadiiuje presun ze stie-
va do svalu *°. Ve svalu larvy kolem sebe vytvareji
cysty tzv. ,nurse cells”, ve kterych pfeZivaji mnoho let.
V genomu T. spiralis byla déle objevena serinova pro-
teasa Ts23-2, k jejiz expresi dochazi vyhradné u larev
opouzdienych ve svalové tkani**. Zivotni cyklus T spi-
ralis pokracuje tak, Ze se svalovina s opouzdienymi
larvami dostane do traviciho traktu nového hostitele,
kde je natravena a larvy se z cyst uvolni. Po uvolnéni
zatnou sekretovat peptidasu oznacovanou TspSP-1,
ktera jim pravdépodobné napoméha v migraci a usa-
zovani v tenkém stievé. Exprese této SP je ukoncena
u dospélych cervli usidlenych ve stievé> . Ortolog
této proteasy TppSP-1 byl detekovan u larvy piibuz-
ného druhu T pseudospiralis, avsak jeho funkce zatim
nebyla detailné probadana®®.

Jiny nematod Onchocerca volvulus je druh filarii, kte-
ré jsou plivodcem tzv. fi¢ni slepoty u pfiblizné 20 mili-
ont lidi v subtropickém pasmu Afriky a Jizni Ameriky.
Samice sidli v tzv. podkoznich nodulech zatimco in-
fekéni larvy (mikrofilarie) a samci aktivné migruji télem
hostitele. Dospéli samci migruji z nodulu do noduly,
aby oplodnili samice, zatimco larvy opoustéji noduly
a zlstavaji v epidermis, aby mohly byt pfeneseny ko-
marem (Simulium damnosum) do dalSiho hostitele.
Kozni a pojivové tkané tedy tvofi hlavni bariéru, kterou
musi filarie pfekonavat béhem migrace. VSechna para-
zitarni stddia proto vylucuji spektrum serinovych pro-
teas, které jsou schopné degradovat kolagen (typ IV),
fibronektin, laminin, elastin a dalsi slozky extracelularni
matrix>’. Detailni popis jednotlivych enzymi vsak sta-
le chybi. Obdobné vyuzivaji serinové proteasy pfi télni
migraci i larvy nematoda Toxocara canis®® *.

Nematod Trichuris muris svymi enzymy narusuje
epitel tlustého stieva a cilené ho pfetvafi v tzv. syncyti-
um (soubuni vzniklé splynutim samostatnych bunék),
do kterého se dospélci svou tenkou piedni ¢asti zano-
fuji a fixuji. V exkre¢né-sekrec¢nich produktech dospé-
lych jedincG T. muris byly identifikovany dvé aktivni
formy SP (85 a 105 kDa), které se podileji na vzniku
syncitidlniho prostiedi® a jedna SP chymotrypsinové-
ho typu, ktera depolymerizuje mucin Muc2 chranici
stfevni sliznici. Pfedpoklada se proto, Ze vy3e popsané
SP hraji velmi dulezitou roli béhem usazovani parazita
ve stfevé a také usnadnuji parovani a snaseni vajicek®.
Transkripty ortolognich genti pro enzymy $tépici muciny
byly detekovany u piibuznych druhl Trichuris trichiura
a Trichuris suis. Byla u nich prokazana nejen schopnost
degradovat Muc2, ale spekuluje se o0 moznych imuno-
modulativnich tcincich®" 2,

Role serinovych proteas v interakci

parazit-hostitel

Ovliviiovdni hostitelského imunitniho systému
Endogenni parazité (pfezivajici uvniti téla hostitele)

jsou vystaveni pfimému kontaktu s imunitnim systé-
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mem hostitele. V priibéhu evoluce si na molekular-
ni Urovni vyvinuli nejriznéjsi unikové strategie, aby
se vyhnuli jeho G¢inkm a pieZili tak v nepfatelském
prostiedi® €. Casto Sirokospektra modulace hostitelské
imunity mGzZe mit za nasledek zvy3enou nachylnost
k infekci nebo rozvoji nadorovych onemocnéni v di-
sledku imunosuprese. Na druhou stranu maze para-
zitarni infekce vést ke snizeni alergickych, autoimunit-
nich nebo zénétlivych reakci . Velmi ddleZitou slozkou
imunitniho systému hostitele je tzv. komplement, ktery
je soucasti nespecifické humoralni imunitni odpovédi
a je zapojen do boje proti parazitiim.

Doposud bylo podrobné popséno jen nékolik SP za-
pojenych do obrannych mechanism@ parazitd. Velmi
Casto se Ucastni degradace nékterych typt imunoglobu-
lind, cytokind a slozek komplementu. Napfiklad migru-
jici larvy (cerkarie, schistosomula) lidskych schistosom
dokazi pomoci SP degradovat imunoglobulin E, ktery
je zodpovédny za imunitni reakci proti helmintim®s.
Nemaly proteolyticky arzenél véetné SP vyuziva S. man-
soni k degradaci rliznych slozek komplementu (C3, C4,
faktor B, komplement faktor H, clusterin a dalsi). Me-
chanismus a enzymy zapojené do degradace komple-
mentu jsou v3ak stale otazkou budouciho vyzkumu®s.

V extraktu larvy tasemnice Sp. mansoni byla identi-
fikovana SP chymotrypsinového typu (36 kDa), ktera
odbourava lidsky imunostimula¢ni interferon y (IFN-
-y)*8. Enzym vykazujici obdobné funk¢ni vlastnosti byl
nalezen v extraktu nékterych druhl motolic a nema-
todd**¢. Infekéni larvy nematoda T. canis maji zase po-
vrch tvofeny hustou siti glykoproteinG®, jejiz soucast
tvofi silné glykosylované SP schopné degradovat krevni
slozky jako albumin nebo imunoglobulin G2

Exkre¢né-sekre¢ni produkty mikrofilarii Brugia ma-
layi zvysuji svou toleranci k imunitnimu systému tim,
ze stépi slozku komplementu C5a. Degradace C5a
neprobihd v pfitomnosti inhibitord SP, coz naznacuje,
ze mikrofilarie uvoliiuji do svého okoli jednu nebo vice
SP, které brani eliminaci mikrofilarie v hostiteli®.

Ovliviiovdni hostitelskych fyziologickych funkci

Parazité jsou schopni molekulami sekretovanymi
do prostiedi nebo lokalizovanymi na svém povrchu
Uzce interagovat s hostitelem a ovliviiovat jeho fy-
ziologické funkce ve sv(j prospéch. Napiiklad krevni
motolice S. mansoni mohou pfezivat v mezenteric-
kych a portalnich cévach ¢lovéka az desitky let” 7. Bylo
popsano mnoho zajimavych interakci parazit-hostitel,
ve kterych hraji dllezitou roli nejriznéjsi enzymy vcet-
né SP.

Z homogenatu dospélct S. mansoni byla purifiko-
vana serinova proteasa nazvana sK1 s kalikreinovou
aktivitou’. Tato proteasa vystépuje v krevnim fedisti
z kininogenu vasodilata¢ni peptid bradykinin snizujici
arterialni tlak hostitele? 7.

