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UVOD

Metabolickou drahou zvanou oxida¢ni fosforylace (OXPHOS) vznika 15krat vice molekul
ATP oproti glykolyze a na mitochondridlni syntéze ATP je energeticky zavisla vétSina
mnohabun&nych organizm.

Systém oxida¢ni fosforylace je lokalizovan na vnitini mitochondridlni membran€ a sklada
se ze Ctyf komplexi dychaciho fetézce a mitochondridlni FoF; ATP synthasy. Posledni
komplex dychaciho fetézce — cytochrom c¢ oxidasa (COX) — redukuje molekulu kysliku na
vodu bez vzniku reaktivnich forem kysliku a na jeho funkci zavisi cely systém OXPHOS.
Podjednotky COX jsou kddovany jadernou i mitochondridlni DNA, sestaveni funk&niho
enzymu proto vyZaduje koordinovanou spolupraci jaderného i mitochondridlniho genomu,
a navic pfitomnost jaderné€ kédovanych pomocnych faktoru.

K nej¢astéj$im pfi¢indm mitochondridlnich onemocnéni patii pravé defekty COX. Mohou
byt izolované, nebo spojené s poruchou dal$ich komplexi OXPHOS a vyvolany jsou jak
mutacemi v mtDNA, tak poSkozenim jadernych genl. Zatimco mutace mtDNA postihuji
vlastni podjednotky enzymu (Cox1, Cox2 a Cox3), doposud odhalené mutace v jadernych
genech se tykaji pouze pomocnych faktort, jadern€ kodovanych podjednotek enzymu nikoli.
Cilem této diplomové prace byla charakterizace procesu sestavovani enzymu z podjednotek
pomoci jednorozmémych a dvourozmémych elektroforetickych metod spojenych
s imunodetekci specifickymi protilatkami u genetickych poruch biogeneze enzymu
a kontrolnich vzorkd. Modelem ke studiu asemblace enzymu byly tkan€ mysi s vyfazenym
(knock-outovanym) jadernym genem SURFI, ktery je esencidlni pro sestaveni enzymu,
akultivované fibroblasty pacienta smutaci 9205delTA v mitochondridlnim genomu
zpusobujici zédvaZzné mitochondridlni onemocnéni na podklad€ nizké exprese geni ATP6
a COX3.

Obsah COX byl ve vSech studovanych vzorcich sniZeny oproti kontrole. Hromadéni
intermediatd asembla¢niho procesu COX bylo u analyzovanych modelt odli$né a vysledky

ukazuji na tkaniové rozdily ve stabilit¢ asemblaénich intermediati.

Kli¢ova slova

oxidaéni fosforylace, cytochrom ¢ oxidasa, mtDNA, nDNA, SURF 1, mikrodelece 9205delTA,
asemblaéni intermediaty COX



1 PREHLED PROBLEMATIKY

1.1 MITOCHONDRIE

Mitochondrie jsou organely pfitomné v cytoplazmé& vSech eukaryotnich bun€k. Obsahuji
svou vlastni DNA a RNA a uskute¢iiuji trankripci a translaci pomoci vlastnich ribozomt,
které jim umoZiiuji syntetizovat n€které z proteini OXPHOS.

Jsou mistem velkého po¢tu metabolickych drah a slouZi jako hlavni producenti ATP —
univerzalniho energetického paliva. Bez nich by byly eukaryotické buiiky zavislé na relativné
neefektivnim procesu glykolyzy, ktery poskytuje pouze 2 molekuly ATP na molekulu
glukoézy ve srovnani s 30 molekulami ATP ziskanymi oxidaci gluk6ézy v mitochondriich.
Obvykle jsou zobrazovany jako protdhlé valce o priméru 0,5 — 1 pm. Zrychlené zabéry
zivych bun€k vsak ukazuji mitochondrie jako pozoruhodné pohyblivé organely, které neustale
meéni tvar i polohu. Svou velikosti i tvarem se podobaji bakteriim, oboji mohou ménit
v zavislosti na typu buriky [1].

Podle endosymbiotické teorie vznikly mitochondrie pfed vice neZ miliardou let pti
pohlceni (endocytdézou) aerobni bakterie primitivni anaerobni eukaryotickou burikou.
Ustaveni symbiotického vztahu vedlo ke ztrat€ ptebytednych gent, k pfenosu gent z bakterie

do jadra a k nasledné distribuci genti mezi dva genomy [2].

Obr. 1: Model mitochondridln{ struktury. A — Trojrozm&émy model z elektronového tomogramu. Vné&jsi
membrana je zobrazena prilsvitnou tmavé modrou barvou, vnitfni svétle modrou barvou a kristy barvou Zlutou.
B — Trojrozmémy tomograficky model se étyfmi oddé€lenymi kristami zobrazenymi rliznymi barvami. Pfevzato
z [3].
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Kazda mitochondrie ma dv€é membrany (Obr. 1), vnitini a vné&j$i, které vytvéfeji dva
mitochondridlni kompartmenty — vnitfni prostor zvany matrix a uzky mezimembranovy
prostor. Hladka vné&j§i membrana obsahuje mnoho molekul transportniho proteinu porinu,
ktery tvofi transmembranové kanaly napfi¢ lipidovou dvouvrstvou, a tim zajistuje
permeabilitu membrany pro molekuly do 5 kDa. Vnéj$§i membrana déle obsahuje proteiny
tvofici translokasu, kterd je nezbytnd pro import jadern€¢ kdédovanych mitochondridlnich
proteintl.

Vnitini membrana je poskladdna do Cetnych zahybu (krist), které zasahuji do prostoru
matrix a znatné zvét$uji povrch membrany. Ma odli$né lipidové sloZeni a obsahuje fadu
specifickych proteinovych pfenaSeci, které umoziiuji vstup vybranych molekul (pfedev§im
ATP, ADP, pyruvatu, mastnych kyselin, iontl atd.) do matrix. Voln€ prostupna je pouze pro
0,, CO, ahydrofobni neionizované molekuly. Je mistem pfenosu elektronti a transportu
protonti pfes membranu. Vé&tSina proteini zanofenych ve vnitfni mitochondridlni membrané
tvoii ¢asti elektrontransportniho fetézce potfebného k oxida¢ni fosforylaci [3, 4].

Matrix je gelovité povahy, obsahuje 50 % vody, vysokou koncentraci rozpustnych
enzymi oxida¢niho metabolizmu, substraty, nukleotidové kofaktory, anorganické ionty,
mtDNA, RNA a ribozémy [4].

1.2 OXIDACNI FOSFORYLACE A KOMPLEXY DYCHACIHO
RETEZCE

Mitochondridlni dehydrogenasy oxiduji Ziviny dehydrogenaci. Redukované formy
kofaktorti dehydrogenas piedévaji molekuly vodiku respiratnimu fetézci, kde dochézi
k disociaci vodiku na protony a elektrony. Ty jsou vyuZity systémem oxida¢ni fosforylace
a pfenaSeny sloZzkami dychaciho fet¢zce aZ na kyslik zmist sniZ§im redoxpotencidlem
ve sméru stoupajicich kladnych hodnot (Obr. 2). Tento elektrontransportni fetézec se nachéazi
vmnoha kopiich ve vnitini mitochondridlni membran€¢ a skladd se ze &ty komplexi
dychaciho fetézce, mobilnich pfenasecu elektront (koenzym Q a cytochrom ¢), z mGPDH
(mitochondriélni glycerol-3-fosfitdehydrogenasy) [5] a acyl-koenzym A dehydrogenasy
vazajici flavoprotein [6]. Reakce komplexi I, III a IV jsou spojeny s pfenosem protonti pies
vnitfni mitochondridlni membranu z matrix do mezimembranového prostoru, ¢imz vznika
elektrochemicky protonovy gradient. Ten je postupné vyuZivan poslednim komplexem
systtmu OXPHOS, mitochondridlni ATP synthasou, k syntéze ATP z ADP a zéroveii

pfedstavuje hnaci silu pro transport fostatu (P;-transportérem), iontd, adeninovych nukleotida,
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metaboliti i makromolekul specifickymi pfenaSe¢i do matrix mitochondrie. Protonovy
gradient miZe byt disipovan zkratovanim rozpfahujicimi (uncoupling) proteiny nebo
toxickymi protonofory. Cely syst¢ém OXPHOS se tedy sklada ze sloZek dychaciho fetézce
a ATP synthasy, déle fosfatového pfenasece (30kDa transportni protein zaji$tujici transport
fosfaitu do mitochondrie — P;-H' kontransport) a ATP/ADP pienasete (30kDa protein
zajistujici vyménny transport ATP a ADP). V hné€dém tuku se nachazi uncoupling protein
UCP1 (30kDa rozptahujici protein) umoZtujici regulovany transport H' iontd a disipaci
energie protonového gradientu ve formé tepla (Obr. 3).

Plivodné se predpokladalo, Ze komplexy systému OXPHOS jsou ve fosfolipidové dvouvrstve
mobilni, ale recentni studie ukézaly, Ze komplexy jsou organizovany do supramolekularnich
struktur — tzv. superkomplex [7, 8].

Superkomplexy (respirazomy) piedstavuji regula¢ni jednotky dychaciho fetézce a k jejich
vyznamné funkci patfi fizeni substratového channelingu (ptimy pfenos substratl k cilovému
enzymu) — urychluji elektronovy transport a zamezuji Uniku elektronid a vzniku ROS.
Intermediaty dychaciho fetézce jsou tedy pfimo sméfovany ke specifickym enzymim
aneuplatiiuji se zde moZné kompetice sjinymi enzymy. Predpokldda se, Ze ,,volné“
elektronové pfenaseCe koenzym Q a cytochrom c jsou pravé Fizeny timto channelingem.
Hlavni komponentou spojujici komplexy do superkomplexi je fosfolipid kardiolipin [7, 8].

