Univerzita Karlova v Praze
Prirodovédecka fakulta
Studijni program: Biologie

BRI )
HESTONED)
I
)

6 u&»ﬁ%ﬂﬁﬂ\.ﬁw

S
el

th ] K
Ly

Studijni obor: Biologie

ka prace

Lenka Markova
Role mitochondrie v patogenezi
The role of mitochondria in the pathogenesis
Bakalars
Vedouci prace: Mgr. Pavel Dolezal, Ph.D.
Praha, 2016


https://is.cuni.cz/studium/predmety/redir.php?id=dafc8912150858c11685326179f9f38f&tid=2&redir=sezn_ucit&kod=18989

Podékovani:

Dékuji svému Skoliteli Mgr. Pavlu DoleZzalovi, Ph.D. za poskytnuté rady a za

neocenitelnou pomoc pri vypracovani této bakalarské prace.

Prohlaseni:

Prohlasuji, Ze jsem zavérecnou praci vypracovala samostatné a Ze jsem uvedla veSkeré
pouzité informacni zdroje. Tato prace ani jeji ¢ast nebyla predloZena k ziskani jiného

akademického titulu.

V Praze, 12.5.2016

Podpis



Abstrakt

Tato prace je zamérena na dosavadni poznatky tykajici se postaveni mitochondrie
v patogenezi vybranych onemocnéni. Pfedstavuje proteiny souvisejici s mitochondriemi,
jejich funkce a metabolismus, predevSim patogenetické déje probihajici pfi naruseni
jejich integrity. Dale shrnuje moZna mitochondrialni poskozeni, jejich priibéh a nasledky,

které mohou onemocnéni vyvolat nebo zhorsit jejich priibéh.

Prace se také vénuje zdavaznému nadorovému bujeni, vyznamnym
neurodegenerativnim porucham pti Alzheimerové ¢i Parkinsonové chorobé, syndromu
Charcot-Marie-Tooth, amyotrofické laterdlni skler6ze nebo autosomalné dominantni

optické atrofii. Popisuje roli narusené mitochondrialni dynamiky pri diabetes mellitus 2.

typu.

Na zavér uvadi roli mitochondrii a jejich poSkozeni ve vztahu k ndkaze parazity

Toxoplasma gondii a Trypanosoma cruzi.

Klicova slova
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Abstract

This thesis is focused on the existing data referring to role of mitochondria in the
pathogenesis of several important diseases. It introduces mitochondrial proteins, their
role and metabolism, dysfunction of which is behind pathogenetic processes. The thesis
also summarizes possible mitochondrial damage, its progress and consequences, which

can lead to diseases or aggravate their process.

It also pays attention to the role of mitochondria during oncogenesis as well as
important neurodegenerative disorders such as Alzheimer’s or Parkinson’s disease,
Charcot-Marie-Tooth disease, amyotrophic lateral sclerosis or autosomal dominant optic
atrophy. The thesis mentions the role of disrupted mitochondrial dynamics in type 2

Diabetes.

In conclusion the thesis mentions the role of mitochondria and their damage in

relation to infection by the parasites Toxoplasma gondii and Trypanosoma cruzi.
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mitochondria, pathogenesis, cancer, neurodegeneration, GRP78, A3, PINK1, parkin, type

2 diabetes mellitus, Toxoplasma gondii, Chagas disease
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1 Uvod

Mitochondrie jsou dvoumembranové organely eukaryotickych bunék se
specializovanou strukturou, umisténé v cytosolu eukaryot. Na pii¢ném fezu organelou je
struktura rozdélena na c¢tyrti celky: vnitini a vnéjsi mitochondridlni membranu, oddélené
mezimembranovym prostorem, a matrix, vypliujici vnitfni prostor mitochondrie.
V mitochondridlni matrix se nachazi mnoZstvi proteini a mitochondridlni genom
v podobé kruhové molekuly dvouvldknové DNA, ktery je pozilistatkem chromosomu
plivodni endosymbiotické a-proteobakterie. V soucasnych mitochondriich vSak kéduje
jen nékolik proteinli, nebot naprostd vétSina mitochondridlnich genid je soucasti
jaderného genomu. Hlavni funkci mitochondrii je produkce buné¢ného ATP, déle v nich
probiha syntéza Fe-S center, hemu, nékterych aminokyselin a lipidti. V neposledni radé
se také UcCastni bunéc¢né signalizace a programované bunécéné smrti.

Strukturné a funkcéné zdravé mitochondrie jsou pro bunky velice dilezité
a naruseni jejich klicovych procesti miva na bunku fatalni dopad. Podili se na vzniku
a rozvoji riznych onemocnéni, mezi néz patii napr. rakovina, kardiovaskularni choroby
nebo neurodegenerativni onemocnéni. Nejcastéji k poruchdAm mitochondrialni funkce
dochazi prostiednictvim mutaci mtDNA, zvySenou piitomnosti oxidativniho stresu
anaruSenim produkce ATP. Fatdlni vliv na mitochondrie ma také defekt autofagie,
selektivné odstranujici poskozené mitochondrie, sniZeni antioxida¢ni aktivity nebo
naruSeni homeostazy vapniku v burice. V soucasné dobé existuje o mitochondriich, jejich
fungovani a poskozenich velké mnozstvi poznatkid, ale pohled na né je natolik
komplikovany, Ze Casto lze jen velmi téZko u onemocnéni a poruch odlisit, co je pri€ina a
co nasledek.

Cilem této bakalarské prace je shrnout dosavadni poznatky o naruSeni
mitochondrialnich funkci a jejich roli v patogenezi vybranych onemocnéni. Prace
jmenuje nejdileZitéjsi proteiny, jejichZ pozménéna funkce se na vzniku a rozvoji téchto

onemocnéni podili.



2 Nadorové bujeni

Nadorové bujeni je charakterizovano jako nekontrolovatelny riist a déleni bunék
spojené sjejich rezistenci k programované bunécné smrti. Pfreména zdravé bunky
vnadorovou je casto spojena nejen s morfologickymi zménami, ale i s mutacemi v
genech a zménami v metabolismu bunky. Pravé metabolické zmény mitochondrii hraji
klicovou roli v progresi nadoru vcéetné jeho metastaz (LeBleu et al., 2014). Takové zmény
se mohou tykat napr. bunécné respirace, produkce reaktivnich forem kysliku (ROS)
nebo apoptézy. Nékteré typy rakoviny mohou byt zapri¢inény i prostym starnutim
¢lovéka. V priibéhu zivota bunék dochazi k hromadéni mutaci v mitochondridlnim
genomu jako nasledek mnohonasobné replikace mtDNA, ¢emuZ navic napomaha
pritomnost oxidativniho stresu. K mutacim dochazi predevsim v tkanich, které jsou vice
okyslicovany, jako je napf. mozek nebo srdecni sval. Pokud procento mutaci prekroci
unosnou hranici, dojde ke zménam a defektlim v mitochondrialni oxidativni fosforylaci

(Chinnery et al., 2002).

2.1 Respirace

Obecné plati, Ze mitochondrialni respirace znamena redukci molekul kysliku na
vodu za vzniku protonového gradientu. Pti ndsledujicim procesu, oxidativni fosforylaci,
dochazi ke vzniku ATP pomoci fosforylace ADP, kdy je ATP syntaza pohanéna pravé
proudem protond. Podle nékolika neddvnych studii mohou rakovinné buiiky prepojovat
riazné metabolické drahy, aby dosahly zintenzivnéni anabolickych reakci. Mohou
napiiklad oddélit Krebsiv cyklus od mitochondrialni oxidativni fosforylace nebo
mitochondrialni respiraci od produkce ATP. Ztohoto divodu maji pravdépodobné
rakovinné bunky oproti tém zdravym z hlediska proliferace vyhodu. Ne kvili vétsi
syntéze makromolekul, ale pravé kvili vySe zminénému strategickému prepojovani
metabolickych tokd (Kim, 2015%). Zvysledkti nékolika studii vyplyva, ze
mitochondrialni respirace a ¢innost komplexi elektron transportniho retézce jsou pro

proliferaci nadoru nezbytné (Birsoy et al., 2015; Sullivan et al., 2015).