Serinova proteasa s fibrinolytickou aktivitou (27 kDa)
byla nalezena v extraktu vajec schistosom”™. Na jejich
povrch snadno adheruji krevni desticky, které vejce me-
chanicky maskuji pred hostitelovym imunitnim systé-
mem a také usnadriuji pfechod vajec pfes cévni sténu
do streva, diky ¢emuz muize parazit pokracovat ve svém
zivotnim cyklu™. Tento mechanismus je vSak zaroven

nebezpecny, protoze mohou vznikat tromby fatalni pro
hostitele. Proto vejce zarover produkuiji fibrinolytické
enzymy jako SP (27 kDa), které agregované desticky
¢astecné rozvolnuji’* 7,

Dalsi charakterizovanou SP schistosom je SmSP1.
(Schistosoma mansoni serine protease 1), ktera je
vysoce exprimovana u vajec a v nizdi mife u dospé-
lych ¢ervl. U dospélych ¢ervi byla SmSP1 detekova-
na v povrchovych tuberkulech (v tegmentu) samcl
a exkre¢né-sekrecnich produktech dospélct a vajec
76, Pfedpoklada se, Ze SmSP1 pfedstavuje jeden z an-
tikoagulacnich a vazodilatacnich faktord modulujicich
krevni hemostazu béhem infekce krevni¢kou. SmSP1
je slozena ze tii domén: katalytickd doména, CUB do-
ména (Complement-Uegf-BMP-1) a LDL doména (LDL-
-binding receptor domain class A). Diky své doménové
organizaci a fylogenetické analyze je SmSP1 je podob-
na matriptasam’.

V genomu motolice S. mansoni byly nalezeny dalsi
4 geny kodujici SP homologické s SmSP1 (nazvané
SmSP2-SP5). Z téchto SP je nejvice charakterizovana
SmSP2, ktera je pfitomnéa v homogenatu i v exkre¢né-
-sekre¢nich produktech stadii infikujicich ¢lovéka
(schistosomula, dospélec, vejce). Rekombinantni
SmSP2 specificky fragmentuje bioaktivni peptidy a pro-
teiny podilejici se na regulaci cévniho tonu a na fib-
rinolyze (2018, Leontovy¢ A. et al. Pfijato PLOS NTD).
Ortology SmSP2 (nazyvané mastiny) jinych schisto-
som napadajicich ¢lovéka (S. haematobioum a S. ja-
ponicum) byly identifikovany jako antigeny, se kterymi
interaguji imunoglobuliny G pacient( se ziskanou rezis-
tenci na lécivo praziquantel”.

Larvy tasemnic Echinoccocus granulosis a Taenia
solium sekretuji ortology SmSP2 oznacované antigen
5 (Ag5 a TsAg5). | kdyz jejich funkce zlistava neob-
jasnénd, vyuzivaji se v soucasné dobé jako spolehlivé
diagnostické nastroje v sérologii’®°.

S. mansoni prolyl oligopeptidasa (SmPOP) je 80 kDa
enzym lokalizovany v tegumentu dospélych schisto-
som. SmPOP s$tépi bioaktivni peptidy hostitelské krve,
které se podileji na vazoregulaci, jako je angiotenzin
I a bradykinin®'. Angiotensin |, ktery je vazokonstrik¢-
nim hormonem produkovany renin-angiotenzinovym
systémem (hlavnim fyziologickym regulatorem krev-
niho tlaku), je konvertovan SmPOP na vasodilata¢ni
angiotensin-(1-7), ktery inhibuje proliferaci bunék,
angiogenezi, fibrézu a zanét®2. Proteolytické Stépeni
SmPOP dale inaktivuje bradykinin, vazodilata¢ni hor-
mon generovany systémem kalikrein-kinin, ktery se
také podili na regulaci®'.

Jinou ¢aste¢né prostudovanou SP hojné rozsifeného
hematofagniho nematoda Ancylostoma caninum je SP
(36 kDa) detekovana v exkre¢né-sekre¢nich produk-
tech infek¢nich larev L3. Tato SP velmi efektivné de-
graduje fibrinogen na mensi polypeptidy, ¢imZ brani
koagulaci krve®. Uéinek fibrinolyzy je navic umocnén
tim, Ze tato SP (36 kDa) zaroveri umoziuje pfeménu
plasminogenu na tzv. mini-plasmin. Ten Stépi fibrin
a navic je rezistentni k béZznym inhibitorim plasminu,
¢imz se jeho antikoagula¢ni Gcinky zesiluji. Diky tomu-
to enzymu A. caninum elegantné fesi problém s krevni
koagulaci a uleh¢uje si pfijem potravy.
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Zaver

Paraziticti helminti v sou¢asné dobé infikuji zhru-
ba miliardu lidi po celém svété 8. Onemocnéni byvaji
pomérné casto komplikovéna tzv. koinfekci, kdy je ¢lo-
vék nakaZen soucasné dvéma ¢i vice druhy parazitd®.
Béhem infekce se parazité pfizplisobuji podminkam,
ve kterych Ziji a zaroven ovliviiuji okoli ve svij pro-
spéch. V tom jim napomahaji nejriiznéjsi proteasy, kte-
ré helminti vyuzivaji jako néstroje pro snazsi rozvoj in-
fekce. Tyto enzymy jsou zapojeny do vSech podstatnych
mechanism{ umoznujicich preziti parazita jako traveni,
reprodukce, napadeni hostitele, ovlivnéni jeho fyziolo-
gickych funkci a imunitni odpovédi?* &. Specificka lé-
¢iva nebo vakciny, které by cilily na proteasy nezbytné
pro tyto mechanismy, by poskytnuly efektivni prostie-
dek pro boj s témito parazity.

Tento ¢lanek shrnuje dosavadni poznatky o SP pa-
razitickych cervll infikujicich ¢lovéka. Do dnesni doby
se vyzkumu SP parazitickych ¢ervi nevénovala pfilisna
pozornost, ackoliv u vétsiny eukaryotickych organisma
hraji podstatnou Ulohu. Pfes omezené mnozstvi infor-
maci, které jsou o roli SP u helmint znamy, se ukazuje,
zZe nejsou dulezité pouze pro endogenni metabolické
procesy helmint(, ale Ze jsou také aktivné zahrnuté
do molekularnich interakci s hostitelem. V uplynulém
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Trematoda, cestoda a nematoda jsou paraziti¢ti helminti, ktefi zplsobuji vdzna onemocnéni lidi na celém svété a jsou také odpo-
védni za devastaci chovll hospodaiskych zvifat. Je alarmuijici, Ze se kazdym rokem eviduje stoupajici rezistence na soucasna farmaka
a na néktera onemocnéni dokonce neexistuje lé¢ba. Proto jsou enzymy helmintl intenzivné zkoumany jako potencialni cile pro vyvoj
Iéka a vakcin. Proteasy jsou slibnymi kandidéty, protoze maji dulezitou roli v pfezivani parazita v hostiteli: umoziuji invazi, vyZivu, roz-
mnoZovani parazita, ovliviiuji imunitnim systém hostitele a moduluji jeho fyziologii. Serinové proteasy helmint( ve srovnani s jinymi
skupinami enzym0 nebyly dosud detailné studovéany. Ackoliv byly identifikovany v genomech rlznych druh@ helmitl ve vyznamném
mnoZstvi, jejich biologické role a biochemické funkce zlstavaji do znaéné miry nezndmé. Nicméné, rostouci mnozstvi genomickych
a proteomickych studii ukazuji, Ze tato tfida proteas hraje podstatnou roli v interakcich mezi hostitelem a parazitem a v jeho pfezivani.
Tato préace shrnuje veskeré dostupné poznatky o serinovych proteasach parazitickych helminth@ infekénich pro ¢lovéka.

Klicova slova: proteolyticky enzym; serinova proteasa; parazit; helmint, terapie
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Summary
Ulrychova L.: Serine proteases of human helminths

Trematodes, cestodes and nematodes are parasitic helminths causing serious human diseases worldwide and are also responsible
for livestock devastation. Due to rising evidence of resistance to current pharmaceutical therapy, helminth-derived proteins are being
extensively studied as potential drug and vaccine targets. Among them, proteases are promising candidates as they operate the host-
parasite interface, where they may facilitate parasite invasion, nutrition intake, fertilization, host-immune system evasion, and modulate
host physiology. Surprisingly, serine proteases of helminths, in comparison to other groups of proteases, are largely neglected. Serine
proteases have been identified in helminth genomes in significant abundance but their biological roles and biochemical functions are
poorly understood. However, increasing volumes of genomic and proteomic studies indicate that this class of proteases plays substantial
roles in host-parasite interactions and in parasite survival. Here, we discuss serine proteases of parasitic helminth and their known or

hypothetical functions.