Systém oxidaéni fosforylace ptedstavuje ptiblizné 87 polypeptidi, které jsou unikatni tim,
Ze jejich &ast, jako jedind vyjimka v eukaryotické builce, je kodovana a syntetizovana
mitochondridlné. Syst¢tm OXPHOS je tak zcela zavisly na genetické informaci obsaZené

v mitochondrialni i jaderné DNA.

#AD - e
RFe- ure
KOMPLEX Il m.:.‘. m.q-
q.n.‘—.-.u-.. TTFA
KOMPLEX | KOMPLEX il KOMPLEX IV
o. Dy
won ﬂ-'wm... = -ty 2 | 0-pou— § | i 1 mm
o ' P
.:V: 320 -840 -3%0 e 0w g e . § !
Plectoidin A Wyothiessl .(g.

Obr. 2: Schéma redoxnich sloZek respira&niho Fet€zce. Fe-S klastry komlexu I a II jsou rozpoznany N,
(znadené jako N, — Ns) a S, (znatné jako S, — S3). Qn, Qs, a (Q, a Q;) oznaluji specifickd vazebna mista pro
koenzym Q v komplexu I, II a III. Specificka inhibi¢ni vazebna mista pro inhibitory jednotlivych komplexi jsou

oznacena $ipkami. Pfevzato z [9].
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Obr. 3: Systém OXPHOS. Systém oxida¢ni fosforylace zahrnuje enzymy dychaciho fetézce (komplexy I,
II, III, IV a mGPDH), které pfenaseji elektrony z NADH nebo FADH, na kyslik a sou¢asn€ tak vytvafi
protonovy gradient pfes vnitfni mitochondridlni membranu. Ten je postupné vyuZivin FoF; ATP synthasou
k fosforylaci ADP, transportu anorganického fosfatu (P;-transportér), fady metabolitli, adeninovych nukleotidi,
iontd a makromolekul do mitochondrie, nebo miiZe byt disipovan uncoupling proteinem (UCP protein). ANT —

aniontovy transport. GP — glycerol-3-fosfat. DHAP — dihydroxyacetonfosfat. Pfevzato z [10].

1.3 MITOCHONDRIALNI BIOGENEZE A GENETIKA

Biogeneze mitochondrii jako jedinych organel sav&ich bun€k zévisi na koordinované
expresi dvou genomt, jaderného a mitochondridlniho. Lidsky mitochondridlni genom je
kruhova molekula DNA dlouhé 16 569 part bazi tvofena dvéma komplementarnimi fetézci —
lehkym (L) a téZkym (H) (Obr. 4) [11]. mtDNA ma prokaryoticky charakter a dédi
se maternalné. Je to vysoce kompaktni molekula men$i nez vétSina jadernych gend,
neobsahuje introny a kromé& dvou regulaénich mist ma pouze 37 genid: 2 geny kdduji rRNA,
22 genu koduje tRNA a 13 gent kéduje polypeptidy oxida¢ni fosforylace. mtDNA koéduje
7 podjednotek komplexu I (ND1 — 6 a ND4L), apocytochrom b komplexu III, 3 podjednotky
komplexu IV (Cox1 — 3) a 2 podjednotky komplevu V (Atp6 a Atp8). Sav¢i mtDNA je
pfitomna ve viech builkach v po&tu p¥iblizné 10 — 10* kopii [11, 12]. Replikace mtDNA je
Casov€ nezdvisla na replikaci nDNA [13]. mtDNA je pfepisovana do primémich
polycistronnich transkriptt, které jsou po transkripci specificky $t€peny na jednotlivé RNA

a polyadenylovany. K translaci dochazi na mitochondrialnich ribozomech.
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Naprosté vétSina proteind lokalizovanych v mitochondrii (> 98 %, coz €ini 10 — 20 %
intracelularnich proteind) je produktem jaderného genomu. Podjednotky kédované nDNA
jsou translatovany na volnych ribozomech v cytoplazmatické €asti eukaryotnich bun€k Casto
jako prekurzory proteini. Aby mohlo k importu z cytozolu do mitochondrie dojit musi
proteinovy prekurzor obsahovat cilovou sekvenci (ta se vyskytuje na N-termindlnim konci
proteinu, obsahuje 20 aZ 60 aminokyselinovych zbytkti bohatych na bazické a hydroxylované
postranni fetézce), diky které je rozpoznén receptory na povrchu vné€j$i membrany a faktory
v cytozolu, které mohou proteiny do mitochondrie nasmérovat. Dale miiZe byt importovan
pouze nesbaleny protein. Pomoci specifickych proteinti — chaperond — jsou translatované
proteiny udrZzeny v konformaci vhodné pro transport do mitochodnrii pfes jednu €i ob&
mitochondrialni membrany, aby dosédhly mista svého kone¢ného plsobeni. K translokaci
prekurzorti do mitochondrie dochazi pouze v misté kde jsou vnitini a vn&j§i mitochondridlni
membrany velmi blizko u sebe (kontaktni mista) — pomoci TIM a TOM komplex
(translokasy vnitini a vné&j$i mitochondridlni membrany). Proteiny sméfujici do vnitini
mitochondridlni membrany obsahuji od§t€pované N-termindlni sekvence nebo vnitini
(kryptické) cilové signaly. Signalni sekvence jsou rozpoznany TOM komplexem a nasledné je
transport smérovan k TIM komplexim — k TIM23 pokud prekurzory sméfuji do matrix nebo
k TIM22 pokud sméfuji pfimo do vnitfni membrany. Po transportu do matrix je signalni

sekvence odstépena peptidasou a proteiny putuji do pfislusnych ¢asti mitochondrie [4].
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Obr. 4: Lidskd mapa mitochondridlni DNA. Schéma ukazuje geny pro 12S a 16S rRNA, pro podjednotky
komplexu I (ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, NDS5 a ND6), komplexu III (cyt b), komplexu IV (Coxl, Cox2
a Cox3), komplexu V (Atp6 a Atp8) a 22 genl kédujicich tRNA. D-loop (displacement-loop) je 1 100 bazi
dlouha regula¢ni oblast obsahujici promotory pro transkripci lehkého (Py) a t€Zkého (Py) fet€zce a po&atek
replikace t&Zkého fet¥zce (Oy). Druhou oblasti s regula¢ni funkci je 30 nukleotidd dlouhy tsek obsahujici
pocate¢ni sekvenci pro replikaci lehkého fet€zce (Op). Pfevzato z [14].

1.4 STRUKTURA A FUNKCE MITOCHONDRIALNICH KOMPLEXU
OXPHOS

1.4.1 Komplex I - NADH:koenzym Q oxidoreduktasa

Komplex I je z komplexti dychaciho fetézce nejvetsi, nejkomplikovanéji a nejméné
probadany. Jeho velikost se li§i podle organizmu, sav¢i komplex I je veliky 900 kDa. Je
slozen z nejméné 43 podjednotek, ztoho 7 je kédovano mitochondridln€ a zbytek jaderné
[15].
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Komplex I obsahuje elektronové transportéry, flavinmononukleotid (FMN), redoxné
aktivni Fe-S klastry a také vazany koenzym Q. Elektronovy pfenos probihajici v komplexu I
neni zcela jasny. Pfedpoklada se, Ze dva elektrony z NADH jsou nejprve pieneseny na FMN,
déale z FMN na Fe-S klastry a nakonec na koenzym Q. Komplex I pfenese 4 aZ 5 protonu pfes
membranu na jeden elektronovy par pfedany koenzymu Q [16].

1.4.2 Komplex II - sukcindt:koenzym Q oxidoreduktasa

Cely komplex II (také sukcinatdehydrogenasa, Sdh) je veliky 120 kDa a obsahuje ¢tyfi
jaderné kddované podjednotky — dv€ malé hydrofébni podjednotky (14kDa Sdh3, 10 kDa
Sdh4) a dvé hydrofilni (70kDa Sdh1, 30kDa Sdh2) se sukcinatdehydrogenasovou aktivitou.
Tento enzym piimo spojuje citratovy cyklus s cyklem oxida¢ni fosforylace, katalyzuje oxidaci
sukcinatu na fumarat a pfenasi elektrony z této reakce na koenzym Q.

Nejvétsi podjednotka Sdhl (flavoprotein) obsahuje vézany koenzym FAD
sukcinatdehydrogenasy, tfi Fe-S klastry jsou lokalizovany v Fe-S proteinu Sdh2. Malé
podjednotky Sdh3 a Sdh4 tvofi membranovou kotvu enzymu, obsahuji vazebné misto pro

koenzym Q a cytochrom bse. Pfesna funkce tohoto cytochromu neni zcela jasna [17].

1.4.3 Komplex III — koenzym Q:cytochrom c oxidoreduktasa

Komplex III (také cytochrom bc;) pfenasi elektrony zredukovaného koenzymu Q na
cytochrom c. Skladé se z 11 podjednotek a in vivo tvoti dimer o molekuldrni hmotnosti 480
kDa [18]. Sav¢i komplex obsahuje pouze jednu mitochondridlné kédovanou podjednotku —
cytochrom b. Redoxni skupinu komplexu III tvofi Fe-S klastr, dva hemy cytochromu 4 (hem
bss2 s vysokym redoxnim potencidlem a hem bsqs s nizkym redoxnim potencidlem) a hem
cytochromu c¢;. Pouze tfi podjednotky obsahujici redoxni centra hraji roli v redukci
cytochromu. Dv€ malé podjednotky Core 1 a Core 2 nemaji redukéni katalytickou aktivitu,
ale peptidasovou [19].

