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2 Abstrakt

Oxidacni stres je zpusobeny nerovnovahou mezi produkei reaktivnich forem kysliku
(ROS) a bunécnymi antioxidacnimi mechanismy. Nizkd mira oxida¢niho stresu je pro buinku
prizniva, ale vysokd mira oxida¢niho stresu mtize vést k poskozeni bunéénych komponent a je
spojovana s rozvojem fady chronickych onemocnéni. Mitochondrie jsou hlavnim zdrojem
ROS v bunice a casto také prvnim cilem, ktery je negativnimi u¢inky oxidac¢niho stresu
zasazen. Tato prace poskytuje piehled soucasnych poznatkii o vlivu oxidac¢niho stresu na
mitochondrialni DNA, mitochondrialni membranovy potencidl, morfologii mitochondrii a
autofagii mitochondrii (mitofagii) u kvasinky Saccharomyces cerevisiae a sav€ich bunék, a to
véetné metod pro detekci mitochondridlniho membranového potencidlu, morfologickych
zmén mitochondrii a mitofagie. Detailni porozuméni roli mitochondrii za oxida¢niho stresu a
dostupné a citlivé metody pro detekci jejich zmén mohou vést k vyvoji terapeutickych
strategii pro 1é€bu nemoci spojenych s oxidaénim stresem, vcetné neurodegenerativnich

chorob, srdecnich onemocnéni, diabetu a rakoviny.

Kli¢ova slova: oxidacni stres, mitochondrie, ROS, mitofagie, membranovy potencial



3 Abstract

Oxidative stress is caused by an imbalance between the production of reactive oxygen
species (ROS) and the cellular antioxidant mechanisms. A low level of oxidative stress is
beneficial for the cell, but at higher levels, oxidative stress can cause damage to cellular
components and is associated with the development of several chronic diseases. Mitochondria
are the major source of ROS in the cell and often are the first target affected by the negative
effects of oxidative stress. This work provides an overview of the current knowledge on the
effects of oxidative stress on mitochondrial DNA, mitochondrial membrane potential,
mitochondrial morphology and mitochondrial autophagy (mitophagy) in the yeast
Saccharomyces cerevisiae and mammalian cells, including methods to detect mitochondrial
membrane potential, morphological changes in mitochondria and mitophagy. A detailed
understanding of the role of mitochondria under oxidative stress and accessible and sensitive
methods to detect their changes may lead to the development of therapeutic strategies for the
treatment of diseases associated with oxidative stress, including neurodegenerative diseases,

heart disease, diabetes and cancer.

Key words: oxidative stress, mitochondria, ROS, mitophagy, membrane potential
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5 Uvod

Oxidacni stres vznika pfi nerovnovaze, ve které ,,proces oxidace ptevazuje nad bunécnou
antioxidacni obranou kvili poruse redoxni signalizace* (*Ji and Yeo, 2021) a je zpisoben
pfedev§im reaktivnimi formami kysliku (ROS). Mitochondrie jsou hlavnim zdrojem ROS
v bunice a byvaji jednou z prvnich komponent bunky ovlivnénou ROS. Ovlivnény mohou byt
mitochondrie 1 cela builka a to positivné (tzv. eustres) a negativné (tzv. distres). Eustres
zahrnuje pfedevsim tzv. redoxni signalizaci, kde ROS modifikuji rizné proteiny a ovliviiuji
tak mnoho vyznamnych procesi v buiice. Naopak distres nastdvd pii nekontrolovatelné
zvysené koncentraci ROS, ktera vede k poSkozeni bunécnych komponent a v nékterych

ptipadech az ke smrti buiiky.

Tato prace shrnuje dosavadni poznatky o efektu oxida¢niho stresu na mitochondrie, a to
zejména na membranovy potencial mitochondrii, jejich morfologii a mitofagii u savcich
bunék i u kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Zaroven jsou popsany ruzné¢ metody detekce

téchto parametri, které oxidacni stres ovliviuje.

Zvysena produkce ROS vede ke snizenému membranovému potencidlu mitochondrii,
které jsou mensi, fragmentované a Casto ovalné. Nakonec jsou takové mitochondrie casto
degradovany mitofagii, aby se predeslo poSkozeni buiiky ¢i dokonce jeji apoptoze. Proteiny
ucastnici se mitofagie jako napf. Atg32 u kvasinek a Drpl u savct jsou regulovany ROS a
byla pozorovdna korelace mezi hladinou ROS a téchto proteini. Pfesny mechanismus

signalizace je ovSem piredmétem budouciho zkouméni.

V poslednich letech byly rozvinuty moderni, spolehlivé a uZivatelsky piivetivé metody
detekce morfologickych zmén mitochondrii vyuZivajici napf. umélou inteligenci jako je
MitoMo, ¢i MitoSegNet. Déle jsou k dispozici citlivé a rychlé metody vyuzivajici lipofilni
fluorescenéni barviva jako napt. TMRM, DiOC6(3) ¢i R123 na detekci membranoveho
potencidlu mitochondrii. Rovné€Zz pro vétsi spolehlivost méfeni membranového potencidlu
mitochondrii mohou byt vyuzity napf. fluorofory fungujici na mechanismu FRET, ¢i barvivo
JC-1, jez vyuzivaji pomér emisi dvou forem barviva. Pro detekci mitofagie u Saccharomyces
cerevisiae jsou Casto vyuzivany mitochondridlni proteiny oznacené fluorescen¢nimi proteiny
napt. GFP, mCherry ¢i biosensor Rosella, ktery obsahuje dva fluorofory rizné citlivé k pH a
sekvenci pro pfimou vazbu na mitochondrie. V savéich buiikdch je Casto vyuZzivana napf.

mtKeima nebo kombinace nékolika proteinli a jejich reakce na pH v lysozomu spojend se



zménou emise svétla. Rovnéz lze navrhnout celé transgenni organismy s expresi

fluorescencnich proteinid napt. mys mito-QC a pozorovat mitofagii in vivo v celych tkanich.

Dostupnost presnych a spolehlivych metod na detekci zmén v mitochondriich napomaha
detailnimu porozuméni mitochondrialnich funkci za oxida¢niho stresu. To mlize pomoci k
vytvoreni terapeutickych metod pro zmirnéni, ¢i dokonce vyléceni chorob s charakteristickym
zvySenym oxida¢nim stresem jako jsou napf. neurodegenerativni onemocnéni, srdecni

choroby, diabetes ¢i rakovina.



6 Oxidacéni stres

Koncept oxida¢niho stresu' jako ,,naruseni rovnovahy mezi oxidanty a antioxidanty ve
prospéch oxidantti* navrhl némecky lékai a védec Helmut Sies (*Sies 1985). Soucasna
definice oxidac¢niho stresu definuje oxidacni stress na ,stav, ve kterém proces oxidace
pievazuje nad bunécnou antioxidacni obranou kviili poruse redoxni signalizace (*Ji and Yeo,

2021).

Mezi oxidanty zptisobujici oxidacni stres patii predevsim reaktivni formy kysliku (ROS)
a reaktivni formy dusiku (RNS) viz kapitola 6.1. Plsobeni oxida¢niho stresu mize byt

v zavislosti na jeho efektu jak pozitivni (tzv. eustres), tak negativni (tzv. distres), viz obr. 1.
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Obr. 1: Pozitivni a negativni oxidacni stres v zavislosti na koncentraci ROS (zde koncentrace
peroxidu vodiku). Za fyziologickych podminek je udrzovana stala nizka hladina ROS. Mirné
zvySené hladiny ROS, predevsim napr. peroxidu vodiku, mohou positivné ovlivnit
metabolismus bunky a jeji odpovéd na stres. Pri priblizné SuM intraceluldrni koncentraci
ROS jiz dochazi k negativnimu oxidacnimu stresu a poskozovani bunécnych komponent (*Sies
a Jones 2020, upraveno).