Keywords: proteolytic enzyme; serine protease; parasite; helminth, therapy

MITOCHONDRIALNI TOXICITA INDUKOVANA LECIVY

Lenka Barchankova, Helena Mertlikova-Kaiserova, Miroslav Hajek
Ustav organické chemie a biochemie AV CR, v. v. i.; lenka.pohlova@uochb.cas.cz

Uvod

Plvodné primitivni aerobni alfaproteobakterie byly
integrovany do nasich jednobunécénych glykolytickych
predkl, aby daly vznik semiautonomnim organelam
produkujicim energii — mitochondriim'.

Mitochondrie jsou znamy pfedevsim jako bunécné
«elektrarny” produkujici pfiblizné 95 % bunécéného ATP.
Jejich pocet v jednotlivych typech bunék koreluje s mi-
rou bunécné a tkanové metabolické aktivity. Jejich vy-
znam vsak neni pouze energeticky. Tyto funk¢-

U ¢tyf léciv z tohoto souboru byla pfi¢inou nezadoucich
uc¢inkd a nasledného vyfazeni z prodeje mitochondrial-
ni toxicita®. Kromé vyfazeni z prodeje je mnoho léciv
z divodl zavainych vedlejsich Gcinkd, jejichz podsta-
tou je ovlivnéni mitochondrialnich funkci, oznaceno
tzv. ,black box warning”. Jedna se o nejpfisnéjsi varo-
vani agentury FDA o existenci jasnych dikaz(, Zze dané
Ié¢ivo maze mit za uréitych podminek nebezpec¢né ne-
zadouci Gcinky® (Tab. I).

né mnohostranné organely hraji dllezitou roli
v mnoha bunéénych procesech jako je oxidace
mastnych kyselin, syntéza steroid(, termoge-
neze, homeostaza vapniku, programovana bu-
nécna smrt a dalsi.

S vyvojem novych metod, které umozriuji
studium mitochondridlnich funkci, je sta-
le vice zfejmé, Ze schopnost nékterych
léCiv interferovat s fyziologickymi mitochon-
dridlnimi procesy je pfi¢inou jejich nasledné
toxicity’. Lécivy indukované mitochondrial-
ni dysfunkce mohou byt disledkem zvy3ené
produkce reaktivnich forem kysliku (ROS),
zmén v permeabilité vnitini mitochond-
ridlni  membrany, naruseni elektronového

] 18 hepatotoxickych
(mitochondriilné-
toxické: troglitazon,
tolcapon, nefazodon)

[l 21 kardiotoxickych

D 9 ostatnich
(mitochondriilné-
toxické: cerivastatin)

transportniho fetézce (ETC) ¢i syntézy ATP

poskozeni mitochondrialni DNA (mtDNA) Obr. 1: Povaha neiadoucich ucinkii 48 léciv vyfazenych z prodeje’

nebo inhibice B-oxidace mastnych kyse- (upraveno).

lin. Negativni ucinky léc¢iv na mitochond-

rie se v prvni fadé projevi v energeticky aktivnich
tkanich vyzadujicich velké mnozstvi ATP (jatra, srd-
ce, ledviny, mozek) a mohou mit rizné klinické
projevy v podobé hepatotoxicity, nefrotoxicity, kardio-
toxicity, a jinych negativnich ucinkd®.

Mezi lety 1990 a 2007 bylo americkym regula¢nim
Gfadem Food and Drug Administration (FDA) z trhu sta-
Zeno 48 léciv predevsim z ddvodu jejich hepatotoxic-
kych a kardiotoxickych nezédoucich Gcinkd (Obr. 1).

Dalsi data ukazuji, Ze z dGvodi nezadoucich ucinkd
|éCiv ro¢né zemie v USA a Evropé vice nez 100000 lidie.
Ackoliv se na vedlejsich ucincich Ié¢iv podileji rlzné
mechanismy, je ziejmé, Ze mitochondrie a jejich dys-
funkce hraji v této oblasti dilezitou roli*. Z téchto divo-
dd je nanejvys potiebné odhalit pfipadnou mitochon-
dridlni toxicitu potencialnich léciv v co nejcasnéjSich
fazich preklinického vyzkumu a optimalizovat strukturu
aktivni latky s cilem minimalizovat jeji toxicitu.
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Tab. I: Mitochondrialné toxické nezadouci ucinky vybranych léciv, jejich klinické projevy
a informace o existenci varovani vydaného agenturou FDA.

« nefazodon inhibice ETC (komplex 1)>®

hepatotoxicita?®

skupina lé&iv M"(;’;:‘f‘:l':“l’(’c':'“' Klinicky projev Black box warning
A"f'gﬁ:‘;au“ d rozpfazeni OXPHOS3# hepatotoxicita®, kardiotoxicita® ne
e indometacin rozptazeni OXPHOS># kardiotoxicita®, . . ano"
gastrointestinalni toxicita™
rozpfazeni OXPHOS?#,
e diklofenak otevieni mitochondrial- hepatotoxicita' ano®
niho tranzitniho poru''
zvySena produkce ROS,
e acetaminofen inhibice ETC . s .
(paracetamol) metabolitem’, hepatotoxicita ano
inhibice B-oxidace"”
e ibuprofen inhibice B-oxidace' hepatotoxicita, kardiotoxicita® ne
inhibice mitochondriélni
Antibiotika proteosyntézy, o~ P »
e chloramfenikol vycerpanritini feu aplastickd anemie ano
v mitochondriich?
e linezolid inhibice mlyoczl;londrlalnl laktatova acidoza® ne
proteosyntezy
Antipsychotika inhibice ETC (komplex I)?, | tardivni dyskineze?, ano®
e chlorpromazin zvySena produkce ROS?* | fototoxicita?*
Antidepresiva stazen

z prodeje?’

otevieni mitochondrial-
niho tranzitniho péru3?

o troglitazon

hepatotoxicita3?

Antiepileptika zvySena produkce ROS?, i oos 2
e valproova kyselina | inhibice B-oxidace" hepatotoxicita ano
Antidiabetika o 30 e e a0 -
« metformin inhibice ETC (komplex I) laktatova acidoza ano
A o
inhibice ETC (komplex I) stazen

z prodeje*

Protinadorova léciva zvysena produkce ROS

. I .
« doxorubicin (redoxni cyklus)® kardiotoxicita ano

Nukleosidové

inhibitory reverzni

transknP ta-sy periferni neuropatie, a:§37
* zalcitabin inhibice replikace mtDNA?®¢ | kardiomyopatie, hepatotoxicita, Sl
¢ didanosin laktatova acidozas® o
e stavudin
e tenofovir

Mechanismy mitochondrialnich dysfunkci
indukovanych lécivy

Inhibice elektronového transportniho Fetézce
(ETC) a oxidativni fosforylace (OXPHOS)
Mitochondrie jsou zodpovédné za produkci vétSiny
bunécného ATP. Syntéza ATP je zavisla na spiazeni dvou
procest probihajicich na vnitini mitochondrialni mem-

brané - oxidace substratt vzniklych v Krebsové cyklu
(NADH a FADH,) proteinovymi komplexy dychaciho fe-
tézce a fosforylace ADP na ATP za vyuZiti energie pro-
tonového gradientu mezi vnéjsi a vnitini membranou.
Elektrochemicky protonovy gradient vzniké v dasledku
jiz zminéné oxidace substratd a pfenosu elektron(i pro-
stfednictvim elektronového transportniho fetézce (ETC)
na kyslik. (Obr. 2)4.
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mezimembranovy
prostor reakcemi komplexu | a 1lI béhem

