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Abstrakt:

Mitochondrie tvoii v bunice dynamické retikulum, které po indukci regulované bunééné smrti neboli
apoptdzy podléha fragmentaci. Pfedpoklada se, Ze béhem iniciace vnitini apoptotické kaskady proteiny
mitochondridlni dynamiky zaji$tuji remodelaci mitochondrii a snazsi uvolilovani cytochromu c do
cytosolu. Dilezitou roli v tomto procesu hraji predev§im protein Opal zajistujici ve zdravé buiice
mitochondridlni fizi a protein Drpl zodpovédny za mitochondrialni fragmentaci. Opal reguluje v
apoptdze otevieni krist vnitini mitochondridlni membrany a nasledné uvolnéni cytochromu c. Role Drp1
je méné jasnd. Drp1 se po indukci apoptdzy vaze na mitochondrie, ¢imz podporuje tvorbu apoptotickych
portt a mitochondridlni fragmentaci. Vazba Drpl ale neni esencidlni ani pro permeabilizaci vné&jsi
mitochondridlni membrany, a tedy vylev proapoptotickych faktort, ani pro fragmentaci
mitochondrialniho retikula v apoptoze. Je tedy otazkou, jakou ptesnou funkci v tomto procesu Drpl
zastava. Mitochondrialni dynamika je také ovlivnéna piimo proteiny apoptotické kaskady, a to
Cleny rodiny Bcl-2 proteinii. 'V apoptéze diky jejich plsobeni dochdzi nejen k indukci
mitochondrialniho déleni, ale také k inhibici fuze, coz pfispiva k fragmentaci mitochondrialniho
retikula. Ackoliv je fragmentace mitochondrii v apoptdze dlouho pozorovanym jevem, jeji ucel stale

neni zcela ziejmy.
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Abstract:

Mitochondria form a dynamic reticulum, which fragments in apoptosis. It is assumed that proteins of
mitochondrial dynamics participate in the intrinsic pathway of apoptosis and remodel mitochondrial
membranes to release cytochrome c to the cytosol. The most important role in this process is played by
Opal, a protein involved in mitochondrial fusion, and by Drp1, which induces mitochondrial fission.
During apoptosis, Opal remodels cristae in the inner mitochondrial membrane, which is crucial for
effective release of cytochrome c to the cytosol. The role of Drpl is less clear and is a subject of intense
debate. Upon initiation of apoptosis Drp1 is recruited to mitochondria where it facilitates apoptotic pore
formation and triggers fission. However, it appears that recruitment of Drp1 is not absolutely required
for successful execution of apoptosis. In addition, mitochondrial dynamics is influenced by Bcl-2 family
proteins. Recruitment of proapoptotic Bcl-2 proteins to mitochondrial outer membrane leads to
inhibition of mitochondrial fusion, which enhances fragmented morphology of mitochondria. Although
mitochondrial fragmentation in apoptosis is known for decades, its precise purpose remains to be

elucidated.
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1 Uvod

Mitochondrie jsou semiautonomni bunééné organely zastavajici Sirokou skalu funkci, z nichz
nejzdiraznovanéjsi je efektivni zisk energie ve formé adenosin trifosfatu (ATP) z katabolickych déju.
Ptedstava, ze mitochondrie kopiruji tvarem své bakterialni pfedky a vytvari jakési ledvinovité utvary,
byla nahrazena modelem mitochondridlniho retikula. V kazdé mitochondrii nalézdme Ctyfi
kompartmenty — vn&j§i membranu (outer mitochondrial membrane, OMM), vnitini membranu (inner
mitochondrial membrane, IMM), mezimembranovy prostor (intermembrane space, IMS) a
mitochondridlni matrix. Vné€jsi membrana je hladka a obsahuje pfenasece a poriny, skrze které mohou
prochazet malé molekuly (voda, aminokyseliny apod.) nikoliv v8ak velké proteiny. Diky elektronové
tomografii bylo zjisténo, Ze vnitini mitochondridlni membrana kopiruje tvar vnéjsi a vznika tak vnitini
okrajova membrana, (inner boundary membrane, IBM) ze které vybihaji kristy. Prostor krist a
mezimembranovy prostor jsou spojeny uzkym hrdlem — cristae junction. Diky omezenému propojeni se
miize elektrochemicky gradient na vnitfni membrané, slozeni membrany i lokalni koncentrace aktivnich
latek a metaboliti v ramci jedné mitochondrie lisit (Frey et al., 2002).

Mitochondrialni ATP je produkovan v procesu oxidativni fosforylace. Proteiny respira¢niho
fetézce zajistuji tvorbu protonového gradientu (mitochondrialniho membranového potencialu) na IMM,
ktery slouzi k vyrobé ATP. Stavba vnitini mitochondrialni membrany je vysoce ovlivnéna pfitomnosti
komplext dychaciho fetézce. Tato skute¢nost Gizce sprahuje morfologii mitochondrii s jeji hlavni funkci
— bunécnym dychanim. Stavba krist pfimo ovliviiuje efektivitu respira¢niho fetézce. Neopomenutelnym
mechanismem regulace mitochondrialnich procest je tedy také remodelace krist (Cogliati et al., 2013).

Stavba mitochondrii se rizni mezi bunéénymi typy. Naptiklad neurony ¢i buiiky svalové maji
velky energeticky vydej, jejich vnitini mitochondridlni membrana je proto bohat¢ zfasena a kristy maji
lamelarni tvar (Perkins et al., 2001). Naopak nékteré nadorové buitky maji potlacenou oxidativni
fosforylaci (Warburgliv efekt) a jejich mitochondrie téméf ztraceji kristy (Calabrese et al., 2013).

Mitochondrie jsou velmi dynamické a mitochondrialni retikulum neustale podléha prestavbe. [ ve
tkanich, kde je struktura mitochondrii zdanlivé stabilni, neustale probiha fuze a déleni mitochondrii,
¢imz lze zamezit hromadéni disfunkci zptisobenych poskozenou DNA (Nakada et al., 2001).

Zatimco IMM zajiStuje bunécnou respiraci, OMM je mistem indukce vnitini apoptotické drahy
vedouci k bunécné smrti. Apoptdza je programovana bunécna smrt, ktera je fyziologicka, nevyvolava
imunitni odpovéd’ a je nezbytnym procesem ve vyvoji organismu (Elmore, 2007). Prestoze byla jiz pred
vice nez sedmdesati lety popsana fragmentace mitochondrii pti poruseni bunék (Claude and Fullam,
1945), jeji divod a mechanismus nejsou zatim zcela objasnény. Zapojeni proteinti mitochondrialni
dynamiky do tohoto procesu je neoddiskutovatelné, zda se ale, Ze se netcastni jen jako nastroje pro
déleni mitochondrii, ale mohou mit i dalsi funkce spojené s bunéénou smrti. Stejné jako se proteiny
mitochondridlni dynamiky ucastni apoptotické drahy, tak apoptotické proteiny (Bcl-2 rodiny)

bezprostiedné ovliviiuji dynamiku mitochondrii ve zdravé buiice.
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Stale diskutovangjsi jsou také kontakty mitochondrie s endoplazmatickym retikulem, které jsou
esencialni pro déleni mitochondrii a hraji dilezitou roli ve vnitini apoptotické draze (Rowland and
Voeltz, 2012).

Cilem prace je shrnuti poznatkli o mitochondridlni fragmentaci v apoptoze, vlivu proteind
mitochondridlni dynamiky na pribéh vnitini apoptotické drahy a vlivu apoptotickych proteinii na

remodelaci mitochondridlnich membran v sav¢ich bunkach.

2 Mitochondrialni dynamika

Zakladni vlastnosti Zivé hmoty je schopnost rist a rozmnozovat se — na buné¢né urovni délit se.
Pii déleni bun€k dochdzi k fragmentaci mitochondridlniho retikula, aby i mitochondrie byly
ekvivalentné rozdéleny mezi dcefiné bunky. Nejedna se v§ak o jedinou piilezitost k mitochondridlnimu
déleni. To je téz dilezité pro distribuci mitochondrii v buiice, predev§im v neuronu (Mishra and Chan,
2014).