! V geské odborné i védeckopopularni literatuie se vyskytuje vedle terminu ,,oxidacni stres* také termin
»oxidativni stres“. V této praci bude pouzivan vyhradné termin ,,oxidacni stres”, protoze se jedna o cCastéji
uzivany termin (konzultovéno v jazykové poradné Ustavu pro jazyk ¢esky AV CR).
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Pozitivni oxidacni stres je klicovy pro signalizaci v buiikdch nyni jiz specificky nazyvané
redoxni signalizaci. Mezi hlavni molekuly v redoxni signalizaci patfi napt. peroxid vodiku,
superoxidovy anion, oxid dusnaty nebo peroxynitrit. Tyto molekuly mohou napft. oxidaci,
nitraci, ¢i nitrosylaci reversibilné¢ a specificky modifikovat aminokyseliny (napf. cysteiny,
tyrosiny ¢i methioniny) proteinii a tim ovlivnit jejich funkci. Modifikované proteiny pak hraji
roli v proliferaci, diferenciaci, migraci nebo angiogenezi. Dale oxida¢ni stres napomaha pfi
odpovédi, ROS k likvidaci
mikroorganismt (*Sies a Jones 2020) (*Preiser 2012).

imunitni kdy fagocyty pouzivaji cizorodych castic a

Naproti tomu negativni oxida¢ni stres ma vliv v mnoha patologiich jako napf.
neurodegenerativni onemocnéni, rakovina, diabetes a dal$i (*Preiser 2012). Poskozuje
proteiny, lipidy, DNA i RNA. Po oxidaci mohou proteiny napft. ztratit svoji funkci (Machado
et al., 1991). U lipidi pak dochazi k tvorbé lipidovych hydroperoxidd, jejichz hromadéni
v membrané miiZze zpiisobit poskozeni az iimrti buiiky. Oxidace badzi v RNA a DNA pak vede

k mutacim (*Sies a Jones 2020).

6.1 Reaktivni formy kysliku a dusiku
Reaktivni formy kysliku a dusiku piedstavuji soubor radikalovych (molekuly s jednim ¢i

vice neparovymi elektrony) i neradikalovych molekul viz tabulka 1.

_I Reaktivni formy dusiku
Radikaly Neradikalové formy Radikaly Neradikalové formy
Superoxidovy (O,¢7) | Peroxid vodiku (H20,) | Oxid dusnaty (NO¢) Peroxynitrit (ONOO")
Hydroxylovy (OHe) Kyselina chlorna Oxid dusicity (NOz*) Alkyl peroxynitrit
(HCI1O) (ROONO)
Peroxylovy (RO2¢) 0z6n (O3) Kyselina dusita
(HNO>)
Alkoxylovy (RO¢) Singletovy kyslik ('0,) Nitroxylovy anion
(NO™)
Hydroperoxylovy Nitrylchlorid (NO,CI)
(HO»)

Tabulka 1: Rozdéleni reaktivnich forem kysliku a dusiku. R znaci alkylovou skupinu obsahujici
atomy uhliku a vodiku a ,,** znaci neparovy elektron (Dhawan, Veena. “Chapter 2 Reactive
Oxygen and Nitrogen Species: General Considerations.” (2019), upraveno).



6.1.1 Zdroje reaktivnich forem Kkysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS) mohou vznikat exogenné ptisobenim vnéjSich faktorii
nebo endogenné v buitkdch. Mezi exogenni zdroje ROS patii napt. piijem drog a toxickych
latek, zivot ve zneciSténém prostiedi, intoxikace tézkymi kovy, UV zafeni a jiné ionizacni
zafeni a psychicky stres (*Sies a Jones 2020). Mezi hlavni endogenni zdroje ROS pak patii

dychaci fetézec, oxiddizy NADPH a xantin-oxidoreduktazy.

6.1.1.1 Dychaci Fetézec

Dychaci fetézec se nachdzi na vnitfni mitochondridlni membrané, kde vytvari
protonovy gradient, ktery je vyuzivan na produkci energeticky bohaté molekuly ATP.
Protonovy gradient je vytvofen diky fad¢ transmembranovych proteinti — komplexy I, 11, Il a

IV, koenzymu Q a cytochromu c.

Prijaty kyslik je z vice jak 90 % redukovan komplexem IV na vodu piijetim Ctyf
elektronti bez vzniku ROS viz obr. 2. Ale kyslik, ktery neni takto redukovan na vodu, je
redukovan postupnou jedno-elektronovou redukci (viz obr. 2) za vzniku ROS diky unikiim
elektronil z elektronového transportniho fetézce (*Lushchak 2014). Primérnimi zdroji ROS

jsou komplex I, II a III a dal$i mitochondrialni enzymy viz obr. 3.

c -~ ¢ e
O 5 H202

0, HO® + HO

4e |4H"

g, H' (H')
H+

Obr. 2: Molekularni kyslik Ize redukovat prijetim ctyr elektronii a ctyr protonii na
dve molekuly vody. Alternativne, jednoelektronova redukce premeéni kyslik na
superoxidovy radikal (O:%), ktery prijetim dalsiho elektronu a dvou protonii tvori
peroxid vodiku (H>03). Redukci peroxidu vodiku vznika hydroxylovy radikal (OH*),
ktery prijetim dalsiho elektronu a protonu vytvari molekulu vody (*Lushchak 2014).
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Obr. 3 Mista v mitochondrii, ktera produkuji ROS. Na vnitini mitochondrialni
membranée (IMM) se nachdzi dychaci retézec. NADH a FADH> jsou produkty
Krebsova cyklu, jez poskytuji své elektrony na tvorbu protonového gradientu.
Protonovy gradient vyuziva ATP syntaza (komplex V) na tvorbu ATP. Tvorba
ROS se kromé komplexu I, Il a Il odehrava i na glycerol-3-fosfat
dehydrogendaze (GDPH) a dihydroorotat dehydrogendze (DHODH) na vnitini
membrané a monoamin oxidaze (MAQO) na vnéjsi mitochondrialni membrané
(OMM) (*Purohit, Simeone, a Lyssiotis 2019).

Vzniklé ROS mohou uvolnit Zelezo z proteinii obsahujicich zelezo-sirné (Fe-S) klastry
napt. z komplexu I, II a III dychaciho fetézce anebo z akonitdzy, coz je enzym Krebsova
cyklu (Sun et al, 2018) (Schoenfeld et al., 2017). Uvolnéné Zelezo se pak muze ucastnit
Fentonovy reakce, kterd zahrnuje pfeménu peroxidu vodiku v pfitomnosti dvojmocného
Zeleza na velice reaktivni hydroxylovy radikal (Mello Filho, Hoffmann, a Meneghini 1984).

ZjednoduSené schéma Fentonovy reakce lze zapsat rovnici:
H202 + Fe*" > OH+ + OH~- + Fe’*

Jelikoz je volné zelezo pro bunku toxické, vyskytuje se vazané v centrech rtiznych
protein (napf. v hemoglobinu) nebo je uloZeno v proteinu feritinu ve formé Fe** (Cook et al.,
1974). ZvySena koncentrace Zeleza vede k naruseni regulace Zeleznatych ionti a jejich Gcasti
ve Fentonové reakci. Peroxid vodiku nebo superoxidovy radikal (Sun et al., 2018) miize
reagovat i s Fe’" a vyvézat ho z ferritinu za vzniku Fe?*. Vznikly Zeleznaty ion se miize
ucastnit dalsi Fentonovy reakce (Wu et al., 1996). Dochazi tak ke kolob&éhu a produkci
hydroxylovych radikalli, které mohou byt pro buiiku fatalni.



6.1.1.2 Oxidazy NADPH

Oxiddzy NADPH jsou transmembranové enzymy, které transportuji elektrony ptes
plazmatickou membranu za redukce kysliku a tvorby ROS (superoxidového radikdlu nebo
peroxidu vodiku). Napftiklad savéi oxidazy NOX jsou klicové pii oxidacnim vzplanuti u
fagocytli a ovliviiuji napt. aktivitu fosfataz, kindz a vapnikovych kanalti (*Vermot et al.,
2021) a oxidazy DUOX jsou nepostradatelné pro biosyntézu hormont §titné zlazy (Moreno et
al., 2002). U jednoduchého eukaryotického organismu kvasinky Saccharomyces cerevisiae
byla rovnéz popsana oxiddza NADPH Ynolp, kterd tvoii az 20% celkové produkce ROS a

podili se na regulaci organizace aktinového cytoskeletu (Rinnerthaler et al., 2012).

6.1.1.3 Xantin oxido-reduktaza
Xantin oxidoreduktaza je enzym, ktery se ucastni katabolismu purinovych nukleotidi
a muze produkovat superoxidovy radikal a peroxid vodiku. ROS vzniklé produkci xantin

oxidoreduktazy zprostfedkovavaji napt. adhezi neutrofild v rdmci imunitni reakce (*Chung et

al., 1997).

Daéle za hypoxie v pfitomnosti nitritu mohou xantin oxidoreduktazy produkovat i oxid
dusnaty (Godber et al., 2000) a peroxynitrit (Godber et al., 2000), pfiCemz peroxynitrit byva
vychytavan kyselinou mocovou, ktera je také produktem xantin oxidoreduktaz (Squadrito et

al., 2000).

6.1.2 Zdroje reaktivnich forem dusiku
6.1.2.1 Syntazy oxidu dusnatého

Syntazy oxidu dusnatého (NOS) produkuji oxid dusnaty pii metabolismu
aminokyseliny L-argininu. Existuji tfi formy — nNOS (neuronalni), eNOS (endotelialni) a

iNOS (indukované) viz tabulka 2.

nNOS eNOS iNOS
Lokalizace Neurony Endotel (cévy) Makrofagy a bunky
hladké svaloviny
Vyuziti oxidu Komunikace mezi Regulace krevniho Obranné reakce —
dusnatého bunkami tlaku cytotoxicita

Tabulka 2: Syntazy oxidu dusnatého (*Forstermann a Sessa 2012).