2.1.1 Warburgiv efekt

Zmén mitochondridlniho metabolismu béhem nadorové transformace se tyka i
tzv. Warburgtiv efekt, ktery popisuje zménu metabolismu nadorové buiiky zaerobni
respirace na anaerobni glykolyzu. U nadorovych bunék dochazi k vysoké produkci
laktatu (priblizné desetkrat vétSi neZ u zdravé bunky) z glukézy i pres dostatecnou
hladinu kysliku, jeZ by umoznovala aerobni respiraci (Hooda et al., 2013). Vzhledem
ktomu, Ze energeticky vynos zglykolyzy je mnohem mens$i nez z mitochondrialni
respirace, dospél Warburg knazoru, Ze vnadorovych bunkach dochazi
k mitochondrialni dysfunkci a pravé to podle néj stoji za vznikem nadorového bujeni.
Nicméné v priibéhu ¢asu se ukazalo, Ze Warburgiiv efekt je pouze sekundarnim znakem
metabolismu nadorovych bunék, ktery vSak hraje dllezitou roli v rozvoji patogeneze
(Senyilmaz a Teleman, 2015).

Ackoliv mnoho nadorovych bunék vykazuje nartst anaerobni glykolyzy pro
vyrobu energie, vyvijejici se experimentalni data poukazuji na to, Ze pro metabolismus
nékterych rakovinnych bunéénych linii (napif. HeLa, 143b nebo U937) je
mitochondridlni respirace velice dtlezitd (Herst a Berridge, 2007). Nékolik studif
napriklad dokazuje, Ze u bunék rakoviny prsu dochazi dokonce kjejimu zesileni

(Kaambre et al,, 2012; Whitaker-Menezes et al,, 2011).

2.1.2 Hem

Hem patii mezi klicové molekuly mitochondrii a s nimi souvisejiciho oxidativniho
metabolismu. SlouZi zde jako prostetickd skupina cytochrom@ mitochondridlniho
dychaciho retézce. Je velice diilezity pro prepravu a skladovani kysliku, kontrolu
oxidativniho poskozeni nebo pro sestavovani a aktivitu komplext II a IV elektron-
transportniho retézce, narusSeni jeho funkce ma tedy samoziejmé na mitochondrie i na
organismus vyrazny dopad. Také cast jeho syntézy probiha v mitochondriich, vcéetné
finalniho kroku. Ostatni kroky probihaji v cytosolu (Ryter a Tyrrell, 2000%).

Pfi srovnani zdravych bunék a bunék nadorovych bylo zjisténo, Ze béhem
bunécné transformace doSlo k vyraznému vzristu syntézy hemu, ktera dale vede ke
zvySeni hladiny hemovych proteinii utilizujicich kyslik v mitochondriich i vjinych

¢astech bunky (cytochrom c, cytoglobin, atp.). Nartst hladiny téchto proteinti umoznuje



nadorovym burikam posilit mitochondrialni respiraci za zvyseni spotreby kysliku, ¢imZz
vznika dostate¢né mnoZstvi energie pro plnou progresi, migraci a tvorbu kolonii téchto
bunék. Pokud se nadorové bunky nachazeji v prostredi chudém na hem nebo dojde
kinhibici jeho syntézy pomoci sukcinyl acetonu nebo CCCP (karbonyl kyanid m-
chlorofenylhydrazon), dojde také ke sniZeni jejich spotieby kysliku a celkové respirace,
coz vede k zastaveni proliferace nadoru (Hooda et al., 2013). Role hemu je tedy velice

vyznamna i pro nadorové bunky.

2.2 Oxidativni stres

Oxidativni stres je charakterizovan jako poruseni rovnovahy mezi produkci volnych
radikali a jejich odstraniovdnim z organismu. Mitochondrie pritomné v nadorovych
bunkach jsou typické vysokou nadprodukci ROS elektron transportnim retézcem, jejichz
produkce je za normalnich podminek pfisné regulovana (Alam et al., 2016).

Mutace mitochondridlntho genomu zplsobené samotnym nadorem narusuji
oxidativni fosforylaci, coZ ma za nasledek dalsi produkci ROS mitochondriemi a podporu
dal$itho nadorového bujeni. Timto se mechanismus uzavira do jakéhosi ,za¢arovaného
kruhu“ mezi mitochondrii, jejim genomem a dalSim rozvojem rakoviny (Yang et al,,
2016). Dysfunkce proteini vlivem jejich oxidace miize vést ke vSem fazim
karcinogeneze: iniciacni tumor, jeho propagace a progrese.

Jsou to pravé ROS, které jsou nezbytné pro bunécnou proliferaci nddoru a dokazi ji
také regulovat prostiednictvim jedné zKklicovych signdlnich drah bunécného cykluy,
Ras-dependentni extracelularnimi signaly regulovanou ERK1/2 MAP kinazovou drahou.
ROS v tomto pripadé slouzi jako signalni molekuly sniZujici hladinu ERK1/2 na droven,
ktera umoznuje indukci proliferace naddorovych bunék a jejich rist. Pfitomnost vysoké

hladiny ERK1/2 by naopak zplisobila zastaveni proliferace (Weinberg et al., 2010).

2.2.1 Karbonylace

Vlivem oxidativniho stresu miiZze dochazet také k posttranslacni modifikaci znamé
jako ,karbonylace“. Jedna se o formu oxidace, kterd vznika béhem oxidativnich
stresovych podminek, jejichz vlivem dojde k zavedeni karbonylové skupiny do proteind.
Karbonylace zahrnuje mnoho chemickych modifikaci, mezi které patii napf. prima
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oxidace aminokyselinovych zbytkd indukovand pritomnosti hydroxylovych radikali
(Mgller etal., 2011*).

Karbonylové slouceniny maji samoziejmé stejné jako oxidativni stres negativni
ucinky na organismus. Karbonylace proteini a aminokyselin je velice stabilni a neni
prirozené odstranovana (Dalle-Donne et al., 2003). Napt. karbonylace HSP70 zptisobuje
jeho nefunkcnost, coz vede k dalSimu nartstu oxidativniho stresu. Karbonylaci je
modifikovan i inhibitor serinovych proteaz A1AT. Tyto proteazy jsou produkovany
rakovinnymi bunikkami ke Stépeni extracelularni matrix pro usnadnéni progrese nadoru
(Thanan et al., 2015). Bylo prokazano, Ze sérova koncentrace karbonylovaného A1AT se
zvySuje u pacientl trpicich nékterymi typy rakoviny, naptiklad cholangiokarcinomem
(Jamnongkan et al., 2013). ZvySena hladina karbonylovanych proteinti byla také

prokazana jako jedno z rizik vzniku rakoviny prsu (Zipprich et al., 2009).

2.3 Unfolded protein response a nadorové bujeni

Oxidativni stres a produkce volnych radikali mohou indukovat také tzv. ,unfolded
protein response” (UPR). Jedna se o specifickou bunécnou drahu, jejimz cilem je zabranit
hromadéni nesloZzenych a Spatné sloZenych proteinti v endoplasmatickém retikulu.
Odpovédi pak vétSinou byva zvyseni exprese chaperonti a doc¢asné snizeni translace
ostatnich proteinti (Nagelkerke et al, 2014*). Vpripadé selhani této odpovédi
organismu nebo pri priliS vysoké koncentraci téchto nedokonalych proteini dochazi
k indukci bunécné apoptédzy vedouci ke smrti bunék, a tim k zastaveni riistu nadoru.
Stresem indukovana apopto6za je zapletena do fady onemocnéni, v€etné rakoviny a jeji
1éCby.

Hlavni draha vyvolavajici UPR v nddorech je ale zprostiredkovana hypoxii. Pravé tato
hypoxii indukovand UPR je pro nadorové bunky velice dileZita, protoZe paradoxné
umoznuje také jejich preZiti a proliferaci vedouci k riistu naddoru a tim k dalsimu zvyseni

hypoxie v nadoru (Bi et al., 2005; Vandewynckel et al., 2013).