Endogenni ROS jsou vedlejsi pro-
dukty normalniho mitochondrialni-
ho metabolismu, piicemz vétsina je
ve formé -0, a H,0, produkovana

OXPHOS jako nezbytny intermediat
oxida¢ni reakce katalyzované ko-
vem*#3. Za normalnich okolnosti je
-0, rychle konvertovan superoxid-
dismutasou 2 (SOD2) v matrix a super-
oxiddismutasou 1 (SOD1) v mezi-
membranovém prostoru na H,0,.
Rozklad H,0, na vodu a kyslik je ka-
talyzovan katalasou v peroxizomech
a glutathionperoxidasou asociovanou
s mitochondrialni membranou*.
Zatimco malé odchylky od rovnova-

Obr. 2: Schéma oxidativni fosforylace*. (upraveno)

OXPHOS je inhibovana jak klasickymi inhibitory kom-
plext (rotenon, antimycin A, KCN, CO, oligomycin A),
tak tzv. rozpfahovaci (FCCP 2,4-dinitrofenol), které od-
pojuji pienos elektron( od syntézy ATP. Podobné mo-
hou s OXPHOS interferovat i rlizné typy léCiv. Néktera
léciva zpUsobuiji zeslabeni protonmotivni sily pienosem
vodiku z mezimembranového prostoru do matrix (pie-
devsim protonofory, ale jsou zndmy i neprotonoforni
slabsi rozpfahovace), jind permanentnim otevienim
mitochondrialniho tranzitniho poru 3.

Jako rozptahovace plsobi mnoho nesteroidnich pro-
nofory. Vysledkem je snizeny membrénovy potencial,
zvySena spotieba kysliku bez syntézy ATP, energie uvol-
néna v podobé tepla, vycerpani ATP a nasledné posko-
zeni bunék a buné¢nd smrt. Piikladem téchto inhibi-
tord OXPHOS je diklofenak, indometacin, nimesulid>*.

Inhibice komplexu | dychaciho fetézce (ETC) je dal-
$i castou pfiCinou naruseni OXPHOS a byla pozorova-
na u nékolika skupin léciv. Antidepresivum nefazodon
pusobi v disledku inhibice komplexu | hepatotoxicky?©.
Stejny komplex inhibuji antipsychotika chlorpromazin
a haloperidol, coz ma za nasledek mimovolni pohyby
rGznych svalovych skupin?. Klinickym projevem inhibi-
ce komplexu | antidiabetiky fenforminem, buforminem
a metforminem je laktatova acidéza®.

Pfedavkovani acetaminofenem (paracetamolem) je
v USA jednim z nejcastéjSich diivodd akutniho selhani
jater. Paracetamol je metabolizovan cytochromem P450
na reaktivni metabolit N-acetyl-p-benzochinonimin
(NAPQI), ktery se kovalentné vaze na vice rdiznych pro-
teinovych komplext dychaciho fetézce a inhibuje tim
jejich funkci. Navic reaguje se sulfhydrylovou skupinou
glutathionu, ¢imz narusuje antioxida¢ni ochranu v jat-
rech?®,

Zvysend produkce ROS

Pojem reaktivni formy kysliku (ROS) zahrnuje mo-
lekuly a volné radikély s jednim neparovym elektro-
nem odvozené od molekularniho kysliku. Patii mezi né
superoxidovy radikal (-0,), hydroxylovy radikal (-OH)
a neradikélové oxidanty jako je peroxid vodiku (H,0,)
a singletovy kyslik ('0,)*42.

hy mezi produkci ROS a antioxidac-
ni ochranou mohou mit signaliza¢ni
Ulohu, nekontrolované naruseni této rovnovahy vede
k hromadéni ROS (oxida¢ni stres), jehoz disledkem
je poskozeni proteind, lipidG a DNA®,

Mitochondridlné toxicka léciva zvySuji produkci -O,,
hlavniho prekurzoru vétsiny ROS, prostiednictvim tfi
hlavnich mechanismd: a) inhibici ETC a naslednou
kumulaci elektron(i, které reaguji s O, za vzniku -O,,
b) pfenosem elektronu z ETC pienasece na O, (tzv. re-
doxni cyklus) a c) snizenim hladiny glutathionu potfeb-
ného k detoxikaci H,0, glutathionperoxidasou®>*>.

Doxorubicin je pfikladem léciva plsobici mecha-
nismem redoxniho cyklu. Selektivné odvadi elektrony
z komplexu | za tvorby nestabilniho semichinonu, ktery
redukuje O, na -O,, coz vede k oxida¢nimu stresu a vy-
¢erpani glutathionu*.

Jednim z klinickych projev toxicity lé¢iv zplisobenou
zvySenou produkci ROS je kozni fototoxicita, popfipa-
dé fotoalergie. Fotochemickou aktivitu vykazuji pre-
devsim léciva obsahujici ve své struktufe substituenty
chléru, jehoz UV-indukovana disociace vede ke zvySené
tvorbé ROS. Fotodechlorinace chlorpromazinu generu-
je -O,” a '0, pfenosem elektrond z excitovaného inter-
mediatu na kyslik. Tyto ROS nasledné interaguji s DNA
a proteiny. Vysledkem je hyperpigmentovana a zarud-
l& kdze. Fototoxicky pUsobi celd fada léciv (diuretika,
siva a dalsi), mechanismus ucinku ¢asto zahrnuje pro-
dukci ROS, ne viak vzdy?.

Poskozeni mitochondridlni DNA (mtDNA)

Mitochondrie maji svij vlastni mitochondrialni ge-
nom. Lidska mtDNA je dvouvlaknova cirkularni moleku-
la's 16569 pary bazi, ktera obsahuje 37 gent koédujicich
13 proteinli ETC a 24 nekddujicich ribonukleovych ky-
selin (2 rRNA a 22 tRNA). Na rozdil od nuklearni DNA
neni mtDNA metylovana a netvofi nukleoproteinovy
komplex s histony. Sklada se z tézkého (bohaty na
G) a lehkého (bohaty na C) fetézce a je organizova-
na do nukleoidu v komplexu s transkripénim faktorem
A (TFAM), ktery je asociovan s vnitfni mitochondrialni
membranou“e4.,

Je zndmo nékolik skupin léciv, které interferuji
s mtDNA a jejimi procesy jako je replikace, transkripce
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a syntéza proteinl. Interaguji pfedevsim s mitochon-
dridlni DNA polymerasou (nukleosidové inhibitory re-
verzni transkriptasy), mitochondrialni ribozomalni RNA
(néktera antibiotika) a s mitochondrialnimi topoizo-
merasami (protinddorova léciva). Zarovein je mtDNA
z ddivodl absence histon(, blizkosti ETC a omezenych
reparacnich schopnosti velmi nachylna k oxidativnimu
poskozeni piisobenim ROS?.

Nukleosidové inhibitory reverzni transkriptasy (zal-
citabin, didanosin, stavudin, tenofovir) po fosforylaci
na jejich aktivni formu soutézi s pfirozenymi nukleotidy
a integruji se do mtDNA. JelikoZ postradaji 3'- hydroxy-
lovou skupinu, dochézi k terminaci replikace. To vede
ke snizeni poc¢tu kopii mtDNA, tedy i snizené syntéze
13 proteini ETC, které mtDNA koéduje. Pozorovanymi
symptomy mitochondrialni toxicity zpisobené nukleo-
sidovymi inhibitory je periferni neuropatie, kardiomyo-
patie, hepatotoxicita, laktatova acidéza a jiné*.

