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Abstract

Fumarate hydratase (fumarase, EC 4.2.1.2) catalyzes the reverse hydration of fumarate to S
malate. In mammalian cells, it changes fumarate in the mitochondrial matrix as a part of
the citric acid cycle and in the cytosol, where functions to metabolize fumarate the
product of the degradation of some amino acids, of ammonia transformation to urea acid or

of the purine nucleotide synthesis. .

In human cells, fumarase is encoded by FH gene localized on chromosome 1 (1g42.1). The
FH gene consists of 10 exons and encodes for a 510 amino acids-long protein including the

N-terminal mitochondrial signal sequence.

Germline heterozygous FH mutations were found in two autosomal dominant syndromes.
These are multiple cutaneous and uterine leiomyomatosis (MCUL1 or MCL) and
hereditary leiomyomatosis and renal cell cancer (HLRCC). In the most of tumors from
these patients, loss of FH gene heterozygosity was also found. It has been suggested that

fumarase acts as a tumor suppressor according to Knudson’s two-hit hypothesis.

The aim of the bachelor thesis was to study the activity and amounts of fumarase in a
series of 22 samples of uterine leiomyomas from 22 young women patients (21-31 years)
with sporadic uterine leiomyomas. As a control sample, uterine leiomyoma from a
38-year-old patient was used. Activity of fumarase and a control enzyme citrate synthase
as well as protein amounts of fumarase and a control protein 3-actin was bellow detection
limit of used methods. Of the remaining 19 leiomyoma samples, marked reduction of

fumarase amounts and activity was found in one sample (sample 9).

In Czech



Abstrakt

Fumarathydrataza (fumaraza, EC 4.2.1.2) katalyzuje reverzibilni hydrataci fumaratu na
S-malat. U savch preménuje fumarat v mitochondridlni matrix, jako soucast citratového
cyklu, a v cytosolu, kde vznika napiiklad pfi odbouravani skeletu nékterych aminokyselin,

pii pfeménovani amoniaku na moc¢ovinu nebo pii syntéze purinovych nukleotidu.

V lidskych bunkach je fumaraza kdédovana genem FH lokalizovanym na chromosomu 1
(1g42.1). Gen FH obsahuje 10 exont a kdduje protein o velikosti 510 aminokyselin v¢etné

signalni sekvence na N-konci polypeptidového fetézce.

Zarodecné heterozygotni mutace genu FH byly nalezeny u dvou autozomalné
dominantnich syndromt. Jednd se o mnohonasobnou kozni a d€lozni leiomyomatdzu
(MCUL1 nebo MCL) a dédi¢nou leiomyomatdzu a rakovinu ledvinnych bun¢k (HLRCC).
Ve vétsing nadort téchto pacientil byla nalezena také ztrata heterozygozity genu FH, ktera
naznacuje, Ze se zde mize jednat o Knudsoniv ,,two-hit*“ model rozvoje tumoru. Gen FH

se tedy v téchto piipadech chova jako tumor supresorovy.

Cilem bakalaiské prace bylo v souboru 22 vzorkt déloznich leiomyomut od pacientek ve
véku 21-31 let stanovit mnozstvi a aktivitu fumarathydratazy. Jako kontrolni vzorek byl

pouzit délozni leiomyom od pacientky, jejiz veék byl 38 let.

Ve tfech vzorcich nebyla aktivita fumarazy a kontrolniho enzymu citratsyntazy vibec
detekovana a dale mnoZstvi fumardzy a kontrolniho enzymu fB-aktinu bylo velmi nizké
nebo na hranici detekce pouzité metody. Ze zbylych 19 vzorki leiomyomi bylo v jednom

(vzorek 9) zjisténo vyrazné snizené mnozstvi a aktivity fumarazy.
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Uvod

1.1 Fumarathvdrataza

Fumarathydrataza (fumaraza, EC 4.2.1.2) je enzym, ktery katalyzuje reverzibilni hydrataci
fumaratu (dianiont kyseliny trans-butendiové) na S-malat (dianiont kyseliny
hydroxybutandiové, nékdy znacen také jako L-malat), podle schématu na obrazku 1.1. [1-

2.
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Fumarat S-malat

Obrazek 1.1.: Reakce katalyzovand fumardthydratazou (fumardzou). S-maldt je na
obrazku zobrazen pomoci Fischerovy projekce.

Reak¢ni mechanismus této reakce neni uplné znam. Prvni vyzkumy naznacovaly, Ze vznik
S-malatu z fumaratu vede pies tvorbu karbokationtu. Nejprve dochézi k adici H' iontu na
molekulu fumaratu za tvorby karbokationtu a az nasledné dochazi k adici OH™ skupiny

a tak k vytvoreni S-malatu (viz obrazek 1.2.) [3-4].

Dalsi vyzkum pak ukazal, Ze reakce béZi ptes karboaniontovy intermediat (viz orazek 1.2.).
Tento mechanismus zac¢ina adici OH iontu na molekulu fumaratu za vzniku karboaniontu,
a nasledn& dochazi k adici H* iontu na tento karboaniont za tvorby S-malatu [4-5]. Tento
vyzkum a nova interpretace prvnich provedenych pokust se ptiklanéji k tomu, ze

mechanismus této reakce skutecné probiha pies karboaniont [4, 6].



Karbaniontovy pfechodny strav
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Karbokationtov y pfechodny strav
Obrazek 1.2.: Reakcéni mechanismus hydratace fumardtu na S—maldt katalyzovany
Sfumardzou. \ horni éasti obrdazku je zndazornéna tvorba S-malatu z fumaratu pres
karbaniontovy prechodovy stav a v dolni casti obrazku je zndazornéna pres karbokationtovy
prechodovy stav. Upraveno podle [4].

1.1.1 Tridy fumarathydratazy

U prokaryontnich organismil byly objeveny dvé¢ tfidy enzymu fumardzy predevSim pomoci
klonovani a sekvenovani genti fumarazy Escherichia coli. Tento organismus obsahuje tfi
geny pro tfi enzymy fumarazy - fumarazy A a fumarazy B, které patii do enzymové tiidy I,
a fumarazy C patiici do enzymové t¥idy II [7-13]. Klasifikace téchto t¥id zavisi na
uspotadani jejich podjednotek, jejich zavislostech na pfitomnosti ionti kovi a na jejich
tepelné stabilité. Fumarazy ttidy I a tfidy Il vykazuji nizky stupen sekvenéni homologie
(méné nez 20%) [8, 14]. Zajimavé je, ze fumaraza téidy Il vykazuje vyraznou homologii
senzymem aspartazou (napf. 38% identickych aminokyselin mezi fumarazou C

Escherichia coli a aspartazou) [15].

Fumarazy tfidy I (fumaraza A a fumaraza B) jsou homodimerni enzymy (molekulova
hmotnost jedné podjednotky je 60 kDa), které¢ ve své struktufe obsahuji aniont siry (S'").
Jedna se o enzymy, které jsou za podminek vysokého mnozstvi kysliku nebo vysoké
teploty neaktivni [8, 12, 16]. U fumarazy A bylo nalezeno, Ze je§té obsahuje ionty Fe**
[16-17].

Fumarazy ttidy Il jsou fumaraza C a dalsi fumarazy nalezené také v Bacillus subtilis,

Saccharomyces cerevisiae a savcich. Jedna se o termostabilni enzymy, které neobsahuji



zadné ionty kovi. Aktivni forma téchto enzymt ma strukturu homotetrametu (molekulova

hmotnost jedné podjednotky je 48-50 kDa) [12].

Vyieseni krystalové struktury fumarazy kvasinky Saccharomyces cerevisiae (viz obrazek
1.3) ukazalo, Ze kazdy monomer tetrameru se sklada ze tii oblasti oznac¢enych jako D1, D2
a D3. D1 lezi na N-konci a D3 se nachazi na C-konci polypeptidového fetézce. Centralni
doména D2 se sklada z péti alfa-helixd. Asociace domén D2 vede ke vzniku tetrameru
s jadrem 20 alfa-helixd, které jsou téméi rovnobézné. Aktivni misto fumarazy se nachazi
Vv prostoru mezi doménou D1 jedné podjednotky a doménou D3 druhé podjednotky. Toto
aktivni misto také obsahuje tii regiony, znacené ¢isly 1-3, které obsahuji stejnou sekvenci
aminokyselin jako dalsi enzymy, které maji jako substrat fumarat (naptiklad aspartaza).
Kazdy monomer obsahuje tyto tii regiony (viz obrazek 1.3.) [18].