2.3.1 GRP78

U nékolika typti rakoviny byla zjisténa chronicky zvySena exprese chaperonu GRP78,
ktera kromé jiného koreluje se zvySenou proliferaci a agresivitou nadoru nebo
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s rezistenci na chemoterapeutika (Zhang et al., 2006). GRP78, 78kDa velky gluk6zou
rizeny protein, je specificky indukovan v bunikkach pod vlivem UPR. Obvykle se nachazi
v endoplazmatickém retikulu, ale bylo zjiSténo, Ze u stresovanych bunék je jeho
vyznamna c¢ast lokalizovana hlavné v mitochondriich, a to v mezimembranovém
prostoru, v matrix a dale v asociaci s vnitini membranou. Podle nékterych vyzkumi je
presun GRP78 do mitochondrie odpovédi na UPR (Sun et al., 2006). Kromé mitochondrie
se vlivem stresu miize GRP78 translokovat do jadra nebo na povrch nadoru. Obecné
funkce GRP78 v nadorovych bunkach spociva ve stimulaci jejich proliferace, ochrané
proti apoptéze a v podpofe angiogeneze nddoru. Forma GRP78 nachazejici se na
bunécéném povrchu slouzi naopak jako receptor pro pro-apoptické ligandy, napriklad
Kringle-5 nebo Par-4 (Burikhanov et al., 2009; Davidson et al., 2005).

U hepatocelularniho karcinomu bylo pozorovano, Ze GRP78 mizZe pri zvysSeni
exprese prispivat kinvazivité nadoru také aktivaci FAK Kkindzy prostrednictvim
fosforylace Y397 (Su et al, 2010). Fosforylace umozinuje invazivitu pomoci aktivace

uPAS (Urokinase-type plasminogen activator system) (Tang et al., 1998).

2.3.2 Zmény mitochondrialniho genomu

U mnoha typl nadori (napfr. nadory prsni tkané, kolorektalni karcinom atp.) byl
v pribéhu Kkancerogeneze zjistén vyrazny pokles (4977bp) poctu kopii mtDNA,
pravdépodobné souvisejici s mutacemi v tzv. D-smy¢ce mtDNA. Pokles mnoZstvi mtDNA
ma za nasledek poskozeni mitochondrii nasledované zmeénami v energetickém
metabolismu a nartistem ROS. Po deleci mtDNA totiz dochazi ke ztraté geni kodujicich
podjednotky cytochrom c oxidazy, komplexu I respirac¢niho retézce a ATPazy (Tseng et
al, 2006). SniZeni poctu mtDNA kopii tak logicky naruSuje i mitochondrialni
membranovy potencial.

U nékterych typl nddord (napf. u nadord plic) bylo naopak objeveno, Ze
z hostitelskych  bunék  vyskytujicich se v mikroprostfredi nadoru dochazi
k horizontalnimu prenosu mtDNA do nadorovych bunék, které maji extrémné
poskozenou mitochondrialni respiraci. Tyto déje vedou k iplnému obnoveni respirace a
zvySeni Ucinnosti tvorby metastaz (Tan et al.,, 2015). Vzhledem k tomu, Ze zatim neni
zndm Zadny mechanismus mezibunééného prenosu mtDNA, pravdépodobné dochazi
k prenosu celych mitochondrii. Ohledné mechanismu, jakym k prenosu dochazi, existuje
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nékolik hypotéz. Jedna znich predpoklada, zZe pri prenosu dochazi ktvorbé
nanotrubicek, kterymi se mohou mitochondrie mezi burikami pohybovat (Rustom et al.,
2004). Jiné hypotézy hovori napt. o membranovych vacécich nebo o bunécné fazi. Pro
nador je velice dlleZzitd minimalni hladina poSkozenych mitochondrii, pti které miize byt
zahajen prenos mitochondrif funk¢nich. Pokud dojde ke sniZeni poctu kopii mtDNA pod
tuto hladinu, nemiize dojit k obnoveni mitochondrialni respirace a tvorba novych

nadort je zpomalena (Dickinson et al., 2013).

3 Jina zavazna onemocnéni

Mitochondrie jsou pro buriku esencidlni a jejich poSkozeni ma fatalni nasledky.
Bez ohledu na mechanismus je spole¢nym kone¢nym rysem narusSeni ¢innosti dychaciho
fetézce nebo celkové selhani mitochondrie, coZ vede k Siroké Skale poruch v zavislosti

na typu dotcenych bunék.

3.1 Neurodegenerativni onemocnéni

Je dobfe znamo, Ze nervovy systém je na mitochondrialni dysfunkci velmi citlivy.
Neurodegenerativni onemocnéni jsou velice riiznoroda skupina vyznacujici se pomalou
progresivni ztratou neuronli apoptotickou smrti prostrednictvim proteinu BAX (viz.
kapitola 3.1.2 Parkinsonova choroba) (Zhang et al., 2002), jejichZ pfesna pricina vzniku
nebyla dosud zcela objasnéna.

Hlavnim diivodem nachylnosti nervovych bunék k mitochondridlnimu poskozeni
jsou jejich vysoké energetické naroky a vysoka citlivost na pritomnost ROS (Cha et al,,
2012). Podle mnohych studii je to pravé mitochondridlni dysfunkce, kdo stoji za
vznikem mnoha neurodegenerativnich onemocnéni, vcetné Alzheimerovy
a Parkinsonovy choroby (Swerdlow et al, 2010). Mezi hlavni faktory vedouci az
k neurodegeneraci patfi mutace mitochondridlniho genomu, defekty mitochondrialni
dynamiky, pritomnost ROS, pulsobeni wvnéjSich faktorti nebo dysfunkce spojené

s agregaci nedokonale sbalenych proteint (viz. obr. 1).
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Obrdzek 1: Patogenni mechanismy vedouci k neurodegeneraci. Neurodegenerativni
onemocnéni mohou byt zpiisobena kombinaci patogennch vlivii, mezi néZ patii dysfunkce
mitochondrii, stresory vnéjsiho prostiedi nebo aktivace gliovych bunék. Vsechny tyto déje vedou
k produkci ROS narusujici funkénost proteasomu, coZ zptisobuje nedokonalé sbalovdni proteinti
a tim ndsledné dalsi ndriist ROS. VSe poté miiZe vyistit aZ v jeden z hlavnich patogennich

mechanismii, a to v apoptéozu nervovych bunék (Prevzato z Federico et al, 2012).

3.1.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba patii mezi nejbéZznéjSi formu demence u populace
s prevalenci 30 miliont lidi po celém svété. | pres to, Ze je toto onemocnéni jiz velice
dlouho dobu ve stfedu vyzkumu, se dosud nepodaftilo rozlustit, jaké hlavni spoustéci
mechanismy se za nim skryvaji. V sou¢asné dobé neexistuje ani Zddna ucinna 1écba,
ktera by alespon zpomalila jeho progresi (Holtzman et al, 2011). NejvétSim znamym
rizikovym faktorem je pokrocily vék, zejména okolo Sedesatého roku Zivota a po ném.

Alzheimerovu chorobu (AD) lze rozdélit na dvé formy, autosomalné dominantni
a sporadickou. Sporadickd forma souvisi predevSim s mitochondridlnimi dysfunkcemi
zplsobenymi vékem organismu (viz. dale) (Swerdlow a Khan, 2009).

Mezi hlavni charakteristiky autosomalné dominantni formy Alzheimerovy
choroby patii tvorba extracelularnich plaklii obsahujicich B-amyloidni prekurzorovy
protein (APP) (Chambers et al., 2012) a interneuronadlni tvorba neurofibrilarnich klubek
skladajicich se prevazné z agregovanych forem proteinu tau asociovaného s mikrotubuly
(MAP) (Yu et al,, 2004). Tau protein je hyperfosforylovan na serinovych a threoninovych

zbytcich, a pravé tato fosforylace pravdépodobné umoznuje jeho agregaci (Chambers et
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al, 2012). Zajimaveé ovSem je, Ze tyto priznaky byly pozorovany i u osob, ktefi Zddnou
formou demence netrpi.