Fuze mitochondrii se na prvni pohled nemusi zdat tak samoziejmou, je to ale proces pro
eukaryotické bunky nezbytny. D¢leni a fuze mitochondrii je totiz cestou, jak se vyporadat
s poskozenymi organelami. Paklize poskozeni pfekroci uréitou hranici, je mozno nefunkéni ¢ast oddélit
od mitochondridlniho retikula a zbavit se ji procesem mitofagie (Youle and Narendra, 2011). Naopak
castecné poskozena mitochondrie mize fizovat s plné funkénimi organelami, které nahradi chybéjici
funkci (Nakada et al., 2001). Mitochondrialni fize tudiz udrzuje distribuci zdravé mtDNA a komunikaci
mezi mitochondriemi. Diky fiizi mitochondrii také dochéazi k rovnomérnému rozlozeni membranovych
proteinii a jednotlivé mitochondrie tak tvofi homogenni skupinu (Weaver et al., 2014). Fuze
mitochondrii je také obecnou adaptaci na velké mnozstvi stresovych podnéti. Diky ni mtize naptiklad
dojit k oddaleni apoptdzy (Tondera et al., 2009). Moznost ménit morfologii mitochondrii je téz dilezita
pro regulaci bunééného dychani a udrzeni homeostazy.

Poruchy mitochondrialni dynamiky jsou Castym diivodem neurodegenerativnich onemocnéni.
Neurony jsou zvlasté nachylné na poruchy mitochondrii diky vysokym energetickym pozadavkiim,
velikosti a silné polarizaci. Porucha ¢i deplece proteinti zajist'ujicich fiizi mitochondrii vedou k Charcot-
Marie-Tooth syndromu a dominantni o¢ni atrofii. Poruchy mitochondrialni dynamiky jsou ale patrné i

v Parkinsonové, Alzheimerové a Huntigtonové chorobé (Itoh et al., 2013).

2.1 Mitochondrialni fuze
JelikoZ je mitochondrie dvoumembranova organela, fize probiha ve dvou krocich. Fuzi vnéjsich

membran sav¢ich bun€k zajistuji Mitofusin 1 a 2 (Mfnl, Mfn2), zatimco fuzi vnitinich membran a
synchronizaci obou procesi fidi Optic atrophy protein 1 (Opal). Fuze vnéj$i a vnitini membrany

probihaji in vivo synchronné, experimentalné vsak Ize tyto dva procesy oddélit (Malka et al., 2005).



V bunkach negativnich na Opal probiha fize OMM, ale k fazi vnitini membrany jiz dojit nemtize
(Hoppins et al., 2011).

Mitochondridlni fuze je zprostfedkovanda GTPazami asociovanymi s mitochondridlnimi
membranami. Fize membran je z toho divodu zavisla na GTP, zatimco ATP neni potfeba. Fuzovat
mohou mitochondrie s nenarusenym elektrochemickym potencialem, zatimco mitochondrie s vyrazné
snizenym elektrochemickym potencialem jsou z fuzniho procesu vylouceny. Je to ziejmée proto, Ze Opal
je pti disipaci mitochondrialniho potencialu stépen proteazou Omal (Hoppins et al., 2011; Malka et al.,

2005). Toto ziejme zajistuje, aby se silné poskozené mitochondrie nezapojovaly zpét do retikula.

2.1.1 Fuze vnéjsi mitochondriialni membrany — Mitofusin 1 a 2

Mitofusin 1 a 2 (Mfn1,2) jsou esencialni pro embryonalni vyvoj jedince (Chen et al., 2003) a
udrzeni homeostazy. Naruseni mitochondrialni dynamiky vede k zasadnimu vlivu na jejich
bioenergetiku, a tedy metabolismus celé bunky (Chen et al., 2005).

Mifn 1 a 2 prochazi dvakrat ptes OMM, N i C konec proteinu je obracen do cytosolu. Na N konci
je vysoce konzervovana doména s GTPazovou aktivitou. Protein obsahuje dvé oblasti heptad repeats
(HR1 a HR2) — sekvence hydrofobnich aminokyselin, diky nimz mtize dojit k ptiblizeni dvou membran.
Diky jejich hydrofobicité vznika coiled coil dimer (Koshiba et al., 2004). Mfn1,2 tvoii mezi sebou
homodimery i heterodimery. Heterotypicka vazba je vice afinni a fuze tedy pravdépodobn¢jsi. Pomér
Mifnl a Mfn2 v membranach je tkanove specificky a lze jim regulovat miru fize mitochondrii (Hoppins
etal., 2011).

Mitofusin 1 a 2 maji velice podobnou strukturu i funkci (podle analyzy cDNA jsou z 60 %
identické). Mfnl se exprimuje ve vétsSin€ tkani vice nez Mfn2, ale v kosterni a predevsim srdec¢ni
svalovin€ je silnéjsi produkce Mfn2 (Santel et al., 2003). Proteiny tedy nejsou navzdjem stoprocentné
zameénné. Lisi se 1 jejich interakce s dal§imi proteiny mitochondridlni dynamiky (Cipolat et al., 2004),

ale také s proteiny apoptotické kaskady.

2.1.2 Fuze vnitini mitochondriialni membrany — Opal

Opal je protein z rodiny GTPaz podobnych dynaminu. Je zanofen do vnitini mitochondrialni
membrany a jeho hlavni ¢ast je obracena do mezimembranového prostoru. Alternativnim sestfihem
exonu 4, 4b a 5b je produkovéano osm isoforem Opal. Vystfizeni danych exonti neméni ¢teci ramec,
jednotlivé isoformy se tedy 1isi pouze svou N-koncovou doménou. Zastoupeni jednotlivych produkti
alternativniho sestfihu je tkanove specifické (Delettre et al., 2001).

Vsech osm isoforem je po transportu upravovano mitochondriadlnimi proteazami. Kazdé molekule
Opal je ustfizena mitochondridlni smérovaci sekvence za vzniku dlouhé isoformy 1Opal. Dalsi proteazy
S$tépi Opal na kratsi formy sOpal (Ishihara et al., 2006). Dlouhé i kratké isoformy jsou lokalizovany

v mezimembranovém prostoru, ale sOpal jiz nejsou kotvené v IMS. Zatimco dlouhé isoformy jsou



esencialni, ale také dostacujici pro fuzi IMM (Anand et al., 2014), kratké isoformy nejsou samy schopny
fazi uskutecnit. Pro spravnou dynamiku mitochondrii jsou ale nutné ob¢ varianty. Zastoupeni 10pal a
sOpal je za normalnich podminek ekvimolarni. Nizka hladina ATP, signal k apoptdze nebo naruseni
membranového potencidlu spousti $tépeni 1Opal (Ehses et al., 2009). Kratké isoformy Opal a dalsi
proteiny mitochondrialni dynamiky maji lohu v remodelaci krist nezavislou na dynamice mitochondrit,
ktera je rozvedena nize. Cast sOpal se také prekvapivé vyskytuje v mistech déleni, tedy v mistech
kontaktu mt s ER a nasedani Drp1. Funkce tohoto proteinu v mitochondrialnim délent je stale neznama,
ale mohlo by jit o misto propojeni d€leni s fuzi, a tedy regulace kone¢né morfologie mitochondrii.
DalSim moznym divodem piitomnosti sOpal v misté déleni mitochondrii je citlivost Opal na stres diky
pritomnosti protedz, které Stépi Opal. Opal tedy mize ptisobit jako prostfednik pro pfedani informace

o stresu mitochondrialnimu mechanismu déleni (Anand et al., 2014).

2.2 Déleni mitochondrii

Esencialni roli v déleni mitochondrii ma u savcti Drpl (Dynamin related protein 1). Drpl je
v klidovém stavu lokalizovany v cytosolu. Pfi iniciaci déleni mitochondrie je vazan do mist déleni
zavisle na endoplazmatickém retikulu a koreceptorech lokalizovanych v OMM. Témi jsou predev§im
Mff (mitochondrial fission factor), Fis1 a MiD49/51.

Cely proces lze zjednodusené rozdélit do tfi fazi. V prvnim kroku je mitochondrie zaskrcena
endoplazmatickym retikulem, poté kolem mitochondrie polymerizuje prstenec Drpl a nakonec dochazi

k vlastnimu zaskrceni za ucasti Dyn2 (Lee et al., 2016)

2.2.1 Kontakt mitochondrie s endoplazmatickym retikulem

Endoplazmatické retikulum (ER) neni izolovanou organelou, ale je v piimém (nejen signalnim,
ale také prostorovém) kontaktu s vét§inou bunéénych struktur. ER je v blizkosti mitochondrii tvofeno
MAM (mitochondria-associated membrane), ktera obsahuje proteiny nezbytné pro syntézu fosfolipidi
mitochondridlnich membréan. ER je pro mitochondrie také zdrojem Ca*". Tok Ca®" z ER do mitochondrii
je jednim z mechanismi aktivace apoptotické drahy (Rowland and Voeltz, 2012).