Obrazek 1.3.: Kvartérni struktura fumardthydratazy kvasinky Saccharomyces cerevisiae,
prevzato a upraveno z [18-19].

A: Podjednotkova struktura fumardthydratazy. Fumardza se sklada ze ctyr stejnych
podjednotek asociaciovanych pomoci centrdlni domény D2 kazdé z podjenotek, ktera se
sklada z peti alfa-helixii. Vznika tak jadro homotetrameru 020 alfa-helixech, které jsou
téemer rovnobezné. Kazda podjednotka dale obsahuje jesté doménu Dlna N-konci
a doménu D3na C-konci polypeptidového reteézce.

B: Kvartérni struktura fumardthydratazy, na které je v hornim pravém rohu vyznaceno
aktivni misto enzymu. V tomto aktivnim misté se nachdzeji tii regiony znaceny cisly 1-3
(Region 1-fialova, region 2-zelend, region 3-zluta). Tyto tii regiony bychom nasli na kazdé
podjednotce enzymu (vyznaceny cervené na jedné z podjednotek) a stejnd sekvence
aminokyselin se nachdzi i v dalsich enzymech s fumaratem jako substratem.

1.1.2 Cytosolicka a mitochondridlni fumarathydrataza
U eukaryotnich organismi se fumaraza nachdzi v mitochondrialni matrix. Zde je soucasti
citratového cyklu. Citratovy cyklus je jednou z hlavnich soucésti energetického

metabolismu, také ale poskytuje intermediaty pro biosyntézu aminokyselin, porfyrint, aj.



V citratovém cyklu je rovnovaznd reakce, kterou katalyzuje fumaraza, posunuta ve
prospéch tvorby S-malatu, protoze koncentrace fumaratu je stale vyssi nez S-malatu diky
neustalé tvorbé fumardtu v predchozim kroku a odcerpavani S-maldtu v nasledujicim

kroku citratového cyklu [4].

Fumaraza ale byla u cukaryotnich organismi nalezena i v cytosolu [20-22], kde také
preménuje zde vznikajici fumarat na S-malat. V cytosolu savéich bun¢k vznika fumarat
napiiklad pfi odbouravani skeletu nékterych aminokyselin, pfi odbourani amoniaku na

mocovinu nebo pii syntéze purinovych nukleotidi.

Ve veétsin¢ organismi, vcetné Clovéka a dalSich savcl, jsou tyto formy fumarazy
(cytosolicka a mitochondrialni) kodovany jednim genem pro fumarazu (genem FH) [21,
23-25]. Mechanismus distribuce byl zkouman u velmi malo organismu. A zda se, ze dvoji

lokalizace fumarazy je dosazeno V riznych organismech riznymi zptisoby [26].

V savéich bunkach se ptedpoklada, Ze dvoji lokalizace fumarazy je zprostiedkovana
dvéma transla¢nimi produkty genu pro fumarazu. Uréeni fumarazy jako mitochondrialni je
dano piitomnosti signalni sekvence na N-konci polypeptidového fetézce. Zatimco pokud
polypeptidovy fetézec tuto signalni sekvenci neobsahuje, dojde k vyuziti enzymu
v cytosolu [26-27].

V lidskych bunkach je gen FH lokalizovan na chromosomu 1 (1g42.1). Tento gen obsahuje
10 exonl a koduje protein o velikosti 510 aminokyselin veetné signalni sekvence na

N-konci polypeptidového fetézce.

1.2 Deficit fumarathydratazy

Fumarova acidurie (fumarazova deficience) je vzacna autozomalné recesivni porucha
zpusobena mutacemi v genu FH. Vyrazné snizena aktivita fumarazy vede k hypotonii,
mikrocefalii, opozdénému psychomotorickému vyvoji jedince a vyrazné akumulaci
kyseliny fumarové v moci. Klinické projevy tohoto onemocnéni se objevuji béhem prvnich

tydnu zivota [28]. Poprvé byla popsana v osmdesatych letech minulého stoleti [29-30].

1.3 Fumarathydrataza jako tumorovy supresor

Kromé fumarové acidurie byly jesté nalezeny dva syndromy spojené s mutacemi v genu
pro fumarathydratazu. Jedna se o mnohondsobnou kozni a délozni leiomyomatdzu

(,,multiple cutaneous and uterine leiomyomatosis“, MCULL1 nebo MCL) a dédi¢nou



leiomyomatozu a rakovinu ledvinnych buné¢k (,,hereditary leiomyomatosis and renal cell
cancer”, HLRCC) [31-32]. Kozni leiomyomy jsou nadory vznikajici z hladké svaloviny
,vzpiimovace® vlasu (musculus errector pili), obvykle do ¢tvrté dekady Zivota na trupu a
koncetinach. Délozni leiomyomy jsou benigni nadory hladké svaloviny délozni stény [33].
U pacientii s MCL a HRLCC byly nalezeny zarodecné heterozygotni mutace v genu FH
a dale byla vnadorech téchto pacientii nalezena ztrita heterozygozity genu FH, coz
naznacuje, ze se jedna o Knudsoniv ,,two-hit“ model rozvoje tumoru [31-32]. Alfred G.
Knudson formuloval teorii, ze u nékterych geni neni nezbytné pro rozvoj tumoru
poskozeni pouze jedné alely daného genu, ale poSkozeni obou alel genu (,,two-hit*) [34].
V nddorech a zdravé tkani byly déle tyto genetické udaje potvrzeny odpovidajicim
snizenim aktivity fumarazy [31-32]. Zajimava je skute¢nost, Ze neexistuje zadny rozdil ve
spektru nalezenych mutaci u jedincit s MCL a s HLRCC. To naznacuje, ze pii vzniku
nachylnosti k rakoviné ledvin zpisobené mutaci v genu FH hraji roli jiné genetické nebo
enviromentalni faktory [35]. Poskozeni fumarathydratazy bylo nalezeno i v jinych
nadorech, jako je ,,ovarian mucinous cystadenoma“ [36], v nadorech Leydigovych bunék

[37], nebo ,,cerebral cavernoma“ [38].

Mechanismus rozvoje nadoru s deficitni fumarazovou aktivitou je zifejmeé spojen s aktivaci
hypoxii indukujiciho faktoru (HIF) [39]. Nadory souvisejici se snizenou aktivitou
fumarathydratazy vykazuji zvySenou expresi tohoto transkripéniho faktoru - HIF [40-42].

Zvysena aktivace HIF byla nalezena i v celé fad¢ dalSich typt nadort [43].

Aktivaci HIF dochazi k aktivaci hypoxemického metabolismu, coZ je Spojeno s procesy

probihajicimi pii kancerogezi podporujici rust nadoru, jako je naptiklad angiogeneze [39].

HIF je transkripéni faktor, ktery kontroluje syntézu mnohych mRNA indukovanych
Vv ptipadé nizké koncentrace kysliku v bunikach (hypoxie) [44-45]. HIF je funk¢ni jako
heterodimer, ktery se sklada z jedné nestabilni a-podjednotky (HIFa) a jedné stabilni
B-podjednotky (HIFB). Byly objeveny tii a-podjednotky a ti'i B-podjednotky [46-47].

ProtoZe inaktivace fumarathydratazy narusuje oxidac¢ni metabolismus mitochondrii, bylo
predpokladano, Ze sama porucha energetického metabolismu, muze piispét piimo ¢i
nepiimo k aktivaci HIF [48]. V bunkach s nedostatkem sukcinatdehydrogenazy je aktivace
HIF spojovéna se zvySenou tvorbou volnych kyslikovych radikali (ROS) zplsobenou

Spatnou funkci mitochondrii [49]. Podobné mechanismy byly navrzeny i pro bunky



s nedostatkem fumarathydratazy [50]. Zvysena produkce ROS jako vysledek zvySeného
metabolismu glukozy byla také navrzena jako mozny ptispévek k aktivaci HIF v deficitu
fumarathydratazy [51]. Byl ale nalezen i mechanismus aktivace HIF v dasledku hromadéni
fumaratu v bunce. Zda se tedy, ze akumulace fumaratu sama o sob¢ je klicovym krokem

V rozvoji nadoru [40, 52-54].