Z celku péti komplexi tvoticich systém OXPHOS jsou komplexy IV a V popsany detailné
vzhledem k jejich kli€ovému vyznamu v oxidadnim metabolizmu a vlastni tvorbé ATP

a zaméfeni prace na jejich tvorbu v sav€ich mitochondriich.
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1.4.4 Komplex IV - cytochrom c oxidasa

Cytochrom ¢ oxidasa (COX; EC 1.9.3.1.) je poslednim enzymem dychaciho fetézce
lokalizovanym ve vnitini mitochondridlni membran€. Tento enzymovy komplex katalyzuje
kone¢nou oxidaci cytochromu ¢ molekularmim kyslikem a hraje kli€ovou roli v regulaci
aerobni produkce ATP [20]. Energie uvolnéna pfi této reakci je pouzita k pfenosu protoni
pfes vnitfni mitochondridlni membranu. Aktivni misto komplexu IV tvofi hem a; s vysokym
redoxnim potencidlem a blizce asociovany méd’naty iont (Cug) [21]. V membrané se COX
muze vyskytovat jako monomer nebo dimer a katalyzuje jednoelektronovou oxidaci ¢tyf po
sob& nasledujicich molekul cytochromu ¢ s ptivodni Etyfelektronovou redukei jedné molekuly
kysliku. Tato exergonické reakce je spfaZena s tvorbou elektrochemického potencidlu na
vnitfni mitochondridlni membrané, tvofeného gradientem pH a membrinovym potencidlem
protoni. Elektrochemicky potencial je vytvafen jak spotfebou protont pfi redukci molekuly

kysliku na vodu, tak i aktivnim Cerpanim protont pfes membranu [4].

1.4.4.1 Struktura COX

Savéi COX je slozena ze 13 podjednotek (Obr. 5). Tt nejveétsi podjednotky (Cox1, 2 a 3)
jsou kédovany mitochondridlni DNA. Jsou homologni podjednotkdm prokaryotické COX
a formuji katalytické jadro enzymu. Zbyvajicich 10 podjednotek (Cox4, 5a, Sb, 6a, 6b, 6¢c, 7a,
7b, 7c a 8) bylo zabudovano do struktury COX b&hem eukaryotické evoluce a je kddovano
jadernym genomem. Tyto podjednotky se pfimo neucastni elektronového transportu ¢&i
pfenosu protond, vétSina studii na kvasinkovych a savéich modelech uvadi, Ze jsou zapojeny
do asemblaéniho procesu COX, regulace aktivity enzymu a funguji jako ochranny stit
obklopujici jadro enzymu [22, 23].

Strukturu COX pomohla objasnit rentgenova krystalograficka analyza. Transmembranova
¢ast enzymu je tvofena 28 a-helixy. Podjednotka Cox1 obsahuje 12 pevné sbalenych
transmembranovych helixd, N- i C-terminalni konce podjednotky jsou lokalizovany na
matrixové stran¢ membrany. Déle je tvofena dv€ma redoxnimi centry hemem a a hemem a;
s Cug. Z hemu a jsou elektrony intramolekularn€ pieneseny do binuklearniho centra hem a; +
Cug, kde je vazany kyslik redukovan na vodu [24].

Podjednotky Cox2 a Cox3 interaguji s transmembranovou doménou podjednotky Cox1.

Cox2 obsahuje dva transmembranové helixy pevné€ asociované s transmembranovou doménou
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Cox1 a vétsi polarni doménou na cytozolické stran¢ membrany. Polarni doména se sklada
z 10-vlaknové struktury B-soudku a vaze Cu, redoxni centrum tvofené dvéma méd’natymi
ionty. N- i C-terminalni konce podjednotky Cox2 jsou na vnéjSi strané membrany.
Podjednotka Cox3 obsahuje sedm transmembranovych helixti organizovanych do svazki (I, II
a III, IV) tvoficich $térbinu ve tvaru pismene V. Helixy I a III tvofi spojeni s podjednotkou
Coxl. N-terminalni konec podjednotky Cox2 je na vnitini stran€ membrany.
Transmembranové helixy podjednotky Cox3 jsou za¢lenény do katalytického centra enzymu.

Podjednotka Cox3 neobsahuje prostetické skupiny a jeji funkce neni upln€ jasna.
Pravdépodobné je zapojena do asemblace a udrZeni stability podjednotky Cox1 a 2, nebo
napomaha pfistupu kysliku do binuklearniho centra v enzymu [25]. Studie provedené na
bakteridlni cytochrom c oxidase tvofené pouze podjednotkami Cox1, 2 a 3 uvadéji, Ze Cox3
hraje roli v modulaci protonového pfenosu pfes podjednotky Cox1 a Cox2 [26].

Jaderné kédované podjednotky Cox4, 6a, 6¢, 7a, 7b, 7c a 8 umisténé uvnitf membrany se
na struktufe transmembranové ¢asti enzymu podili jednim helixem. Extramembranova €ast na
cytozolické stran€é membrany je dotvafena podjednotkou Cox7b, na stran€¢ matrix
podjednotkami Cox5a a 5b (Obr. 5).

Na struktufe COX se také podili fosfolipidy vazané prostfednictvim solnych mistki
a vodikovych vazeb. Jednim z té€chto fosfolipidu je kardiolipin, jehoZ pfitomnost je pro funkci
cytochrom ¢ oxidasy nezbytna. Spojuje dva monomery v dimer, coZ je aktivni forma enzymu.
UdrZzuje fluiditu a osmotickou stabilitu vnitfni mitochondridlni membréany a je potfebny pro
spravné strukturni uspofadani ostatnich respiraénich komplext. Pro katalytickou funkci
enzymu jsou také nezbytné ionty zinku, hot¢iku a sodiku [23, 27, 28].

Krystalografickou studii dimeru enzymu hovéziho srdce bylo zji$téno, Ze vazebné misto
pro cytochrom c¢ je umisténo ve §térbin€ na povrchu mezi dvéma monomery COX [29].
Cytochrom ¢ se s vysokou afinitou vaZe na extramembranovou doménu podjednotky Cox2.
Vazba je zprostfedkovana elektrostatickymi interakcemi mezi pozitivné nabitymi lysinovymi
zbytky cytochromu a negativné nabitymi aspartitovymi a glutamatovymi zbytky vazebného
mista na doméné. Druhé vazebné misto s mensi vazebnou afinitou vaZe druhou molekulu

cytochromu c [30].
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Obr. 5: Topologie podjednotek COX. Umisténi podjednotek cytochrom ¢ oxidasy v dimeru enzymu
hov&ziho srdce. Pfevzato z [14].

1.4.4.2 Katalyticky cyklus COX

Elektrony ziskané z cytochromu c jsou pifes Ctyfi vnitini redoxni centra pfeneseny na
kyslik aredukuji ho tak na vodu. Cus centrum tvofené dvéma ionty médi (Cu'/Cu") je
umisténo v hydrofilni doméné€ na cytozolické strané podjednotky Cox2. Elektron je nasledné
pienesen z Cu, centra na hem a v podjednotce Cox1. Tento nizkospinovy hem je blize k Cu,

centru neZ hem a3, a proto hem a pfednostné pfijima elektron (Obr. 6).

Obr. 6: Pienos elektroni pies &tyFi redoxni centra cytochrom c oxidasy. Popis obriazku v textu.
Pfevzato z [31].
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Oba hemy jsou orientovany kolmo na membranu a sviraji mezi sebou thel 108 °. Jejich
kovova centra jsou od sebe vzdalena 13 A, ale jejich kraje jsou vzdalené pouze 5 A a dva
zjejich histidinovych ligandi (H411 a H413) jsou oddéleny jednou aminokyselinou
ve stejném transmembranovém helixu. Vysokospinovy hem a; a elektronicky spfaZzeny Cug
ion tvofi binukledrni centrum enzymu. Toto centrum, zanofené piiblizné z jedné tietiny
do membrény, je mistem vazby kysliku a tvorby vody, coZ vyZzaduje volny pfistup jeho
substratli (kysliku a protona).

V oxidovaném stavu (,,O“ viz Obr. 7) nesou kovové ionty binuklearniho centra +3
(hemové Zelezo) a +2 naboj (Cu). Vstupem prvnich dvou elektronti do binuklearniho mista
jsou redukovana obé& kovové centra (+2/+1) ve dvou krocich (,,E* na ,,R*). Kyslik je schopen
se vazat s dvéma redoxnimi ekvivalenty dostupnymi na binukledrnim centru (,,R“), cozZ vede
ke vzniku formy ,,A“. B€hem kratkého ¢asového useku se z této slouCeniny tvoti forma ,,Py*,
ve které je dvojna vazba kysliku jiZ rozru$ena a oba atomy kysliku jsou v ni pfitomny
v oxida¢nim stavu vody. Dva dalsi elektrony jsou poskytnuty do¢asné€ z tohoto mista: hemové
Zelezo je oxidovano na ferrylformu (+4) a blizko vazany tyrosin je schopny poskytnout &tvrty
elektron, coZ vede ktvorb€ tyrosinového radikadlu. Unikéatni strukturni uspofadani
v binukledrnim misté¢ vCetné atypicky spojenych postrannich fet€zcl umoZiluje enzymu —
jakmile je kyslik navazan — okamZit€ rozdélit O-O vazbu, i kdyz je pfisun dalsich elektront
zastaven. Timto se vyhyba tvorb& reaktivnich kyslikovych slou€enin (ROS) jako jsou
superoxidovy anion a peroxid vodiku. V druhé polovin€ cyklu je vyfeSen neobvykly
stav binuklearniho centra redukci tyrosinového radikalu pfenosem tfetiho elektronu a &tvrty

elektron je nutny k obnoveni oxidovaného stavu Zeleza v centru hemu a; (+3) [31].

Obr. 7: Cyklus redukce kysliku.
Kli¢ové intermediaty (O, E, R, A, Py
atd.) jsou zapsany ve sméru hodinovych
rudi¢ek spolu se vstupy elektronid (Seda
barva), vazbou molekularniho kysliku

(modra barva) a s pfenosy protonl

(¢ervena barva). Popis obrazku v textu.
Pfevzato z [31].
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1.4.4.3 Protonova translokace

Od objeveni vektorového pfenaseni protonu (elektronového transportu spfaZeného
s protonovym pumpovanim) cytochrom c¢ oxidasou v 70. letech dvacatého stoleti byl po
mnoha studiich a diskuzich ustanoven stechiometricky pomér mezi pfenaSenymi protony
a elektrony H'/e" roven 1 [32-34].