Z davodu strukturni podobnosti mezi mitochondrial-
nimi a bakterialnimi ribozomy existuje nékolik tfid anti-
biotik cilenych na prokaryoticky ribozom, které inhibuiji
zaroven syntézu mitochondridlni proteind. Jedna se
o chloramfenikol, tetracykliny, aminoglykosidy, makro-
lidy, linkosamidy, linezolid. Klinické projevy vedlejSich
Gcinka téchto antibiotik jsou rGzné. Chloramfenikol je
spojovan s aplastickou anemii u geneticky predispono-
vanych jedinc@, aminoglykosidy se koncentruji v endo-
lymfé a perilymfé vnitiniho ucha, kde v disledku vyso-
ké koncentrace pUsobi ototoxicky?'.

Naruseni mitochondridlniho metabolismu

V matrix probihaji dvé hlavni mitochondridlni meta-
bolické drahy — Krebstv cyklus a B-oxidace mastnych
kyselin. Aby mohly mastné kyseliny, vzniklé v cytosolu
Stépenim triacylglycerold, podstoupit B-oxidaci, potie-
buji prostoupit mitochondrialni membréanou do matrix.
Mastné kyseliny s kratkym fetézcem se do matrix do-
stavaji diftzi pfes membranu, mastné kyseliny s dlou-
hym fetézcem prochazeji mitochondrialni membranou
ve své aktivované formé (acyl-CoA) s pomoci enzym
karnitinpalmitoyltransferas (CPT1, CPT2). Produktem
B-oxidace je acetyl-CoA, ktery vstupuje do Krebsova
cyklu. Krebstv cyklus generuje redukované formy ko-
enzym@ FADH, a NADH, donory elektrond, které jsou
reoxidovany v respiracnim fetézci‘.

Inhibice B-oxidace ma za nasledek kumulaci vol-
nych mastnych kyselin a triacylglycerol( v cytoplazmé
v podobé malych vezikul nebo vétsich vakuol. Kumu-
lace intermediatd maze nasledné narusovat produkci
ketonovych latek, glukoneogenezi, respiraci, syntézu
ATR membranovy potencial nebo indukovat apoptozu
stimulaci mitochondrialniho tranzitniho péru. Typickym
klinickym projevem inhibice B-oxidace je steatdza ne-
boli ztu¢néni jater**.

Jsou znamy cCtyfi hlavni mechanismy inhibice B-oxi-
dace lécivy, pficemz stejné lécivo mize pusobit pro-
stfednictvim vice mechanismd. Pfima inhibice enzyma
B-oxidace byla popsana u nékolika skupin lécCiv jako je
tin (antidepresivum), amiodaron (antiarytmikum), ta-
moxifen (nesteroidni antiestrogenni lécivo), perhexilin
(antiangindzni 1é¢ivo)?4°. Metabolit kyseliny valpro-

ové, 2,4-dien-valproyl-CoA, rovnéi piimo inhibuje
enzymy [B-oxidace. Zaroven kyselina valproova tvofi
estery s CoA a L-karnitinem, ¢imz snizuje hladiny téchto
kofaktori. Dal$im mechanismem inhibice B-oxidace
je inhibice nepfima, narusenim ETC. Takto plsobi na-
piiklad jiz zmiriovana lé¢iva amiodaron nebo perhexi-
lin. Dadle mGze byt B-oxidace sekundarné ovlivnéna
na Urovni mtDNA, protoZe snizeny pocet kopii mtDNA
Uzce souvisi s narudenim ETC'49,

Interakce s mitochondridlnim tranzitnim porem
(MPTP)

Pro pieiziti a spravnou funkci mitochondrii je stézej-
ni integrita vnitfni mitochondrialni membrany. Léciva
ji mohou narusovat interakci s lipidovou dvouvrstvou
nebo s membranovymi transportéry?.

Nejcastéjsim lécivy atakovanym membranovym
transportérem je proteinovy komplex mitochondrial-
niho tranzitniho péru (MPTP), ktery protina vnéjsi i vniti-
ni mitochondrialni membranu a zajistuje neselektivni
fizenou vyménu metabolitd (do velikosti 1,5 kDa) mezi
mitochondriemi a cytosolem. Jeho permanentni ote-
vieni v disledku riznych udalosti (vysoka koncentrace
vapniku a/nebo ROS, deplece adeninovych nukleotid(,
alkalické pH) vede ke ztraté membranového poten-
cialu, preruseni OXPHOS a vyrovnani osmotickych tlakd
mezi matrix a cytosolem, coz ma za nasledek bobtnéni
mitochondrii, prasknuti vnéjSi mitochondrialni mem-
brany a wyliti obsahu mezimembranového prostoru,
veetné proapoptickych faktordl, do cytosolu®. Perma-
nentni otevieni MPTP indukuji antidiabetika troglita-
zon*' a gemfibrozil®?, rovnéz nesteroidni protizanétlivé
lécivo diklofenak, plisobici mimo jiné jako rozpfahovac
OXPHOS™.

Metody detekce mitochondrialnich
dysfunkci

Glukoso-galaktosovy test

Snadnou a zéroven cenové dostupnou metodou,
kterad je schopna odhalit akutni mitochondrialni toxici-
tu sloucenin a je hojné vyuzivand jiz v ¢asnych fazich
vyvoje léciv, je tzv. glukoso-galaktosovy test (GLU/GAL
test)3. Principem testu je potlaceni tzv. Crabtree efektu,
coz je schopnost rychle proliferujicich bunék generovat
ATP prostiednictvim glykolyzy namisto OXPHOS>*.

Nejcastéji pouzivanou bunécnou linii pro ucely to-
hoto testu jsou buriky HepG2 odvozené od jaterniho
karcinomu. Ty jsou za standardnich kultiva¢nich pod-
minek (kultiva¢ni medium s vysokou hladinou glukosy)
relativné rezistentni vi¢i mitochondrialnim toxikantiim,
protoZe nezbytné ATP vytvafeji zejména glykolyzou.
Jsou-li vSak kultiva¢ni podminky zménény a glukosa
v kultivatnim mediu je nahrazena galaktosou, bunky
jsou nuceny produkovat ATP prostfednictvim OXPHOS
(Obr. 3). Tim se stanou podstatné citlivéjsimi vaci mi-
tochondridlnim toxikantdm?3. Viystupem testu je srov-
nani viability bunék vystavenych plsobeni testované
latky v glukosovém resp. galaktosovém médiu, pficemz
se nejcastéji sleduje pfimo produkce ATP (luminiscenc-
ni stanoveni mnozstvi ATP v buné¢ném lyzatu) nebo
aktivita mitochondrialnich dehydrogenas (XTT test).
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dace mastnych kyselin®>. Monitorovani
mitochondrialniho membrénového po-
tencidlu je klicovym nastrojem k pfi-
mému posouzeni stavu mitochondrii.

Pro hodnoceni zmén mitochond-
ridlniho potencidlu se nejcastéji pou-
zivaji fluorescencni kationické lipofilni
sondy, které jsou schopny pronikat
mitochondrialni membranou a ku-
mulovat se v mitochondrialni mat-
rix az do dosaZzeni elektrochemické
rovnovahy popsatelné Nernstovou
rovnici. Kumulace sondy v mitochon-
dridlni matrix je spojena s posunem
excitatniho a emisniho fluorescenc¢-
niho maxima barviva. Mira distribuce
lipofilni kationické sondy do matrix je
zévisla na permeabilizaci mitochond-

Obr. 3: Schematické znazornéni principu Glu/Gal testu s HepG2 buikami.
Vysoké koncentrace glukosy jim umozniuje produkovat ATP pfednostné prostied-
nictvim glykolyzy. Naopak buriky v kultivaénim médiu bez glukosy jsou pfinuceny
vyuZivat mitochondrie k tvorbé energie pfepnutim metabolismu na oxidativni

fosforylaci.

Hodnoceni mitochondridlniho membrdanového
potencidlu (Ay,)

Potvrdi-li se mitochondrialni toxicita latky v GLU/GAL
testu, je pro odhaleni podstaty mitochondrialni toxi-
city nutné pfistoupit k dalsim metodam zaméfenym
na mitochondrialni funkce. Logicky navazujici hodno-
ceni mitochondrialniho potencidlu by mélo byt dal3im
krokem v zékladnim monitorovani mitochondrialni
toxicity léciv.