Diky fluorescen¢ni mikroskopii bylo zjisténo, ze mitochondrie se nejcastéji d€li pravé v misté
kontaktu s ER. Mff a MiD49/51 jsou lokalizovany do mist kontaktu mitochondrie s ER a slouzi jako
kotvy pro cytosolicky Drpl. Vazba Drpl na OMM a jeho oligomerizace je nasledovana rozd€lenim
mitochondridlniho tubulu. Bézny primér mitochondrialniho tubulu je ale mnohem vétsi nez primér
Drpl helixu. ER se v kontaktnich mistech oviji kolem mitochondrialniho tubulu a vytvafi tak zizeni —
misto budouciho zaskrceni mitochondrie. Primér zaskrceného mitochondridlniho tubulu je srovnatelny
s velikosti Drpl helixu vazaného do OMM (Friedman et al., 2011). V mist¢ kontaktu s ER je
v mitochondriich vy3$8i obsah Ca?', coZ ma za nasledek zvySeni aktivity Drpl prostiednictvim
calcineurinu (Cereghetti et al., 2008). Zda se, Ze kontakt mitochondrie s endoplazmatickym retikulem

zajistuje Mfn2, ktery se nachazi nejen v OMM, ale také v MAM (Naon et al., 2016). Bude jesté

4



diskutovano, ze proteiny mitochondrialni dynamiky zastavaji v bunice dalsi funkce nezavisle na své roli
v déleni a fzi mitochondrialnich membran.

Soubézné s délenim mitochondrii musi dochazet také k déleni mtDNA, aby bylo zajisténo, ze
kazda mitochondrie bude obsahovat alesponi jednu kopii. Pomoci konfokalni mikroskopie byl zjisténo,
ze replikujici se mtDNA se nachazi v misté kontaktu s ER, kde dochazi k déleni mitochondrii.
Replikujici se mtDNA dokonce predikuje mista budouciho déleni. Tam, kde byla detekovana replikujici
se mtDNA, byl pozd¢&ji navazan Drpl a doslo k rozd€leni organely (Obr. 1) (Lewis et al., 2016).

mtDNA synthesis

ER-linked constriction

Division machine assembly

Motility

mtDNA replisome

Obr. 1 Mitochondrialni déleni je zavislé na kontaktu s ER a je pfedem znaceno

replikaci mtDNA (Lewis et al., 2016).

2.2.2 Drpl - Dynamin related protein 1

Drpl je velkd GTPaza ptibuzna dynaminu lokalizovana v cytoplazmé ve formé dimerd nebo
tetramert. Pro aktivitu Drpl je vyZadovana pfitomnost nejen GTP, ale také ATP. ATP udrzuje Drpl
v pozadované konformaci nezbytné pro tvorbu oligomeru (Montessuit et al., 2010). Za normalni situace
se vétsina Drpl nachazi v cytoplasmé, pouze asi 3% mnozstvi Drpl je lokalizovano na mitochondriich
(Smirnova et al., 2001).

Drpl se sklada z N-koncové domény s GTPazovou aktivitou, C-koncové GED (GTPase effector
domain), VD (variabilni domény) a stfedni domény, kterd zajiStuje oligomerizaci. Podle
kryoelektronové mikroskopie pribuzného dynaminu se ptedpoklada, ze DRP1 tvoii strukturu, kde 1ze
rozlisit stonek (stalk), hlavu (head) a nohu (leg). GED a stfedni doména tvofti coiled coil strukturu a
vytvaii tak stonek, hlavu tvofi GTP4azova doména a nohu VD doména (Chappie et al., 2010).

D¢leni mitochondrii zavislé na Drpl probihd ve tfech krocich: navazédni Drpl na OMM,
oligomerizace Drpl a konstrikce kruhového oligomeru kolem mitochondrie. Oligomerizace Drpl je
nezbytna pro zajisténi GTPazové aktivity. Kdyz Drpl polymeruje natolik, Ze obto¢i mitochondrii,

hydrolyzuje GTP a zaskrti membranu (Smirnova et al., 2001).



Drp1 se vaze do ohnisek dé€leni (z anglického fission foci) na OMM. Vazba Drpl na OMM je téz
zavisla na lipidickém slozeni. Pro vazbu Drpl na OMM je esencialni cardiolipin, naopak kyselina
fosfatidova inhibuje integraci Drpl s OMM a piisobi tak jako negativni regulator mitochondrialniho
déleni. Drpl se vaze do membrany pomoci své stonkové a variabilni domény, které obsahuji hydrofobni

aminokyseliny (Adachi et al., 2016).

2.2.3 Drpl koreceptory v OMM

Pro vazbu na OMM vyuziva Drpl proteinové koreceptory. V sav¢ich buiilkdch je znamo nékolik
proteind, které by mohly hrat tuto roli. Dobfe popsany je mitochondrial fission factor (Mff), ktery je
svou C-koncovou doménou ukotveny v OMM smérem do cytosolu a svym N-koncem piimo vaze Drpl.
Tato interakce je dynamicka, aby bylo mozné udrzet pomér cytosolického a mitochondrialné vazaného
Drpl (Otera et al., 2010).

Dalsi koreceptor, Fisl, je popsan hlavné v buiikach kvasinek, kde tvoii ohniska dé€leni a slouzi
k vazb€ Drpl na OMM. V sav¢ich bunkach funkce Fisl zatim neni zcela jasna a jeho deplece nevede
k inhibici lokalizace Drpl na OMM (Lee et al., 2004; Otera et al., 2010).

MiD49 — Mitochondrial dynamics protein 49 a MiD51 jsou dva ptibuzné proteiny. MiD49/MiD51
podobn¢ jako Mff vazi Drpl k OMM. Tyto proteiny vytvareji ohniska a krouzky, které mohou slouzit
jako leseni pro uchyceni Drpl. Diky rozdilu distribuce téchto dvou variant dochazi ke zménam
v morfologii mitochondrii (Palmer et al., 2011). MiD49/MiD51 vytvaii vazebné misto pro Drpl
nezavisle na Mff v misté kontaktu s ER. Pfi depleci jednoho ¢i druhého z téchto proteind dochazi
k poklesu frekvence déleni mitochondrii, ale ne k jeho uplnému zastaveni. To dokazuje, ze tyto dva
proteiny maji zastupnou funkci (Otera et al., 2016).

Existuje teorie, ze Fisl, Mff, a MiD49/51 se podileji na déleni mitochondrii nezavisle na sobé,
jejich funkce se alespoi ¢astecné prekryvaji a jsou tedy vzajemné do jisté miry zastupitelné (Loson et
al., 2013; Otera et al., 2016). Liu a Chan ukazuji, Ze zatimco MiD49/51 vazi Drp1 ve form¢ dimert, Mff
ma afinitu k oligomertim Drpl. Kazdy z proteinil tedy vaze jinou subpopulaci cytoplazmatického Drpl
(Liu and Chan, 2015). Nicméné¢ myslenku, ze jednotlivé proteiny kotvici Drpl do OMM pracuji
nezavisle na sob¢, narusuje jejich té€sna kolokalizace do ohniska d€leni. Pomoci FRET bylo ukdzano, ze
zminéné proteiny spolu navzajem interaguji a Ze jsou soucasti jednoho aparatu zajistujiciho déleni
mitochondrii (Elgass et al., 2015). Teprve dalsi vyzkum odhali nakolik proteiny vazané do ohniska

déleni spolupracuji a jak se jejich funkce lisi v zavislosti na tkanové specifité ¢i typu signalizace.

2.2.4 Dyn2 - Dynamin 2
Nedavny vyzkum (Lee et al., 2016) odhalil, Ze Drp1 neni jedinym proteinem z rodiny dynamind,
ktery se t€astni déleni mitochondrii. Esencialni pro zaskrceni mitochondriadlni membréany je Dynamin 2,

ktery byl dosud identifikovan v endocytické draze (Ferguson and De Camilli, 2012). Dyn2 se tcastni



procesu dé€leni az po jeho iniciaci pomoci Drpl. Prvné tedy dochazi ke koncentraci Drpl v misté déleni
a az poté k navazani Dyn2. Zda se, ze Drpl zazi primér mitochondrialniho tubulu, ale neni schopen
membranu zcela zaskrtit a mitochondrii rozdélit. K tomu slouzi pravé Dyn2. Pti depleci Dyn2 byly
pozorovany prodlouzené mitochondrie — neschopné se délit. Poskozeni ¢i nepfitomnost Dyn2 miize vést
k neurodegenerativnim porucham zahrnujicim i Charcot-Marie-Tooth syndrom (Gonzalez-Jamett et al.,
2014).