V prostiedi dostate¢ného mnozstvi kysliku je podjednotka HIFo hydroxylovana na jednom
z prolinovych zbytkG. Tato hydroxylace je zprostiedkovana enzymy zrodiny HIF
prolylhydrogenaz (HPH, proteiny obsahujici PHD-prolylhydroxylazovou doménu), jejichz
aktivita je regulovana dostupnosti kysliku [55-60]. Hydroxylovana podjednotka HIFa je
rozeznavana ubiquitinligdzovym komplexem obsahujicim 1 protein zvany ,,von
Hippel-Lindau®, ktery HIFa ozna¢i (pomoci polyubiqitinace) a uréi tak pro destrukci
proteasomem [61-67]. V piipadé hypoxického stresu je tato aktivita enzymi HPH,
které hydroxyluji ~ podjednotku HIFa, sniZzena a to zpisobi stabilitu podjednotky HIFa
aumozni tak vznik transkripéniho faktoru HIF (viz obrazek 1.4.) [68]. Jako senzor
nedostatku kysliku hraji roli i mitochondrie, které¢ za nedostatku kysliku zvysSuji v bunice
mnozstvi volnych kyslikovych radikalt, které snizuji aktivitu enzymi HPH a tim zvySuji

stabilitu podjednotky HIFa [69-70].

Fumarat je kompetitivnim inhibitorem prolylhydrogenaz HIF (HPH), které reguluji
mnozstvi a ¢innost podjednotek HIF. Akumulace fumaratu v buiice vede ke sniZeni
aktivity téchto enzym a tim dojde k zabranéni hydroxylace podjednotky HIFa.
Dusledkem je pak stabilita této podjednotky, kterd umoziuje vznik transkripéniho faktoru

HIF. TakZe akumulace fumaratu navozuje pseudohypoxemicky stav, coz zfejmé pfispiva

k onkogenezi [40, 52-54].

Pokud by takovyto mechanismus aktivace HIF, jako dusledek hromadéni fumaratu
vV buiice, byl kliCovy v rozvoji nadoru, mohl by byt tento mechanismus cilem

terapeutického zasahu [54].

Je zajimavé, Ze gen pro enzym ,,von Hippel-Lindau* funguje také jako tumorsupresorovy

gen [71].
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Obrazek 1.4. Regulace mnoistvi podjednotky HIFa a tim regulace transkripcéniho
faktoru HIF, prevzato a upraveno z [72]. V prostiedi dostatecného mnozstvi kysliku je
podjednotka  HIFa  hydroxylovina  enzymy  zrodiny  proteinii  obsahujici
prolylhydroxylazovou doménu (PHD) na jednom z prolinovych zbytki (v ramecku
V pravém hornim rohu je zndzornéna hydroxylace tohoto prolinu). Hydroxylovana HIFa je
rozeznavana a oznacena (pomoci polyubigitinace) pro destrukci proteasomem
ubiquitinligazovym komplexem obsahujicim i protein zvany ,von Hippel-Lindau“.
V prostredi nedostatku kysliku je aktivita enzymii PHD sniZzena a to zpiisobi stabilitu
podjednotky HIFo. a umozni tak vznik transkripcniho faktoru HIF, ktery indukuje syntézu
mnohych mRNA, diileZitych pro hypoxicky metabolismus.
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2 Cil prace
Cilem prace bylo v souboru 22 vzorkii déloznich leiomyomt od 22 pacientek ve véku

21-31 let stanovit aktivitu a mnozstvi fumarathydratazy.
Specifickym cilem prace bylo:

e Stanovit vhodnou koncentraci proteinli pro spektrofotometrické méfeni aktivity

fumarathydratazy ve vzorcich déloznich leiomyom.

e Spektrofotometricky stanovit specifickou aktivitu fumarathydratazy a citratsyntazy

jako kontrolniho enzymu ve vzorcich déloznich leiomyomt.

e Stanovit mnozstvi fumarathydratazy a B-aktinu ve vzorcich déloZnich leiomyomil
pomoci elektroforézy Vv polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecylsulfatu

sodného (SDS-PAGE), ,,Western blotu* a imunodetekce.
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3 Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

Soubor, vcetné kontrolnich vzorkd, byl ziskan po informovaném souhlasu ve spolupraci

s Gynekologicko-porodnickou klinikou 1 LF a VFN.

Tabulka 3.1: Charakteristiky souboru pacientek a kontroly. Vzorky, u nichz nebyly

méreny specifické aktivity, ]SoU 0znaceny ND.

Specificka ktivita
fumarathydratazy vztazena na

Leiomyom Wi paﬁlentky specifickou aktivitu
et citratsyntazy v lymfocytech
[% kontroly]
kontrola 38 ND
1 24 90
2 27 72
3 30 78
4 31 84
6 27 53
7 29 ND
8 31 93
9 28 43
10 21 31
11 30 1
12 30 151
13 30 17,0
14 32 161
15 31 132
16 32 56
17 26 64
18 ND 135
19 29 18
20 31 30
21 22 77
22 27 121
23 26 ND

3.1.1.1 Vzorky pacienti

22 déloznich nédorti, histologicky uréenych jako leiomyomy, od pacientek ve véku

21-31 let (znaené jako myom 1-4, 6-23). Vzorky byly pied analyzou mrazeny v tekutém

dusiku a uchovéany pti -80°C.
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3.1.1.2 Kontrolni vzorek
Dé&lozni nador (histologicky ur¢eny jako leiomyom) od pacientky, jejiz vék byl 38 let

(znaceny jako kontrola). Vzorek byl pfed analyzou mrazen v tekutém dusiku a skladovan

pfi -80°C.
3.1.2 Chemikalie

3.1.2.1 Cisté chemikalie
Acetyl koenzym A, Sigma (USA)

Akrylamid, Sigma (USA)
Bisakrylamid, Sigma (USA)
Bromfenolova modf, Sigma (USA)

Coomassie Briliant Blue R-250, Sigma
(USA)

Denaturovany ethanol, Penta (CR)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Penta

(CR)

Dodecylsulfat sodny (SDS), Sigma
(USA)

5,5-dithiobis-2-nitrobenzoat (DTNB),
Sigma (USA)

Kyselina ethylendiamintetraoctova
(EDTA), Sigma (USA)

Ethanol 96%, Penta (CR)
Glycerol, Penta (CR)
Glycin, Sigma (USA)

Hovézi sérovy albumin (BSA), Sigma

(USA)

Hydrogenuhli¢itan sodny, Lachema (CR)

Hydroxid sodny, Penta (CR)

Chlorid sodny, Penta (CR)

Kyselina borit4, Penta (CR)

Kyselina chlorovodikova, Penta (CR)
Kyselina octova, Penta (CR)
n-dodecyl-B-D-maltosid, Sigma (USA)
L-Malat, Sigma (USA)
2-merkaptoethanol, Sigma (USA)
Methanol, Penta (CR)

N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin
(TEMED), Sigma-Aldrich (USA)

Oxalacetat, Sigma (USA)
Peroxosiran amonny, Sigma (USA)
Siran médnaty, Penta (CR)
Propan-1-ol, Penta (CR)

Tricine, Sigma (USA)

Tris, Sigma (USA)
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Tween, Sigma (USA)

3.1.2.2 Roztoky a pufry

Smési piipravené z chemikalii v laboratori
Anodovy pufr [100 mM Tris-HCI pH 8,9]

Barvici roztok [0,25% (w/v) Coomassie Briliant Blue R 250, 45% (v/v) methanol, 10% (v/v)

kyselina octova]

Gelovy pufr [3 x koncentrovan: 3 M Tris-HCI pH 8,45; 0,3 % (w/v) dodecylsulfat sodny]
Katodovy pufr [100 mM Tris-HCI pH 8,25; 100 mM tricin; 0,1 % (w/v) dodecylsulfat sodny]
Odbarvovaci roztok [25,5% (v/v) denaturovany ethanol, 8% (v/v) kyselina octova]

,,Radio-Immunoprecipitation Assay* (RIPA) pufr [50 mM Tris-HCI pH 7,4; 150 mM NacCl; 1
mM fenylmethylsulfonyl fluorid; 1 mM kyselina ethylendiamintetraoctova; 1 % (v/v)