Mitochondridlni membranovy potencial je generovan
elektrickym potencialem napfi¢ vnitini mitochondrialni
membranou. Jeho pokles midze byt indukovan lécivy
rozpfazenim OXPHOS, inhibici ETC, indukci mitochon-
dridlniho tranzitniho pdéru nebo narusenim dalSich
bunéénych procest jako je Krebstv cyklus nebo B-oxi-

monomery
b J-agregaty

Obr. 4: Princip fungovani fluorescencni sondy JC-1
(upraveno)®.

ridlni membrany a tedy na mitochon-
dridlnim potencialu. Cim vic je mem-
brana polarizovana (negativni mem-
branovy potencial), tim vice barviva
se kumuluje v matrix a naopak>-e,
Fluorescen¢ni sondu Ize deteko-
vat pratokovou cytometrii, fluorescen¢ni  mikro-
skopii nebo spektrofluorimetrem.

Rhodamin 123, chloromethyl-tetramethyl-rosamin
(Mito-Tracker Orange™), methyl- resp. ethyl ester
tetramethylrhodaminu (TMRM, TMRE) nebo 3,3'-di-
hexyloxakarbokyanin (DiOC6) jsou pfiklady téch-
to sond. Jejich pouziti viak provazi nékolik omezeni
zahrnujici nizkou senzitivitu, cytotoxicitu, specifickou
inhibici nékteré z mitochondriédlnich funkci®.

Specifictéjsi a citlivéjsi ke zméndm mitochondrial-
niho membranového potencialu je fluorescen¢ni sonda
5,5'6,6'-tetrachloro-1,1',3,3"-tetraethylbenzimidazolyl-
karbokyanin, zndma jako JC-1. Molekuly JC-1 v mono-
merni formé vykazuji difdzni zelenou fluorescenci
napfi¢ burikou. Pokud je mitochondrie v dobré kon-
dici ajeji membranovy potencidl neni narusen, ku-
muluji se molekuly JC-1 v mitochondridlni matrix
za tvorby tzv. J-agregatd emitujicich ¢ervenou fluores-
cenci (Obr. 4)%8. Z dlivodu $patné rozpustnosti ve vodé
se dnes pouZivaji spiSe rozpustnéjsi modifikace JC-1
(Mito-MPS, m-MPI)>.

Sledovani respiracni kapacity

Klasickym nastrojem pro zhodnoceni stavu respira¢ni
kapacity v mitochondriich je polarografické stanoveni
spotieby kysliku v izolovanych mitochondriich, tkario-
vych homogenatech i buné¢nych suspenzich®. Ackoliv
se jedna o dobfe zavedenou, spolehlivou a ovéfenou
metodu, jejimu ploSnému vyuZiti brani nékolik limituji-
cich faktord, jako jsou ¢asova narocnost, relativni slozi-
tost provedeni, nutnost specifického vybaveni, nepouzi-
telnost pro tzv. high-throughput screening.

Alternativnim zpisobem detekce molekulérniho kys-
liku je poutziti kyslikovych fluorescen¢nich sond. Vyhody
spocivaji v nechemickych a reverzibilnich mechanis-
mech detekce, senzitivité a selektivité, potencidlu pro
miniaturizaci, rychlosti odezvy a moznosti bezkontakt-
niho méfeni skrze semitransparentni materialy. Pro-
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stfednictvim kyslikovych sond je moiné neinvazivné
sledovat celou fadu biologickych objekt( — zivé buriky,
tkané, organismy a lze paralelné monitorovat nékolik
vzorkd, coz nachazi uplatnéni mimo jiné i pfi sledovani
mitochondrialni toxicity [&Cive'.

V soucasné dobé se pro pfipravu kyslikovych sond
pouzivaji fluorescen¢ni komplexy Ru(ll) a fosforescen¢-
ni Pt(ll)- a Pd(ll)-porfyriny. Existuji dva zakladni typy
kyslikovych sond: a) v pevném skupenstvi, které ob-
sahuji luminiscen¢ni barvivo zakotvené v polymernim
mediu propustném pro kyslik a b) ve vodé rozpustné
kyslikové sondy. Pro analyzu vétsiho mnozstvi vzor-
ka paralelné, kineticka a screeningova stanoveni jsou
vyuzivany ve vodé rozpustné kyslikové sondy®'.

Dal3im snadnym, rychlym, G¢innym a zéroveii neinva-
zivnim pfistupem hodnoceni spotfeby O, je technolo-
gie Seahorse Extracellular Flux (XF). Pomoci této tech-
nologie Ize paralelné méfit rychlost spotieby kysliku
(OCR) a rychlost okyselovani extracelularniho prostredi
(ECAR), ¢imzZ je mozné ziskat informace o stavu dvou
hlavnich energetickych buné¢nych drah, mitochondrial-
ni respiraci a glykolyze, v realném case®23,

Seahorse XF analyzatory vyuZivaji k méfeni senzo-
rové kazety s fluorescenénimi senzory v mikrodes-
tickovém formétu (8, 24, 96 jamek). Optické senzory
nejsou v pifimém kontaktu se vzorkem, nedochazi tak
ke kontaminaci vzorkd, ovlivnéni méfeni autofluores-
cenci a neni nutné senzory Cistit. Uspofadani a automa-
tizace technologie umoziiuje postupny pfidavek az Ctyf
latek (napf. substrat, inhibitor, IéCivo). Vlastni kinetické
méfeni se uskuteciiuje v komrce, ktera je vytvofena
pouze po kratkou dobu méfeni. Spotfebu kysliku lIze
takto méfit na Zivych bunkach i izolovanych mitochon-
driich (Obr. 5)%283, Nevyhodou jsou vyssi pofizovaci
naklady na analyzér a pfislusny spotfebni material.

Detekce ROS

Z davodl své vysoké reaktivity a existence nékoli-
ka bunécnych mechanismd ucinné eliminujicich ROS,
existuji ROS in vivo pouze v pikomolarnich nebo niz-
kych nanomolérnich rovnovainych koncentracich.
Jejich piima detekce v biologickém systému proto vy-
Zaduje substraty, které reaguji s ROS rychle, konkuruji
antioxidantm a tvofi stabilni produkt, ktery mGze byt
kvantifikovan. Pfikladem takové piimé metody je tvor-
ba adukt( kovalentné vazanych radikalt na tzv. spino-
vé pasti detekovanych elektronovou paramagnetickou
(spinovou) rezonanci (EPR)®. VétSina metod pro de-
tekci ROS je proto nepfimych, vyuZivajicich fluorescenc-
ni a chemiluminiscen¢ni sondy.

Existuje cela fada fluorescencnich sond, které se lisi
ve své specifité, chemické povaze, excitac¢nich a emis-
nich maximech a tim i vyuZitelnosti v réznych typech
aplikaci®. Z hlediska detekce mitochondrialnich ROS je
nejpouzivanéjsi fluorescen¢ni sondou mitochondrial-
né cileny hydroethidin (Mito-HE, MitoSOX Red®), je-
hoz lokalizace do mitochondrialni matrix je zajistovana
kationickou trifenylfosfoniovou skupinou (TPP*). Je
specificky pro detekci -O,, se kterym reaguje v dvou-
krokové reakci pies hydroethidiovy radikél na fluores-
cen¢ni produkt 2-hydroxyethidium, ktery je mozné de-
tekovat spektrofluorimetrem, priitokovym cytometrem,
fluorescen¢nim mikroskopem, popfipadé HPLC®’.