Oxid dusnaty produkovany NOS méa ovSem mnoho dalSich funkci. Reguluje i

transkripci a translaci a mize vytvafet post-translaéni modifikace protein. Zaroven miize
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reagovat se superoxidovym radikdlem za vzniku daleko silnéjSiho oxidantu peroxynitritu

(*Forstermann a Sessa 2012).

7 Obranné mechanismy proti oxida¢nimu stresu

Jako obrana proti nadmérnému oxida¢nimu stresu slouzi antioxida¢ni mechanismy, jez
dokazi zneskodnit ROS a RNS. Tyto obranné mechanismy lze rozdé€lit na enzymatické a

neenzymatické a vyskytuji se jak v bunice, tak mimo ni (*Birben et al., 2012).

7.1 Enzymatické obranné mechanismy

Enzymatické obranné mechanismy zahrnuji pfedevs§im superoxiddismutdzy, katalazy a

glutathion peroxidazy.

Superoxiddismutazy (SOD) katalyzuji pfeménu superoxidového radikdlu na peroxid

vodiku (McCord a Fridovich 1969):
(02¢7) +(02¢) +2H" 2 Oz + H20;

Vyskytuji se ve vSech aerobnich organismech a podle kovového kofaktoru, ktery vazou se déli
na Cu/Zn, Fe, Mn a Ni SOD, pfi¢emz typ véazajici mangan (Mn) se nachazi v mitochondriich

(*Jomova et al., 2024).

Katalazy a glutathion peroxiddzy jsou enzymy, které se podileji na vychytavani
peroxidu vodiku (vzniklého napt. aktivitou SOD) a jeho rozkladu na kyslik a vodu.
Glutathion peroxiddza chrani membrany a lipidy za pouziti glutathionu coZz je silny

antioxidant, jenZ redukuje ROS (*Jomova et al., 2024).

Za zminku stoji 1 enzym thioredoxin peroxidaza V, jez dokaZe redukovat peroxynitrit

(Dubuisson et al., 2004).

7.2 Neenzymatické obranné mechanismy

Neenzymatické antioxidanty zahrnuji molekuly, jez si nase télo dokaze syntetizovat
samo jako je glutathion, ubiquinol a kyselina mo¢ova. Patii sem i ty, jeZ si neumime vytvofit a
musi byt pfijaty v potravé jako je napf. vitamin C, vitamin E a B-karoten (*Birben et al.,

2012).

Ackoliv je pfijem antioxidantll ve stravé dilleZity a mohou slouZit k prevenci pied

jistymi onemocnénimi (Boushehri et al,, 2011), jejich nadmérny piijem, napt. ve formée
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suplementtii, miize mit i negativni dopady vyplyvajici z poruseni rovnovahy mezi oxidanty a

antioxidanty (Zhang et al., 2021).

8 Efekt oxidacniho stresu na mitochondrie

Mitochondrie jsou esencidlni semiautonomni organely v eukaryotickych bunkéach.
Produkuji vétSinu energie pro buiikku ve form¢ ATP pomoci svého dychaciho fetézce viz
kapitola 6.1. Kromé tvorby ATP se v nich odehrava i Krebstv cyklus, beta-oxidace mastnych
kyselin, syntéza Fe-S klastrGi a hraji kli¢ovou roli v regulaci bunééné smrti. Jelikoz jsou
mitochondrie producentem ROS byvaji i prvni ¢asti buiiky, jez je zasazena jejich negativnimi

ucinky.

8.1 Efekt oxidacniho stresu na mitochondrialni DNA

Mitochondrialni DNA (mtDNA) je uzaviena kruhova molekula bez histoni upevnéna
k vnitini mitochondridlni membrané. Lidskd mtDNA koduje 2 ribozomalni RNA, 22
transferovych RNA a 13 proteinli dychaciho fetézce, jelikoz velkd ¢ast genli byla v pribéhu
evoluce pfemisténa do jadra (*De Giorgi a Saccone 1989). Kvili absenci ochranné vrstvy a
blizkosti dychaciho fetézce je mtDNA velmi nachylna na poskozeni oxidaci ROS (Yakes a
Van Houten 1997). Mitochondrie proto obsahuji opravné mechanismy pro opravu poskozeni
ROS, jako je napf. enzym 8-oxoguanine glykosyldza (viz kapitola 8.1.1), kterd odstrani
modifikovanou bazi (Takao et al., 1998). Pocet oxidovanych bazi v mtDNA je i pfesto 16krat
vetsi nez v jadre (Richter, Park, a Ames 1988).

V mtDNA zaroven dochdzi cCastéji ke zlomim, které mohou vést az k degradaci
mtDNA (Shokolenko et al., 2009). Tvorba zlomt a nasledna degradace mtDNA ovSem miize

slouzit jako ochrana pfed nadmérnou akumulaci mutaci zplisobenych ROS viz kapitola 8.1.1.

8.1.1 Baze modifikované reaktivnimi formami kysliku
Pfi reakci ROS s bazemi dochdzi k jejich modifikaci viz obr. 4. Mezi nejbéZnéjsi
produkt oxidace bazi patii 8-oxo-7,8-dihydroguanine, jenZ vznikd oxidaci hydroxylovym

radikalem.
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Obr. 4: Priklady modifikovanych bazi v mtDNA. Malondialdehyd a akrolein vznikaji pri
reakci hydroxylového radikalu nebo peroxynitritu s nukleotidy a lipidy. Vysledny M1dG pak
byl detekovan ve zvysené koncentraci u osob vystavenych karcinogennim latkam, jako je
azbest (Bonassi et al., 2017). Vétsina téchto modifikaci miize slouzit jako marker oxidacniho
stresu (*Huang, Chen, a Zhang 2020, upraveno).

Bézn4 mutagenni modifikace guaninu je 8-oxo-7,8-dihydroguanin (8-oxoGua), ktery
ovliviiyje 1 ¢teni sousednich pyrimidind polymerazou (Kuchino et al., 1987). Koncentrace 8-
oxoGua v mtDNA se zvySuje s vékem (Fraga et al., 1990). Enzym 8-oxoguanine glykosylaza
(OGGI) je zodpovédny za odstranéni této modifikované baze a nizkd aktivita OGGI1 v
mitochondriich byla zaznamenina u plicnich (Karahalil, Bohr, a Souza-Pinto 2015) a
prostatickych nadort (Trzeciak 2004). Kromé 8-oxoGua, odstraiiuje OGG1 i oxidované baze

FapyGua a FapyAde, které se hromadi v nepfitomnosti tohoto enzymu (Hu et al., 2005).

8.2 Efekt oxida¢niho stresu na morfologii mitochondrii

Morfologie mitochondrii mize vyznamné ovlivnit jejich funkci. Za fyziologickych
podminek mitochondrie €asto tvofi jednu souvislou mitochondridlni sit,, spiSe neZ osamocené
mitochondrie. Mitochondridlni sit' se nachazi predevS$im u metabolicky a energeticky
aktivnich bunégk jako jsou kardiomyocyty, jelikoZ umoziuje efektivnéj$i promichani obsahu a
zvySeni respiracni aktivity (Amchenkova ef al., 1988). Osamocené mitochondrie pak mohou
vznikat fragmentaci z mitochondridlni sité. Vysledna morfologie mitochondrii je tak zavisla

na dvou diilezitych mechanismech: §tépeni a fuzi.
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Stépeni a faze jsou diilezité mechanismy urcujici tvar, velikost a poc¢et mitochondrii viz

obr. 5. Stépeni zprostiedkovava protein Drpl (Dnmlp u kvasinek) a fuzi zprostiedkovavaji

proteiny Mfnl, Mfn2 a Opal. Proteiny Mfnl a Mfn 2 se nachdzi na vné&jsi mitochondrialni

membran¢, kterou fuzuji s dal$i mitochondrialni membranou pii kontaktu s jejimi fliznimi

proteiny (Santel a Fuller 2001), k fazi vnitinich membran pak slouzi Opal (Meeusen et al.,

2006). Protein Drpl se vyskytuje vcytosolu a je véazan proteinem hFisl na vnéjsi

mitochondridlni membranu k zaskrceni a odStépeni mitochondrie. Lokalizace $tépeni muize

byt uréena endoplazmatickym retikulem a jeho blizkosti k mitochondrii (Friedman et al.,

2011). Proteiny Stépeni a fuze se neucastni pouze tohoto procesu, napt. Opal se podili na

upraveé zahybu (tzv. cristae) na vnitini mitochondrialni membrané (Frezza et al., 2006).