Triton X-100; 1 % (w/v) sodium deoxycholat; 0,1 % (w/v) dodecylsulfat sodny; 1 % (v/v)
koktejl inhibitort proteaz (PIC,od spole¢nosti Roche )]

Roztok acetyl koenzymu A [10 mM acetyl koenzym A]

Roztok 5-5’- dithiobis(2- nitrobenzoatu) (DTNB) [1 M Tris-HCI pH 8,1; 1 mM
5,5-dithiobis-2-nitrobenzoat]

Roztok ,,KCI-Tris-EDTA-aprotinin®“ (KTEA) pufr [150 mM KCI; 50 mM Tris-HCI pH 7,5;

2 mM kyselina ethylendiamintetraoctova; 0,002 mg/ml aprotinin]
Roztok Lowry A [0,4% (w/v) NaOH, 2% (w/v) Na,COg3]

Roztok Lowry B [0,5% (w/v) CuSQy4]

Roztok Lowry C [1% (w/v) vinan sodnodraselny]

Roztok oxaloacetatu [0,1 M Tris-HCI pH 8,1; 10 mM oxaloacetat sodny]

,» Tris-borate-EDTA* (TBE) pufr [89 mM Tris, 89 mM kyselina borita, 2 mM kyselina
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ethylendiamintetraoctova]
,» 1ris-buffered saline* (TBS) pufr [20 mM Tris-HCI pH 7,5; 137 mM NaCl]

,, Tris-buffered saline - tween* (TBST) pufr [20 mM Tris-HCI pH 7,5; 137 mM NaCl; 0,1%

(v/v) Tween]

Transferovy pufr [25 mM Tris-HCI; 192 mM glycin; 10% (v/v) metanol;0,02% (w/v)

dodecylsulfat sodny]

Vzorkovy pufr [4 X koncentrovany: 50 mM Tris-Cl pH 6,8; 12 % (v/v) glycerol; 4 % (w/v)

dodecylsulfat sodny; 2 % (v/v) B-merkaptoetanol; 0,01 % (w/v) bromfenolova modi]
Komerc¢né dodavané smési

Bradfordové reagens, Bio-Rad (USA) Susené odtu¢néné mléko Laktimo, Promil

: : (CR)
Folinovo reagens, Sigma (USA)

SuperSignal WestFemto Sensitivity

Koktejl inhibitort proteaz (PIC), Roche o
Substrate, ThermoScientific (USA)

(Svycarsko)

SeeBlue Plus 2 Prestained Standard,
Invitrogen (USA)

3.1.2.3 Protilatky
Protilatka proti fumarathydrataze (,,FH monoclonal antibody raised against full-length

recombinant FH*), Abnova (Taiwan)

Protilatka proti krali¢im IgG konjugovana s peroxidazou (,,anti-rabbit 1gG (whole
molekule)-peroxidase antibody produced in goat®), Sigma-Aldrich (USA)

Protilatka proti my$im IgG konjugovana s peroxidazou (,,anti-mouse 1gG (whole

molecule)-peroxidase antibody produced in goat®), Sigma-Aldrich (USA)

Protilatka proti B-aktinu (,,monoclonal antibody detects endogenous levels of total f-actin
protein®), Cell Signaling (USA)
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3.1.3 Pouzité pristroje

Analytické vahy ABT 220-50M, Kern (Némecko)

Aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN 3 Cell, Bio-Rad (USA)
Automatické pipety Hermo Elektron (USA), Eppendorf (Némecko), Gilson (USA)
Blotovaci aparatura TE77X Semidry blotter, Hoefer (USA)

Centrifuga Biofuge 28RS Heraeus Sepatech (Némecko)

Centrifuga mikro 200, Hettich Zentrifugen (Némecko)

Centrifuga Universal 32R, Hettich Zentrifugen (Némecko)

Elekrtoforeticky zdroj PowerPac Basic, Bio-Rad (USA)

Homogenizator s teflonovym pistem typ: K2G7

Homogenizator Ultra-turrax T8, IKA labortechnik (Némecko)

pH metr 774, Metrohm (Svycarsko)

Spektrofotometr UV-2401PC, Shimadzu (Japonsko)

Susicka geld, Biometra (Némecko)

Systém gelové dokumentace VersaDoc imaging systém, BioRad (USA)
Termoblok, LABNet, LABNet Int. (USA)

Ttepacka Polymax 1040, Heidolph (Némecko)

Vodni lazen, Julabo (Némecko)

Vortex, IKA (Némecko)

3.2 Metody

3.2.1 Homogenizace vzorku

Zmrazena tkan byla zvazena a bylo k ni pfidano takové mnozstvi vychlazeného roztoku

KTEA, aby vysledny homogenat byl ptiblizn¢ 5% (w/v).
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Tkan byla poté za stalého chlazeni rozstiihdna nizkami na malé kousky (stfihnuto nejméné
50 x) a prenesena do vychlazené sklenéné nadobky homogenizatoru. Smés byla
homogenizovana 3 X 15s na homogenizatoru Ultra-turrax na stupein 4 a poté 15 X
homogenizovana teflonovym pistem za neustalého chlazeni. Takto pfipraveny homogenat
byl pouzit na pfipravu vzorkll pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu v prostfedi

dodecylsulfatu sodného a na ptipravu vzorkd pro méfeni aktivity.
3.2.2 Stanoveni aktivity enzymi fumarathydratazy a citratsyntazy

3.2.2.1 Stanoveni koncentrace proteinu Lowryho metodou [73]

Z homogenatu vzorku fedéného vodou v poméru 1:1 bylo odebrano 2 x 10 ul pro dvé
nezavisla méfeni (vysledna koncentrace proteinu v daném vzorku poté byla vypocitana
jako pramér téchto dvou méfeni). 10 ul fedéného homogenatu bylo doplnéno destilovanou
vodou na objem 200 pul. K takto pfipravenym vzorkiim byl pfidan 1 ml smési, vzniklé
smichanim zasobnich roztokti Lowry A:B:C v poméru 48:1:1. Vzorky byly promichany
pomoci ,,vortexu*“ a inkubovany pii laboratorni teploté¢ 15 min. Poté bylo ke kazdému
vzorku pfidano 100 pl Cerstvé fedéného Folinova reagens s destilovanou vodou v poméru
1:1, promichano pomoci ,,vortexu* a inkubovano pfi laboratorni teploté 30 min. Nasledn¢

byla zmétena absorbance pomoci spektrofotometru UV-2401PC pii 700 nm.

Jako kalibra¢ni kiivka pro odecteni koncentrace proteinu byla pouzita koncentra¢ni fada

hovéziho sérového albuminu: 5, 10, 15, 20, 25 pg.

3.2.2.2 Solubilizace vzorku

K 100 pl homogenatu bylo pfidano 10 ul 15% (w/v) laurylmaltosidu. Vznikla smés byla
inkubovéna 15 min na ledu. Poté byla smés centrifugovana 2 min pii 380 g a laboratorni
teploté. Nasledné¢ byl odebran supernatant, ve kterém byla zjiSténa aktivita

fumarathydratazy a citratsyntazy.

3.2.2.3 Stanoveni aktivity fumarathydratazy upravena metoda podle Hilla [74]

Nejprve byla zjisttna vhodna koncentrace proteini pro stanoveni aktivity
fumarathydratazy. Pfredem pfipravené roztoky KH,PO,4 (1M, upraveny na pH 7,4 pomoci
NaOH), S-malatu (0,5M, upraveny na pH 7,4 pomoci NaOH) a destilovana voda, stejné
jako kyvetovy prostor spektrofotometru UV-2401PC, byly temperovany na 37 °C. Do
kyvety bylo pipetovano v daném potadi: 50 pl roztoku KH;PQO,4, 50 pl roztoku S-malatu,
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takové mnozstvi vody, aby S objemem nakonec pfidaného vzorku tvofilo objem 400 pl
a kontrolni vzorek leiomyomu. Vysledny objem v kyvet¢ byl 0,5ml. Smés byla
promichana pomoci ploché plastové tyCinky a néasledné byla métena jeji absorbance pfi
250 nm po dobu 5 min. Postupné¢ bylo mnozstvi ptfidaného vzorku ménéno tak, aby
mnozstvi proteinu v kyveté bylo: 5, 10, 25, 75, 100 pg. Ze zavislosti zmény absorbance na
mnozstvi proteinu (viz obrazek 4.1., str. 18) byl hledan usek, kde je zévislost linearni. Jako

nejvhodnéjsi rozmezi bylo vybrano 40-70 pg proteinu/ objem reakéni smési.