3 Apoptoza

Bunécna smrt miize mit nekolik forem, ale mitochondrialni dynamika hraje dtlezitou roli hlavné
pro regulovanou formu bunécné smrti zvanou apoptéza. Apoptdza je programovana bunééna smrt
zajistujici odstranéni nefunkéni ¢i nepotiebné bunky bez aktivace imunitni odpovédi a likvidace
odumfielé bunky beze zbytku. Je pfirozenym fyziologickym pochodem (nejtypictéjsim piikladem je
vyvoj nervového a imunitniho systému), ale také obrannym mechanismem pii napadeni organismu.
Deregulace apoptotickych drah je pti¢inou vaznych chorob — rakovinné buitky mohou byt vii¢i apoptoze
rezistentni, zatimco nadmérnd senzitivita k  proapoptotickym = signalim mulze  vést
k neurodegenerativnim porucham. Pfi apoptéoze dochazi ke zmensSeni objemu bunky, zahusténi
cytoplazmy, fragmentaci a kondenzaci chromatinu. Priivodnim jevem je tvofeni puchyikii na
plazmatické membrané a odSkrcovani ¢asti bunky - tvorba apoptotickych télisek (Elmore, 2007).
Umirajici butika vysila signdly, které slouzi jako chemoatraktanty pro fagocytujici buiiky. Jsou jimi
predevsim lysofosfatidylserin, fraktalin, ATP a sphingosin-1-fosfat (Ravichandran, 2010). Fagocyt
rozpoznava signaly apoptotické buitky mimo jiné¢ v podobe zvySené pfitomnosti fosfatidylserinu na
povrchu buiky (Bratton et al., 1997). Apoptoticka teliska jsou pak fagocytovdana a stravena
v lysosomech. Apoptdza miize byt spusténa vnéjSim nebo vnitinim stimulem. Vnéj$i zplsob spusténi
programované bunééné smrti je zavisly na TNF (tumor necrosis factor), FAS a TRAIL receptorech
v plazmatické membrané (death receptors), které po navazani ligandu aktivuji apoptotickou drahu
prostfednictvim kaspazy 8. Kaspazy jsou skupina cysteinovych protéaz, jejichz ¢ast se podili na iniciaci
apoptotické kaskady, ktera aktivuje vykonné kaspazy se Sirokou Skalou substrati podléhajicich
degradaci &i naopak aktivaci §tépenim. U¢inkem kaspaz dochazi mimo jiné k degradaci inhibitort
apoptdzy, aktivaci nukleaz a degradaci strukturnich proteind (Elmore, 2007).

Ve vnitini apoptotické draze hraji klicovou roli mitochondrie, a proto se ji v nasledujicich fadcich
budu podobnéji vénovat. Diky ucinku kaspazy 8 na BH3-only proteiny dochazi k provazani vngjsi a

vnitini apoptotické drahy a diky tomu k amplifikaci pro-apoptotického signalu (Li et al., 1998).



3.1 Vnitini apoptoticka draha

Programovana buné¢na smrt miize byt spusténa signalem pozitivniho i negativniho razu, tedy jak
proapoptotickou udalosti, tak oslabenim protiapoptotickych pochodi. Hlavnimi iniciatory
mitochondrialni apoptotické drahy jsou Bcl-2 proteiny. Mitochondrie poté spousti aktivaci kaspaz
uvolnénim cytochromu ¢ do cytoplasmy. Aby mohl byt cytochom ¢ z mitochondrie uvolnén, musi byt
permeabilizovana vnéj$i mitochondridlni membrana (MOMP — mitochondrial outer membrane
permeabilization) a musi dojit k otevieni cristae junctions. Cytochrom c¢ je poté soucasti

......

2014).

3.1.1 Piehled Bcl-2 proteinii

Proteiny Bcl-2 rodiny (z anglického B-cell lymphoma) jsou hlavnimi regulatory mitochondrialni
apoptotické drahy. Tyto proteiny obsahuji homologni domény, které jsou ozna¢ované jako BH 1-4 (Bcl-
2 homology domain). Proteiny Bcl-2 rodiny lze rozdélit do tii podskupin: antiapoptotické proteiny,
proapoptotické proteiny a proteiny obsahujici pouze BH3 doménu (BH3-only proteiny).

Antiapoptotické proteiny (Bcl-2, Bcl-2-related gene Al (Al také znam jako BFL1), Bcl-B,
BelxL, Bcl-w a Mcl-1) chrani integritu vnéj$i mitochondridlni membrany. Mezi proapoptotické
(efektorové) proteiny patii Bak, Bax a Bok. Bax a Bak pfi vazbé na OMM oligomerizuji a zpiisobuji
MOMP, a tedy vyliti cytochromu ¢ do cytosolu. BH3-only proteiny se d€li na piimé aktivatory (Bim,
Bid), které aktivuji efektorové proteiny a senzitizatory (Bad, Bik, Bmf, bNIP3, HRK, Noxa a Puma),
které se vazi na antiapoptotické proteiny a tim je neutralizuji (Czabotar et al., 2014). BH3-only proteiny
pouzivaji BH3 doménu k interakci s pro- nebo antiapoptotickymi proteiny. Ty maji ve své struktute

hydrofobni zlabek, do které¢ho se vaze amfipaticka BH3 doména (Hinds et al., 2007).

3.1.2 Mechanismus vnitini apoptotické drahy

Signalem pro zahajeni vnitini apoptotické signalizace miize byt poskozeni DNA (signalizace
p53), porucha v syntéze proteini (UPR — unfolded protein response), oxidativni stres (ROS — reactive
oxygen species), aktivace onkogenti nebo nedostatek signali pro preziti. Tyto signaly se pfenasi na
BH3-only proteiny, které moduluji aktivitu ¢lenti Bcl-2 rodiny. Hlavnim pfedstavitelem BH3-only
proteint je Bid, ktery je aktivovan S§tépenim (mimo jiné také kaspazami) a jeho aktivni forma (tBid)
zpusobuje oligomerizaci Bax a Bak v OMM.

Existuji dva modely, jak BH3-only proteiny mohou aktivovat Bax nebo Bak. Model pifimé
aktivace tika, Ze Bim a tBid se vazi ptfimo na Bax nebo Bak a zprosttedkovavaji jejich aktivaci. V
modelu neptimé aktivace se vazi BH3-only proteiny na antiapoptotické Bcl-2 proteiny, ¢imz neptimo
zpusobi aktivaci Bax a Bak (Kuwana et al., 2005). Pravdépodobné jsou mozné oba modely a funguji

spolecn¢ (Llambi et al., 2011).



Zatimco Bak je ve zdravé bunce umistén v OMM, ale svou apoptotickou funkci zastava az po
obdrzeni apoptotického stimulu, Bax je pfevazné cytosolicky a jeho aktivace zpasobi translokaci do
OMM. Bax ma jistou afinitu k OMM, ale je dynamicky udrzovan mimo mitochondrie pomoci Bel-xL,
ktery vyvazuje Bax z OMM zpét do cytosolu. ZvySeni koncentrace Bax na OMM pfi apoptdze mize
byt tedy zplsobeno jak aktivaci Bax, tak deaktivaci Bcl-xL. Béhem apoptézy BH3-only proteiny
zpusobuji oligomerizaci Bax a Bak, které pak vng&j$i mitochondridlni membranu permeabilizuji
(MOMP) (Czabotar et al., 2014).

Aktivace Bax (tedy spusténi apoptozy) je také zavisla na slozeni OMM. Integraci Bax do
membrany inhibuje membranovy cholesterol. Vyssi obsah cholesterolu v OMM tedy mizZe chranit
buiiku pred apoptoézou. Diky tomu pii apoptoze dochazi k vytvareni port v OMM, ale ne v plazmatické
membrané, kterd ma vys$si obsah cholesterolu nez membrana mitochondrialni (Christenson et al., 2008).
Naopak aktiva¢ni funkci mé cardiolipin — negativné nabity mitochondridlni fosfolipid. Bez jeho
pfitomnosti Bax nedokdze permeabilizovat membranu (Kuwana et al., 2002). Cardiolipin je mistem
vazby tBid a Drpl na OMM. Pro vazbu Bax do OMM jsou také dilezité sfingolipidy, pfedevsim ceramid
(Chipuk et al., 2012).