APP patfi mezi integralni membranové proteiny nervovych bunék a je
produkovan v nékolika izoformach (APP695, APP751, APP770). Posledni dvé formy
obsahuji KPI doménu (Kunitz type protease inhibitor domain), APP770 jeSté navic
doménu OX-2 (antigen lymfoidnich bunék odvozenych od thymu), coz ma
pravdépodobné za nasledek pokles exprese mitochondridlnich enzymt, mimo jiné také
cytochrom c oxidazy. Presna pricina vedouci k poklesu exprese zatim neni zndma, ale
nékteré studie jiz prokazaly, Ze dochazi poklesu aktivity jednotlivych enzymi
a membranového potencialu. U izoformy APP695 obé domény schazi (Chua et al., 2013).
V posledni dobé bylo zaznamenano nékolik diikazti poukazujicich na mozZnou souvislost
AD stvorbou autofagnich vakuol (AV) spojenych s mitochondridlni apoptotickou
drahou. Tyto vakuoly se hromadi na poskozenych neuronech (Yu et al., 2004). Vlastni jev
bohuzel zatim neni dostate¢né prozkouman, nicméné bylo zjisténo, Ze v ¢asnych stadiich
onemocnéni mize dochazet k paraptoze, coz vede k poskozeni mitochondrii a progresi
nemoci (Jia et al, 2015). Nasledné dochazi ke sniZeni exprese antiapoptotického
proteinu Bcl-2 a zvySeni exprese pro-apoptotického proteinu Bax, ktery patifi mezi
klicové biomarkery apoptdzy. Pravé na rovnovaze mezi témito dvéma cleny zavisi

preZiti buriky nebo jeji smrt (Yan et al., 2012).

3.1.1.1 AB

Mezi charakteristiky Alzheimerovy choroby patfi i oxidativni stres pochdazejici od
agregatli amyloidniho B-peptidu (Af). Tento peptid zptisobujici smrt neuronii vznika
Stépenim APP a mulze agregovat jak extracelularné, tak intracelularné
v endoplazmatickém retikulu, Golgiho komplexu a predevSim v mitochondrii (Choy et
al, 2012). Prima souvislost mitochondrii a uklddani AP peptidu ale zatim nebyla
prokadzana (Cha et al.,, 2012). Nicméné v souvislosti s pritomnosti tohoto peptidu bylo
zjisténo funkéni poskozeni dychaciho retézce, zejména na komplexu I a IV (Picone et al.,
2014). Agregaty AP pusobi jako silné toxiny blokujici proteazom, mitochondrialni
respiraci a indukuji zanétlivé procesy (Endoh et al, 1999; Picone et al, 2014). Pod
vlivem Af3 dochazi také k produkci H202, pfesny mechanismus této oxidace nebyl dosud

objeven. Pravdépodobné dochazi k redukci Cu (II) a nasledné primé spolupraci s A, kdy



AB miuze slouzit jako jeho kofaktor (Huang et al., 1999). Prostiednictvim intracelularni
kaskady nasleduje tvorba reaktivnich forem kysliku, které postihuji zejména proteiny
membranovych kanall (Alzheimer et al., 2014).

S Alzheimerovou chorobou i ostatnimi neurodegenerativnimi onemocnénimi je
spojena reakce superoxidového aniontu s oxidem dusnatym, nasledkem ¢ehoz vznika
velice reaktivni peroxynitridovy aniont. Poté dochazi k nevratné reakci s tyrosinovymi
zbytky proteinu, nazyvané ,nitrotyrosinace” (Smith et al., 1997; Tajes et al., 2014a).
Jednim znejvice nitrotyrosinovanych proteini je glykolyticky enzym triézafosfat

izomeraza (TPI) (Tajes et al., 2014b).

3.1.1.2 Drp1

U postizenych pacienti byly vnedavné dobé zjiStény zmény v mitochondrialni
dynamice, a to v interakci AB s proteinem Drp1 tcastnicim se mitochondrialniho déleni.
Dochézi k naristu mitochondridlni fragmentace, k naruseni axondlniho transportu
a synaptické degeneraci (Manczak et al., 2011). Bylo také zjisténo, Ze Drp1l interaguje
s fosforylovanym tau proteinem, coZ pravdépodobné vede k dalsimu zhorSeni poskozeni
neuront a kognitivnich funkci (Manczak a Reddy, 2012). S progresi onemocnéni dochazi

ke zvySovani téchto abnormalnich interakci (Manczak et al., 2011).

3.1.1.3 Teorie mitochondrialni kaskady

V roce 2004 byla navrZena tzv. teorie mitochondrialni kaskady, jako mozna pricina
vzniku neurodegenerativnich onemocnéni (Alzheimerova choroba, Parkinsonova
choroba, sporadicka amyotroficka lateralni skler6za aj.) (Domingues et al, 2008;
Swerdlow a Khan, 2009). Hypotéza predpoklad3, Ze konkrétni geneticka vybava definuje
kazdému jednotlivci nejenom zakladni mitochondridlni metabolismus, ale i jeho
odolnost. V podstaté dochazi kjakési determinaci hranice poSkozeni, po jejimz
pirekroceni miZe toto onemocnéni propuknout (Swerdlow et al., 2010). Tato hypotéza
se opird o prirozené hromadéni mutaci a poSkozovani mitochondrii spojené s
narlstajicim vékem organismu, a tim snizovani jejich funkce. JelikoZ vSechny
mitochondrie jedince pochazeji od matky, materndlné dédény geneticky faktor ma na

propuknuti AD velky dopad (Brand et al., 1992). Na propuknuti AD ovSem nema vliv
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pouze mtDNA, zvyseni rizika propuknuti nemoci mize byt ovlivnéno také dédicnosti
DNA jaderné. Ackoliv je imysl tuto hypotézu aplikovat pouze na pripady sporadické
formy choroby, lze najit spojitosti i s autosomalné dominantni formou a tim prispét
kjejimu vyzkumu. Pri AD dochazi kromé jinych enzyml také ke sniZeni aktivity
cytochrom oxidazového komplexu (CO) (Swerdlow a Khan, 2009). CO se sklada z 13
podjednotek, z nichZ 3 jsou kddovany mtDNA. Jako finalni ¢lanek elektron transportniho
retézce CO prijima elektrony od cytochromu c a predava je na kyslik. Pri propuknuti
onemocnéni se cinnost tohoto enzymatického komplexu snizi zhruba o 10-50%
(Cardoso et al., 2004; Valla et al., 2006). Nékteré studie naznacuji, Ze za pokles aktivity
komplexu CO jsou ziejmé zodpovédné mitochondridlné kédované podjednotky. Presny

mechanismus vSak bohuZel zatim neni znam (Coon et al., 2006).

3.1.2 Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba (PD) je druhé nejcastéjsi neurodegenerativni onemocnénti.
Vyznacuje se hlavné selektivni degeneraci dopaminergnich neuronii v substantia nigra
pars compacta, zpusobujici motorické dysfunkce jako je tuhost, ties nebo bradykineze.
Dal$im charakteristickym znakem je pritomnost proteinovych inkluzi znamych jako
,Lewyho téliska“. Mechanismus degenerace zlstavad zatim nezndmy, nicméné se
predpokladd, Ze velkou roli v patogenezi hraje oxidativni stres. Pro toto onemocnéni
nebyla zatim objevena Ucinna 1écba, stejné jako u Alzheimerovy choroby. Dosud bylo
zjiSténo nékolik patogennich mechanismi, napt. mitochondrialni poskozeni a oxidativni
stres, hromadéni chybné slozenych proteinti nebo apoptéza (Tsang a Chung, 2009%).