" Piize vnitini mitochondridlni
membrany zprostfedkovina
interakci Opal a kardiolipinu

Obr. 5: Mitochondrialni Stepeni a
fuze.  Kardiolipin  (CL) je
fosfolipid, ktery interaguje s Opal
pri fuzi mitochondrii. Mfn je
souhrnné oznaceni pro  fuzni
proteiny Mfnl a Mfn2 (*Kameoka
etal., 2018, upraveno).

Oxida¢ni stres velmi ovliviiluje mitochondrialni morfologii. V bunkach HelLa a u

fibroblastii bylo detekovano zvySené Stépeni mitochondridlni sit¢ a shromazd’ovani

mitochondrii pobliz jadra po pfidani peroxidu vodiku a inhibitor dychaciho fetézce

(Pletjushkina et al., 2006). Stépeni mitochondrii by mohlo slouzit k odstranéni defektnich

mitochondrii, jez se $t€pi, dokud nevytvoii fragmenty dost malé na to, aby byly degradovany

mitofagii viz kapitola 8.4 (Pletjushkina ef al., 2006). Pozitivni ucinek této degradace potvrzuji

1 experimenty s mitochondriemi bez Drpl, bez kterého dojde k vytvofeni velkych

mitochondrii, které akumuluji ROS (Kageyama et al., 2012).
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Vliv peroxidu vodiku byl ukazan také u myoblasti. Zde doSlo postupné ke snizeni
membranového potencialu (viz kapitola 8.3), snizeni piijmu kysliku az kone¢né k fragmentaci

mitochondrii viz obr. 6.

Obr. 6: Mitochondrie myoblastit po
plisobeni oxidacniho stresu.
Mitochondrie jsou znaceny Cervené,
protein Drpl zelené. Kontrola vlevo
ma dlouhé vidaknité mitochondrie, které
tvori sit. Mitochondrie vpravo po 5
hodinach s 300uM peroxidem vodiku
jsou  fragmentované, malé a
zakulacené. Bile srafovany obdélnik
oznacuje zvétsenou oblast nize (Vyrez)
Meritko: 10um (Igbal a Hood 2014,
upraveno).

Kontrola Oxidacni stres

Myoblasty

Vytez

Dalsi moznosti, jak indukovat oxidacni stres je vysoce ucinny — nizko vykonny laser
HF-LP. Tato metoda je vysoce specifickd a umoziuje tak tvorbu ROS pfimo v mitochondriich
bez ovlivnéni jinych funkei buiiky. Vytvofené mitochondridlni ROS indukovaly Stépeni

mitochondrii diky inhibici fuze a navySené expresi proteinu Drpl (Wu et al., 2011).

Vytvoteni podminek hyperglykémie mize také vyvolat oxidacni stres a morfologické
zmény mitochondrii napf. u krysich myoblast a bun¢k jater. Vysoka hladina glukézy vede k
soucasn¢ k vysoké produkci ROS. Déle fragmentace mitochondrii vede ke zvysSené respiraci,
zvySeni membranového potencidlu a zvySené produkci ROS. Fragmentace je zde, spiSe neZ

produktem, producentem ROS (Yu, Robotham, a Yoon 2006).

Déle napft. starnutim bun¢k hnédé tukové tkdn€ mysi dochazi ke zvySené produkci ROS
a fragmentaci mitochondrialnich krist. Starnuti vede 1 ke sniZené hustoté, rozloze a velikosti
krist, zatimco mitochondrie se zvétSuji. Diky deformovanym kristdm maji mitochondrie
problémy s tvorbou ATP a dochézi k vyssi produkei ROS v dychacim fetézci. Mitochondrie se
pravdépodobné zvétSuji, aby kompenzovali nedostateCnou funkei krist, jejichz morfologie

byla poskozena (Crabtree et al., 2024).

Kvasinkové buiikky podléhaji oxida¢nimu stresu podobnym zplisobem jako savci.

Zajimavy je rozdil mezi tfemi kulturami: kontrolni, s peroxidem vodiku a starnouci viz obr. 7
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(*Breitenbach et al, 2014). Kontrolni kultura s mladymi buitkami ma slozitou zdravou
mitochondridlni siti. V mladé¢ kultute, do které byl pifiddn peroxid vodiku, dochazi
ke zmenseni a zakulaceni mitochondrii vlivem oxida¢niho stresu (Chelius et al., 2023).
Oxidacni stres je vysoky i u starnoucich bunék, takze zde jsou mitochondrie také malé a
kulaté (Volejnikova et al., 2013) (Jakubowski, Bilinski, a Bartosz 2000). Mitochondrie bun¢k

s peroxidem vodiku se ale mohou vréatit do ptivodniho stavu mitochondriélni sit¢ po ukonceni

oxidacéniho stresu.

WT, miadé bufky Obr.  7:  Kvasinkové  mitochondrie
vmladych  bunkach  po  pusobeni
oxidacniho stresu a ve starych bunkach
(zvetseni: 60x). Mitochondrie znacené
fluorescencnim  proteinem GFP. WT
oznacuje bunky kontrolni. Viditelny je
rozdil ve fragmentaci mitochondrialni sité
W, 5 prisdd -voeifia (*Breitenbach et al., 2014, upraveno).
;. f B
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8.3 Efekt oxida¢niho stresu na membranovy potencial mitochondrii

Mitochondrialni membranovy potencial (AY) je elektrochemicky gradient na vnitini
mitochondridlni membrané. Vytvaii ho protonovy gradient, jenZ je generovan proteiny
dychaciho fetézce, jeZ pumpuji protony do mezimembranového prostoru. Membranovy
potencidl pak stoji za vznikem ATP. Je proto dulezité udrZet jeho hodnotu na optimalni

hladiné.

Mitochondrie s nizkym membranovym potencialem maji nedostatecnou produkci ATP,
tim padem ztraceji vyznam pro buiku, jakoZto producenti energie. Nizky membranovy
potencial vede dokonce k pfiliS malé produkci ROS. Dochazi tak k naruseni redoxni

signalizace (viz kapitola 6), coz je pro buitku skoro stejné¢ nebezpecné jako oxidacéni stres
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(Rajasekaran et al., 2007). Takovéto mitochondrie podléhaji degradaci procesem zvanym
mitofagie viz kapitola 8.4 (Jin et al., 2010). Membranovy potencial tak miize byt definujicim

faktorem pro vybér defektnich mitochondrii ur¢enych k mitoféagii.

Za urcitych podminek dochdzi misto k mitofdgii pfimo ke smrti bunék s nizkym
membranovym potencialem napt. u PC12 bunék. Nizky membranovy potencial je zde
zpusoben ROS, jejichz produkce je zpiisobena interakcemi volnych kovovych ionti (napf.
volného Zeleza, ¢i médi) s peptidy AP (Amyloid beta) (*Cheignon et al., 2018), jez jsou
charakteristické pro Alzheimerovu chorobu. Jednou z pti¢in Alzheimerovy choroby je prave
zvysena umrtnost neuront, ktera mize souviset s nizkou hladinou membranového potencialu

mitochondrii (Zhang ef al., 2022).

Mitochondrie s pfili§ vysokym membranovym potencidlem maji zvySenou produkci
ROS, jez mohou byt pro buniku nebezpecné. Napiiklad zvySeni membranového potencidlu u
bun¢k krysiho srdce vedlo k produkci peroxidu vodiku (Korshunov, Skulachev, a Starkov
1997). Vysoky membranovy potencial a snim spojena 1 zvySena produkce ROS, je
nebezpecny pouze pokud trva déle (Gergely et al., 2002). Tvorba ROS je tedy zavisla na

membranovém potencialu mitochondrii.

ROS ovSem mohou ovlivnit stabilitu membranového potencidlu tim, Ze depolarizuji
membranu (Slodzinski, Aon, a O’Rourke 2008). U kardiomyocyti morcete dochazi pfii
zvysené produkci ROS a vycerpani glutathionu (viz kapitola 7) k depolarizaci mitochondridlni
membrany, coZz muze vést az k otevieni mitochondridlniho pdéru piechodné propustnosti.
Tento por se otvird pouze pii stimulaci napf. oxida¢nim stresem a vede ke kolapsu
membranového potencidlu mitochondrii a vypusténi apoptickych faktort do cytoplazmy
(Slodzinski, Aon, a O’Rourke 2008). Apoptické faktory, jako je cytochrom c, pak indukuji
signalizaci vedouci ke smrti buiiky. Otevieny por zarovenn umozni vypusténi dalSich ROS do

cytoplazmy a tim stimulaci produkce ROS okolnimi mitochondriemi (Zorov et al., 2000).