Mechanismus permeabilizace OMM proteiny Bax a Bak neni zcela jasny. Diky superrezolu¢ni
STED mikroskopii bylo zjisténo, Ze tisice molekul Bax tvofi prstencové titvary na OMM. Pfitomnost
prstencit Bax molekul vzdy korelovala s delokalizaci cytochromu ¢ z IMS (GroBe et al., 2016). Teorie
jsou tyto pory. Proto bylo navrzeno, ze pér je tvoten lipidovymi molekulami a jeho primér mize byt
vetsi. Jak jiz bylo feceno, Bax se vaze na sfingolipid ceramid, ktery se ucastni tvorby poru. Ceramid je
schopen tvofit pory v membrané dokonce i nezavisle na Bax (v umélych podminkach — v membranach
bez proteinové slozky, nicméné in vivo je zfejmé k aktivaci ceramidu Bax potieba). Tento sfingolipid
také vaze Bcl-xL, ktery inhibuje tvorbu ceramidového péru. Kvili interakci ceramdiu s Bel-2 proteiny
je t€zké urcit, zda apoptotickou MOMP zpuisobuje lipidicky ¢i proteinovy por (Chang et al., 2015).
zminény cytochrom c. Cytochrom c je protein respiracniho fetézce, ktery se nachazi v IMS. Protoze
IMM tvofi vnitini kompartmenty — kristy, ve kterych je cytochrom ¢ uvéznén, je nutné tyto struktury
rozvolnit, aby do cytosolu proniklo dostate¢né mnozstvi cytochromu c. K tomu slouzi systém remodalce
krist. Kdyz je cytochrom c uvolnén do cytosolu tvofi zde spole¢né s proteinem Apaf-1 a prokaspazou-9
apoptosom. Dochazi tak k aktivaci kaspazy 9 a ta poté aktivuje efektorové kaspazy 3 a 7. Z IMS dochézi
také k vylevu proteinti rodiny Smac/Diablo. Jedna se o proteiny vyvazujici IAPs (inhibitory apoptozy)
a prispivajici tak k propagaci apoptotické signalizace. Dal§imi proapoptotickymi faktory uvoliiovanymi

z IMS jsou nukleédzy, napt. AIF ¢i Endonukle4dza G (Elmore, 2007).



4 Vliv proteinii Bcl-2 rodiny na dynamiku mitochondrii

4.1 Bax aBak

Bax a Bak jsou proapoptotickymi ¢leny Bcl-2 rodiny. Jejich dopad na mitochondrialni dynamiku
je ale patrny i ve zdravych bunkach. Bax ma, kromé interakce s proteiny mitochondridlni dynamiky,
vliv také na pohyblivost mitochondrii (Sheridan et al., 2008).

Karbowski et al. studovali vliv Bax a Bak na mitochondridlni dynamiku pomoci Bax/Bak DKO
(double knockout) bunéénych linii. Mitochondrie Bax/Bak DKO mutantii byly zna¢né fragmentované,
ato ipfi inaktivaci Drpl pomoci dominantné negativni formy proteinu Drp1-K38A. Bax a Bak interaguji
s Mfn2 a zajiStuji jeho sprdvnou distribuci po OMM (Karbowski et al., 2006).

Také ze studia mutovaného Bax, ktery nebyl schopen tvofit oligomery, vychazi zavér, ze
rozpustény cytoplazmaticky Bax podnécuje mitochondrialni fuzi diky interakci s Mfn2 (Hoppins et al.,

2011).

4.2 Mcl-1

Ackoliv se Mcl-1 fadi mezi antiapoptotické proteiny, bylo zjist€no, Ze jednotlivé jeho sestiihové
isoformy se zasadné€ li§i svou funkci. Dlouhd varianta (Mcl-1L) se nachdzi v mitochondridlnich
membranach. V OMM ma antiapoptotickou funkci diky vazbé na Bax, Bak a Bid, ale nachazi se také
v IMM, kde se ucastni remodelace krist. Kratka isoforma (Mcl-1S) je cytosolicka a extrakratka (Mcl-
1ES) je lokalizovana v cytoplazmatické membran¢ a maji naopak proapoptotickou funkci. Kratké
isoformy Mcl-1 interaguji s dlouhymi a tvofi tak heterodimery, které neutralizuji funkce obou slozek.
Zda Mcl-1 podporuje ¢i tlumi apoptdzu zavisi na pomeru jeho sesttihovych variant. Vychyleni poméru
Mcl-1L/S na kteroukoliv stranu vede k apoptoze. Mcl-1 interaguje v OMM také s Drpl. SniZeni
mnozstvi Mcl-1L v OMM vedlo ke snizeni aktivity Drpl, a tedy k omezeni mitochondridlniho déleni.
Nicméné i buniky s takovymi mitochondriemi umiraly apoptdzou, coz potvrzuje, ze déleni zavislé na
Drp1 neni nutné pro apoptotickou kaskadu (Morciano et al., 2016). O uloze Drpl ve vnitini apoptotické
cesté pojednavam nize.

Mcl-1 ma vliv nejen v remodelaci krist, ale zda se, Ze ptisobi také profizné. Myocyty negativni
na Mcl-1 mély fragmentované mitochondrie s volnymi kristami. Mcl-1 neovlivituje pouze morfologii
mitochondrii, ale také oligomerizaci ATP syntdzy, ¢imZ je Gizce navazan apoptoticky aparat na respiracni
retézec. To nasvédcuje, Ze Bcel-2 proteiny hraji roli nejen v mitochondrialni apoptotické draze, ale také

v mitochondridlni dynamice a energetice (Perciavalle et al., 2012).

4.3 BclxL

Pii vys$si expresi Bel-xL mitochondrie Castéji fiizovaly a dochazelo tak k vySsi provazanosti

mitochondridlni sit¢ (Hoppins et al., 2011; Sheridan et al., 2008). Bcl-xL se vaze na Mfn2, ale také na
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Drpl a zvySuje jeho GTPazovou aktivitu. ZvySend exprese Bcl-xL vede k nardstu mitochondrialni
hmoty v neuronech (Berman et al., 2009).

Podobné jako Mcl-1, frakce Bcl-xL se nachazi také v kristach vnitini mitochondrialni membrany,
kde ptisobi na dychaci tetézec prostiednictvim ATP synthazy. Bel-xL téZ zabraiiuje prostupovani iontd

skrze IMM a stabilizuje tak membranovy potencial (Chen et al., 2011).

Z téchto a mnoha dalSich studii vyplyva, ze proteiny Bcl-2 rodiny jsou nejen kliCovymi hraci
v mitochondrialni apoptotické draze, ale jsou také dulezitymi faktory v udrzovani spravné
mitochondrialni dynamiky. Tato funkce ale nemusi byt zcela oddélena od permeabilizace OMM. Bax a
cBid podporuji puceni membrany a jeji ohybani, které mize tvorbu pord podporovat. Také neni
vylouceno, Ze se proapoptotické proteiny Bcl-2 rodiny pfimo tucastni apoptotické fragmentace

mitochondrii. Tvorba MOMP ziejmé tizce souvisi s mitochondrialni dynamikou (Bleicken et al., 2016).

5 Dynamika mitochondrii v apoptoze

Fragmentace mitochondrii je dlouho znamym fenoménem vnitini apoptotické drahy (Mancini et
al., 1997). Tohoto dé&je se castni proteiny mitochondrialni dynamiky a proteiny Bcl-2 rodiny. Ackoliv
je Drpl esencialni pro déleni mitochondrii, k apoptotické fragmentaci dochazi i v butikdch bez Drpl
(Sheridan et al., 2008). Fragmentace mitochondrii je také nezavisld na kaspazach (Oettinghaus et al.,
2016). Z jakého divodu k fragmentaci dochdzi v apoptoze a jaky je jeji vztah k MOMP jsou otazky zivé

diskuze.
5.1 Déleni mitochondrii v apoptéze

5.1.1 Role DRP1 v apoptéze

Po navazani Bax na OMM, ale jesté pted ztratou mitochondrialniho potencialu a MOMP, lze
sledovat zvyseni frakce Drpl vazané na vnéj$i mitochondrialni membranu. Divodem vSak neni zvySena
afinita Drpl k OMM, v apoptotické burice se Drpl vaze k OMM stéle stejné Casto jako v butice zdravé.
Ve zdravé bunce je ovsem Drpl z OMM opét vyvazovan a dynamicky se udrzuje jeho nizka koncentrace
v OMM. Po spusténi apoptodzy je schopnost Drpl vyvazovat se z OMM inhibovana (Wasiak et al.,
2007).

Cereghetti a kolektiv naopak ukazuji, ze vazba Drpl na OMM je zavisla na disipaci
mitochondrialntho membranového potencialu. SniZzeni membranového potencidlu v mitochondriich
vede k vypusténi Ca** z endoplazmatického retikula do cytosolu, kde aktivuje Ca?* dependentni
serinovou fosfatazu — calcineurin. Calcineurin defosforyluje Drpl na Ser637 a Drp1 tak zGstava vazany
v OMM. Buiiky produkujici inhibitor calcineurinu — PPD1 maji prodlouZené mitochondrie neschopné

déleni, protoze Drpl se bez fosfatazové aktivity calcineurinu nevaze do OMM. Mitochondrie takovych
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buné¢k nepodléhaji v apoptdze ani fragmentaci, ani vylevu cyt c. Translokace Bax a vylev Smac/Diablo
a AIF vsak zlstavaji neporusené (Cereghetti et al., 2010; Cereghetti et al., 2008).