Bé&hem celého cyklu redukce kysliku jsou &tyfi protony ,,vzaty* z matrixové strany
membrany a vyuZity k tvorbé vody (,,chemické protony*), a ¢tyti dal$i protony jsou ,,vzaty*
zmatrix k pfeneseni pfes vnitfni mitochondridlni membranu do cytozolické <&asti
(,,pumpované protony*). Mechanizmus protonového pumpovéani nevyZaduje, aby redoxni
centra komplexu IV sama o sob& fungovala jako nosi¢e H'. Pienos elektronti vede
ke konforma¢nim zménam komplexu, jednosmémy pienos protont nastava v disledku vlivu
téchto konforma¢nich zmén na disociaéni konstanty postrannich aminokyselinovych fetézct
a jejich alternativnimu uspofddéani na vnitini a vné&j$i strané¢ membrany [4]. Krystalografické
studie potvrdily existenci dvou protonovych cest, D- a K-kanalu [21] (Obr. 8). Diivejsi
experimenty naznaCovaly, Ze K-kanal je vyuZit k poskytovani ptistupu CEtyf protoni
k binuklearnimu mistu, kdeZto Ze D-kanal pfenasi protony pfes mitochondrilni membranu.

Pozd¢ji bylo usouzeno, Ze prvni nebo prvni dva protony prochézeji ptes K-kanal a zbyvajici

protony vyuZivaji D-kanal [31].

Obr. 8: Protonové cesta COX. Postranni
fetézce hove€zi cytochrome ¢ oxidasy (BOX,
¢ervena barva) a P. denitrificans cytochrom ¢
oxidasy (POX, modra barva) jsou navrstveny
pfes sebe. Struktura helixi, hemu a;
akovovych center podle struktury POX.
Pfevzato z [21].

21



1.4.4.4 Biogeneze holoenzymu COX

Sestavovani funkéniho enzymu cytochrom ¢ oxidasy z jednotlivych podjednotek vyZaduje
koordinovanou spolupraci jaderného a mitochondridlniho genomu. Navic kromé tfi
strukturalnich podjednotek kédovanych mtDNA a deseti kddovanych nDNA je zapotfebi
mnoZstvi pomocnych faktord. Jaderné kodované podjednotky jsou syntetizovany
v cytoplazmé a importovany do mitochondrii. Obklopuji katalytické jadro enzymu, ale pro
jeho katalytickou funkci nutné nejsou. Jejich specifické funkce jsou zfejmé spojené s regulaci
aktivity COX riznymi ligandy, v&etné modulace poméru H'/e" u riznych, tkéaiove
specifickych forem COX [31]. Né&které z jaderné¢ kédovanych podjednotek jsou zapojené
do sestavovani, stability a dimerizace enzymu.

Dodnes je asemblaéni proces savei cytochrom ¢ oxidasy rozlustén jen ¢aste¢né, ale jisté je,
Ze probiha postupné a je spojen se vznikem tzv. asemblaénich intermediati (Obr. 9). Tento
proces neni spontanni a vyZaduje fadu pomocnych faktori, které hraji roli na v§ech urovnich
asembla¢niho procesu, jako je exprese mitochondridlné koédovanych podjednotek, exprese
a import jadern¢ kédovanych podjednotek do mitochondrie, inzerce strukturnich podjednotek
do vnitfni mitochondridlni membrany, adice prostetickych skupin, sestaveni holoenzymu,
maturace a formovani dimeru a superkomplexi [20], kvalitativni kontrola a proteolyticka

degradace $patné€ sbalenych proteint.

COXSA
COX4 4-5A COX2- CUA cox3
COX1(81) [ [ \ > 1-4- 5A(82) 1-2-4-5A ‘>—$ —T—Q monomer (S4)
Heme A HomoA, COX35B, COX6B, COX6A,
COX6C, COX7A/B, COXTA/B
COX7C, COX8

Obr. 9: Schéma asemblace COX. S1, S2, S3 a S4 — asembla¢ni intermediaty. Pfevzato z [12].

Podstatnym zdrojem poznani biogeneze COX je kvasinkovy model. Screening
kvasinkovych mutanti s defektem respiraniho fetézce (pet) odhalil skupinu pfiblizn€¢ 30
gend, které selektivné ovliviiuji expresi COX [35]. Absence téchto pomocnych faktort
naru$uje vznik enzymu, ale ve vlastnim enzymu pfitomny nejsou. Obecné jsou popisovany
jako asembla¢ni (sestavovaci) faktory. Jejich molekularni funkce je v fad¢ pfipadi neznama.
Pfesné potfadi pusobeni té€chto faktori a individualni funkce zlstava nejasna v disledku fady
technickych problémi pfi jejich studiu: 1) umisténi gend tfi podjednotek tvoficich katalytické

jédro enzymu na mitochondridlnim genomu brani manipulaci pfi standardnich metodach
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molekularni biologie; 2) Cox1 a Cox3 jsou vysoce hydrofébni proteiny, jsou nachylné
k agregaci po uvolnéni z membrany pomoci detergentti a podléhaji arteficialnim postlyzanim
interakcim; 3) asembla¢ni intermedidty COX jsou proteolyticky nestabilni, z toho divodu
komplexy izolované z asembla¢nich pet mutanti nemusi nutné€ ptedstavovat kumulujici stavy
v biogenezi enzymu, ale spiSe CasteCn¢ stabilni produkty degradace; 4) doposud nebyly
vyvinuty metody, pfi kterych by bylo moZzné asemblaci komplexu indukovat a pozorovat
in vitro nebo v izolovanych mitochondriich; 5) inzerce kofaktorti vyzaduje mnoho riznych
genovych produkti a experimentalnich postupi ke sledovani metabolizmu a zabudovani
méd’'natych iontd a hemovych skupin, a ty do velké miry chybi; 6) ne vSechny kvasinkové
faktory jsou pfitomné a funk¢ni u vys§ich eukaryotd, jejichZ organizace mtDNA gent a jejich
transkripce je od kvasinek odli$na [36].

Doposud byly nejlépe popsany funkce u faktord OXA41, COX10, 11, 15, 17, SCOI a SCO2
jak u kvasinek, tak v sav€ich burikach. Protein kédovany genem OXAI napomaha inzerci
podjednotek Cox1, 2 a 3 do membrany; proteiny kédované COXI10 a 15 jsou nutné pro
biogenezi hemu a; COX11 a 17 koduji proteiny hrajici roli pfi inzerci Cu do Cox1; proteiny
kédované SCOI, SCO2 a COX 17 hraji roli pfi inzerci Cu do Cox2. V kvasinkovych
mitochondriich (Saccharomyces cerevisiae) byla popséna funkce proteini Mss51 a Cox14,
které hraji ddleZitou roli pfi syntéze podjednotky Cox1 a v kontrolnim mechanizmu asemblace
enzymu (Tab. 1) [20, 36].

Tab. 1: Jaderné kédované asembla&ni faktory COX. Pfevzato z [36].

S. cerevisiae H. sapiens
nizev nézev” funkce lokalizace”
Cox10 Cox10 biosyntéza hemu a VM (integralni)
Cox11 Cox11 donor mé&di pro Cox1 VM (integralni)
Cox14 ? vazZe nové syntetizovanou Cox1 VM (integralni)
Cox15 Cox15-1 biosyntéza hemu a VM (integralni)
Cox15-2
Cox16 Ccoxieé pfesna role neznama VM (integralni)
Cox17 Cox17 donor mé&di pro Cox1 a Cox2 MMS, cytozol
Cox18 Cox18/0Oxa2 pfesna role neznama VM (integralni)
Cox19 cox19 pfesna role neznama MMS, cytozol
Cox20 C0X20 specificky chaperon pro Cox2 VM (integralni)
Cox23 CoX23 pfesna role neznama MMS, cytozol
Mbal ? membranova inzerce VM (asociovany)
Mss51 ? 1. transla¢ni faktor pro Cox1 VM (asociovany)
2. vaZze nove€ syntetizovanou Cox1
Pet100 ? pfesna role neznama VM (integralni)
Petl17 PETI117 pfesna role neznama VM (integralni)
Pet191 PETI91 pfesna role neznama ?
Oxal Oxal membranova inzerce VM (integralni)
Scol Scol donor mé&di pro Cox2 VM (integralni)
Sco2 Sco2 donor mé&di pro Cox2 VM (integralni)
Shyl Surfl pfesna role neznama VM (integralni)
? jtalikou — nepotvrzené lidské homology, které nebyly dfive publikovany; ? — homology nebyly nalezeny
® VM - vnittni membrana; MMS — mezimembranovy prostor
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Cox1l, Cox2 a Cox3 jsou kdodovany mitochondridlnimi geny a syntetizovany na
mitochondridlnich ribozomech. V mitochondriich kvasinek mé pravdépodobné kazdy
mitochondridlni gen svou skupinu regula¢nich faktori. Translaéni faktory jsou spojeny
s matrixovou ¢asti vnitfni mitochondrialni membrany a interaguji mezi sebou tak, aby
usmémily syntézu tfi podjednotek — vymezuji transkripci a syntézu proteinu do urcitych asti
mitochondrie a tim definuji vyhrazena asembla¢ni mista ve vnitini mitochondridlni membrané
[37]. Inzerce podjednotek Cox1, Cox2 a Cox3 do membrany je fizena proteinem Oxal, ktery
tvoti homooligomericky komplex ve vnitfni mitochondridlni membrané [38]. Bez pfitomnosti
Oxal je inzerce podjednotek nepfesna a dochazi k jejich kumulaci v matrix a degradaci [39].
C-terminalni doména proteinu Oxal se vaZe na mitochondridlni ribozomy a tak spojuje
mitochondridlni membranu s translaénim aparatem. Podjednotky interaguji s Oxal jesté pied
dokon¢enim své syntézy a kotranslaéné jsou zabudovany do membrany [40].