8.4 Efekt oxidacniho stresu na autofagii mitochondrii

Autofagie mitochondrii tzv. mitofagie slouzi k degradaci téchto organel v bunce.
Zahrnuje obaleni organely dvojitou membranou a tvorbu tzv. autofagozému, ktery nasledné
fuzuje s lysozomem nebo s vakuolou v ptipadé€ kvasinky Saccharomyces cerevisiae a organela
je degradovana. Mitochondrie byvaji vétSinou degradovany kvili jejich poSkozeni, ¢i

nepotiebnosti. (Frank et al., 2012).
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Membranovy potencial je jeden z faktort ovliviiujicich mitofagii. Prili§ nizky
membranovy potencidl zvySuje pravdépodobnost degradace mitochondrie kviali jeji
dysfunkcnosti (Jin et al, 2010). U sav¢ich bunék napt. svételnym ozafovanim doslo
k depolarizaci mitochondridlni membrany a indukci mitofagie, zatimco ostatni organely
zustaly neovlivnény (Kim a Lemasters 2011). Builkka mitofagii rovnéz eliminuje i

mitochondrie s pfili§ mutovanou mtDNA (Suen et al., 2010).

V mitofagii hraji dilezitou roli procesy $tépeni a flze mitochondrii viz kapitola 8.2.
Stépeni mitochondrii oddéluje zdravé a dysfunkéni mitochondrie, které naslednd podléhaji
mitofagii. Ulohu $tépeni v mitofagii ukazuje napf. nizkd exprese proteinu Drpl, pii které
dochazi k zvySené resistenci mitochondrii k ROS, jeZ nasledné vede k inhibici mitofagie (Mai
et al, 2010). Vyznamnou roli v mitofagii dysfunkénich mitochondrii, které maji nizky
mitochondridlni membranovy potencial maji proteiny Parkin a PINKI1. V odklizeni
nadbyte¢nych mitochondrii napt. za hypoxie se zase uplatiiuje protein FUNDCI1 (Chen et al.,
2024). Pro mitofagii u kvasinek je kli¢ovy protein Atg32 viz kapitola 8.4.1.

8.4.1 Efekt oxida¢niho stresu na mitofagii u kvasinek

V Saccharomyces cerevisiae receptorovy protein Atg32 interaguje s proteinem Atgll a
indukuje mitofagii. Za standartnich podminek nema ztrata proteinu Atg32 na mitofagii velky
vliv (Okamoto, Kondo-Okamoto, a Ohsumi 2009). Ale za stresovych podminek, napt. pfi
nizké hladiné glukozy dochazi k ovlivnéni Zivotaschopnosti kvasinek bez Atg32. Tyto bunky
maji krat§i délku Zivota a maji fragmentované mitochondrie s nizkym membranovym
potencidlem, nizkou spotifebou kysliku a zvySenou produkci ROS. ROS zde poskozuji
proteiny a lipidy aZz nakonec dochazi 1 k vypousténi cytochromu c z mitochondrii, coz

indukuje apoptozu (Richard et al., 2013).

Pti pfidani ethanolu, jenZ indukuje produkci ROS a mitofagii, k buitkam bez Atg32 a
Atgll doSlo knaruSeni stability mitochondridlni membrany a mitochondridlniho
membranového potencidlu (Jing et al, 2020). Dale u bun¢k bez Atg32 nebo Atgll za
nedostatecného zdroje dusiku dochazi k inhibici mitofagie defektnich mitochondrii. Tyto
defektni mitochondrie nésledné produkuji nadmérné mnozstvi ROS, coz vede k oxida¢nimu
stresu a posSkozeni mtDNA (Kurihara et al., 2012). Mitofagie zde tedy slouzi jako prevence

pfed oxida¢nim stresem dysfunkénimi mitochondriemi.
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Samotna exprese Atg32 a Atgll pak miize byt ovlivnéna hladinou ROS. Kvasinky v
ptitomnosti ethanolu, ktery dokdze indukovat mitofagii, maji zvySené hladiny peroxidu
vodiku a superoxidového radikalu, coz vede k navySeni exprese Atg32 a Atgll. Pfidanim
antioxidantl se snizi hladina ROS a exprese Atg32 a Atgll a dochazi k utlumeni mitofagie.
Zaroven pridanim blokatort antioxidacnich enzymt dochazi ke zvySeni hladiny ROS a
nadmérné expresi Atg32 a Atgll, a tim padem ke zvySené hladiné mitofagie. ROS tedy
ovliviuji mitofagii kontrolou exprese Atg32 a Atgl1 (Jing et al., 2020).

Zajimavy zpusob indukce oxida¢niho stresu je pouziti trichothecenovych mykotoxind,
jez se vyskytuji v obilovinach jako je oves, ¢i proso. Trichothecen piimo napada mitochondrie
a zpusobuje tak zvySeni produkce ROS. Mutantni buiiky bez proteinu Atg32 méli sniZzenou
zivotaschopnost a hromadily se v nich ROS. Buiky tak pomoci mitofagie pravdépodobné
odstranovaly trichothecenem poskozené mitochondrie, aby zabranily nadmérné produkci ROS

(Bin-Umer et al., 2014).

8.4.2 Efekt oxidacniho stresu na mitofagii u sav¢ich bunék

V savéich bunkdch vede mirné zvySend hladina ROS (napf. po pfidani peroxidu
vodiku) k mitofagii pomoci proteinu Drpl a slouzi k odstranéni dysfunkénich mitochondrii.
Naopak hladovéni zpiisobuje vysoce zvysenou hladinu ROS a zvySenou fizi mitochondrii.
Fuaze chrani pfed mitofagii a pomaha udrzet produkci ATP. U hladovéjicich bun¢k tedy byla
mitofagie pomoci Drpl nizkd. U bun¢k bez Drpl pak dokonce nedochazi k mitofagii viibec
ani vlivem mirného oxidac¢niho stresu peroxidem vodiku nebo vysokého oxida¢niho stresu pti

hladovéni (Frank ef al., 2012).

Dale mitofagie poSkozenych mitochondrii se snizenym membranovym potencialem,
jez je zavisla na proteinech PINK1 a Parkin, je iniciovana ROS. Po pfidani ionoforu, jenz
indukuje tvorbu poért v membrané mitochondrii a jeji néslednou depolarizaci, dochazi rovnéz
k uvolnéni velkého mnozstvi ROS. Po pfidéni antioxidantu, jenz vychytavd ROS, doslo
k vyraznému sniZeni mitofagie zavislé na PINK1 a Parkin proteinech. Podobné k indukci
mitofagie prispéla vyssi koncentrace ROS v buiice vyvolana nadprodukci napétove zavislého

aniontového kanalu 1 (VDACI) (Xiao et al., 2017).

Dilezitost ROS v regulaci mitofagie ukazuje také indukce mitofagie kadmiem
v my$im mozku. Kadmium je toxicky kov, jenz zplsobuje vyssi produkci ROS a mitofagii.

Pfidanim antioxidanti doslo k repolarizaci membranového potencialu, obnoveni ptivodniho
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mnozstvi mitochondrii, snizeni hodnot PINKI1 a snizeni asociace proteinu Parkin
s mitochondriemi. Ale pfi pfidani inhibitoru pro mitofagii nedoslo ke snizeni koncentrace
ROS, coz naznacuje, ze ROS indukuji mitofagii pomoci PINKI1 a Parkin diky snizeni
membranového potencialu (napf. pomoci otevieni mitochondridlniho poéru prechodné

propustnosti) a zméndm v koncentracich proteini PINK1 a Parkin (Wei ef al., 2015).

Produkce ROS v mitochondriich miize byt indukovéana napi. pomoci proteinu mtKR (z
angl. Mitochondrial Killer Red). Pfi ozéfeni laserem protein mtKR produkuje ROS. Kratce
zvySend koncentrace ROS od proteinu mtKR napodobuje signalizaci. Vzniklé ROS snizuji
membranovy potencial a nasledn¢ aktivuji mitofagii pres PINKI1 a Parkin. Zaroven je
zajimavé, ze dlouhé mitochondrie jsou vice rezistentni vici mitofagii diky zvySené odolnosti
na poskozeni zpisobené ROS (Wang et al, 2012). ROS se tedy u savct daji povazovat za
signalni molekuly, jez indukuji mitofagii pies procesy jako je napf. zména morfologie ¢i

zména membranového potencialu mitochondrii.

9 Metody pro kvantifikaci morfologickych zmén mitochondrii

Pro kvantifikaci morfologickych zmén je nejdfive nutné pofidit obrazky ¢i videa
mitochondrii mikroskopem. Nejcastéji se k tomuto tcelu pouzivaji fluorescencné oznacené
mitochondrie zaznamenané standartnim fluorescencnim mikroskopem se Sirokym zornym
polem nebo konfokalnim mikroskopem pro ziskani 3D obrazkt (Yin a Shen 2022). K detekci
mitochondrii je mozné také pouzit pokrocilé mikroskopické techniky umoZiujici
superrezolu¢ni zobrazeni jako napt. STED nebo SIM, které jsou ale Casové a financné

nakladné (Yang et al., 2020).