Integrace Drpl do OMM je provazena také jeho SUMOylaci. Drp1 kolokalizuje s BAX na OMM
(Karbowski et al., 2002) a aktivace BAX/BAK zpiisobuje SUMOylaci Drpl, diky ¢emuz se Drpl
stabiln€ vaze na OMM (Wasiak et al., 2007). SUMOylaci Drpl provadi MAPL (mitochondrial anchored
RING-finger containing protein) s E3 ligdzovou aktivitou. SUMO stabilizuje oligomery Drpl v OMM.
MAPL také stabilizuje ER-mt kontakt a usnadiiuje mitochondrialni pf{jem Ca** z ER (Obr. 2) (Prudent
et al., 2015).

Snizeni hladiny Drpl zptsobuje oddéaleni vylevu cytochromu ¢ (Cassidy-Stone et al., 2008;
Estaquier and Arnoult, 2007). To vedlo k myslence, Ze déleni mitochondrii a proteiny zajist'ujici tento
proces jsou nezbytné pro propagaci vnitini apoptotické drahy. Bylo navrzeno, ze Drpl zajistuje
apoptotickou fragmentaci mitochondrii a propaguje tak vylev cytochromu c¢ (Frank et al., 2001).
Potvrzuje to také studie vyuzivajici nebunéénych membranovych struktur - liposomi (Montessuit et al.,
2010), situace v zivych bunkach vSak neni tak jednoznacna.

Na modelu liposomii se Drp1 jevi jako faktor schopny zahdjit oligomerizaci Bax v OMM. Drpl
se vaze na cardiolipin a je schopen remodelovat membranu za vzniku hemifiznich intermediatt, které
jsou mistem oligomerizace Bax a indukce MOMP. Pfi studiu liposomt byla vazba Drpl na membranu
nepostradatelna pro tBid stimulovanou oligomerizaci Bax. Tvorba hemifiiznich intermediati je
nezavisla na GTPazové aktivité Drpl, nicméné je zavisld na pfitomnosti ATP a to ne kvuli jeho
hydrolyze, nybrz kvili udrzeni Drpl ve spravné konformaci (Montessuit et al., 2010).

Vazbu Drpl na OMM a jeho polymerizaci pii apoptéze vyvolané staurosporinem (STS) lze
inhibovat pomoci mdivi-1, inhibitoru Drpl a mitochondrialniho déleni. Bylo zjisténo, ze mdivi-1 mize
potlacit apoptézu indukovanou STS diky inhibici MOMP — tedy zabranéni vylevu cytochromu c.
(Cassidy-Stone et al., 2008). Mdivi-1 ma mimo jiné protirakovinné ucinky. Byl zjistén synergisticky

Obr. 2 V apoptdze dochazi ke kontaktim ER a mitochondrii za ticasti MAPL, ktery
zarovenn SUMOyluje Drp1 a tim podnécuje apoptotickou fragmentaci mitochondrii

(Prudent et al., 2015).
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ucinek s cis-platinou. Nicméné tento ucinek byl patrny i v mySich embryonalnich fibroblastech
s vyfazenym Drpl. To poukazuje na dal$i mista u¢inku mdivi-1, predevsim replikaci DNA (Qian et al.,
2014). Ackoliv mechanismus G¢inku mdivi-1 neni zcela jasny, tato latka ma potencial v klinické praxi,
predevsim pii ochran¢ pfed nezadouci bunécnou smrti po reperfuzi ischemickych tkani (Wang et al.,
2014).

Jiné studie ukazuji, ze déleni mitochondrii v apoptodze je spise disledkem bunécné smrti nez jeji
pric¢inou. Mitochondrialni déleni zavislé na Drp1 je od apoptoézy dokonce mozné experimentalné oddélit.
K uvolnéni cytochromu c¢ do cytoplasmy a nasledné apoptdze doslo i v buikach s retikularnimi a
kondenzovanymi mitochondriemi. A naopak téz v bunkiach bez Drpl dochazi k fragmentaci
mitochondrii pii apoptédze (Sheridan et al., 2008).

Inhibice Drp1 pomoci RNA interference vedla k prodlevé ve vylevu cytochromu ¢ po vystaveni
apoptotickému stimulu. Inhibice Drpl tedy mtze apoptézu oddalit nikoliv vSak zcela zastavit a
nezabrani uvolnéni dalSich proapoptotickych proteinti, predev§sim Smac/DIABLO (Estaquier and
Arnoult, 2007; Grofle et al., 2016). Oddaleni apoptézy ale bylo pozorovano pouze pifi stimulaci
peroxidem vodiku (Oettinghaus et al., 2016) nebo aktinomycinem D (GroBe et al., 2016), pfi pouziti
jinych latek (staurosporin, thapsigargin) inhibice Drpl apoptozu neoddalila (Oettinghaus et al., 2016).

Drp1 ovliviiuje nejen Bax/Bak a MOMP, ale také piimo uvoliiovani cytochromu c. Cytochrom ¢
se v IMS vyskytuje ve formé solubilni a vazané ke cardiolipinu. Aby se mohl cytochrom c uvolnit
z mitochondrie pfi MOMP, musi byt nejdiive uvolnén z interakce s IMM. Peroxidace cardiolipinu
v IMM zpisobena tvorbou volnych radikalti komplexy dychaciho fetézce ma za nasledek uvolnéni
veskerého cytochromu ¢ do IMS a nasledné do cytoplazmy (Ott et al., 2002). SniZeni hladiny Drpl
zpusobi niz$i miru peroxidace cardiolipinu, tudiz hor$i uvolfiovani cytochromu c z mitochondrie.
Inhibice Drpl ma za nasledek také snizeni mnozstvi kratkych isoforem OPA1, které jsou zodpovédné
za remodelaci krist. Z toho diivodu dochazi ke zpozdéni vylevu cytochromu ¢, protoZe cristaea junctions
se bez Drpl neoteviraji (Otera et al., 2016).

Ackoliv nékteré vysledky naznacuji, ze Drpl je esencialni pro vnitini apoptotickou kaskadu
(Estaquier and Arnoult, 2007; Frank et al., 2001), bylo téz potvrzeno, ze apoptoza probiha i pii absenci
tohoto proteinu, a to véetn¢ fragmentace mitochondrii (Oettinghaus et al., 2016; Sheridan et al., 2008).
Lze tedy fici, Ze role Drpl pfi vylevu cytochromu ¢ je komplexni, a bude do znacné miry zaviset na
konkrétnich okolnostech, zda je tento protein pro indukci apoptoézy nezbytny ¢i ne.

Vysledky se lisi dle pouzité metodiky a z&visi mimo jiné na zptsobu inhibice Drpl a indukce
apoptozy. Mozna se prub¢h aktivace vykonné apoptotické drahy lisi v zavislosti na druhu apoptotického
stimulu. Pfi pouziti UV ozéfeni vysledky ukazuji, Ze Bax se vaze do OMM v misté vazby Drpl a Drpl
je tak nutny pro translokaci Bax do MOM a spusténi vnitini apoptotické kaskddy (Wang et al., 2015).
Naopak Otera pfi pouziti aktinomycinu D ukazuje, Ze translokace Bax do OMM a MOMP jsou na Drp1
zcela nezavislé (Otera et al., 2016). Oettinghaus dostava rozdilné vysledky pro rizné chemické latky

(Oettinghaus et al., 2016).
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Drpl ziejmé neni pro vnitini apoptotickou drahu za vSech okolnosti esencialni, ackoliv jeho
vyfazeni apoptozu zpomaluje €i Castecné inhibuje. V jaké fazi apoptdzy a na jaky podnét se Drpl vaze

do OMM stale neni zcela jasné.

5.1.2 Dyn2 v apoptéze

Podobné jako deplece Drpl, tak i deplece Dyn2 zptisobuje prodlevu ve fragmentaci mitochondrii
nasledkem indukce apoptozy staurosporinem. Mitochondrie v buiikdch po pfidani staurosporinu tvotily
prodlouZenou mitochondridlni sit, vylev cytochromu ¢ byl pozdrzen stejné tak jako vazba Bax na OMM

(Lee et al., 2016).

5.1.3 Fisl v apoptoze

Vétsi rezistenci vici apoptoze nez bunky s depleci Drpl maji buiiky bez Fis1 (Lee et al., 2004).
Fisl je potieba pro navazani Bax na mitochondrii. Pisobi tedy proapoptoticky. Jeho deplece zptsobi
inhibici aktivace apoptozy, zatimco jeho nadprodukce apotézu dokéaze spustit (James et al., 2003).