Podjednotka Cox!1 je vysoce hydrofobni protein. Obsahuje 12 transmembranovych domén
spojenych kratkou hydrofilni smyckou. Hluboko do transmembranovych domén jsou
zanofeny dva hemové kofaktory a orientovany jsou kolmo k membrané v t&€sné blizkosti dvou
Cu iont v misté Cug [29]. Jakym zptsobem jsou tyto kofaktory inkorporovany do apoformy
Cox1 neni dosud jasné. Inkorporace pravdépodobn¢ nastdva kotranslatné, tedy souCasné
s inzerci Cox1 polypeptidu do vnitfni mitochondridlni membrany. Za spravnou inkorporaci
hemovych a méd’natych kofaktori do Cox1 zodpovida fada jadernych genovych produkti.
Cox1 se od jinych bun&nych cytochromi li§i tim, Ze obsahuje kofaktor hem a. Obvykle
vyuzivany hem b je pfeménén na hem a vreakci, kterou katalyzuje Cox15
a farnesyltransferasa Cox10 [41]. Intracelularni transport Cu®* iontd je zprostfedkovén
skupinou malych rozpustnych proteinii — tzv. méd’natych chaperonii. Jednémi z nich jsou
proteiny Cox17 a Cox11 [42]. Pfenos mé&di z Cox17 na Cox1 je usnadnén proteinem Cox11,
ktery je spojeny s vnitfni mitochondridlni membranou pfes svou N-terminalni membranovou
kotvu a ,,odkryva“ méd’-vazajici doménu Cox1 do mezimembranového prostoru. Jakym
zpusobem spolu Cox11 a Cox17 interaguji a jak dochazi k pfenosu médi neni pfesn€é znamo
[43].

V kvasinkach je nov€ syntetizovana Cox1 posttranslatn€ vazana matrixovym proteinem
MssS51 (a Cox14) asociovanym s vnitfni mitochondridlni membranou. Proteinovy komplex
Mss51-Cox14 je pravdépodobn€ zodpovédny za sestfih a translaci COXI mRNA [44, 45].
Mss51 ma tedy dv€ odlisné tlohy: reguluje syntézu Cox1 a vaZze nové syntetizovany protein
Cox1 (funguje jako chaperon) a brani jeho agregaci. Pfesnd funkce Cox14 neni znama,
pravdépodobné se podili na koordinaci odlisnych funkci MssS51. V savéich buiikach
k posttranslatnim upravam Cox1 proteinu nedochazi a homology proteini Mss51 a Cox14

nebyly nalezeny [46].
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Podjednotka Cox2 je hydrofiln€j$i nez podjednotky Coxl a Cox3. Zahrnuje dvé
transmembranové domény a do mezimembranového prostoru vy¢nivaji malé N-
a C-terminalni domény. Ob€ vy¢nivajici domény jsou kyselé a exportované pomoci
translokasy Oxalv reakci vyZadujici membranovy potencidl [47]. Membranovy potencial
vytvaii elektroforeticky efekt, ktery ¥idi pfenos negativné€ nabitych proteinovych sekvenci do
mist vnitini membrany s pozitivnim nébojem. V mitochondriich kvasinek je pro maturaci
podjednotky Cox2 nutna interakce s proteinem Cox20, ktery funguje jako chaperon pro nové
syntetizovanou Cox2 [48]. C-terminalni doména Cox2 vy¢nivajici do mezimembranového
prostoru fidi pfenos dvou iontd médi mezi Cus mistem a cytochrom ¢ oxidasou. Méd’naté
ionty jsou ziskany z proteinu Cox17 a inkorporovany do Cu, mista podjednotky Cox2 pomoci
dvou jinych proteinil — Scol a Sco2. U savcl jsou mutace v genech pro Scol a Sco2 protein
letalni [49]. Rostlinné, houbové a zvifeci mitochondrie obsahuji homologni proteiny proteinu
Oxal oznafované jako Cox18 a Oxa2. Od Oxal se li§i absenci ribozom-vézajicich domén
[50]. Oxal kvasinkovy mutanti vykazuji defekt v biogenezi vSech komplexi dychaciho
fetézce, které obsahuji mitochondridln€ kdédované podjednotky [51], kdeZto Cox18/Oxa2
mutanti jsou charakteristi¢ti specifickymi defekty cytochrom c¢ oxidasy [52]. Proteiny
Cox18/0xa2 jsou zapojené do transloka€niho procesu, ve kterém je velky C-terminélni konec
podjednotky Cox2 pfenasen pfes vnitfni mitochondridlni membranu. Dale bylo prokazano, Ze
interaguji s podjednotkami Cox2 a Cox3 a podili se na sestaveni celé cytochrom ¢ oxidasy
[50].

Sav¢i protein Surfl je zanofeny do vnitini mitochondridlni membriny dvéma
transmembranovymi segmenty. Pfesnd dloha v asemblaénim procesu COX neni znama.
Pacienti nesouci mutaci v genu kédujicim Surfl vykazuji nizké hodnoty asemblované
cytochrom ¢ oxidasy, ale ur€itou hladinu funkéniho proteinu obsahuji, stejné tak kvasinkovy
mutanti postradajici protein Shyl (kvasinkovy homolog Surfl). Doménova struktura tohoto
proteinu je konzervovana u eukaryotil i prokaryotil, coz nasvéd¢uje jeho nezbytnost pro funkci

respiraéniho fetézce [53].

Jakym zpuisobem se jednotlivé savéi podjednotky skladaji do funkéniho enzymu stéle neni
jasné. Elektroforetickou analyzou lidského enzymu byly v devadesatych letech objeveny &tyfi
individualni asembla¢ni stupné (intermedidty, Obr. 9), které pravdépodobné predstavuji
rychlost-limitujici kroky procesu sestavovani [54]. Prvnim krokem asemblaéniho procesu je
biogeneze podjednotky Cox1, jeji apoforma odpovida prvnimu asemblaénimu intermediatu
S1. Cox1 asociuje sjaderné koédovanymi podjednotkami Cox4 a Cox5a a tvoii tak dalsi
intermediat S2. Treti asemblaéni intermediat (S3) vznika adici Cox2, Cox3 a n€kolika jadern¢

kédovanych podjednotek na S2, kromé€ Cox6a, 7a a 7b. To je vysvétlovano tim, Ze tyto
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podjednotky jsou periferni polypeptidy a asociovany jsou aZ v pozdé&jSich krocich asemblace
atvofi tak ctvrty, posledni intermediat (S4), ktery pfedstavuje holoenzym cytochrom c
oxidasy [54, 55].

Vsechny faktory zptisobujici dimerizaci enzymu, nebo jeho asociaci s dal§imi komplexy

dychaciho fetézce pii tvorb€ superkomplexi, nejsou zatim znamé [8, 56].

1.4.5 Komplex V - FoF; ATP synthasa

Mitochondridlni ATP synthasa (FoF; ATP synthasa, ATPasa, EC 3.6.3.14) je veliky
multipodjednotkovy enzymovy komplex vnitini mitochondridlni membrany vyuZivajici
membranovy potencidl protonl tvofeny komplexy dychaciho fetézce k syntéze ATP. Sklada

se z katalytické F; ¢asti spojené dv€ma stonky s Fo €asti zanofenou do membrany.

1.4.5.1 Struktura ATP synthasy

Mitochondrialni savéi komplex je sloZeny z 16 riznych podjednotek o celkovém sloZeni —
Fi: 03-B3-y-0-€ + IF;; Fo: Atp6-b-cjo-d-e-f-g + F¢ + A6L + OSCP [57, 58] (Obr. 10); veliky je
pfiblizné¢ 600 kDa [59]. P&t podjednotek tvofi katalytickou &ast F;, [60] — misto syntézy
a hydrolyzy ATP, zatimco zbylych 10 podjednotek tvofi Fo &ast s proton-transportni funkci.
Extramembranovy subkomplex F; je k membranovému subkomplexu Fo vazan pies centralni
a periferni stonek [61]. Pfes periferni stonek jsou na sebe vazany statické, nerotujici Césti F;
a Fo. Podjednotky Atp6 a A6L jsou kddovany mtDNA, ostatni nDNA.

Enzym F,; (370 kDa, EC 3.6.1.34) je rozpustny ve vodé a obsahuje aktivni misto ATP
synthasy, sim bez Fo pouze katalyzuje hydrolyzu ATP. Aktivni misto je tvofeno
podjednotkami a a B a centralni stonek je sloZen z podjednotek vy, & a €. Heterohexamer o33 je
uspofadany kolem y podjednotky, ¢imZ protahuje celkovou délku centralniho stonku [62].
Podjednotky y a 8 jsou vazany na c-prstenec Fo ¢asti komplexu.

Periferni stonek je tvofen z jednotlivych kopii OSCP (protein citlivy na oligomycin)
a podjednotek b, d a F¢ [63, 64]. N-terminédlni konec OSCP interaguje s N-terminalni Casti
podjednotky o a s podjednotkou B blizko vrcholu F; a spousti se podél nekatalytického
povrchu o-f na F; stran€. C-terminalni ¢ast OSCP interaguje s C-terminalni doménou
podjednotky b [65, 66]. Podjednotky d a F¢ interaguji s podjednotkou b [64]. F¢ je maly,
vysoce pohyblivy protein a subkomplex OSCP-b-d-Fj tvofi stator enzymu [61].
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Fo ¢ast enzymu se skladd ze dvou domén. Prvni je pfipojena k centrdlnimu stonku
anachazi se pfesné¢ vmist¢ kde je cjo-prstenec vazany v subkomplexu F;-cio. Fj-cio
subkomplex obsahuje 6 z 16 podjednotek ATPasy a tvoti 75 % celkové hmoty. Druhd doména
je stejné velika jako cjo doména. Je pfipojena k c-prstenci, pfesahuje membranové vazanou
¢ast komplexu a piechazi v perifeni stonek. Tato doména je pravdépodobné sloZena
z membranové vazanych hydrofébnich podjednotek (kdédovanych mtDNA) Atp6 (24,8 kDa),
A6L (8 kDa) a pravdépodobné také e (8,2 kDa), f (10,2 kDa) a g (11,3 kDa) [57, 67].

i

R g B
o
Obr. 10: Podjednotkové uspofddani mitochondridlni FoF; ATPasy. F| je globularni katalytickd doména

tvofena podjednotkami a, B a tfemi podjednotkami centralniho stonku v, & a & Fo doména je tvofena

c oligomerem (10 kopii), podjednotkou a (Atp6), a podjednotkami periferniho stonku b, d, Fs a OSCP.
Tzv. minoritni podjednotky (e, f, g, a A6L) nejsou ukazany jednotlivé, viechny prochizeji membranou

a zastoupeny jsou pravd&€podobné ve stechiometrickém poméru 1:1:1:1. Rotor je tvofen centralnim stonkem
a c-prstencem. Zbylé podjednotky tvoli stator. Inhibi¢ni protein (IF,) neni ukizan, je vdzan na katalytickém
povrchu o/ blizko spodni &asti (ap);. Prevzato z [68)].