Pravé mitochondridlni poSkozeni hraje vPD jasnou roli. Substantia nigra
u postizenych pacientli vykazuje sniZenou aktivitu mitochondridlniho respira¢niho
fetézce. Dochazi totiz k poSkozeni mitochondridlniho komplexu I, ¢imZ se snizi produkce
ATP a zvysi se produkce ROS, které v dalsi viné opét inhibuji komplex I (Schapira,
2008%*).

Mezi dalSi patogenni mechanismy zapojené do PD patfi apoptdza, excitotoxicita
(proces, pri kterém jsou nervové bunky poSkozeny nebo uplné zniceny nadmérnou

stimulaci neurotransmitery), naruseni homeostazy vapniku nebo zanét (viz. obr. 2).
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3.1.2.1 Bax

Stejné jako u ostatnich neurodegenerativnich onemocnéni, i zde hraje velmi
vyznamnou roli zvySeni citlivosti nervovych bunék k apoptdze zavislé na mitochondriich
kvili oxidativnimu poSkozeni a aktivaci pro-apoptotického proteinu Bax (Perier et al.,
2005). Protein, slozeny ze tii domén (BH1, BH2 a BH3, kterd je dulezitd pro
apoptotickou ¢innost), je ve zdravé buiice uml¢eny a nachazi se v cytosolu nebo ve volné
asociaci s mitochondrii. Po aktivaci dojde kjeho translokaci a oligomerizaci ve vnéjsi
mitochondridlni membrané, uvolnéni cytochromu c a nasledné aktivaci kaspazové
kaskady, coz v kone¢ném diisledku vede ke smrti buiilky (Roucou a Martinou, 2001).
Mechanismus translokace Bax proteinu zlistava neznamy.

Podle nékterych studii vychazi poskozeni komplexu [ (viz. kapitola 3.1.2)
z kaskady, vedouci od zmén mitochondridlni oxidativni fosforylace az k aktivaci
programované bunécné smrti. Komplex [ miiZe byt inhibovan naptiklad pomoci MPTP
(1-metyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin) (Perier et al, 2007), coZ je neurotoxin
vyskytujici se v pesticidech, herbicidech, umélych hnojivech nebo primyslovych
zplodinach. Existuji tedy hypotézy hovorici o mozném vztahu vyskytu PD a expozici
témto latkam (Allen a Levy, 2013). ROS mimo mitochondrie poskozuje také jadernou

DNA, coZ vede k aktivaci proteinu p53, ktery dale reguluje transkripci Bax (Perier et al.,

2007).
Obrazek 2: Patogenni  mechanismy
zpiisobujici  oxidativni  stres  vedouci
Dopamine
metabolism \ / k neurondlni bunééné smrti. Metabolismus
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3.1.2.2 Parkin, PINK1

V poskozeni bunék u PD hraje dileZitou roli poskozeni mitochondrii. V burice
existuje systém proteinti, které kontroluji oxidativni poskozeni a kvalitu mitochondrii.
V konec¢ném disledku zajisti odstranéni poskozenych mitochondrii, jejichZ pritomnost je
pro bunky Skodliva. Mezi takové proteiny patfi Parkin a PINK1. Parkin, E3-ubiquitin
ligaza, je protein asociovany s nékolika bunétnymi organelami a v burce se ucastni
ubiquitina¢ni drahy pro odbouravani proteinti (Shimura et al., 2000). Mutace v tomto
proteinu byly objeveny u pacientti, u kterych PD propukla ve véku nizS§im nez 20 let
(Licking et al., 2000). Dtsledkem téchto mutaci je ztrata ubiquitin-ligazové aktivity
Parkin proteinu (Shimura et al., 2000).

Protein PINK1 je serin/threonin kindza lokalizovana na vnitini mitochondrialni
membrané. Tato 63kDa velkd kindza obsahuje 8kDa N-termindlni signalni sekvenci do
mitochondrie (Silvestri et al., 2005). Pomoci ni a transportnich TOM a TIM kanald se
dostava do mitochondrie a cestou podstupuje sérii proteolytickych Stépeni, jeZ zredukuji
jeji velikost na 52kDa (Greene et al., 2012). Ke svému transportu pies vnitini
mitochondridlni membranu také vyZaduje aktivni protonovy gradient. Depolarizace
mitochondridlni membrany zabrafuje importu PINK1 v plné délce a vede kjeho
akumulaci na vnéjsim povrchu poSkozenych mitochondrii (Greene et al., 2012; Grenier
et al., 2014; Kane et al., 2014). U mnoha pacienttli s casnym nastupem PD, vétSinou okolo
40 let véku, byly zjistény mutace v kinazové oblasti PINK1 sniZujici dcinnost jeji
autofosforylace (Valente et al, 2004). Kromé mutaci byla také zpozorovana tvorba
neuronalnich inkluzi z amorfni hmoty a filament cytoskeletu - Lewyho télisek (Gandhi et
al., 2006).

Mnoho aspekti tykajicich se fungovani proteinti Parkin a PINK1 nebylo zatim
objeveno, nicméné nékterd data poukazuji na to, Ze se oba podileji na stejné sloZité
patogenetické draze ovliviiujici mitochondrialni morfologii a metabolismus (Clark et al.,
2006). Bylo zjisténo, Ze v pritomnosti katalyticky aktivniho PINK1 dochazi k presunu
Parkin z cytosolu, kde je neaktivni, do vnéjsi membrany poskozenych mitochondrii, kde
podporuje jejich odstranovani pomoci autofagie, nékdy oznacované jako ,, mitofagie” (viz.
obr. 3) (Geisler et al., 2010). Mezi nejcastéjsi cile Parkin zprostredkované ubiquitinace

patii mitofusiny 1 a 2, GTPazy nezbytné pro mitochondrialni fuzi (Tanaka et al., 2010).

13



Jejich odbouranim dojde k vzajemné izolaci a fragmentaci mitochondrii, coZ je velmi

dulezity krok oddélujici poskozené mitochondrie od zdravych.

Autoinhibited Rtive
PARKIN Substrate Ubiquitination/

Phospho-PARKIN phosphorylation

O Phosphate

A ‘ Substrate IMM
(] ubiquitin

Obrazek 3: Aktivace proteinu Parkin a jeho presun do poskozené mitochondrie. Po ztrdté
mitochondridlniho membrdnového potencidlu se PINK1 hromadi na mitochondridlni membrdné,
kde fosforyluje N-termindlni doménu Parkin. Poté dojde k aktivaci Parkin a jeho presunu do
mitochondrii, kde podporuje ubiquitinaci mitochondridlnich substrdtu. (Prevzato z Durcan a Fon,

2015).

3.1.3 Syndrom Charcot-Marie-Tooth

Syndrom Charcot-Marie-Tooth (CMT) patii mezi nejcastéjsi dédicné neuropatie.
V soucasné dobé je to nelécitelné onemocnéni, které postihuje 1 z 2500 lidi, a spojeno
s mutacemi az 70 riznych gent. CMT se vyskytuje ve vice formach, které jsou rozdéleny
do 2 vétsich celkl. Prvni celek, formy demyelinizacni, je spojen se sniZzenim rychlosti
vedeni nervového vzruchu, demyelinizaci a remyelinizaci (CTM1, CTM3, CTM4). Do
druhého celku patfi axonalni formy (CMT2), které se vyznacuji degeneraci axont bez
demyelinizac¢nich 1ézi. Mezi klinické projevy patii pomalu postupujici oslabeni az atrofie
distalnich svalt hornich i dolnich koncetin (Ammar et al., 2003*) a deformace chodidel.
Vzacné dochazi i k dysfunkci branice nebo ocnf atrofii (Feely et al., 2011).
Bylo prokazano, Ze Schwannovy bunky a myelinizované periferni nervy exprimuji
integralni protein vnéjsi mitochondrialni membrany GDAP1. Tento protein podporuje
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mitochondridlni fragmentaci, ktera ale neni homologicka s klasickou fragmentaci
vznikajici jako odpovéd na apoptotické stimuly. Mitochondridlni fragmentace vede
k poSkozeni dychaciho retézce a oprav mtDNA. GDAP1 lze tedy charakterizovat jako
jakysi regulator mitochondrialni morfologie. Pravé tento protein pravdépodobné
prispiva k charakteristické demyelinizaci a naruSeni axonti u CMT (Niemann et al,
2005).