Hodnoceni stavu mitochondridlni DNA (mtDNA)
Stav mtDNA Ize posoudit kvalitativné i kvantitativné.
Kvalitativni hodnoceni mtDNA se provadi sekvenacni
analyzou a slouzi k odhaleni pfipadnych mutaci. Pro
kvantitativni analyzu, tedy odhad poctu kopii mtDNA,
se Casto pouziva pomér mnozstvi mtDNA oproti nuk-
learni DNA (nDNA)%. Posouzenim mitochondrialni
biogeneze Ize odhalit chronickou mitochondrialni toxi-
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citu sloucenin, které v akutnich testech mitochondrialni
toxicity (viz vySe) nejevily Zzadny toxicky Gcinek. To je vy-
uzitelné zejména pro testovani antibiotik a antivirotik®°.

Pro Ucely stanoveni poméru mtDNA/nDNA se
diive pouzivaly hybridiza¢ni techniky (napi. Dot Blot,
Southern Blot), v soucasnosti je vsak vtomto sméru
nejvice pouzivanou metodou kvantitativni PCR. Meto-
da zahrnuje izolaci celkové bunééné DNA a naslednou
kvantifikaci mitochondridlniho a nuklearniho genu*.
Retina Mitox™ DNA assay je komer¢ni kit pro kvanti-
fikaci mtDNA. Jeho principem je pfimé méfeni pomé-
ru mtDNA/nDNA, kdy amplifikace a detekce mtDNA
a nDNA probiha v jednom systému pfi stejnych am-
plifika¢nich podminkach (tzv. multiplexing) (Obr. 6).
Z tohoto uspofadani vyplyvaji zjevné vyhody v podobé
robustnosti, nizsiho rizika kontaminace a moznosti vy-
uziti v tzv. high-throughput screeningu®®.

Jinou moznosti zhodnoceni stavu mtDNA je kvanti-
fikace exprese proteind kdédovanych mtDNA imunob-
lotingem?'.

Zaveér
Dostatecna bezpecnost je pro poutziti v Siroké lidské

vvvvvv

nosti nové vznikajiciho léciva. Je-li tato bezpecnost
zpochybnéna v klinickych testech (popfipadé i pozdé-
ji), nese to s sebou nepfiznivé disledky v podobé
ekonomickych ztrat a pfedevsim ohroZeni zdravi pa-
cienta. Z téchto diivodud je potieba odhalit nezadouci
Gcinky léciv v co nejranéjsich fazich preklinického vy-
zkumu.

V mechanismech nezadoucich ucinkd [éciv jsou Cas-
to atakovany mitochondrie a jejich funkce, coz ma
za nasledek celou fadu klinickych projev, pfedevsim
pak v metabolicky aktivnich tkénich. Z dlivodd mito-
chondriélni toxicity bylo z trhu stazeno jiz nékolik Iéciv.
Diky stale se zdokonalujicim metodam Ize v dnesni
dobé mitochondrialné toxické ucinky odhalit v cilenych
in vitro testech jiz v ¢asnych fazich vyvoje, kdy je jesté
snadné strukturu potencialniho léc¢iva modifikovat tak,
aby byly zjisténé nezédouci Gcinky lé¢iva na mitochon-
drie eliminovany ¢i alespori vyrazné potlaceny.

Podékovani

Tato prace vznikla za podpory projektu InterBioMed
LO1302 Ministerstva Skolstvi, mladeze a télovychovy
Ceské republiky.
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Obr. 6: Postup stanoveni poméru mtDNA/nDNA za pouZiti komercni metody Retina MitoxTM DNA assay72

(upraveno).
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Souhrn

Barchankova L., Mertlikova-Kaiserova H., Hajek M.: Mitochondrialni toxicita indukovana Iécivy

Mitochondrialni dysfunkce vyvolané léky jsou ¢asto pfic¢inou jejich vedlejsich acinkd, které maji celou fadu klinickych projev( predevsim
v metabolicky aktivnich tkénich. Z dlvodd mitochondrialni toxicity bylo z trhu stazeno jiz nékolik 1éciv. Diky stéle se zdokonalujicim
metodam lIze mitochondrialné toxické ucinky odhalit jiz v pocate¢nich fazich vyvoje, kdy je mozné strukturu potencialniho Ié¢iva mo-
difikovat tak, aby byly nezadouci G¢inky eliminovény. Je proto vice neZ potiebné, aby v¢asné hodnoceni mitochondridlni toxicity bylo
standardnim postupem pfi vyvoji novych [éciv.

Klicova slova: mitochondrie, mitochondrialni toxicita, vedlejsi ucinky lé¢iv

Summary

Barchankova L., Mertlikova-Kaiserova H., Hajek M.: Drug-induced mitochondrial dysfunctions

Drug-induced mitochondrial dysfunctions are often the cause of side effects, which have a variety of clinical manifestations, especially
in metabolically active tissues. Due to mitochondrial toxicity, several drugs have been withdrawn from the market. With more refined
methods, mitochondrial toxic effects can be detected in early stages of development, when the potential drug structure can be modified
to eliminate side effects. It is therefore more than necessary to ensure that timely evaluation mitochondrial toxicity is a standard proce-

dure in the drug development.

Keywords: mitochondria, mitochondrial toxicity, adverse drug reactions

¢GAS-cGAMP-STING: SIGNALIZACNI CESTA
NEADAPTIVNIHO IMUNITNIHO SYSTEMU

Miroslav Smola, Evien Boufa

Ustav organické chemie a biochemie AV CR; miroslav.smola@uochb.cas.cz

Uvod

DNA je znama jako stimulant imunitniho systému.
V eukaryotnich burikach je obvykle pfitomna pouze
v bunééném jadru a mitochondriich’. V pfipadé vyskytu
DNA v cytosolu, at uz nasledkem bunécéného poskozeni
nebo nasledkem napadeni cizim organismem, reaguje
organismus silnou imunitni odezvou ve formé tvorby
interferont a dalSich cytokind.

Soudasti neadaptivniho imunitniho systému je sou-
stava senzord PRR (Pathogen-Recognition-Receptor)
schopnych detekovat béiné soucasti patogent,
znamych pod zkratkou PAMPs (Pathogen-Associated-
-Molecular-Patterns)* 4. Jednim z téchto senzord je
cytosolicky protein s enzymovou aktivitou cGAS (cyk-
lo GMP-AMP syntasa)'* >'2. Enzym cGAS rozpoznava
dvoufetézcovou DNA a nasledné syntetizuje cyklicky
dinukleotid (CDN) 2'3'cGAMP (Obr. 1)2 Tento CDN
je rozeznavan receptorem STING (stimulator of inter-
feron genes)? . STING je dimerni protein lokalizovany
na membrané endoplasmatického retikula®. Po navaza-
ni 2'3'cGAMP spousti tento receptor signaliza¢ni kaska-
du (s pomoci kinas TBK1 a IKK) a aktivuje transkrip¢ni

faktory IRF3 a NF-kB, coz vede k indukci exprese inter-
ferond typu I (INF-a a INF-B) a dalSich cytokind. Signa-
lizace je ukonena degradaci STINGu® ".

cGAS-cGAMP-STING signaliza¢ni cesta byla identifi-
kovéana jako klicova pro spusténi transkripce genl ne-
adaptivniho imunitniho systému pfi infekci organismu
DNA viry (napf. HSV1, HBV, adenovirus, vakcinia virus)
a retroviry, véetné HIV® °. Tato signalizacni cesta muze
byt spusténa i stimulaci cyklickymi dinukleotidy bakte-
ridlniho plvodu, napfiklad c-di-AMP Listerie monocy-
togenes®. Zaroven ale chronickd stimulace receptoru
STING vlastni DNA organismu vede k Zivot ohrozujicim
autoimunitnim onemocnénimé,