1.4.5.2 Funkce ATP synthasy

Mitochondridlni FoF; ATP synthasa je multipodjednotkovy komplex schopny pracovat

reverzibiln€ jako rotatni nanomotor mechanickym ota¢enim centralniho stonku. Fosforylaci
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ADP produkuje vétSinu buné¢ného ATP, ktery je zdrojem energie nutné pro mnoho
energeticky naro¢nych reakci v Zivych butikdch. Na druhou stranu dokéze hydrolyticky $tépit
fosfoanhydridovou vazbu ATP a energii tak uvoliiovat.

ATP synthasa tedy muZe pracovat ve dvou funk&né i konformaéné odlisnych stavech. Pt
syntéze Fo motor méni elektrochemicky gradient protoni na to¢ivou silu nutici F; motor
pracovat — pokud jsou pfitomny substraty ADP a P; — jako generator ATP, coZ vede k tvorbé
fosfoanhydridové vazby ATP. Na druhou stranu, pifi hydrolyze, F; pfeméiuje chemickou
energii z hydrolyzy ATP na tolivou silu zpisobujici, Ze v membrané¢ zanofeny Fo motor
funguje jako iontova pumpa. Komplex F;, skladajici se z a3B; hexameru rozloZeného kolem
centralni dvojit¢ vinuté podjednotky 7y, je asymetricky vzhledem k riznym interakcim
centralni podjednotky y skaZdou katalytickou podjednotkou B. Tim poskytuje rizné
konformace a nukleotidové afinity na jejich katalytickém misté. Pfi rotaci podjednotky y se
konformace tfi podjednotek B postupné meéni tak, Ze kazda podjednotka B piijima konformace
ruznych afinit b€hem jednoho rotaniho cyklu. Obr. 6 ukazuje rotaci y fetézce proti sméru
hodinovych ru¢i¢ek. Pfedpoklada se, Ze fetézce o a f jsou pevné drZzeny statorem.

Model funkce ATP synthasy se nazyva mechanizmus vazebné zmény [69]. Kazdy krok
v cyklu popsaném na Obr. 6 zahmuje vazebné zmény fizené protonovou hybnou silou béhem
syntézy ATP. Slabé vazané ADP a P; jsou pfem&n€ény na ATP jakmile nastane vazebna
zména. V dal$im kroku se vytvofeny ATP stava volnéji vazanym a jeho uvolnéni
pravdépodobné nastava po tomto kroku, nebo je podpofeno dal$i vazebnou zménou, ktera
vraci toto misto do pozice, ve které je podpofena adice ADP a P;. Vazebné zmény jsou mezi
sebou provazané, v kazdém momenté je kazd¢ ze tii katalytickych mist na enzymu v jiné
konformaci. Ptedpokldda se, Ze v danou chvili pouze jedno misto mize pfijmout tésnou
konformaci, ve které nastdva kovalentni pfeména. Kazdou koordinovanou zménou je
uvolnéna jedna molekula ATP na enzym, kazdé¢ katalytické misto vyZaduje tfi vazebné zmény
(otevienou O, uvolnénou L a t€snou T konformaci) k tvorbé ATP (Obr. 11).

V Fo komplexu je c-prstenec lemovany podjednotkou Atp6. Prstenec interaguje
s podjednotkym komplexem yd¢e a tvoii tak rotor to¢ici se proti statorovému stonku [70, 71].
Protonova translokace na povrchu Atp6/c podjednotek fizena protonovou hnaci silou generuje
to¢ivou silu, kterd je aplikovana na rotorové podjednotky. Toho je vyuZito k podpoie
konformaénich zmén nutnych pro syntézu ATP na F, katalytickych mistech. Mechanizmus
protonové translokace vyZaduje sofistikované interakce mezi podjednotkou Atp6 a rotujicim
c-prstencem. Podjednotka Atp6 pusobi jako medidtor protonového transportu
z mezimembranového prostoru do stfedu membrany, kde vstupujici protony prochazeji
sousednim (blizkym) vazebnym mistem v c-prstenci. Proton zlstdvd véazany téméf celou

rotaci a uvolnén je do matrix pokud znovu dosahne povrchu Atp6/c.
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Obr. 11: Mechanizmus tfimistného mé&niciho se vazebného mista pro ATP synthasu. Zatatek cyklu
nahote vlevo ukazuje navazani ADP a P; na prazdné misto (Bg, O, open), zatimco ADP a P; jsou jiZ vazany na
druhém mist€ (Bapp); t&sné vazand ATP je na tfetim misté (Barp, T). Rotace podjednotky y zpilsobuje
konformaéni zmény v Barp misté &imZ je ATP uvolnéna a konformace se méni smérem k Pg. Plivodni g je
pfemé&né&no sm&rem k PBapp a potatedni Bapp na Parp. Takto se struktura navraci do plivodni (vlevo nahote)
konformace mimo t&€ch ti konformaci migrujicich kolem prstence z podjednotek a a B. Opakovanim t&€chto
kroki dochazi k uvoliiovani ATP a k navraceni strukturniho uspofadani do plivodniho stavu (vlevo nahofe).
Ptevzato z [72].

1.4.5.3 Biogeneze ATP synthasy

Mitochondridlni ATP synthasa se sklad4d pfevazn€ zjaderné koédovanych podjednotek
(kromé podjednotky Atp6 a A6L). Tento komplex je skladan postupné plisobenim nékolika
asembla¢nich faktord, ale pfesny mechanizmus tohoto procesu u sav¢i ATPasy neni zcela
jasny. Ke studiu sestavovani enzymu byly pouZity napt. lidské Rho nula buiiky (p°), které
obsahuji mitochondrie, ale postradaji mtDNA, buiiky jejichZ mitochondridlni translace byla
inhibovana plsobenim doxycyklinu, nebo builky pacientli sriiznymi mitochondridlnimi

onemocnénimi ¢i syndromy deplece (ibytku) mtDNA.
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Podobnost struktury F; &asti enzymu ve vSech typech membran nasvédéuje obdobnému
mechanizmu asemblace u savcl, niZ§ich eukaryot i prokaryot; pro Fo &ast to neplati.
K sestaveni F,; ¢asti jsou nutné asemblaéni proteiny Atpll a Atpl2 [73]. Atpl2 vaZe volné
podjednotky o a Atpl1 umozZiiuje navazani o s nesestavenou B podjednotkou. SloZeni celého
(af); hexameru je komplikovany proces, pii kterém dochazi k nahrazeni nesestavené
podjednotky sousedici podjednotkou.

K vazbé F,; s Fo ¢asti je nutna podjednotka & — a naopak je tento kli¢ovy krok sestavovani
ATPasového komplexu nezavisly na podjednotce y. Jaderné€ kédované F, podjednotky mohou
byt pravdépodobné sloZzeny bez exprese Fo podjednotek. Je tedy mozné, Ze se F, sklada jako
samostatny celek, voln€ napojeny na membranu.

Asemblace Fo &asti je komplikovany proces, vyvojem od bakterie k ¢lov&ku ziskala
7 novych podjednotek a vzhledem ke znaénym rozdilim mezi vy$§imi a niZ§imi eukaryoty
v obsahu a umisténi gent pro podjednotku c, v asembla€nich faktorech specifickych pro ATP
synthasu, ¢i ve faktorech regulujicich transkripci genti mtDNA kédujicich ATP synthasu,
muze byt proces asemblace v sav&ich butikach od kvasinek odlisny.

Na tvorb& kvasinkové Fo &asti se podili faktory Atpl0, Atp22 a Atp23. Atpl0 se Géastni
posledniho kroku asemblace — inkorporace podjednotky Atp6; Atp22 hraje duleZitou roli
v posttranslaénich zménach asemblace Fo. Kvasinkové metaloproteasa Atp23 je asociovana
s vnitfni mitochondridlni membranou a zpracovdva prekurzor podjednotky Atp6 na zraly
protein, u¢innost zpracovani zavisi na pfitomnosti Atp10. Atpl10 a Atp23 jsou faktory dileZité
pro posttransla¢ni modifikaci podjednotky Atp6 a pro napojeni zralé podjednotky na funkéni
Fo &ast ptes oligomer podjednotky c. V sav€ich buiikach existuje pouze homolog Atp23, ale
chybi prekurzorova forma podjednotky Atp6. Proto mize byt funkce Atp23 u vysSich
eukaryot spojena pouze se sestavenim a nikoliv s modifikaci podjednotky Atp6 [74].

Podjednotka c je u savci esencialni pro zformovani celého ATP synthasového komplexu.
Navazani c-prstence pfitom znaéné méni fyzikalné-chemické vlastnosti F; domény. Vysoce
hydrofobni kruh ma potencidl k zakotveni hydrofilni extramembranové F; domény do
mitochondridlni membrany. F;-c subkomplex miize obsahovat n¢které dalsi neidentifikované
Fo podjednotky, jelikoZ u hov€ziho komplexu ATP synthasy jsou pro spojeni Fo a F;
vyZadovany i podjednotky OSCP, F¢ a b. F; doména a F,-c subkomplex jsou povazovany za
potencialni asembla¢ni intermediaty [74].