CMT2 je zplisobeno missense mutacemi v genu koédujici mitochondridlni fazni
protein mitofusin 2 (Ziichner et al., 2004). Tato mutace byva obvykle spojena s casnym
vékem nastupu onemocnéni, v priméru 4,4 let véku (Feely et al., 2011). Mitofusin 2
plisobi ve spolupraci s proteiny Mitofusin 1 a OPA1 jako regulator mitochondrialni faze

nebo asociaci mitochondrii s endoplasmatickym retikulem (de Brito a Scorrano, 2008).

3.1.4 Amyotroficka lateralni sklerdza

Amyotroficka lateralni skleréza (ALS) se vyznacuje postupnou ztratou neuront
kortikalnich, mozkového kmene a motorickych misnich (Leigh, 2007*). Pacienti trpici
timto onemocnénim jsou vétSinou postiZeni slabosti a denervaci kosternich svalii, coz
dychacich svali. Vice nez polovina pacientii umira do 3 let od zac¢atku onemocnéni. V
soucasné dobé bohuzel neexistuje na ALS Zadna ucinna lécba, také molekularni
mechanismy degenerace neuroni zlstavaji neznadmé (Jiang et al.,, 2015). Co ale znamé je,
je souvislost ALS s dysfunkci mitochondrialni dynamiky v neuronech, objevujici se jako
jeden z prvnich priznaki. U pacientl trpicich ALS bylo zaznamendno sniZeni aktivity u
vSech komplexi oxidativni fosforylace (Borthwick et al., 1999; Wiedemann et al., 2002).
V mnoha pripadech byl také zjistén narlst oxidativniho stresu a nadprodukce ROS
voblasti michy, z divodu naruSeni antioxida¢ni aktivity (Ikawa et al, 2015).
Vneposledni radé byly také zaznamenany pripady zvySené Kkoncentrace Ca2*

v mitochondriich (MiloSevi¢ et al., 2016).

3.1.4.1 SOD1

Asi 20% pripadii dédicné formy ALS je zplisobeno mutacemi v genu pro

mitochondrialni Cu/Zn superoxid dismutazu (SOD1) (Rosen et al., 1993). Za normalnich
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okolnosti tento enzym katalyzuje preménu superoxidového radikalu, vznikajiciho pri
respiraci mitochondrii, na peroxid vodiku. V disledku mutaci SOD1 ale dochazi
k poskozeni mitochondrii prostfednictvim naruSeni energetického metabolismu nebo
znemoznénim importu proteintl fyzickym zablokovanim kanali TOM a TIM (viz. obr. 4)
(Liu et al,, 2004; Mattiazzi et al., 2002). Projevem mutaci SOD1 muzZe byt i jeho Spatné
sbalovani souvisejici se zménami posttranslacnich modifikaci, napf. v tvorbé
disulfidickych miistkd (Kawamata a Manfredi, 2010). Tyto abnormalni procesy vedou ke
zméné dimerizace enzymu a tim zplisobuji nestabilitu jeho tercialni struktury (Banci et
al.,, 2008). Mutovany protein SOD1 také tvofi nerozpustné agregaty v mitochondriich
motorickych neuront.

Kagregaci mutovanych SOD1 pravdépodobné dochazi ovlivnénim jejich
lokalizace, a to usnadnénim piechodu nedokonalych forem eznymu ptes wvnéjsi
mitochondridlni membranu (Field et al.,, 2003). Pravé akumulace SOD1 je povazovana za
jedno z moZnych vysvétleni selektivni degenerace motorickych neuronti pti ALS.

Agregaty SOD1 zptlsobuji napf. zmény v mitochondridlni morfologii, naruseni
produkce ATP nebo zmény v zapojeni apoptdzy do bunécného déni, napft. pres interakci
s proteinem Bcl-2. Dale mohou naruSovat mechanismy, kterymi mitochondrie vyrovnava
cytosolickou hladinu vapniku (viz. obr. 4) (Boillée et al., 2006; Cozzolino et al., 2009).
Nicméné presny mechanismus agregace proteinu, jeho patogeneze a toxicity neni zatim

znam (Oladzad Abbasabadi et al., 2013).
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Obrdzek 4: Poskozeni mitochondrii zprosti‘edkované mutantnim SOD1. Mutovany SOD1 je
prednostné importovdn do mitochondrii v postiZzenych tkdnich, kde miiZe interagovat s elektron
transportnim retézcem, ndsledkem cehoZ dojde k preruseni tvorby ATP. Mutovany SOD1 miiZe také
narusit mechanismy starajici se o vyrovndvdni hladiny vdpniku v cytosolu. Ddle miiZe interagovat
s komponenty apoptozy, jako je napt. protein Bcl-2, coZ vede k predcasné aktivaci apoptotické
kaskddy. V neposledni radé miize mutovany SOD1 neprimo ovlivnit drdhy spojené s mitochondrif,

a to kviili fyzickému zablokovdni kandlii TOM a TIM (Prevzato z Boillée et al., 2006).

3.1.4.2 TDP-43

Patologie ALS se dotyka také DNA/RNA vazebny protein, TDP-43. V souvislosti
s onemocnénim u néj dochazi k mutacim, jeZ vSechny probihaji v C-terminalni doméné
bohaté na glycin. Tato doména ma pravdépodobné vyznam v interakcich sjadernymi
ribonukleoproteiny zprostredkovavajicich transkripci a uUpravy RNA, jako je napf.
sestiih (Buratti a Baralle, 2010). Za normalnich podminek se TDP-43 nachazi hlavné
vjadre, zatimco po propuknuti ALS je zjadra exportovan, hyperfosforylovan a jeho
ubiquitinované C-terminalni fragmenty (CTFs) se akumuluji se v nerozpustnych
cytoplazmatickych inkluzich v postiZenych motorickych neuronech (Neumann et al,
2006). Presné patogenni mechanismy neurodegenerace zprostifedkované TDP-43 zatim
nejsou znamy, nicméné bylo zjiSténo, Ze mutace v TDP-43 postihuji nejvice morfologii
mitochondrii a jejich distribuci/denzitu. Abnormalni rozloZeni mitochondrii je

pravdépodobné  zakladem  ztrdty synapsi v neuronech postizenych  ALS
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(Wang et al,, 2013). Prestoze se vétSina TDP-43 nachazi vjadre, zretelné populace
tohoto proteinu byly ve formé mobilnich granuli detekovany také podél axoni
motorickych neurond (Fallini et al, 2012). Nadmérnd exprese mutantniho TDP-43
vyrazné sniZuje pohyb mitochondrii v dendritech i axonech. Je zajimavé, Ze mutace
v proteinu ovliviiuje mitochondrialni rozmisténi v axonech, ale nikoliv v dendritech

(Wang et al,, 2013).