Aktivita fumarathydratdzy ve 22 vzorcich leiomyomu byla stanovena vyse uvedenym
postupem. Do kyvety bylo pfidavano 10-50 pl vzorku podle jeho koncentrace tak, aby
mnozstvi proteinu v kyvet¢ bylo 40-70 pg.

Aktivita byla vypocitana podle vzorce:

AA[min]V[ml] 106

A [mmol.mint.mg™] = = —.
Vyzorek [M] €yzorek [mgml "] €250 nm [mmol ~Lem™]

AA — zména absorbance

V — objem reak¢ni smési

Vyzorek — Objem ptidaného vzorku

Cvzorek — KONcentrace ptidané¢ho vzorku

€250nm.fumarat — Molarni absorpéni koeficient fumaratu = 4,88 mmol™t.l.cm?
d — délka kyvety = 1 cm

3.2.2.4 Stanoveni aktivity citratsyntazy upravena metoda podle Srerese [75]

Pfedem ptipravené roztoky 5-5’- dithiobis(2- nitrobenzoatu) (1 mM) , acetyl CoA (10 mM),
Cerstve pripraveny roztok oxaloacetatu (10 mM) a destilovana voda, stejné jako kyvetovy
prostor spektrofotometru UV-2401PC, byly temperovany na 37 °C. Do kyvety bylo
pipetovano v daném potadi: 100 pl roztoku 5-5’- dithiobis(2- nitrobenzoatu), 50 pl roztoku
acetyl CoA, ptislusné mnozstvi vody (tvofici se vzorkem objem 800 pl) a 30-50 ul vzorku
podle jeho koncentrace tak, aby mnozstvi proteinu v kyveté¢ bylo 60-120 pg. Vysledny
objem v kyveté byl 950 pl. Toto mnozstvi bylo zvoleno na zakladé protokolu vytvoieného
Laboratoii pro studium mitochondridlnich poruch (Klinika détského a dorostového

Iékatstvi 1. LF UK a VFN). Smés byla promichana pomoci ploché plastové ty¢inky
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a nasledné bylo méfeno pozadi pii 412 nm po dobu 2 min. Poté bylo do kyvety pfidano
50 pul roztoku oxaloacetatu (objem v kyveté byl 1 ml) a opét byla méfena jeji absorbance

pii 412 nm po dobu 2 min.

Aktivita byla vypocitana podle vzorce:

AA[min]V[ml]

-1 -1 —
Vyzorek [M] Cyzorex [mgml ~] €250 ny [mmol ".l.cm 1]

A [mmol.min".mg™] = .10°

AA — zména absorbance za jednu minutu

V — objem reak¢ni smési

Vyzorek — objem ptidaného vzorku

Cvzorek — koncentrace piidaného vzorku

€250nm, TNB — Molarni absorpéni koeficient 5-thio-2-nitrobenzoové
kyseliny = 13,6 mmol™.l.cm™

d — délka kyvety = 1 cm

3.2.3 Analyza mnozstvi fumarathydratazy pomoci -elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu v prostiedi dodecylsulfatu sodného
(SDS-PAGE), ,,Western blotu* a imunodetekce

3.2.3.1 Priprava bunécného lyzatu

500 ul pfipraveného homogenatu bylo centrifugovano 10 min pii 15 000g a 4 °C. Nasledn¢
byl odebran supernatant a k ziskané peleté byl pfidan 2 x vétsi objem pufru RIPA, nez byl
objem pelety. Smés byla inkubovdna 20 min na ledu a b&hem inkubace byla 3 X
promichana pomoci ,,vortexu®. Nasledné¢ byla smés centrifugovana 20 min pii 51 000g
a4 °C. Supernatant, obsahujici bunécny lyzat, byl nasledné¢ pouzit na piipravu vzorki

aplikovanych na gel, pfipadné skladovan pii -80 °C.

3.2.3.2 Stanoveni koncentrace proteinu metodu podle Bradfordové [76]
Z kazdého vzorku bunééného lyzatu bylo odebrano 2 x 2 pl a 2 x 3 pl na Ctyfi nezavisla
meteni. 2 ul (respektive 3 ul) homogenatu bylo doplnéno na objem 800 pl (vysledna

koncentrace poté byla vypocitana jako primeér téchto ¢ty méfeni). K takto pfipravenym
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vzorkim bylo pfidano 200 pl Bradfordova reagens, promichano pomoci ,,vortexu‘
a inkubovéno 10 min na ledu. Poté byla zméfena absorbance pomoci spektrofotometru
UV-2401PC pfi 595 nm. Jako kalibra¢ni kiivka pro urCeni koncentrace proteinu byla

pouzita koncentracni fada hovéziho sérového albuminu: 1, 2, 3, 4, 5 pg/ul.

3.2.3.3 Priprava vzorku aplikovaného na gel

30 pg proteinu bunécného lyzatu bylo promichano se vzorkovym pufrem v poméru 4:1
(v/v). Pro kontrolni vzorek byly pfipravovany tii druhy ,nanaSek” o obsahu proteint
7,5 ng; 15 ng; a 30 ug. Smes byla zahtivana na 37 °C po dobu 30 min a poté nanaSena na
gel.

3.2.3.4 Ptiprava gelu

Byl pfipraven dvouvrstvy polyakrylamidovy gel (4% zaostiovaci gel, 12% separacni gel),
slozeni je uvedeno Vv tabulce 3.1. Polymerace separac¢niho gelu probihala 1 h pfi laboratorni
teploté pod prevrstvenim destilovanou vodou a zaostfovaci gel polymeroval 30 min pii

laboratorni teplot¢.

Tabulka 3.2.: SloZeni gelu pouZitého pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu
V prostiedi dodecylsulfatu sodného.

MnozZstvi [ml]

Slozka 4 % gel 12 % gel
Zasobni roztok 0,8 2,4
akrylamidu a

bisakrylamidu (48%
akrylamid; 1,5%
bisakrylamid)

Gelovy pufr (3 x 3,33 3,33
koncentrovany)

Destilovana voda 5,8 4.2
APS 10% 0,12 0,05
TEMED 0,012 0,005

Celkovy objem 10,062 9,985

3.2.3.5 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostredi dodecylsulfatu sodného
Po promyti jamek bylo do prvni jamky aplikovano 4 ul Zebticku molekulovych hmotnosti
(SeeBlue Plus 2 Prestained Standard), do nasledujicich tfech jamek byla nanesena
kontrola, v mnozstvi proteinu v jednotlivych jamkéach v potadi 7,5 pg; 15 pg; a 30 pg
(znaceno jako kontrola 25%, kontrola 50% a kontrola 100%). Do zbylych jamek byly
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aplikovany pfipravené vzorky, mnozstvi proteinu v kazdé jamce bylo 30 pg. Elektroforéza

probihala za laboratorni teploty a nasledujicich podminek: 40 V cca 20 mina 100 V 2,5 h.

3.2.3.6 ,,Western blot“

Po ukonceni elektroforézy byla odstranéna vrstva =zaostfovaciho gelu a vrstva
koncentracniho gelu byla inkubovana v transferovém pufru 30 min na 3D tfepacce.
Polyvinyliden difluoridova membrana (Immobilon-P, Milipore, USA) 0 rozmérech gelu
byla aktivovana 15 s v methanolu, poté 2 min hydratovana v destilované vodé a nakonec

15 min ekvilibrovana v transferovém pufru.

Na anod¢ byly naskladany na sebe v daném potadi: 3 kusy filtra¢nich papird Whatman
0 rozmérech gelu, membrana, gel a 3 kusy filtra¢nich papirt Whatman. VSechny slozky
byly pifi sklddani dostate¢né nasdklé transférovym pufrem. Poté byly z vzniklého
»sendvice pomoci sklenéné tyCinky vytlaceny vzduchové bubliny. ,,Sendvic¢* byl ptikryt
katodou, kterd byla predtim oplachnuta destilovanou vodou. Ptfenos probihal 1 h pfii

uvedeném napéti: [(obsah povrchu gelu) x 0,6] mA.