Fisl také interaguje s membranovym proteinem endoplazmatického retikula Bap31 a tento
komplex (pojmenovany ARCosom) mtize aktivovat prokaspazu-8 a spustit tak apoptdzu. Fisl indukuje
Stépeni Bap31, ¢imZ ho aktivuje. To zpiisobi vylev vapnikovych kationtli z ER. Vyliti Ca** do
cytoplazmy detekuje mitochondrie, ¢imz dojde k pienosu apoptotického signalu z ER do mitochondrie
a jeho amplifikaci. Pfi inhibici kaspaz a aktivaci ARCosomu nebyla pozorovana fragmentace
mitochondrii. PrestoZe se apoptotické signalizace ucastni proteiny mitochondrialni dynamiky, zda se,
ze proces déleni mitochondrii je od spousténi apoptdzy oddélen (Iwasawa et al., 2011). Pravdépodobné

muze byt funkce Fisl v indukci apoptdzy nezavisla na jeho funkci v déleni mitochondrii.

5.1.4 MiD49/51 a Mff v apoptoze

Kristy mitochondrii v buiikdch negativnich na MiD49/51 po stimulaci apoptézy neprosly
remodelaci — nedoslo kjejich otevieni. Naproti tomu buniky bez Mff se chovaly podobné jako
nemutované buniky. Jejich kristy ztracely lamelarni tvar a oteviraly se do IMS. MiD51 tedy ziejmé

propojuje Drpl s proteiny zajistujicimi remodelaci krist v apoptoze (Otera et al., 2016).

5.2 Proteiny mitochondrialni fize v apoptoze

Overexprese Mfnl oddaluje vylev cytochromu ¢ pomoci zamezeni N-koncové aktivace Bax (Ryu
et al., 2012). Také overexprese Mfn2 inhibuje apoptozu diky kolokalizaci Mfn2 a Bax/Bak do klastrt
b&hem apoptozy (Karbowski et al., 2002).

Souvisle s fragmentaci mitochondrii v apoptdze dochazi k potlaceni fuze. Funkce Mfn2 je zavisla
na solubilni frakci Bax a Bak. Pti apoptoze se tyto dva proteiny lokalizuji do OMM a nepodporuji tak
Mitn2 v jeho Cinnosti (Hoppins et al., 2011; Karbowski et al., 2006).
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Ackoliv mitochondrie se zvySenou pro-fuzni aktivitou vykazujici retikuldrni morfologii jsou vice
odolné vuci apoptotickym stimulim (Tondera et al., 2009), hyperfizované mitochondrie mohou také
zpusobit apoptozu. Deplece Drpl a Mff vede k inhibici déleni mitochondrii, které je potfeba pro déleni
bunek. Dochazi tak k zastaveni bunéného cyklu a spusténi apoptozy zavislé na kaspaze 8, ktera je
primarné soucasti vnéjsi apoptotické drahy (Westrate et al., 2014).

Naopak vyrazné naruSeni fluze vede pfekvapivé ke snizeni translokace Bax do OMM.
Fragmentované mitochondrie podléhaji MOMP mén¢ nez ty s normalni morfologii. Pokud nedochazi
k fuzi, neni skladba OMM v kazdé mitochondrii stejna a nékteré mitochondrie tak vazou Bax vice nez

jiné, coz mize vyrazn¢ narusit dynamiku apoptozy (Weaver et al., 2014).

6 Remodelace krist

Kristy jsou struktury tvofené vnitini mitochondrialni membranou spojené s mezimembranovym
prostorem jen uzkou tubularni strukturou (cristae junction). V kristach je lokalizovana naprosta vétsina
proteint oxidativni fosforylace, tedy i cytochromu c, ktery je kliCovym hracem v apoptoze (asi 85 %
veskerého cyt ¢ je v kristach). Pro uvolnéni tohoto cyt ¢ je zapotiebi kristy pfi apoptdze oteviit. Tento
dé€j zahajuje tBID (BH3-only ¢len BCL-2 rodiny). Pii solubilizaci vnéjs$i mitochondridlni membrany
digitoninem doslo k uvolnéni jen asi 16 % celkového cytochromu c, zbyly ziistal uzavieny v kristach
(Scorrano et al., 2002).

Remodelace krist se ucastni celd skupina proteini (Obr. 3), mimo jiné také MICOS
(mitochondrial contact site and cristae-organizing system). Organizuje se do klastrd, tvoficich
pravidelny vzor v kristach vnitini mitochondridlni membrany. V neptitomnosti MICOS nejsou kristy
schopny udrZet nativni strukturu a zhorSuje se funkce komplexii IIl a IV ucastnicich se oxidativni
fosforylace. Jadrem komplexu jsou podjednotky Mic60, Mic19 a Mic10. Proteiny komplexu MICOS
interaguji s proteiny na vnitini i vnéj$i strané¢ IMM. (Cogliati et al., 2016)

Hlavnim protagonistou remodelace krist v apoptdze je Opal. Opal uzavira kristy a brani tak
vylevu cytochromu c nezavisle na své funkci ve fizi mitochondrii (Frezza et al., 2006). PARL
(presenilin-associated rhomboid-like) proteaza stépi IOPA1 na krat$i mezimembranové isoformy, které
spoleéné stémi dlouhymi membranovymi uzaviraji cristae junctions (Cogliati et al., 2016).
Mitochondrie buné¢k s vyfazenym genem pro PARL mnohem snadnéji uvoliiovaly cytochrom ¢ do IMS
pti indukei apoptozy. PARL je tedy antiapoptotickym proteinem. PARL ale nema vliv na funkci OPA1
jako profizniho proteinu. Pii vyfazeni PARL mitochondrie stale fizovaly a vykazovaly normalni
morfologii (Cipolat et al., 2006).

UdrzZeni spravného poméru dlouhych a kratkych forem Opal je kliCové pro udrzeni tvaru
mitochondrii. Pfi detekci apoptotického stimulu BH3-only proteiny prostfednictvim Bax a Bak, ale
nezavisle na MOMP (Yamaguchi et al., 2008), aktivuji Omal proteazu, kterd $tépi lOpal a dochazi tak
k otevirani krist a vylevu cytochromu ¢ do IMS (Jiang et al., 2014). Ztrata Omal chrani bunku pted
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Obr.3 Remodelace krist je proces, kterého se ucastni fada proteini k tomu
specializovanych, ale také proteiny mitochondridlni dynamiky, Bcl-2 proteiny,

proteiny oxida¢ni fosforylace a membranové fosfolipidy (Cogliati et al., 2016).

apoptozou (Anand et al., 2014). Ackoliv je Stépeni Opal esencidlni pro otevieni krist, pro aktivaci
apoptosomu stac¢i malé mnozstvi cytochromu c¢ a remodelace krist tedy neni pro apoptézu nutna.
Nicméné ovlivituje jeji kinetiku a také diky vlivu na respiracni fetézec ma mirna overexprese Opal
protektivni ucinky. Overexprese Opal mimo jiné zplsobila pokles produkce ROS (Varanita et al.,
2015).

Opal tedy plisobi antiapoptoticky. Jeho deplece vede k nachylnosti bun¢k k apoptoze (Olichon et
al., 2006; Lee et al., 2004). Nicméné Sheridan et al. ukazali, Ze exprese Opal nejen nedokaze potladit
apoptdzu, ale dokonce apoptdzu spontanné vyvolava (Sheridan et al., 2008).

Provazani procesu remodelace krist s produkci ROS (reaktivni formy kysliku produkované
elektron-transportnim fetézcem) zajistuje ROMO1 (ROS modulator 1). ROMOI1 je protein vnitini
mitochondridlni membrany, asociovany s Opal, ktery je potiebny pro udrzeni integrity krist. ROMO1
v oxidativnim prostiedi (pti vyssi produkci ROS) oligomerizuje a tim je inaktivovan. Vzhledem k tomu,
ze ROMOI1 pisobi na Opal, ma pozitivni vliv nejen na udrZeni krist, ale také na fizi mitochondrii.
ROMOI1 zpisobuje oligomerizaci Opal, ktera zajistuje uzavieny tvar krist. Bez ROMO1 je narusena

integrita cristaca junctions a mitochondrie je tak nachylné;si k vylevu cytochromu c, tedy k apoptoze.
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Zda se, ze pravé ROMOI je spojkou mezi nefunkénim elektrontransportnim fetézcem a spusténou
apoptdzou (Norton et al., 2014).

Otera poukazuje na dulezitost vazby Drpl prostfednictvim MiD49/MiD51 do OMM pro
remodelaci krist. Buiiky bez genti pro MiD49/51 vykazovaly i po nastépeni IOpal na sOpal v ramci
apoptotické kaskady lamelarni tvar krist a byly chranéné proti vyliti cytochromu c (Otera et al., 2016).
To souhlasi s poznanim, ze v buiikach bez Drp1 nedochazi k vylevu cytochromu c (nebo dochazi k jeho
zpozdéni) (Cassidy-Stone et al., 2008; Estaquier and Arnoult, 2007; Otera et al., 2016). Spojeni Drpl
s remodelaci krist je také vyznamné v bézném fyziologickém déleni mitochondrii. Pfi zaSkrcovani
membran musi dochdzet také k remodelaci vnitini struktury a vztah mechanismu zajist'ujiciho déleni

mitochondrii s remodelaci krist se zda byt logicky (Otera et al., 2016).