V nepfitomnosti podjednotek Atp6 a A6L jsou podjednotky rotoru sestavené, véetné
podjednotky ¢, a jsou pfitomné i podjednotky druhého stonku, b a OSCP. Zabudovani
podjednotky Atp6 je ale zavislé na pfitomnosti OSCP, pro postupné sestaveni OSCP
a podjednotky d je duleZitd asociace podjednotky b. U E.coli a kvasinek neni podjednotka
Atp6 nezbytna pro zabudovéni podjednotek b a ¢ do membrany nebo pro fyzické pfipojeni F,
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k membrané. Pro normdlni funkci komplexu je ale pochopitelné nezbytna. Pro sestaveni
samotné podjednotky Atp6 jsou nezbytné podjednotky d a c a podjednotka 8 (A6L) [75].
Z toho vyplyva, Ze podjednotka Atp6, dilleZita soucast protonového kanalu, musi byt pfidana
aZ v poslednim kroku sestavovéani FoF,. Mutace v mtDNA zasahujici do genu ATP6 (gen pro
podjednotku Atp6) jsou €asto spojeny s abnormalnim hromadénim subkomplexi, podstatnym
vy¢erpanim obsahu podjednotky Atp6 a b a s rostoucim mnoZstvim podjednotky c [74].

1.5 REGULACE SYSTEMU OXPHOS

Mnozstvi spotfebovaného kysliku &i vytvofeného ATP odrazi funkci celého systému
OXPHOS, nikoliv jednotlivych komplexi. Transkripéni a posttranskripéni mechanizmy, které
tvofi zaklad koordinované exprese jadernych a mitochondridlnich geni pro komplexy
OXPHOS, zaviseji na typu buriky a jejich energetickych poZadavcich.

Kontrola celého respiraéniho fetézce je tvofena dv€éma mechanizmy. Pivodné byla
kontrola respirace definovana jako stimulace izolovanych mitochondrii pfidanim ADP
a postupna inhibice zplisobend pfeménou ADP na ATP (primarni mechanizmus regulace
systému OXPHOS). Aktivita mitochondridlniho respiraéniho fetézce je tedy regulovana
protonovym gradientem na vnitfni mitochondrialni membran€ spfazenym s tvorbou ATP [76].
Rychlost tvorby ATP je koordinovana a limitovana dodavanim ADP a P; a od€erpavanim
vzniklého ATP. Pokud by doslo k vy€erpani ADP a membranovy potencial by nebyl vyuZivan
k syntéze ATP, doslo by kjeho velkému nartistu, k zastaveni oxidace NADH (FADH,)
a redukce kysliku a buné¢na respirace by se zastavila.

Sekundarni mechanizmus kontroly mitochondridlni respirace byl objeven pouze
u eukaryotnich bunék. Je nezavisly na protonovém gradientu a funguje tak, Ze inhibuje
aktivitu komplexu IV vysokym pomérem ATP/ADP uvnitf mitochondrie pfes ATP vazany na
podjednotku Cox4 [23, 77]. Zpusobuje tim sniZzeni vykonnosti pfemény energie nebo sniZeni

stechiometrie H'/e" protonového pumpovani [78, 79].

Regulace funkce COX zahrnuje jak jeji akutni modulaci na podklad€ ptsobeni riznych
ligandti, tak dlouhodobou regulaci na tirovni biogeneze enzymu ovliviiujici jak jeho mnoZstvi,
tak podjednotkové sloZeni a interakci s dal§imi komplexy OXPHOS. Akutné je respirace
v savéich butikdch regulovana napfiklad koncentraci kysliku [80], hladinami thyroidnich
hormonti (aktivuji celou fadu syntetickych d&ji, coz vede ke zvySené spotiebé ATP) [81]
a svalovymi kontrakcemi (vzestup hladiny cytozolického Ca®* v buiice vede ke zvysené
oxidaci a produkci ATP u mnoha bun¢k) [82].
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Evoluce vybavila savéi mitochondridlni COX mnoZstvim dodatenych podjednotek, které
chybi v bakteridlnim enzymu. Sav¢i COX obsahuje 13 podjednotek, coZ je nejvétsi doposud
zji§téné mnozstvi. Navic jsou n€které z podjednotek exprimovany jako tkariové specifické
izoformy. Cytochrom c¢ oxidasa pravdépodobné pfedstavuje jeden z nejvice regulovanych
enzymu respiraéniho fetézce.

V sav¢ich burikach jsou vSechny jaderné koédované podjednotky cytochrom c oxidasy
(Cox4, 5a, 6, 7, 8 a 9) vyjma Cox5b exprimovany za aerobnich podminek — pfi optimalni
koncentraci kysliku (O;) 200 pM. Za anaerobnich podminek jsou exprimovany méné, vyjma
Cox4 klesa exprese téchto podjednotek aZ o 70 % mezi koncentraci kysliku 200 — 100 yM
[80, 83]. Koncentrace kysliku ovliviiuje také mitochondridiné koédované podjednotky —
hladiny COX3 mRNA klesaji za anaerobnich podminek az tfikrat. Exprese Cox1 a Cox2 jsou
kyslikem ovlivnény aZ na posttranskrip&ni Grovni [22].

Na regulaci sav¢i COX maji vliv i jaderné kddované faktory hrajici roli na viech rovnich
jeji biogeneze (viz vy$e) — a to na urovni transkrip¢ni, transla¢ni i asembla¢ni a na trovni
komunikace mezi mitochondrii a jadrem buriky. Nespravné sbaleni cytochrom ¢ oxidasy miiZe
mit t¢Zké nasledky pro celou builkku. Neasemblované podjednotky nebo nefunkéni
subkomplexy mohou produkovat reaktivni formy kysliku [84] a fataln€ tak poskodit buiiku.
Asemblacni proces musi mit tedy pfesné regulovanou koordinaci syntézy potencidlné
nebezpecnych podjednotek, zejména Cox1, a jejich asemblaci do holoenzymu.

Poruchy asemblaéniho procesu v kvasinkach vedou ke kumulaci neasemblované Coxl1.
Tim je Mss51 zadrzovan v komplexu Cox1-Mss51-Cox14 a za téchto podminek neni protein
Mss51 schopny interagovat s COXI mRNA, translace je zastavena a Coxl se dale
nesyntetizuje [46]. Asemblace Cox2 je také potencidln€ nebezpe€na a musi byt kontrolovana,
ale mechanizmus regulace jeji syntézy dosud nebyl objeven [85].

Butiky hnédé tukové tkane obsahuji specificky H'-pfena$ed, tzv. uncoupling protein
(UCP1), ktery pfeméiiuje protonmotivni silu na teplo. N&které chemikalie mohou mit stejny
efekt (toxické protonofory), zkratovani a disipace protonového gradientu vede k rozpiazeni

tvorby ATP a elektronového transportu [79, 86].

1.6 MITOCHONDRIALNI CHOROBY

Poruchy oxidaéni fosforylace jsou spojeny s multisystémovymi onemocnénimi, které jsou
¢asto uvadény jako mitochondridlni encefalomyopatie, protoZze vyznamné ovliviiuji nervovy
systém a pfi¢n¢ pruhované svalstvo. Primarni defekty OXPHOS mohou byt zpiisobeny
mutacemi v mtDNA nebo nDNA.

32



mtDNA je k mutacim mnohem nachyln€j§i nez nDNA, protoZe se nachazi v blizkosti
vnitfni mitochondridlni membrany, kde vznikaji volné kyslikové radikaly, navic neni chranéna
histony a v mitochondriich nejsou pfitomny funkéni mechanizmy pro jeji opravu. Existence i
funkce mtDNA jsou zcela zavislé na jaderné DNA, ktera koduje mitochondridlni enzymy pro
replikaci, opravy, transkripci a translaci mtDNA. Zmény v sekvenci mtDNA mohou byt
dédi¢né nebo somatické (vytvofené in situ). Frekvence mutaci mtDNA je 10 — 20krat vyssi
neZ u nDNA. Identifikovano bylo jiZ pfes 150 patogennich bodovych mutaci a vice nez 200
deleci, inzerci a pteskupeni, kazdy rok jsou popisovany mutace nové (viz www.mitomap.org).
Popsany byly mutace ve viech mtDNA genech kodujicich podjednotky komplexi OXPHOS.
Napiiklad mutace v mtDNA genech kédujicich podjednotky komplexu I jsou relativné Casté.
Oproti tomu mutace v mtDNA genech kédujicich podjednotky Cox1, Cox2, Cox3 a genech
kodujicich podjednotky ATP synthasy jsou vzacné [87, 88].

Vice jak 98 % genl pro mitochondridlni proteiny je kodovano v jadie a poruchy
zpusobené mutacemi v nDNA jsou ¢astou pfi¢inou mitochondridlnich chorob. Vét§ina mutaci
genld nDNA kodujicich mitochondrialni proteiny je déd€na jako autozomalni recesivni znaky
a tyto mutace jsou Casto pfiinou vaznych a vétinou fatdlnich onemocnéni u déti. Byly
identifikovany poruchy v riznych jadernych genech kédujicich strukturni slozky a asemblaéni
faktory komplextit OXPHOS (Scol, Sco2, Cox10, Cox15, Surfl, Atpl2, Atp23 atd.), Casté
jsou i poruchy jadern€¢ kodovanych faktori nezbytnych k udrZeni integrity a k replikaci
mtDNA. Ty vedou bud’ k celkovému sniZeni obsahu mtDNA, nebo k mnohacetnym delecim.
Mitochondrialni onemocnéni mohou zpUsobit i defekty v transportu metabolitli a adeninovych
nukleotidi (napf. inhibice ATP/ADP transportu) [87, 88], nebo v transportu jaderné
kédovanych proteini z cytoplazmy do mitochondrie. Vnitfni mitochondridlni membrana
neslouzi pouze jako ,leSeni“, sloZeni lipidové dvouvrstvy je rovn€z dulezité pro funkci
jednotlivych komplexti a poruchy funkce mitochondrii mohou byt i vysledkem poruchy
metabolizmu kardiolipinu.