3.1.5 Autosomalné dominantni opticka atrofie

Autosomalné dominantni opticka atrofie (ADOA) je nejbéZnéjsi forma dédicné
neuropatie optického nervu. Zakladnim atributem onemocnéni je degenerace
gangliovych bunék sitnice, pfi ¢emZ dochazi k postupné ztraté zraku vedouci az
k Uplnému oslepnuti, a to béhem prvnich 20 let Zivota. Miize dochazet také k deficitu
barevného vidéni. Onemocnéni je spojeno mutacemi genu kdédujictho mitochondrialni
GTPazu s dynaminovou doménou - OPA1. Podle nékterych studii Ize predpokladat, Ze
mutace v OPA1 narusuji mitochondridlni integritu, ¢imZ dochazi k naruseni zdsobovani
energii (Alexander et al, 2000). Presné patologické mechanismy tohoto onemocnéni
nejsou doposud znamy (Okamoto a Shaw, 2005). Zkracené nebo ¢astecné inaktivované
OPA1 proteiny mohou pravdépodobné destabilizovat mitochondridlni membranu a tim
zasahovat do funkce komplexii respiracniho fetézce, redukovat mnozstvi vyrobené
energie a zpusobovat nartst ROS (Delettre et al,, 2002; Zhang et al., 2016). Dale se
piredpoklada, Ze poskozeni funkce OPA1 miize také zpilisobit naruseni mitochondrialni
faze, které nasledné vede kapoptéze. Porucha nebo redukce OPA1 miuze vést i k
naruSeni struktury krist ve vnitfni mitochondridlni membrané (Okamoto a Shaw, 2005)
nebo ke zvyseni citlivosti gangliovych bunék sitnice na apoptické stimuly (Olichon et al.,
2003). Patologie ADOA se velice podobd nemoci zvané Leberova dédi¢na opticka
neuropatie (LHON), kterd je zplsobend mutacemi mtDNA kdédovanych genli pro
podjednotky komplexu I mitochondridlniho dychaciho fretézce. Po narusSeni dochazi
k nedostateCnému energetickému zasobovani optického nervu a nasledné ke ztraté

gangliovych bunék sitnice a slepoté (Wallace et al., 1988),
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3.2 Diabetes mellitus 2. typu

Mitochondrie hraji roli i v onemocnéni diabetes mellitus 2. typu (T2D). Ackoli
hlavni pri¢ina tohoto nejcastéjsiho metabolického onemocnéni je zatim nezndmaj, je
ziejmé, Ze roli v Casné patogenezi onemocnéni hraje inzulinova rezistence. Onemocnéni
je charakterizovano také poruchou sekrece inzulinu (-bunikami pankreatu.

Je dobre znamo, Ze T2D je spojen s mitochondridlni dysfunkci, apoptézou
a oxidativnim stresem asociovanym s mitochondriemi (Bonnard et al,, 2008). NaruSeni
mitochondridlni funkce muze zptsobit zhorSeni schopnosti oxidovat mastné kyseliny,
coz vede ke zvysSeni hladiny nékterych bunécénych metabolitli mastnych kyselin, jako je
acyl-CoA nebo diacylglycerol, a dale k rozvoji inzulinové rezistence (Shulman, 2000).
Vzhledem k tomu, Ze T2D uzce souvisi s metabolismem zivin, piisobeni inzulinu a jeho
regulace miize mit na rozvoj onemocnéni podstatny vliv. Inzulin je znamy také jako
inhibitor autofagie, ktera je dtlezitd pro udrZeni strukturni a funkéni integrity
mitochondrii, jeZ jsou rozhodujici pro preziti a spravnou funkci pankreatickych -bunék
(Blommaart et al., 1995; Maechler a Wollheim, 1999). Vztah mezi T2D a autofagii nebyl
dosud podrobné zkouman, nicméné jiz bylo zjiSténo, Ze Ubytek pankreatickych -bunék
vykazuje podobné histologické ndalezy jako neurodegenerativni onemocnéni
(Matveyenko et al., 2009), u kterych autofagie figuruje jako jeden z potencidlnich
patologickych mechanism (Winslow a Rubinsztein, 2008*). V souvislosti s tim byla
navrzena hypotéza, Ze naruSeni autofagie, po kterém nasleduje hromadéni
abnormalnich mitochondrii v tkanich, se pravdépodobné na vyvoji patologickych zmén

v B-burikach podili, stejné jako u neurodegenerativnich poruch.

3.2.1 UCP2

Mezi hlavni pri¢iny poruch mitochondrii vedoucich krozvoji T2D patii také
mutace, které se mohou vyskytovat i mimo mtDNA. Jednim z prikladi je protein
nachazejici se ve vnitini mitochondridlni membrané pankreatickych -bunék, znamy
jako ,odprahujici protein 2“ (UCP2) (Newsholme et al., 2012). Aktivace tohoto proteinu,
vyvolana napf. superoxidovym aniontem vznikajicim jako vedlejsSi produkt
v elektrontransportnim tetézci, vede k vypusténi protonového gradientu pres vnitini

membranu mitochondrie do matrix, coZ ma za nasledek odptaZeni oxidativniho
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metabolismu glukdézy od produkce ATP. Mechanismus aktivace UCP2 zlistava prozatim
neznamy. UCP2 miize také snizovat mnoZstvi vyrobeného ATP, a tim negativné
regulovat inzulinovou sekreci stimulovanou glukézou (Boudina et al., 2007; Chan et al.,
2001). Pravdépodobny mechanismus ucasti UCP2Z na mitochondrialni dysfunkci

znazornén na obr. 5.

Insulin
Cloead K
chanrel AP

Increased rato
al ATP fo ADP

Obrdzek 5: MoZny mechanismus, kterym UCP2 zprostiredkovand mitochondridlni dysfunkce
narusuje sekreci inzulinu pankreatickymi f-burikami. Sekrece inzulinu je spojena
s metabolismem glukézy pomoci zvyseni poméru ATP/ADP. Tuto glukézou stimulovanou
inzulinovou sekreci sniZzuje UCP2 pomoci prenosu protonti pres vnitini mitochondridlni membrdnu
a presmérovdni energie uloZené v elektrochemickém potencidlu od ATP syntdzy. Timto dochdzi ke
snizeni vytéZku ATP z glukdzy. Superoxidovy aniont vytvoreny elektrontransportnim retézcem
stimuluje aktivitu UCP2 nezbytnou pro prenos protonil, ¢imZ dojde ke sniZeni sekrece inzulinu.

(Prevzato z Lowell a Shulman, 2005).
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4 PoSkozeni mitochondrii béhem parazitickych infekci

4.1 Chagasova choroba

Chagasova choroba je zplsobena intracelularnim prvokem Trypanosoma cruzi
prendaSenym pomoci ploStic rodu Triatoma zceledi Reduviidae. Nemoc je Siroce
roz$irena ve Stiedni i JiZni Americe a déli se na akutni a chronickou fazi. Akutni faze se
projevuje lokalni zanétlivou 1ézi v misté vstupu parazita, napada vSechny tkané a organy
a muZe se postupné pomalu ménit do riiznych klinickych chronickych forem. ,Neurcita“
chronicka forma zlistava po dlouhou dobu (priblizné 10-20 let) bez klinickych piiznakd,
objevuji se pouze pozitivni sérologické testy, zatimco ,srde¢ni“ forma se projevuje jako
zanétliva kardiomyopatie a vyviji se u vice nez 30% nakaZenych pacientli (Baez et al.,
2011*). U znacné casti téchto pacient se posléze vytvori dilatovana kardiomyopatie,
ktera ma pro né fatalni nasledky. Pritomnost T. cruzi v srde¢ni tkani vyvolava intenzivni
zanét a tim masivni produkci cytokint, oxidu dusnatého a poté ROS, které maji primy
vliv na remodelaci srde¢ni tkdné a nasledné selhdni srdce nebo mohou poskozovat
srde¢ni mitochondrie (Marin-Garcia a Goldenthal, 2008). Infekce T. cruzi u mitochondrif
vyvolava snizeni aktivity komplext dychaciho fetézce (nejvice u komplexi I a III), coz
ma za nasledek sniZeni schopnosti bunék myokardu produkovat energii (Wen a Garg,
2004).

Ackoliv maji mitochondrie kardiomyocyti schopnost ROS neutralizovat, v pripadé
dlouhodobého vystaveni nemoci tato obrana postupné sldbne a stava se nedostatecnou,
a to pravé v kombinaci s ROS a poklesem funkce dychaciho tetézce.

V srdcich chronicky infikovanych experimentalnich mysi byl také zjistén podstatny
ubytek mtDNA spolecné se sniZzenou urovni mtDNA-kédovanych transkriptdi, ale
mechanismus, ktery by mohl tyto ubytky zpiisobovat, zatim neni zndm. Nicméné cetné
studie za ptivodce deleci mtDNA povazuji ROS. Predpokladaji, Ze jejich zvySena hladina
miiZe vést k mutacim, které nakonec vyusti az k odbourani oxidaci poskozené mtDNA

(Zacks et al., 2005).