7 Zavér

Ackoliv je vyzkum mitochondrialni dynamiky ¢asto ponékud oddélen od studia biochemickych
drah, oxidativni fosforylace a bunééné smrti, rozhodné se jedna o témata, ktera jsou velmi uzce
propojena. Tvar mitochondrii odrazi, ale také mize regulovat, jejich vitalitu a schopnost tvofit ATP. Ve
stresu dochazi k hyperfuzi mitochondrii a tim zvySeni jejich produktivity. Pokud ani toto opatieni
nezabrani poSkozeni, vysSle bunka signal k apoptdze. Bcl-2 proteiny zprostiedkovavaji informaci o
poskozeni mitochondrii a zahajuji sérii udalosti, které vedou do bodu, kdy uz buiika nemiiZze svou smrt
zvratit. Klicovou fazi je MOMP. Tvorba port je zavisla na translokaci Bax do OMM, popft. aktivaci
Bak, nicméné struktura samotného poru je otazkou diskuze. Bax je kolokalizovan v OMM s proteiny
mitochondridlni dynamiky a vzhledem ktomu, ze mitochondrie prochazi v apoptéze masivni
prestavbou, ucast proteinii mitochondridlni dynamiky na permeabilizaci membrany se pfimo nabizi.
Presto prevlada nazor, Ze tvorba apoptotického poéru ve vnéjsi mitochondridlni membrané je od
mitochondrialni fragmentace oddé€lena. Zda remodelace OMM usnadiiuje tvorbu porii nebo tvorba port
indukuje déleni mitochondrii neni zcela jasné. Samotna permeabilizace OMM je sice pro vykonani smrti
dostacujici, nicméné pro zvyseni efektivity uvoliiovani cytochromu ¢ je zapotiebi otevieni krist v IMM.

Pro hlubsi pochopeni fragmentace mitochondrii v apoptdze je nutno divat se nejen jak proteiny
mitochondridlni dynamiky ovliviuji apoptotickou kaskadu, ale také jak proteiny apoptotické kaskady
(Bcl-2 rodiny) reguluji dynamiku mitochondrii. V apoptoéze totiz dochazi nejen k aktivaci déleni
mitochondrii, ale také inhibici jejich fize. Bax a Bid jsou zfejmé samy schopny modelovat membranu.
Bcl-2 proteiny se dokonce tcastni remodelace krist. A¢koliv lze apoptotické déje a mitochondrialni
dynamiku experimentalné oddélit, jejich provazanost ve skuteCném organismu je nepochybna a
komplexni.

Popis studovanych déjti neni kompletni, na mnoho otdzek existuji rizné nazory podlozené
experimenty, které je, diky rozdilim v metodice, t€Zké srovnavat. VétSina poznatkd na poli

mitochondrialni dynamiky a permeabilizace OMM je zaloZena na studiu membranovych modelovych
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systémi. Vaéek imitujici mitochondrialni membranu umoznuje pokusy s omezenym pocétem
proménnych, coz pfispiva ke snadngjsi interpretaci vysledkt, avSak situace in vivo mlize byt znacné
odlisna. Vysledky se také 1isi v zavislosti na pouzitém zpusobu indukce apoptdzy a inhibice
zkoumanych proteinti. Dale je nutné pocitat s proménlivosti popisovanych d&jii mezi jednotlivymi druhy
tkani. Jak moc jsou tyto vlivy urCujici pro chovani mitochondrii v apoptéze a jak dobfe lze tedy
porovnavat studie, které se li§i pouzitymi metodami, neni znamo.

At uz se pro n&jaky z navrhovanych scénaii rozhodneme ¢i pracujeme s kombinacemi riznych
moznosti, 1ze ziskat alespon piibliznou pfedstavu o tom, jak k témto déjim dochazi. Zcela pfirozenou
otazkou ale je ,,Proc?.

Pro¢ dochazi k fragmentaci mitochondrii v apoptéoze? Na modelu lipidovych vesikuli bylo
zjisténo, ze Bax se vaze do vackli mensich nez 0,05 pm mnohem méné nez do vesikuld mimikujicich
velikost bézné mitochondrie (zde 1 pm) (Renault et al., 2014). Hyperfragmentace mitochondrii pfi
apoptotickém stimulu tedy mize byt mechanismem, jak eliminovat vazbu Bax do OMM a néslednou
permeabilizaci OMM. Dalo by se snad fici, Ze fragmentace mitochondrii je stresovou reakci na
apoptoticky stimul — snaha buné¢nou smrt jesté zvratit. P¥i indukci apoptozy pomoci vylevu Ca** z ER
byla pozorovana niz§i imrtnost bun€k se zvySenou expresi Drpl. Fragmentace mitochondrii zfejme
zpusobi, ze nekteré ¢asti mitochondridlniho retikula zlstanou od smrtelného pfilivu vapniku uchranény
(Szabadkai et al., 2004). Tuto teorii podporuje ndzor, Ze k fragmentaci mitochondrii dochdzi jesté pred
MOMP (Montessuit et al., 2010; Wasiak et al., 2007). Nicméné jini autoii podporuji opacnou
souslednost, tedy Ze dochazi nejdiive k MOMP a fragmentace mitochondrii je az nasledkem apoptozy
(Otera et al., 2016). Nizsi translokaci Bax do OMM fragmentovanych mitochondrii zaznamenali také
Weaver et al., ktefi ale pficinu vidi v heterogenit¢ distribuce jednotlivych mitochondrialnich
membranovych proteini (Weaver et al., 2014). Vétim, Ze k rozdilné distribuci membranovych proteind
dochazi v bunikach s depletovanymi Mfn1,2, ovSem pochybuji, Ze by akutni fragmentace mitochondrii
mohla chranit buiku pfed apoptézou stejnym zpisobem. Pozorovanou reakci na stres, ktery ale
nevyvolal apoptézu je naopak hyperfiize mitochondrii (Tondera et al., 2009). Tézko si dokazu
predstavit, Ze by ochranou proti stresu mély byt dva zcela protichiidné mechanismy. Mozna ale zalezi
na zpusobu indukce bunééné smrti, burika rozliSuje vice scénaii a podle toho je schopna volit svou
odpoveéd’ proti stresu.

Tvorba apoptotickych télisek vyzaduje segmentaci bunécného obsahu, a i mitochondrialni
retikulum je nutné rozdélit do vznikajicich bunéénych fragmentti. Rozpad mitochondrii by tak mohl byt
Cisté projevem degradace. Analogicky i d€leni bunky vyzaduje fragmentaci mitochondrii. Na druhou
stranu pri apoptoze jiz nezalezi, na rozdil od bunécného déleni, na rovnomérném rozdeleni mitochondrii
mezi vznikajici segmenty. Pokud ale slouzi fragmentace mitochondrii k lepsi manipulaci pti destrukci
buniky, nedochazelo by analogicky také k fragmentaci dalSich retikularnich organel, pfedevsim

endoplazmatického retikula? BohuZel, dynamika endoplazmatického retikula neni pfili§ studovana a
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nepodafilo se mi dohledat, zda a za jakych okolnosti se ER fragmentuje v apoptdéze podobné jako
mitochondrie.

Nejjednodussi odpovédi je asi rezignace na hledani ucelu a konstatovani, ze fragmentace
mitochondrii je zkratka nasledkem apoptotické kaskady. Drpl je v apoptoze vazan do OMM at’ jiz za
ucelem aktivace Bax, usnadnéni tvorby poérti nebo remodelace krist. To jsou vSechno dé€je pro vnitini
apoptotickou drahu nutné. Navazani Drpl na OMM proto miZe logicky vyustit v mitochondrialni
fragmentaci, i kdyz pro iniciaci apoptézy tato fragmentace nemusi byt rozhodujici. Snizeni
cytosolického Bax také zastavuje fuzi. Nasledna fragmentace mitochondrii je tedy pouze epifenoménem
apoptotické kaskady.

Zavérem lze tici, Ze vztah mitochondrialni dynamiky a apoptozy je velmi komplexni, a k jejimu
plnému pochopeni bude tieba dalsi vyzkum. V tomto ohledu by bylo velice zajimavé, kdyby se na urovni
jednotlivych proteinti Ucastnicich se mitochondridlni dynamiky podatilo, napf. pomoci cilené
mutageneze, oddélit jejich roli v mitochondridlni dynamice a v apoptdéze. Toto by bylo obzvlaste
relevantni v ptipadé Drpl a jednoznacné by to ukazalo, zda apoptdza a mitochondridlni fragmentace

jsou kauzaln€ propojené.
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