Po ukonceni pienosu byl ,,sendvic” rozebran a polyvinyliden difluoridovd membrana
usuSena volné na vzduchu za laboratorni teploty. Pro vizualni kontrolu kvality pfenosu byl
gel inkubovan v barvicim roztoku ptes noc tiepat na 3D tifepacce a druhy den odbarven
odbarvovacim roztokem. Nasledné byl gel vloZen na cca 1 min do destilované vody (kvili

omyti odbarvovaciho roztoku) a ususen na susicce geld.

3.2.3.7 Imunodetekce

Ususena polyvinyliden difluoridovd membrana byla aktivovéna 15 S v methanolu a poté
premisténa do destilované vody, kde byla ponechana v klidu na laboratornim stole 5 min.
Poté byla voda vylita a byl pfidan TBS pufr na 10 min. Mezitim byl pfipraven blokovaci
roztok suspendovanim 2,5 g suseného mléka v 50 ml TBS pufru [5% (w/v) roztok mlékal].
Poté byl odstranén TBS pufr a bylo pfidano 50 ml pfipraveného blokovaciho roztoku,

membrana byla takto inkubovana za laboratorni teploty a tfepana na 3D tfepacce 2 h.

Vsechny nasledujici inkubace a omyvani byly provadény na 3D tiepacce pii laboratorni
teploté. Po ukonceni blokovani byl vylit blokovaci roztok a membrana byla omyta TBS
pufrem 3 x za sebou po dobu 10 min. Nasledné byla membrana inkubovana 2 h v roztoku
primarni protilatky. Roztok primarni protilatky byl pfipraven nasledovné: 0,4 g suseného

mléka bylo suspendovano ve 20 ml TBST pufru [2% (w/v) roztok mléka], dale byla
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pfidana protilatka: 4 pl protilatky proti fumarathydrataze (fedéna 1:5000), 15 pl protilatky
proti B-aktinu (fedéna 1:1333). Pfipraveny roztok protilatky byl pouzit vicekrat a byl
skladovan pii -20 °C. Po inkubaci v roztoku primarni protilatky byla membrana oplachnuta
TBST pufrem 3 x za sebou po dobu 10 min. Nasledn¢ byla membrana inkubovana 1 h
v roztoku sekundarni protilatky. Roztok sekundarni protilatky byl pfipraven pfidanim
protilatky (12 ul ,,anti-mouse lgG-peroxidase antibody produced in goat”, 10 pul
»anti-rabbit IgG-peroxidase antibody produced in goat) do 2% roztoku mléka (0,4 g

suseného mléka rozpusténého ve 20 ml TBST pufru).
Poté byla membrana oplachnuta 3 x TBST pufrem a 1 x TBS pufrem vzdy po dobu 10 min.

Nasledné byla detekce proteint provedena chemiluminiscenci, na membranu polozenou na
transparentni folii byla nanesena smés substratu pro peroxidazu (SuperSignal WestFemto
Sensitivity Substrate, od spolecnosti ThermoScientific). Smés byla pfipravena smichanim
dvou pfilozenych roztokt v komeréné dodavaném Kitu v poméru 1:1. Foélie s membranou
byla umisténa do komory pfistroje VersaDoc 4000, kde byla vyfocena ptfi vhodném

expozicnim ¢ase pomoci programu Quantity One (od spole¢nosti BioRad).
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4 Vysledky

4.1 Aktivita a mnozstvi fumarathydratazy

V souboru 22 vzorkt déloZnich leiomyomi od pacientek ve véku 21-31 let, byla stanovena
aktivita a mnozstvi fumarathydratazy. Jako kontrolni vzorek byl pouzit délozni leiomyom

od pacientky, jejiz vék byl vyssi (let 38, znaceny jako kontrola).

4.1.1 Optimalizace méreni aktivity fumarathydratazy

Pro stanoveni aktivity fumarathydratazy v déloznim leiomyomu bylo nutné optimalizovat
vstupni mnozstvi proteinu pouzitého v reakci specifické pro danou tkan. Bylo hledano
takové rozmezi mnozstvi proteinu v kyveté, pfi kterém je hodnota specifické aktivity
nezavisla na koncentraci proteinu. Byla méfena aktivita fumarathydratizy pti rGznych
mnozstvich proteinu v reakéni smési. Ze zavislosti zmény absorbance na mnozstvi proteinu
(viz obrazek 4.1.) byl hledan usek, kde je zavislost linearni. Jako nejvhodnéjsi rozmezi

bylo vybrano 40-70 pg proteinu/objem reakéni smési.

0,005 &

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Zmeéna absorbance pii 412 nm za jednu minutu
[min]

Mnozstvi proteinu v reakéni smési [pg]

Obrazek 4.1. Zavislost aktivity fumarathydratazy na koncentraci proteinu ve vzorku
kontrolniho déloZniho leiomyomu.
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4.1.2 Aktivita fumarathydratazy

V 22 vzorcich leiomyomii byla stanovena specificka aktivita fumarathydratazy
a kontrolnitho enzymu citratsyntazy. Hodnoty specifické aktivity fumardthydratazy

citratsyntazy jsou uvedeny v tabulce 4.1. Specificka aktivita fumarathydratazy a specificka
aktivita fumarathydratazy vztazend na specifickou aktivitu citratsyntazy jsou zndzornény

na obrazku 4.2.

Tabulka 4.1.: Hodnoty specifické aktivity fumardathydratazy, citratsyntdzy a jejich

poméru.
vzorek | Specificka aktivita [nmol.min™.mg?]* Pomér specifickych aktivit:
fumarathydrataza citratsyntaza fumarathydrataza/citratsyntaza
Kontrola 29,4 42,9 0,69
1 34,8 59,5 0,59
2 10,8 18,0 0,60
3 45,8 46,0 1,00
4 44,1 99,0 0,45
6 21,2 20,8 1,02
7 25,5 40,2 0,63
8 14,0 36,1 0,39
9 15,7 38,0 0,39
10 147 18,0 0,78
11 38,7 85,7 0,45
12 24,4 40,0 0,61
13 0,0 0,0 0,00
14 0,0 35 0,00
15 0,0 0,0 0,00
16 445 130,1 0,34
17 26,5 57,9 0,46
18 28,7 50,6 0,57
19 45,4 72,5 0,61
20 26,9 79,3 0,34
21 31,6 47,2 0,67
22 22,9 33,2 0,69
23 30,6 52,0 0,59

*hodnoty priméru ze 2 méteni
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Relavitvni specificka aktivita fumarathydratazy
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160
140
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o
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Obrazek 4.2.. Specificka aktivita fumardathydratazy (obrazek A) a specificka aktivita
Sfumardthydratazy vitaZend na specifickou aktivitu citratsyntazy (obrdazek B). Na obrazku
jsou vzorky leiomyomii vyznaceny prislusnym cislem leiomyomu. Kontrolni leiomyom je na
obrdzcich vyznacen jako K.

Ve vzorcich 13-15 nebyla aktivita fumarathydratazy vibec detekovana. Aktivita

citratsyntazy byla v t€chto vzorcich také na hranici detekce pouZzité metody.

Bylo zjisténo, ze aktivita fumarazy v lymfocytech od rodict pacientl s fumarovou acidurii

(hetorzygoti pro patogenni mutaci v genu FH) se pohybuje v rozmezi 40-60 % kontrolnich
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hodnot (nepublikovana data RNDr. Hany Hansikové, CSc. a spol., Laboratof pro studium
mitochondrialnich poruch, Klinika détského a dorostového 1€kaistvi 1. LF UK a VFN).
Vzhledem ktomuto faktu, a také k heterogenité tkani riznych leiomyomu, bylo za
vyznamné snizeni specifické aktivity fumarazy v daném vzorku leiomyomu povazovano

snizeni nejméné na 60 % specifické aktivity kontrolniho leiomyomu.

Ke snizeni specifické aktivity fumardzy pod 60 % kontroly doslo, jak je vidét z obrazku
4.2. A, ve vzorcich: 2, 8, 9 a 10. K nejvétsSimu snizeni specifické aktivity viuci kontrole
doslo ve vzorku 2, kde byla specificka aktivita fumarazy 37 % kontroly. U vzorka §8-10
byla specificka aktivita fumarazy 47-53 % kontroly.