Aktivace receptoru STING

Pii nahromadéni dvoufetézcové DNA mikrobiélniho
nebo hostitelského pdvodu v cytosolu dochézi k ak-
tivaci receptoru cGAS?". cGAS obsahuje nukleotidyl-
transferasovou doménu a dvé DNA vazebné domé-
ny. Po navazani dvouietézcové DNA vznikd komplex
cGAS:DNA v poméru 2:2 a dochazi ke konformac-
ni zméné", jez vede k odhaleni aktivniho mista

annlOH

cGASu a syntéze 2'3'cGAMP z ATP
a GTP®". cGAS rozpoznava DNA nespe-
cificky (nezavisle na sekvenci) pouze
pfes cukerno-fosfatovy fetézec a neroz-
poznavéa Zadnou z bazi". Nové vytvore-
NHz | ny druhy posel 2'3'cGAMP je specificky
rozpoznavan membranovym receptorem
endoplazmatického retikula STING2. Ten-
to receptor s jednou cytosolickou a ctyi-
mi transmembranovymi doménami tvofi
v inaktivnim stavu homodimer s otev-
fenou konformaci (Obr. 2A)%. Asociace

Obr. 1: 2'3’-cGAMP (Cyklo [G(2',5")pA(3".5')p])-

STINGu s CDN vede k uzavieni konfor-
mace homodimeru (Obr. 2B) a sou-
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Obr. 2: Porovnani struktury cytosolickych domén receptoru STING v neaktivované a aktivované formé; A — neaktivni
apoprotein bez zformovaného vicka (lid), B — aktivovany protein s navazanym ligandem 2'3'cGAMP a vitkem tvofenym ctyfmi
B-skladanymi listy; C-konec neni viditelny; zelenou a fialovou barvou jsou odliseny monomery homodimeru receptoru; vzdale-

nosti jsou méfeny mezi ca TYR186.

¢asné k vytvoreni vicka (lid) ze ¢ty B-skladanych listd
(po dvou od kaidého monomeru)* a k aktivaci recep-
toru™> > 2. Nésledné se STING jako soucast preautofa-
gosomu pfesouva do perinuklearniho prostoru® .

0d aktivace stimulatoru k expresi

Aktivovany STING funguje jako adaptorovy protein,
jenZ rekrutuje a dale aktivuje protein kinasy TBK1 a IKK.
Tyto kinasy nasledné aktivuji transkrip¢ni faktory IRF3
(TBK1) a NF-kB (IKK)'2. STING je po piedani signélu de-
gradovan autofagosomalné® . Aktivace IRF3 a NF-kB
v ramci této signalizacni cesty byly dfive povazovany za
nezavislé®, posledni zjisténi ale poukazuji na jejich sil-
nou provazanost'.

Pfedpokladanou konformacéni zménou aktivované-
ho STINGu je sbaleni neuspofadaného Ckonce a jeho
naslednd interakce s vickem uzavieného homodime-
ru. Sbalenim C-konce je umoznéna interakce STINGu
s TBK1 a nasledna fosforylace serinti C-konce (pfedpo-

kladaji se S355, S358 a S366) ™. Fosforylovany C-konec
je schopen vazby na transkrip¢ni faktor IRF3, ¢imz se
IRF3 dostava do blizkosti TBK1 a dochazi k jeho fos-
forylaci. Tato fosforylace ma za nasledek vytvoreni ho-
modimeru IRF3 (Obr. 3)* . Homodimer IRF3 vstupuje
z cytoplasmy do buné¢ného jadra a spousti transkripci
gent pro interferony typu | a dalsi cytokiny® 4.

Kinasa IKK je aktivovana skrze svoji podjednotku
IKKy, znamou téZ pod jménem NEMO (NFkB essential
modulator). Aby mohla byt aktivace uskute¢néna, musi
byt NEMO ubiquitinylovén, pficemz tato ubiquitinylace
je podminéna aktivaci proteinu STING. Aktivni STING
vaze E3 ligasy TRIM56 a TRIM32 schopné katalyzovat
syntézu a piipojeni K63 vazaného ubiquitinového fe-
tézce k NEMO. Po aktivaci podjednotky NEMO docha-
zi k autofosforylaci zbylych podjednotek IKKa a IKKB,
z nichz IKKa ma pro dalsi signalizaci v této cesté zane-
dbatelny vyznam™. Aktivovana podjednotka IKKB dale
fosforyluje 1kB, inhibitor NF-kB, a oznacuje ho tak pro
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Souhrn

Smola M., Bou¥a E.: cGAS-cGAMP-STING: signalizacni cesta neadaptivniho imunitniho systému

Neadaptivni imunitni systém je prvni obranou organismu pfi jeho napadeni patogenem. Signaliza¢ni cesta cGAS-cGAMP-STING je
soutasti tohoto systému a je zcela kli¢ova pii obrané proti DNA virdm a retrovirdm Zaroveii je chronické vybuzeni této kaskady
pravdépodobnou pfic¢inou nékterych autoimunitnich onemocnéni. Studium této signaliza¢ni cesty je klicové pro vyvoj terapeutik virovych
a autoimunitnich onemocnéni.

Klicova slova: cyklo GMP-AMP syntasa (cGAS), 2'3"-cGAMP, STING, neadaptivni imunitni systém, signaliza¢ni kaskada

Summary

Smola M., Bouia E.: cGAS-cGAMP-STING: signaling pathway of innate immune system

The innate immune system is the first line of defence of organism against pathogens. As a part of innate immune system, cGAS-cGAMP-
-STING signaling pathway takes a crucial part in immune response to DNA viruses and retroviruses. In contrast, chronic activation of this
pathway is probably cause of some autoimmune diseases. Studium of this signaling pathway is crucial for new antiviral and immuno-
supresive drugs development.

Keywords: cyclo GMP-AMP synthase (cGAS), 2'3"-cGAMP, STING, innate immune system, signaling pathway
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Dimerizace IRF3

L4

Obr. 3: Model fosforylace C-konce receptoru STING a aktivace transkripcniho faktoru IRF3; Navéazani 2'3'- cGAMP
na receptor iniciuje formovani vicka, interakci C-konce s vickem a uspofadani dvou B-skladanych listd v rdmci C-konce. Zfor-
movani B-skladanych listli vede k vystaveni serinti C-konce plsobeni TBK1 a jejich fosforylaci. Vazebna doména IRF3 se vaze
na fosforylovany C-konec a tim se dostéava do blizkosti TBK, coz vede k fosforylaci samotného IRF3. Fosforylované IRF3 je uvolné-
no z vazby na C-konec a asociuje s dalSim fosforylovanym IRF3 do homodimeru.

proteosomalni degradaci®>. NF-kB po odstranéni inhi-
bitoru vstupuje do buné¢ného jadra a spousti expresi
gen( pro interferony typu | a dalsi cytokiny'.

Cesty STING-TBK1-IRF3 a STING-TRIM32/56-IKK-
-NF-kB jsou silné provazany. Pfi testech na tkarnovych
kulturach bylo prokazano, ze v nepfitomnosti funkéni
cesty NEMO-IKK je schopnost TBK1 fosforylovat IRF3
velmi nizkd. Stejné tak schopnost IKK fosforylovat IkB
je zna¢né omezena v nepfitomnosti TBK1. Pfedpoklada

at uz se jedna o zZloutenku typu B ¢i infekci HIV a s nim
spojenym syndromem ziskané imunitni nedostate¢nos-
ti (AIDS). Stejnym problémem svétového zdravi jsou
autoimunitni choroby jako roztrousend skleréza nebo
systémovy lupus erythematodes, kde byl u pacientt
postizenych témito chorobami zjistén zvySeny vyskyt
protilatek proti nukleovym kyselindm. Pro oba tyto pro-
blémy se zda byt klicové studium cGAS-cGAMP-STING
signalizacni cesty a vyvoj lécCiv s regulacnim tGcinkem na

se vzajemna fosforylace TBK1 a IKKB vedouci k jejich tuto cestu.
plné aktivité'.
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