Mitochondrie se Casto znaci fluorescenénimi proteiny jako je napi. zeleny fluorescenéni
protein GFP nebo fluorescenénimi barvivy jako je napt. JC1 a TMRM viz kapitola 10. Byla
vytvofena 1 nova fluorescen¢ni barviva jako je napt. MitoESq-635, jeZ je odolnéjsi vici
fotonlim a U¢inné&ji se vaze k mitochondriim. MitoESq-645 byl pouzit napt. pro pozorovani
mitochondrialnich krist pii procesech §tépeni a fuze. K detekci byla pouzita superrozliSovaci
STED mikroskopie, coz umoznilo rozliSeni ~35 nm na rozdil od standartni fluorescenc¢ni

mikroskopie, jez ma rozliSeni ~300 nm (Yang et al., 2020).

K analyze ziskanych obrazka fluorescenéné znafenych mitochondrii se pak pouzivaji
ruzné softwary napt. McClatchey a kolegové vytvorili software, ktery dokaze zméftit délku,
Sitku, prostorové rozmisténi a umisténi mitochondrii ve fixovanych bunkach, jejichZ obrazky
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byly ziskany konfokalnim mikroskopem (McClatchey et al, 2016). Spravnost vysledka
softwaru byla potvrzena i subjektivnim pozorovanim a porovnanim s vysledky jinych studii.
Zde vyvinuty software je velice citlivy a poskytuje obecné vysledky (napt. primérna délka ¢i
Sitka), které 1ze méfit i pomoci jinych technik. Zarovenn umoznuje analyzu vétsiho mnozstvi
vzorkli a mize byt pouzit i na zivé bunky a jiné organely jako napt. Golgiho aparat nebo

endoplazmatické retikulum (McClatchey et al., 2016).

Dalsi moznosti kvantifikace morfologickych zmén mitochondrii je napt. vyuziti vefejné
dostupného softwaru Imagel/Fiji, ktery obsahuje fadu nastroji pro analyzu obrazu. Ten byl
pouzit na mitochondrie neurond, jez byly oznaceny fluorescen¢nim barvivem MitoTrackerem
a protilatkami. Piekryv obou barev slouzil k detekci mitochondrii, jez byly segmentovany
(odliSeni mitochondrii od pozadi) a nésledné analyzovany v Imagel/Fiji. Byly urCeny ctyti
hlavni parametry mitochondrii — pocet, velikost, tvar a parametr popisujici mitochondrialni sit’
(tzv. ,interconnectivity®), které byly vyuzity k dikladnému posouzeni mitochondridlni
morfologie. Pomoci tohoto pfistupu byly detekovany vyznamné rozdily mezi mitochondriemi

v téle neuronu a v jeho vybézcich. (Wiemerslage a Lee 2016).

Dale byl napf. vytvofen software MitoMo, ktery jako vstupni data pouZziva obrazky a
videa. Pomoci umélé inteligence pak umi popsat morfologicky typ mitochondrii (kulaté,
vlaknité a nafouklé), jejich texturu a pohyb a umi je analyzovat jak jednotlive, tak i jako celek
v ramci bunky. Diky porovndvani vzorkd se zdravymi buiikami dokaze detekovat i jinak
nedetekovatelné zmény v morfologii a pohybu. Zaroven dokazZe rozlisit bunécné typy pomoci
textury mitochondridlni sit€¢ napf. odliSit primarni lidské plicni fribroblasty (hPF) od bunck
lidské plicni nadorové linie (A549). MitoMo miZe byt pouzit na jakykoliv bunécny typ
s jakymkoliv barvivem cilenym na mitochondrie, 1ze ho dokonce pouZivat bez znalosti

v programovani a miiZze byt aplikovan i na jiné organely napf. lysozomy (Zahedi ef al., 2018).

Dalsi Casto pouzivany software je napt. MitoSegNet, ktery vyuziva umélou inteligenci
(tzv. hluboké wuceni vyuZzivajici slozitou vicevrstevnou neuronovou sit) k detekcei
morfologickych zmén mitochondrii, napt. u C. elegans nebo bun¢k HeLa. Jeho vyhodou je, ze
byl vyvinuty pro zpracovani 2D obrazii a umoziuje velice pfesnou segmentaci obrazu.
Soucéasti MitoSegNet je rovnéZz program, ktery umoziiuje kvantifikaci morfologickych
parametrd jako je napf. plocha, obvod, pomér stran a dalsi (Fischer et al., 2020). Dalsi

vyhodou MitoSegNetu je skutecnost, Ze pouzitou neuronovou sit’ je mozné pretrénovat pro
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detekci mitochondrii v jinych bunéénych typech napt. Saccharomyces cerevisiae (Vojtova et

al., v revizi) ¢i dokonce pro detekei jinych organel.

10 Metody detekce membranového potencidalu mitochondrii

Vyznamnymi ndastroji pro detekci membranového potencidlu jsou napi. lipofilni
fluorescen¢ni barviva. Barviva mohou volné difundovat pfes membrany a diky positivnimu
naboji se hromadi v mitochondridlni matrix dle hodnoty membranového potencidlu.
Mitochondrie s vys$§im membranovym potencidlem, tedy vice negativni v matrix, tak
nahromadi vice barviva a tim vydavaji silnéjsi signdl a vice versa. Fluorescence je pak opticky
detekovéna napft. fluorescenénim nebo konfokdlnim mikroskopem, ¢i pritokovou cytometrii
(Scaduto a Grotyohann 1999) (Mathur et al., 2000). Dalsi mozZnosti je pouziti selektivni
elektrody, jez detekuje koncentraci barviva a tim membranovy potencial mitochondrii (Kamo

etal., 1979).

Mezi lipofilni fluorescencni barviva, jez byla pouzita pro méfeni membranového
potencidlu mitochondrii napf. u buncék krysiho srdce patfi rhodamin 123 (R123),
tetrametylrodamin (TMRM) a tetrametylrodamin etyl ester (TMRE). Tato barviva mohou
meénit své vlastnosti (napt. emisni a excitacni spektra) v zavislosti na zménach membranového
potencidlu mitochondrii. Zmény byvaji indukovany i latkami jako je napf. m-chlorfenyl
hydrazon (CCCP), 2,4-dinitrofenol (DNP) ¢i FCCP. Tyto latky narusuji protonovy gradient a
snizuji membranovy potencidl mitochondrii, coz miize vést az k vypuSténi barviv z
mitochondrie. Jejich pouziti tak umoZiuje sledovani hodnot membranového potencidlu
mitochondrii v Case a kontrolu nad akumulaci barviv. OvSem 1 samotnd barviva mohou

negativné ovlivnit dychaci fetézec pii vySSich koncentracich (Scaduto a Grotyohann 1999).

Existuje né€kolik podminek, které mohou ovlivnit findlni méfeni membranového
sve toxicité k dychacimu fetézci, ¢i k zahlceni matrix pfi vysoké koncentraci. Rovnéz teplota
je dulezita jak pro optimalni akumulaci barviv dle potencidlu, tak pro intenzitu fluorescence
napf. intenzita fluorescence TMRM je ve 37 °C o 37,1% nizsi nez ve 22 °C. DalSim faktorem
je koncentrace mitochondridlnich proteind napt. nizkd koncentrace proteinii snizuje
akumulaci barviv a pfili§ vysokd koncentrace proteinli vytvaii ,,pozadi“ na detekované

fluorescenci (Scaduto a Grotyohann 1999).
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Stejna barviva byla pouzita i na detekci membranového potencidlu mitochondrii u tkani z
neporusen¢ho srdce. Tato metoda zde ale neni specifickd pouze pro mitochondrie a jejich
membranovy potencial, protoze akumulace TMRM a zména jeho emisniho a excitaéniho

spektra se objevuje jak v mitochondriich, tak v cytosolu (Scaduto a Grotyohann 1999).

Pro spolehlivé méteni urcitych bunéénych typa za specifickych podminek se pouziva i
barvivo JC-1. Toto barvivo ma dvé¢ formy — Cervenou a zelenou, které lze odlisSit podle
emitované fluorescence viz obr. 8. Zelend forma je monomerni a ma siln€j$i signal v
mitochondriich s nizkym potencidlem, zatimco Cervend forma vznika tvorbou agregatl v
mitochondriich s vyS$§im membranovym potencidlem. Pomér Cervené a zelené formy pak

koreluje s hodnotou membranového potencialu mitochondrii (Mathur et al., 2000).