Snizeni poméru specifickych aktivit fumarazy a citratsyntdzy pod 60 % kontroly je patrné
(viz obrazek 4.2. B) ve vzorcich 8, 9, 16 a 20. V téchto vzorcich je pomér specifickych
aktivit mezi 50 a 60 %. Ve vzorcich 16 a 20 byl pomér specifickych aktivit cca 50 %

kontroly, zatimco ve vzorcich 8 a 9 byl pomér o néco vyssi, blizil se 60 % kontroly.

Snizeni poméru specifickych aktivit je patrné také ve vzorcich 4, 11 a 17, zde je ale snizeni

mensi: 65-70 % kontroly.

4.1.3 Mnozstvi fumarathydratazy

30 pg bunééného lyzatu bylo separovano pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu
v prostiedi dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE), fumarathydrataza byla detekovana
pomoci ,,Western blotu* s naslednou imunodetekci. Jako kontrola mnoZstvi nanaseného
proteinu na gel byl pouZit protein B-aktin (viz obrazek 4.3). Pro vyhodnoceni intenzity
signalu byl pouzit program AlhaEaseFC Stand Alone (Alpha Innotech). Intenzita signélu
fumarathydratazy byla vztaZzena na intenzitu signalu B-aktinu (graficky znazornéno na

obrazku 4.4.).

Jak je patrné ze signalu odpovidajicimu kontrolnimu proteinu B-aktinu (viz obrazek 4.3)
jeho mnoZstvi v jednotlivych vzorcich bylo odlisné, pfestoZze mnozstvi proteinu
nanaSené¢ho na gel bylo stejné. To je ziejmé zpiisobeno heterogenitou tkané v rliznych
vzorcich leiomyomt (jiny pomér bunék a vaziva). U vzorkli 13 a 15 byla intenzita signalu
fumardzy a B-aktinu na hranici detekce pouzité metody a proto jejich intenzita nebyla

vyhodnocovana.
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Obrazek 4.3. Stanoveni mnoZstvi fumardathydratazy pomoci elektroforézy v
polyakrylamidovém gelu v prostiedi dodecylsulfiatu sodného (SDS-PAGE) a “Western
blotu“ s naslednou imunodetekci. Na obrazcich jsou vzorky leiomyomii vyznaceny: M
a prislusné cislo leiomyomu. Kontrolni leiomyom je na obrdzcich vyznacen jako K 25%,

K 50% a K 100%.
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Pomér mnozstvi fumarathydratazy a
B-aktinu [% kontroly]

Vzorek

Obrazek 4.4. Pomér mnoZstvi fumardthydratizy a f-aktinu v procentech. Na obrdzku
jsou vzorky leiomyomii vyznaceny prislusnym cislem leiomyomu. Kontrolni leiomyom je na
obrazcich vyznacen jako K 25%, K 50% a K 100%.

Z obrazku 4.4. je vidét, Ze vyrazné sniZzeni mnozstvi fumardzy vztaZzené na mnoZstvi
B-aktinu je detekovano ve vzorcich 9, 10 a 14. K nejvétSimu snizeni poméru mnozstvi
fumardzy a B-aktinu vii¢i kontrole doslo ve vzorku 9, kde byl pomér 22 % poméru

kontroly. U vzorkt 10 a 14 byl pomér snizen méné - na 52 % kontroly (vzorek 10) a 41 %
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kontroly (vzorek 14). Pouze minimalni snizeni poméru mnozstvi fumarazy a B-aktinu (na

95-97 % kontroly) bylo detekovano ve vzorcich 2, 16 a 20.

4.1.4 Prehled vzorkiu leiomyomi se sniZzenym mnoZstvi

fumarathydratazy a aktivity fumarathydratazy
Vzorek 14 nebyl do vyhodnocovani zahrnut, 1 kdyz v ném bylo nalezeno snizené mnozstvi

fumarathydratazy, z divodu nekrotického posSkozeni tkang.

Jak vyrazné snizeni aktivity (60% kontroly), tak i mnozstvi fumarathydratazy (21%
kontroly) bylo nalezeno pouze u jednoho vzorku a to vzorku ¢islo 9. V lymfocytech této

pacientky byla nalezena také snizena aktivita fumarathydratazy (viz tabulka 4.2).

Tabulka 4.2.: Pitehled vzorkii se sniZenym mnoZstvi fumardthydratdazy a aktivity
fumardthydratazy v déloZnich leiomyomech a aktivita stanovenda v lymfocytech téchto
pacientii.

Specificka aktivita Specificka aktivita
fumathydratdzy vztazena na | fumarathydratazy vztaZzena na Mnozstvi
specifickou aktivitu specifickou aktivitu fumathydratazy
citratsyntazy v leiomyomu | citratsyntazy v lymfocytech | v leiomyomu
Leiomyom [% kontroly] [% kontroly] * [% kontroly]
2 87 72 95
9 60 43 21
10 118 31 52
16 50 56 96
20 49 30 96

* Specificka aktivita fumarathydratazy vztaZzena na specifickou aktivitu citratsyntazy
stanovend v lymfocytech téchto pacientek kolegy z Laboratofe pro studium
mitochondrialnich poruch (Klinika détského a dorostového Iékaistvi 1. LF UK a VFN).
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5 Diskuze

Délozni leilomyomy jsou benigni nadory hladké svaloviny délozni stény. Jsou nejcastéjSimi

nadory zenského reprodukéniho ustroji [77].

Pfi¢iny rlstu a vyvoje déloznich leiomyomu zistavaji do znacné miry neznamy, i kdyz
geneticka zavislost byla doloZena riznymi epidemiologickymi, molekuldrné-genetickymi
a cytogenetickymi studiemi. Analyzy ukazuji, ze prvni piibuzni zen postizenych d€loznimi
leiomyomy maji 2,5-krat vyssi riziko vzniku délozniho leiomyomu a pomér Sanci se zvysi
I rodiny s vy$$im vyskytem poctu zen s déloznimi leiomyomy [78]. Dalsi dukaz o
genetické zavislosti choroby je objev dvou vzacnych autozomalné dominantnich
syndromi - mnohondsobna kozni a de¢lozni leiomyomatdza a dédicnd leiomyomatdza
a rakovina ledvinnych buné¢k [33]. V lymfoblastech téchto pacienti byla nalezena snizena
aktivita fumarathydratazy jako dusledek zarodecné mutace FH a ve vétsin¢ koznich
a déloznich leiomyomu téchto pacientli byla nalezena ztrata heterozygozity genu FH
podporujici teorii, Ze se jednd o Knudsontiv ,,two-hit* model rozvoje tumoru. V nadorech
byly dale tyto genetické idaje potvrzeny odpovidajicim snizenim aktivity fumarazy [31-
32]. Studie Stewarta a jeho spolupracovniku [79] také poskytuje dikazy, Ze Zeny se
zarodecnou mutaci Vv FH a s klinickymi HLRCC maji zvysené riziko vyvoje déloznich
leiomyomu. Stfedni veék vyskytu délozniho leiomyomu u zen, u kterych byla nalezena
mutace fumarathydratazy (28 let), byl podstatné nizsi nez u zen, u kterych nebyla nalezana

mutace fumarathydratazy (38 let) [79].

Cilem bakalafské prace bylo v souboru 22 vzorki déloznich leiomyomti od pacientek ve
veéku 21-31 let, kter¢ nemaji diagnostikovino HLRCC ani MCL, stanovit mnozstvi
a aktivitu fumarathydratazy. Jako kontrolni vzorek byl pouzit délozni leiomyom od

pacientky, jejiz vék byl vyssi, nez v€k pacientek ve studovaném souboru (let 38).

Vzorky 13-15 nebyly do vyhodnocovani zahrnuty, protoze aktivita fumarathydratazy ani
citratsyntazy nebyla vibec detekovana. MnozZstvi fumarazy a B-aktinu bylo velmi nizké
nebo na hranici detekce pouzité metody a v tkanich téchto tii vzorkll leiomyomu byly

navic patrné zndmky nekrozy (dle dostupnych vysledkt histologického vySetfeni). Zda se
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tedy, Ze se jednalo o poskozené tkané, a nejspiSe je tedy nulova aktivita a snizené mnoZzstvi

fumarathydratazy v téchto vzorcich zplisobena rozsahlym poskozenim téchto tkéni.