4.2 Nakaza Toxoplasma gondii
Toxoplasma gondii je obligdtni intracelularni parazit Zivocichl, ktery patii do

skupiny Chromalveolat, podkmene Apikomplexa. Jako jeho definitivni hostitel slouZzi
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kockovité Selmy, mezihostitelem se miiZe stat v podstaté jakykoliv teplokrevny Zivocich
vcetné clovéka. VétSina infekci T. gondii je asymptomaticka, tézké onemocnéni nebo
smrt propukd pouze u imunodeficientnich osob a v pripadé prenatalnich infekci.
T.gondii miZze napadat vSechny jaderné bunky, vekterych po invazi vytvori
parazitoformni vakuolu obehnanou membranou.

Je znamo, Ze bunky infikované T. gondii jsou rezistentni k burikou vyvolané apoptoze.
Parazit totiZ jako odpovéd na pro-apoptické stimuly inhibuje uvolnéni cytochromu c
z mezimembranového prostoru mitochondrii do cytosolu (Yang et al., 1997). Inhibice
apoptozy je pro T. gondii velice dllezita, protoZe poskytuje stabilni prostredi pro jeji
proliferaci. Schopnost T. gondii takovym zplisobem ovladat hostitelskou buiiku je dana
blizkou asociaci membrany parazitoformni vakuoly s mitochondriemi hostitelské bunky
(Sinai a Joiner, 2001). Bylo zjisténo, Ze T. gondii v hostitelské buiice indukuje zvySeni
exprese apoptického regulatoru, proteinu Bcl-2, a chaperonu HSP70, coZ umoZni
zablokovani mitochondridlniho propustného piechodového péru a uvolnéni cytochromu
c a apoptdzu-indukujiciho faktoru z mitochondrie. Tim dojde kinhibici apoptozy
(Hwang et al,, 2010; Yang et al., 1997).

V priibéhu infekce T. gondii dochazi k modifikaci exprese hostitelskych protein,
z ¢ehoz vice neZ 1/3 jsou proteiny mitochondrialni. Toto vyznamné zjiSténi poukazuje

na vyrazny vliv, jaky na mitochondrie infekce parazitem ma (Nelson et al., 2008).

4.2.1 ROP18

ROP18 je serin/threonin kindza sekretovand ze specializovanych organel
apikomplex zvanych roptrie. ROP18 je clenem rodiny ROP2 a je sekretovan do
membrany parazitoformni vakuoly a do cytoplasmy hostitelské bunikky béhem invaze
parazita (Fentress a Sibley, 2011*). Diky své kindzové aktivité miiZe pomoci fosforylace
modifikovat funkce hostitelskych bunék. Mize fosforylovat napft. hostitelskou Ik-B, ktera
koreluje saktivaci NFk-B nezbytného pro inhibici apoptdzy. NKk-B se po aktivaci
translokuje do jadra, kde muze regulovat transkripci genii zapojenych do imunitni
bunécné odpovédi, bunécné proliferace a mitochondrialni apoptézy (Ghosh a Karin,
2002; Molestina a Sinai, 2005*).

Modulace NKx-B drahy pomoci infekce T. gondii je stale predmétem diskuzi a faktory
modulace této drahy nejsou doposud znamy (Rosowski et al.,, 2011). Nékteré studie
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ukazuji, Ze T. gondii inhibuje NKk-B a jiné, Ze NKk-B aktivuje (Kim et al., 2004; Molestina
a Sinai, 2005*). Bylo napriklad dokazano, Ze ROP18 v hostitelskych bunkach interaguje
s clenem NKk-B rodiny - proteinem p65, ktery se vaze prostfednictvim své dimerizacni
domény na jeho N-terminalni konec. ROP18 ho nasledné fosforyluje na Ser-468, coz
usnadiiuje jeho ubiquitin-zavislou degradaci a nasledné dojde k potlaCeni aktivace

NKk-B drahy (Du et al., 2014).

4.2.2 MAF1

U bunék infikovanych kmeny T. gondii 1 a Il byla objevena specificka asociace
hostitelskych mitochondrii s parazitoformni vakuolou, kdy dochazelo i k izolaci
hostitelskych mitochondrif a jejich spolecnému uzavieni do jakési vakuoly. Tento jev je
dnes znam jako HMA (host mitochondrial association), ackoliv jeho mechanismus
a presny funkcni nasledek zlistava zatim neznamy (Jones a Hirsch, 1972; Pernas et al,,
2014). Podle novéjsich vyzkumi vSak pravdépodobné slouzi jako zpiisob, kterym se
parazit pomoci mitochondrie propojuje s imunitni signalizaci hostitele a rozvraci ji. HMA
je zprostredkovana ,mitochondridlnim asocia¢nim faktorem 1“ (MAF1) sekretovanym
parazitem, ktery se u kment 7. gondii I a III mtze lisit v poctu kopii, ve své sekvenci a
v expresi. U kment typu Il HMA pravdépodobné chybi. MAF1 ma pro HMA zasadni
vyznam, nebot vazZe hostitelské mitochondrie, nicméné mechanismus, kterym HMA

zprostiedkovava, nebyl dosud objeven (Pernas et al., 2014).

5 Zavér

Prace dokumentuje soucasny stav poznatki tykajicich se postaveni mitochondrii
a jejich metabolismu v patogenezi rtiznych onemocnéni. Shrnuje mitochondrialni roli
v nadorovém bujeni, u neurodegenerativnich onemocnéni a u diabetes mellitus 2. typu
a vénuje se poSkozeni mitochondrii béhem nakazy Toxoplasma gondii a Trypanosoma
cruzi. Tato bakalarskd prace také poukazuje na to, Ze i pres mnoZstvi védeckych
mnozstvi informaci, zasadnich pro pochopeni vlivu mitochondrii na patogenezi mnoha
onemocnéni. Mnohdy jsou velké otazniky i v jejich patologii. Je proto diilezité tyto vztahy

a mechanismy i nadale intenzivné studovat.
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6 Seznam pouzivanych zkratek

A1AT
AB

AD
ADOA
ALS
APP
AV
Bax
Bcl-2
BH1-3
CMT
Cco
CTF
Drpl
ERK1/2
FAK
GDAP1
HMA
Ix-B
KPI
LHON
MAF1
MAP
MPTP
NF-kB
OPA1
PINK1
PV
RhoA
RNS
ROP
ROS
SOD1
T2D
TDP-43
TIM
TOM
UCP2
UPR

alfa-1-antitrypsin

amyloidni B-peptid

Alzheimerova choroba

autosomalné dominantni opticka atrofie

amyotroficka lateralni skleréza

amyloidovy prekurzorovy protein

autofagni vakuola

»Bcl2-associated X protein”

»B-cell lymphoma 2“

,Bcl-2 homology domains®

syndrom Charcot-Marie-Tooth

cytochrom oxidaza

C-termindlni fragment

»dynamin-related protein 1“
sextracellular-signal-regulated kinase“

»focal adhesion kinase“

»ganglioside induced differentiation associated protein 1“
,host mitochondrial association”

Jnuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor*
,Kunitz type protease inhibitor domain“

Leberova dédi¢na opticka neuropatie

mitochondrialnim asociac¢ni faktor 1

»,Mitogen-activated protein“
1-metyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin

Jnuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells”
»optic atrophy 1 (autosomal dominant)“

»,PTEN-induced putative kinase 1“

parazitoformni vakuola

»Ras homolog family member A“

reaktivni formy dusiku

»rhoptry protein“

reaktivni formy kysliku

Cu/Zn superoxid dismutaza

diabetes mellitus 2. typu

»TAR DNA binding protein 43“

transportni komplex vnitini mitochondrialni membrany
transportni komplex vnéj$i mitochondrialni membrany
suncoupling protein 2

sunfolded protein response
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