Naptiklad u krysich kardiomyocyti byla srovnavdna schopnost detekovat zmény
membranového potencidlu po ptidani CCCP pomoci barviv JC-1, Rhol23, DiOC6(3) a
CMXRos. Barvivo JC-1 bylo jediné, které dokazalo detekovat depolarizaci indukovanou
CCCP. Ostatni barviva nedokazala detekovat zmény potencidlu ani po upravé koncentrace
nebo zméné latky ovlivitujici potencial z CCCP na FCCP. VSechna barviva vSak dokazala

rozlisit Zivé a apoptotické buitky (Mathur ef al., 2000).

. . . .
- . .

Obr. 8: Mitochondrie krysich kardiomyocytii znacené JC-1 pod konfokalni mikroskopem.
Nalevo je cervena (agregovana) forma, uprostied je zelend (monomerni) a napravo jsou obé
formy, kde Zluta barva znaci spolecnou lokalizaci obou signalu (Mathur et al., 2000).

Podobnym zptsobem byly zkoumany i specidlni lidské buiiky, u kterych DiOC6(3)
dokazal detekovat depolarizaci pomoci FCCP, na rozdil od Rod123, ale s mensi citlivosti nez

JC-1. Barviva DiOC6(3) a Rod123 ovSem nedokazali detekovat depolarizaci valinomycinem,
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coz ukazuje spolehlivost JC-1 pii méfeni zmén potencidlu pomoci chemikalii u této bunécné

kultury (Salvioli et al., 1997).

Fluorescence DiOC6(3) ovSem mize byt ovlivnéna i piiddnim KCl beze zmény
v membranovém potencidlu mitochondrii. (Salvioli et al, 1997). Stejné tak se muze
fluorescence Cervené formy JC-1 meénit nezavisle na membranovém potencialu mitochondrii
napf. pifi pfidani peroxidu vodiku (Chinopoulos, Tretter, a Adam-Vizi 1999). Casova
narocnost na dosazeni rovnovazného rozprostfeni u Cervené formy je také jeji nevyhodou
(Mathur et al., 2000). Na podobném principu Cervené a zelené formy fluorescence jako JC-1
funguje i napt. komeréni MITO-ID kit, ktery je ale 10x citlivéjsi nez JC-1 a diky lepsi

vvvvvv

potencidlu zivych bun¢k (Kaczmarek, Wronska, a Bogus 2023).

Dalsi moznosti pro sledovani membranového mitochondridlniho potencidlu je napf.
vyuziti mechanismu Forsterova rezonan¢niho pienosu energie FRET (zangl. Forster
Resonance Energy Transfer). Mechanismus FRET je zalozen na tésném kontaktu dvou
fluoroforti, zde donoru G-1 a akceptoru MTR-1. Po excitaci vnéj$im svételnym zdrojem miiZze
donorovy fluorofor pienést svou energii na akceptorovy fluorofor, ktery absorbuje tuto energii
a emituje svétlo o jiné vlnové délce. Za standartnich podminek jsou v zivych bunkéch oba
fluorofory navazané na mitochondrie a buiniky vykazuji silnou cervenou fluorescenci
akceptoru MTR-1. Pii ztrat¢ membranového potencidlu (napt. po plsobeni CCCP nebo
peroxidu vodiku) dochazi k premisténi akceptoru MTR-1 na RNA a donoru G-1 na jiné
organely. Bunky v tomto ptipad€ vykazuji silnou zelenou fluorescenci donoru. Potencidl je

nasledné zméfen pomérem emisi G-1 a MTR-1 a udava spolehlivéjsi hodnoty neZ méteni

emise jednoho barviva (Sun, Tian, a Lin 2020).

Tetrafenylfosfonium (TPP) je dalSi barvivo pouzivané pro meéfeni membranového
potencidlu mitochondrii. TPP bylo pouzito napt. u Saccharomyces cerevisiae pti zkoumani
zmén membranového potencialu mitochondrii v zavislosti na pyrofosfatu a ATP. Ac¢koliv je
TPP jedna znejcitlivéjSich metod na detekci membranového potencidlu, mize se na
mitochondrie vézat i nespecificky (Pereira-da-Silva et al., 1993). Krom& TPP lze u
Saccharomyces cerevisiae pouzit i1 napt. barvivo DiOC6(3). Pfi nizkych koncentracich se
DiOC6(3) u Saccharomyces cerevisiae specificky vaze pouze na mitochondrie a umoznuje i
citlivou detekci zmén membranového potencidlu mitochondrii napf. pii naruSeni dychaciho
tetézce (Petit et al., 1996).
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11 Metody detekce mitofagie u Saccharomyces cerevisiae

Mitofagie slouzi k odstranovani nadbyteénych ¢i  nefunkénich  mitochondrii
v eukaryotickych bunkach. Pro detekci mitofagie u Saccharomyces cerevisiae se vyuzivaji
pfedevS§im mitochondrialni proteiny oznafené fluorescenénim proteinem napi. GFP nebo
mCherry. Jako ptiklad 1ze uvést protein DHFR, ktery se nachazi v mitochondrialni matrix a
ma na svém C-konci navazany protein mCherry. Pii mitofagii dochazi k degradaci DHFR-
mCherry ve vakuole a uvolnéni mCherry. Fluorescence mCherry ve vakuole muize byt
sledovana pomoci mikroskopie a vakuoly mohou byt v kvasince identifikovany pomoci tzv.
diferencidlniho interferen¢niho kontrastu (DIC) nebo oznaCeny fluorescencné. Detekce
pomoci mikroskopie ale neumozituje kvantitativni analyzu mitofagie. Pro semikvantitativni
analyzu se vyuziva metoda Western blot, pii které je pomoci protilatek detekovan jak cely
fazni protein, tak jeho zkracena forma po degradaci ve vakuole. V tomto pfipadé se vyuziva
skute¢nosti, ze fluorescencni protein dopraveny do vakuoly je odolny vic¢i degradaci
vakuolarnimi protedzami (Kondo-Okamoto et al., 2012) (Eiyama et al., 2024). Nejc€astéji jsou
pro tento typ analyzy vyuzivany fuzni proteiny s GFP, které po degradaci ve vakuole
poskytuji 27 kDa fragment. Mezi tyto proteiny patii napf. protein Om45 ¢i Idhl u
Saccharomyces cerevisiae. Pii degradaci téchto proteinii ve vakuole pifi mitofagii dochéazi
k uvolnéni GFP. GFP je ve vakuole relativné stabilni a byvd zni vétSinou uvolnén bez
poruSeni. Pomoci Om45-GFP a Idh1-GFP bylo napt. zjiSténo, Ze dojde k zastaveni mitofagie

u bunék bez proteinu Atgl,2,4,6-16,18 a 32 (Kanki, Kang, a Klionsky 2009).

Dalsi metoda pro detekci mitofagie u kvasinek je stanoveni enzymatické aktivity
alkalické fosfatazy Pho8A60, kterou lze pouzit pro kvantitativni analyzu. Alkalicka fosfataza
je transmembranovy protein, jenz je flzovan s proteinem Cox4 ve vnitini membrané
mitochondrii. Alkalicka fosfatdza ma na svém C-konci peptid, jenZ brani jeji aktivité. Pfi
mitofagii dochazi k odstranéni tohoto peptidu ve vakuole a aktivaci fosfatazy. Za standartnich
podminek je aktivita fosfatdzy nizka, diky tomu aktivita Pho8A60 koreluje s intenzitou

mitofagie (Yao, Liu, a Klionsky 2017).

Casto pouzivany je je§té napf. mitochondrialni fluorescenéni reportér Rosella (Zeinoun,
Teixeira, a Barascu 2024). Reportér Rosella je slozen z N-koncové sekvence, ktera zajistuje
vazbu na mitochondrie a dvou fluorescencnich proteini — ¢erveného a zeleného — pificemz
zeleny je deaktivovan v kyselém pH napi. ve vakuole u Saccharomyces cerevisiae. Pti

mitofagii tak dochézi ke sniZzeni poméru mezi zelenou a €ervenou fluorescenci a vznika oblast

25



pouze s ¢ervenou fluorescenci. Pro potvrzeni umisténi vakuoly se mtze pouzit CMAC-Arg,
coz je barvivo, jez se vaze na vakuolu a vyzatuje svétle modrou fluorescenci. Touto metodou
byl pozorovan napt. vliv Atg3 na mitofagii, pficemz jeho delece vedla k zablokovani
mitofagie. Vyuziti Roselly je jednoduché a ziskani vysledka je relativné rychlé (Mijaljica,
Prescott, a Devenish 2011). Krom¢ Saccharomyces cerevisiae 1ze Rosellu aplikovat i na
tvorbu transgennich organism napt. Caenorhabditis elegans se znaCenymi svalovymi

bunkami téla (Fang et al., 2017).