Skutecnost, ze ve vzorcich 2 a 10 byla snizend specifickd aktivita fumardzy i specificka
aktivita citratsyntazy (viz obrazek 4.2 str. 26), takze vysledny pomér specifickych aktivit
byl srovnatelny nebo dokonce vyssi nez u kontrolniho vzorku, se zdd byt zpisobena
heterogenitou tkang. Ziejm¢ byl v téchto tkanich jiny pomér bunc¢k a vaziva nez
Vv kontrolnim vzorku, a tak bylo do reakce pfidano mensi mnozstvi obsahu bunck nez
v ptipad¢ kontrolniho vzorku. Vzorek 10 jest¢ vykazuje vyrazné snizeni mnozstvi
fumarazy (viz obrazek 4.4 str. 28). Snizeni mnozstvi fumarazy a specifickych aktivit ve

vzorku by mohlo byt také ddno mensim mnozstvim mitochondrialnich proteint ve vzorku.

Fakt, Ze ve vzorcich 16 a 20 je pomé&r specifickych aktivit redukovan pod 60 % kontroly,
ptestoze specificka aktivita fumarazy ve vzorcich snizena nebyla (viz obrazek 4.2 str. 26),
je ziejmé zpusoben heterogenitou tkané (jiny pomér bunék a vaziva v téchto tkanich nez
Vv kontrolnim vzorku). Pokles mnoZzstvi fumarazy byl sice v téchto vzorcich detekovén (viz
obrazek 4.4 str. 28), ale jednalo se o pokles maly (96 % kontroly). Pfi¢ina snizeni poméru
specifické aktivity fumarazy a citratsyntazy ve vzorcich mohla byt ¢aste¢né dana snizenim
jejiho mnozstvi. Takovyto pokles aktivity se zda byt zptisoben spiSe poskozenim nativni
struktury tohoto enzymu v tkani jako dusledek poskozeni tkané samotné nez poskozenim

genu FH.

Ve vzorcich 8 a 9 byla specifickd aktivita fumardzy zmensena na cca polovinu, zatimco
specificka aktivita citratsyntdzy byla témet srovnatelna s kontrolnim vzorkem (viz obrazek
4.2 str. 26). Vysledny pomér specifickych aktivit fumarazy a citratsyntazy je tedy 55-60 %
pomeéru specifickych aktivit kontrolniho vzorku. Takovéto sniZeni aktivity fumarazy by
bylo oéekavano v ptipadé mutace jedné z alel genu FH v tkani (nepublikovana data RNDr.
Hany Hansikové, CSc. a spol., Laboratof pro studium mitochondridlnich poruch, Klinika

détského a dorostového 1€ékarstvi 1. LF UK a VFN).

Ve vzorku 9 je dale patrné i snizeni mnozstvi fumarazy (viz obrazek 4.4 str. 28). Jedna se
tedy o vzorek leiomyomu, ve kterém je podezieni na specifické poskozeni fumardzy
Vv leiomyomu. Ovéfteni tohoto predpokladu bude predmétem dal§iho vyzkumu. U vzorku 9
byla mymi kolegy jiz vylouCena germinalni mutace v exonech genu FH pomoci

sekvenacni analyzy v lymfocytech pacientky. Je mozné, Ze mutace je pouze v nadorové

31



tkani, a proto by bylo vhodné analyzovat mutace v exonech fumardzy i v nadorové tkani.
Mutace by se ale mohly nachdzet také v intronech nebo promotoru. Dale bychom tedy
chtéli pomoci PCR a nésledné sekvenace analyzovat moznost mutaci v oblasti promotoru
genu FH. Také planujeme vyloucit sestiithové mutace pomoci analyzy fragmenti mRNA
v nadorové tkani. Nakonec by bylo vhodné analyzovat moznost ztraty jedné z alel ve

vzorku leiomyomu, takovou analyzu by bylo mozné provést napiiklad metodou MLPA.

Cetnost vyskytu mutaci FH v dé&loznich leiomyomech (&i leoimyosarkomech) i v dalsich
typech nadori byla zkoumana nékolika studiemi. V nadorech jiného typu nez d€lozni

leiomyomy ¢i leiomyosarkomy byl vyskyt mutaci velmi vzacny nebo nulovy [80-82].

Kiuru a spol. [81] analyzovali 41 déloznich leiomyomu a 18 déloznich leiomyosarkomti.
Pozitivni byl pouze jeden leiomyosarkomu, kde byly nalezeny dvé mutace a jedna z nich
byla nalezana i ve zdravé tkani (1,7 %) [81] .Ve své pozdé&jsi praci analyzovali moznost
alelické ztraty genu FH u 153 déloznich leiomyomi od 46 pacientii a byla nalezena v péti
leiomyomech od péti pacienti [80]. V téchto péti leiomyomech byla dale hledana mutace
FH na zbyvajici druhé alele a byla nalezena u dvou leiomyomu (4,3 %), u kterych uz
nebyla nalezena mutace genu FH ve zdravé tkani [80]. Dale analyzovali 67 tumord
(vétsinou déloznich) ziskanych od pacienttl, ktefi méli diagnostikovany leiomysarkom ve
véku mladsim nez 45 let [83]. V daném souboru nalezli pouze jednu mutaci v FH, ktera
byla i germinalni, ale Zadna dal$i mutace na druhé alele nalezena nebyla. Z daného souboru
v 52 tumorech analyzovali ztrdtu heterozygozity, ktera byla nalezena v 9 ptipadech.

Mutace FH na obou alelach tedy nalezena nebyla (0%) [83].

Barker a spol. [84] analyzovali 129 dé€loznich leiomyomi od 21 pacientek ve veéku 37-50
let a 26 déloznich leiomyosarkomu [84]. Mutace byly nalezeny ve téech leiomyosarkomech
a Vv jednom leiomyomu, kde byla mutace potvrzena i ve zdravé tkani pacienta. V sedmi
dalsich leiomyomech byla nalezena ztrata heterozygozity v oblasti obsahujici gen FH, ale
Vv téchto ptfipadech nebyla nalezena zadnéa dal$i somatickd mutace genu FH. Mutace na
obou alelach FH tedy nalezena nebyla (0 %) [84]. Dale analyzovali ve 45 dé&loZnich
leiomyomech od pacientek ve véku 32-53 let a 9 d€loznich leiomyosarkomech rovnovazné
mnozstvi fumardzy, a sniZzeni bylo nalezeno pouze v jednom leiomyomu, kde byla

nalezena germinalni mutace a alelicka ztrata druhé nemutované alely (1,9 %) [85].

32



6 Souhrn

V bakalarské praci byla optimalizovana metoda méfeni aktivity fumarathydratazy
v nddorové tkani a jako vhodné mnozstvi proteinu v reakéni smési bylo stanoveno rozmezi

40-70 pg.

Dale byla spektrofotometricky stanovena specifickd aktivita fumarathydratazy
a kontrolniho enzymu citratsyntazy ve 22 vzorcich déloznich leiomyomt. SniZzeni poméru
specifické aktivity fumarathydratazy a citratsyntazy nejméné na 60 % kontroly bylo

nalezeno ve vzorcich 8, 9, 16 a 20.

Pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v prostiedi dodecylsulfatu sodného
(SDS-PAGE) s naslednym ,,Western blotem* a imunodetekci bylo ve 22 vzorcich
déloznich leiomyomti od pacientek ve véku 21-31 let stanoveno mnozstvi enzymu
fumarathydratazy, optimalizované na mnozstvi B-aktinu, ktery byl pfi vyhodnocovéni
pouzit jako kontrola nandSeného mnozstvi proteinu na gel. Vyrazné snizeni mnozstvi

fumarazy bylo nalezeno ve dvou vzorcich a to vzorcich 9 a 10.

Vyrazné snizené mnozstvi a aktivity enzymu fumarathydratazy bylo nalezeno v jednom
vzorku leiomyomu (leiomyom 9). V lymfocytech této pacientky byla také jiz diive zjisténa

sniZena aktivita fumarathydratazy.
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