12 Metody detekce mitofagie u savéich bunék

Pro detekci mitofagie v sav¢ich bunikach miiZze byt vyuZita napf. transgenni my$ mito-QC
viz obr. 9. Zde je fluorescencni protein mCherry spole¢né¢ s GFP navazan na protein FIS1,
jenz se nachazi na vnéjsi membrané mitochondrii. V ustadleném stavu lze pozorovat zlutou
fluorescenci (piekryv Cervené a zelené). Pii mitofagii dochazi k rozstépeni proteini v
lysosomu, zde ziistdva fluorescence mCherry stabilni ve formé cervenych teCek, jez lze
kvantifikovat, zatimco zeleny signdl GFP je utlumen pfili§ kyselym pH. Tato technika
umoziuje vizualizovat najednou mitofagii i morfologii mitochondrii in vivo v jednotlivych

bunkach, a dokonce v nékolika organech napf. v srdci ¢i ledvinach (McWilliams et al., 2016).

WP (o Obr 9 Schoma

gen pro mCherry-GFP-FIS1 konstruktu pro pripravu

v transgenni mysi mito-

OC a zpusob, jakym

funguje detekce pomoci

vloZenych genil

mCherry a GFP

(McWilliams et al,
2016).

mito-QC transgenni mys

Mitochondrie v cytosolu Lysozomy

(mCherry+ GFP+) (mCherry+ GFP-)

K detekci mitofagie lze také pouzit protein LC3 s navazanym EGFP, coz je vylepSena
varianta GFP se silnéjSim zafenim. EGFP-LC3 se nachdzi ve vnéj$i 1 vnitini membrané
autofagozoému, ktery slouZzi k pohlceni mitochondrii pfi mitofagii. Mitochondrie jsou znaceny
cervenym fluorescenénim barvivem Mito-Tracker Red. Pohlcenim mitochondrii

autofagozémem dochazi k prekryvu zeleného a cerveného signalu, coz znaCi mitofagii.
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Zeleny signal EGFP ovSem zmizi po fuzi autofagozomu s lysozomem kvili pfili§ nizkému
pH. Piekryvem téchto fluorescenc¢nich signalli nelze kvantitativné vyhodnotit mitofagii. Déle
muze dochdzet i k faleSnym positivnim vysledkim kvili agregaci LC3 v mistech, kde
nedochazi k mitofagii (Liu et al., 2022). EGFP lze pak spole¢né s mCherry vyuzit pro detekci
mitofagie napf. v buiikkach slinivky bfisni v transgenni mySi CMMR (z angl. Conditional
Mitochondrial Matrix Reporter) u bunck slinivky bfisni, kde detekce mitofagie funguje na

podobném principu jako u mysi mito-QC (Aoyagi et al., 2023).

Dalsi fluorescencni protein, ktery je mozné vyuzit pro studium mitofagie v sav¢ich
bunikach je protein mt-Keima, jenz se specificky vaze na mitochondrie. Excita¢ni vinova
délka mt-Keima je 440 nm pfi neutrdlnim pH, kdy dochdazi k zelené fluorescenci a 586 nm pfti
kyselém pH, kdy dochazi k ¢ervené fluorescenci. Diky zavislosti excitacnich vinovych délek
na pH lze pfesné detekovat, kdy dochazi k mitofagii (Liu et al., 2022). Jeho pouziti ovSem
neni limitovano pouze na samostatné buiiky. Lze vytvofit cely organismus produkujici tento
protein napf. transgenni mys s proteinem mt-Keima a néasledné pozorovat mitofagii v ramci
tkani viz obr. 10. OvSem protein mt-Keima lze spravné vizualizovat pouze v zivych buiikach a
cerstvych preparatech, jelikoz pti fixaci tkani dochazi ke snizeni stability proteinu mt-Keima a

sniZzeni pH gradientu v rdmci lysozomu (Fang et al., 2017).

Zelend mtKeima Cervena mtKeima Prekryv

Obr. 10: In vivo detekce mitofagie pomoci mt-Keima v transgenni mysi. V hornim radku jsou
ukazany bunky jater a ve spodnim buiky mozecku (véetné Purkynovych bunék) (Fang et al.,
2017).
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13 Zavér

V této praci jsem shrnul dosavadni poznatky o vlivu oxidac¢niho stresu na mitochondridlni
DNA, morfologii mitochondrii, membranovy potencial a mitofagii spole¢né¢ s
vyuzivanymi metodami pro detekci téchto parametri. Oxidacni stres vede k depolarizaci
mitochondrialniho membranového potenciadlu, k fragmentaci mitochondridlni sit¢ az
k mitofagii, ktera miize byt piimo regulovana pravé hladinou reaktivnich forem kysliku neboli
ROS (z angl. Reactive Oxygen Species). Mitofagie je ovlivnéna i morfologii mitochondrii
napt. dlouhé mitochondrie vykazuji vy$$i odolnost vi¢i mitofagii, nebo membranovym
potencialem, jehoz velké snizeni vede k mitofagii. Detailni mechanismy, jakymi ROS
ovliviiuji mitofagii a morfologii mitochondrii spole¢né se zapojenim proteinil St€peni a fluze
jsou zatim znadmy pouze Ccastetn¢ a vyzaduji hlub$i prozkoumani. Osvétleni téchto
mechanismi by pak mohlo pfinést nové moznosti pro 1é¢bu riznych chorob zpusobenych

pravé ROS a dysfunk¢énimi mitochondriemi jako jsou napf. neurodegenerativni nemoci.

Pro kvantifikaci morfologickych zmén mitochondrii u sav¢ich bunék 1 u Saccharomyces
cerevisiae se vyuzivd kombinace mikroskopickych technik jako napf. fluorescencni,
konfokalni ¢i superrezolucni mikroskopie a modernich metod pro analyzu obrazovych dat
jako je napt. MitoMo ¢i MitoSegNet. Ty vyuzivaji umélou inteligenci a poskytuji pfesnou,
detailni a automatickou analyzu fluorescen¢nich dat. Diky tomuto pfistupu lze mimo jiné
detekovat morfologické zmény mitochondrii, které nejsou detekovatelné prostym vizudlnim
pozorovanim a prohloubit naSe poznani o vlivu morfologie mitochondrii na jejich funkci za

ruznych podminek v riznych typech bunék.

Nejvyuzivangj$i metodou pro detekci membranového potencidlu mitochondrii u savet 1
Saccharomyces cerevisiae jsou lipofilni fluorescencni barviva jako je napt. R123, TMRM, ¢i
JC-1, jez se akumuluji v zavislosti na hodnotdich membranového potencidlu. Preferované
vyuzivané barvivo se pak méni v zdvislosti na bunééném typu a podminek zkoumani. Ve
vysledku je tedy dobré peclivé vybrat spravné barvivo, ¢i komercni kit pro nase zkoumani.
Komerc¢ni kity byvaji ovSem cCasto cenové ndkladnéj$i. Vyuziti kombinace né€kolika barviv
pak muize byt spolehlivéjsi a cenové vyhodnéj$i metodou pro ziskani jistych a spravnych

vysledkd.

Metody pouzivané pro detekci mitofagie u Saccharomyces cerevisiae a sav¢ich bunék

funguji na podobnych principech ve vyuziti fluorescenné znacenych proteint a jejich zmeéné
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emise pii degradaci mitochondrii s t€émito proteiny ve vakuole ¢i lysozomu resp. Mezi Casto
pouzivané proteiny patii napt. mCherry, Rosella, mt-Keima, GFP ¢i EGFP, jejichz pouziti se
li§1 v zavislosti na provadéném experimentu. U kvasinek jsou metody prevazné rychlejsi a
jednodussi za vyuziti semikvantitativni analyzy s proteiny GFP, ¢i mCherry nebo i
kvantitativni analyzy pomoci alkalické fosfatazy Pho8A60. Na detekci mitofagie u savcich
bun¢k se pak vyuzivaji i transgenni organismy (napf. my$ mito-QC), které umoznuji
kvantitativni analyzu mitofagie, vcetné in vivo pozorovani v tkanich. Ackoliv je tvorba

transgennich organismu technicky a ¢asove narocnéjsi, poskytuje presnéjsi informace.

Lze shrnout, Ze stale dochazi k vyvijeni pfesnéjSich metod pro detekci zmén morfologie
mitochondrii, membranového potencidlu mitochondrii a mitofadgie, coz milZe pfispét
k lepSimu porozuméni o puisobeni oxidacniho stresu na mitochondrie a jeho role v mnohych
onemocnénich. Bude tak mozné vyvinout piesnéjsi terapeutické piistupy pro lé¢eni nemoci,

jako jsou napt. neurodegenerativni onemocnéni, srde¢ni choroby, diabetes nebo rakovina.
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