Pro pochopeni etiologie a patogeneze mitochondridlnich poruch jsou stéZejni tyto aspekty:
mitochondridlni DNA je dédéna materndln€; buniky obsahuji stovky organel a tisice kopii
mtDNA; mutace se miZe v mtDNA populaci vyskytovat jen v ¢asti mtDNA molekul, coZ ma
za nasledek koexistenci dvou i vice mtDNA genotypu uvnitf jedné buiky, organu c¢i
v jednotlivci (heteroplazmie); pokud je mutace patogenni, pomér mutovanych molekul
v heteroplazmické populaci (muta¢ni zatiZeni) ovliviiuje vaZnost biochemického defektu, ale
ne nezbytné linearnim zplisobem; replikace mtDNA a dé&di€nost po rodové linii je
pravdépodobna a Casto ma za nasledek zmény v mutaénim zatiZeni b€hem pacientova Zivota
arozdily v mutatnim zatiZeni v riznych buiikach a tkanich (mitoticka segregace); protoZe

ruzné typy bun€k maji jinou minimalni potfebu oxidativni energie, stupeii heteroplazmie a
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dynamika mitotické segregace hraji kritickou roli v ur€eni klinického poskozeni pacienta

(fenotypu) a zavaZnosti onemocnéni.

1.6.1 Mitochondridlni choroby na podkladé dysfunkce COX

Defekty COX patfi k nejCastéj$im pfi¢indm mitochondridlnich onemocnéni [87, 88].
Mohou byt izolované, nebo spojené s poruchou dal$ich komplexti a jsou vyvolany jak
mutacemi v mtDNA, tak poSkozenim jadernych gentl. Zatimco mutace mtDNA postihuji
vlastni podjednotky COX (Cox1, Cox2 a Cox3), doposud odhalené mutace v jadernych
genech se tykaji pouze pomocnych faktori, nezbytnych k biogenezi enzymu, které ale
soucasti enzymu nejsou. Je pfekvapujici, Ze zatim nebyly nalezeny Zadné mutace, které by
vedly k mitochondridlnimu onemocnéni na podkladé dysfunkce nékteré z deseti jaderné
kédovanych podjednotek COX.

1.6.2 Leighiiv syndrom spojeny s izolovanou poruchou COX

Leightiv syndrom (LS, subakutni nekrotizujici encefalomyopatie) je zndm jako progresivni
neurodegenerativni autozomalné recesivni onemocnéni. Choroba nejCastéji propuka u déti
vprvnim roce po narozeni a je charakteristickd celkovou psychomotorickou retardaci
a bilaterdlné¢ symetrickymi lézemi v podkorové oblasti mozku (bazalni ganglia). Je spojena
se zvySenym mnoZstvim laktatu v krvi a cerebrospindlni tekutin€ (laktatova acid6za). Nemoc
je fatalni v naprosté vétSiné piipadl, pacienti obvykle umiraji pfed patym rokem Zivota na
kardiorespiraéni selhani po opakovanych respira€nich infekcich [89, 90].

Leightiv syndrom spojeny s izolovanou deficienci COX (LS*) ptedstavuje nejlast&jsi
anejvetsi skupinu mitochondridlnich onemocnéni zptisobenych mutacemi v jaderném genomu
[91]. Studie vyuZivajici fibroblasty a cybridové klony z LS®®® pacientii a kontrolnich bun&k
ukazaly, Ze u vétSiny pacientl je za nemoc zodpovédny pouze jeden mutovany lokus [92, 93].
V roce 1998 byla mutace identifikovana v genu SURFI nezévisle dvéma skupinami [94, 95].
SURF 1 kéduje protein vnitini mitochondridlni membrany. Studie na kvasinkovém homologu
Shy1 ukazaly, Ze je nezbytny pro spravny pfenos elektronii mezi respiranimi komplexy III

a IV [96].
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1.6.2.1 Surfl exprese a funkce

Gen SURF1 o délce 4700 bazi je umistény v kompaktnim surfeit lokusu — genovém
klastru Sesti housekeepingovych gend (udrZovaci geny nutné pro fungovani organizmu) na
devatém chromozomu v oblasti 9q34 [97, 98]. Tento DNA usek prakticky postrada
heterochromatin, obsahuje 9 exond a nese zvlastni rysy jako je obousmérmny promotor pro
SURF1 a SURF?2 geny [99]. SURF1 kéduje protein Surfl o délce 300 aminokyselin (pfiblizné
300 kDa), ktery je nezbytny pro asemblaci COX a funkci dychaciho fetézce.

Ve vsech studovanych tkanich byly nalezeny stejné hladiny SURFI mRNA s vyjimkou
mozku, kde byly niz§i. Gen je exprimovan v substechiometrickém mnoZstvi relativné
k podjednotkam COX [100]. U pacientti s mutaci vedouci k pfed€asnému stop kodonu nebyla
detekovana Zadna SURF! mRNA ani protein Surfl [100, 101]. V pozdé&jsich studiich byla
detekovana normélni hladina SURFI mRNA u pacientil nesoucich missence bodovou mutaci,
ale samotny Surfl protein opét nebyl nalezen [102].

Predikce sekundarni struktury proteinu  Surfl odhalila pfitomnost dvou

transmembranovych domén spojenych s centrdlni kli¢kou v mezimembranovém prostoru.
K vyhodnoceni, které &asti proteinu jsou nezbytné pro jeho funkci, byly pouZity cDNA
konstrukty kodujici n&kolik zkracenych verzi proteinu k transfekci LS®®* fibroblasti.
S vyjimkou varianty kde chybélo pouze pét C-terminalnich aminokyselin Zadny z t€chto
konstrukti nekomplementoval deficienci COX [100, 101]. I pfes vysokou konzervovanost
Surfl v evoluci (homology byly nalezeny ve vSech skupinidch eukaryoti a i n&kterych
prokaryotti) [53], SURFI cDNA konstrukt celé délky proteinu Surfl nekomplementoval pet
fenotyp kvasinkového kmene s deleci SHY1 [101], coZ poukazuje na moznost vzniku rozdilu v
jeho funkci béhem evoluce mnohabunéénych organizmi.
Role Surfl byly studovany na vSech urovnich exprese COX. Zmény v mnoZstvi nebyly
nalezeny u jadern€ ani mitochondridlné¢ kédovanych transkripti COX, stejn€ tak nebyla
nalezena zména v G¢innosti jejich translace. Z toho vyplyvé, ze funkce Surfl se projevuje az
v pozdéjsich fazich exprese COX. Dvourozmémou BN-PAGE/SDS-PAGE byly u LSCoX
pacienti objeveny naakumulované intermediaty ze zaCatku asemblacniho procesu.
Sestavovani enzymu bylo blokovano na urovni intermediatu S2 (Cox1-4-5a). Pravdépodobné
tedy izolované defekty COX zpusobené absenci proteinu Surflovliviiuji navazovani (spojeni)
podjednotky Cox2 a Cox3 s heterodimerem podjednotky Cox1 a Cox4 [54, 101, 103].

I pfes absenci Surfl vznika v postiZzenych butikach a tkanich 20% mnoZstvi holoenzymu
oproti kontrole, coZ poukazuje na ur€ity stupel spontdnnosti asemblaéniho procesu, kde je

Surfl zasadn€ vyznamny pro vznik dostate¢ného mnoZstvi COX, ale pro samotné sestaveni
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SCOX

enzymu z podjednotek absolutné esencialni neni. Zhor§ena COX asemblace u L pacientli

byla potvrzena i jinymi studiemi [103].

1.6.2.2 Surfl mutace a zmény ve struktuie a funkci COX

Od doby, kdy byl tento defekt uréen jako primarni pi¢ina LS®®X, bylo popsano jiz &tyficet
patogennich mutaci SURFI. Vét§ina z nich jsou nonsence mutace charakteristické vznikem
pred¢asného stop kodonu. Popsany byly i missence mutace a splicing-site mutace, ale ty jsou
méné Casté. Mutace zpusobuji translaci nekompletnich forem proteinu Surfl, které jsou
rapidné degradovéany, nebo nestabilitu SURFI mRNA, vedou k zamezeni syntézy proteinu.
Vétsina mutaci SURFI je shruta v review [98, 104].

I pies to, Ze aktivita enzymu COX v L§X

pacientech v riznych tkanich je snizena na 5 —
40 % oproti kontrole, je nastup klinickych symptom zpoZdén a béhem prvniho mésice Zivota
se pacienti jevi jako klinicky normalni. Také asemblace COX neni plné€ zastavena, zbytkova
mnoZstvi normalniho enzymu byla nalezena u pacienti, kterym Surfl chybél upln€. Kinetické
analyzy odhalily nezménénou hodnotu Michaelisovy konstanty, ale dramaticky pokles
maximalni rychlosti enzymatické reakce tohoto enzymu. Komplexy cytochrom c oxidasy
v LS fibroblastech byly vice citlivé na detergent laurylmaltosid a na stoupajici teplotu
[97, 101, 105-108].

Buiiky LS®®* jsou charakteristické obecnym sniZenim obsahu podjednotek COX

[100, 102, 106, 108-110]. Tato skuteCnost s nejvétsi pravd€podobnosti odraZi sniZenou
stabilitu a rapidni degradaci neasemblovanych podjednotek, resp. subkomplext. V buiikéch
LS“°* nebyly nalezeny vétsi rozdily mezi mnoZstvim mitochondridlng a jaderné kédovanych
podjedntotek.
U LS“°* fibroblastii byla nalezena abnormalni vapnikova homeostéza a bylo navrZeno mozné
spojeni s nizkym potencidlem mitochondridlni membrany. V plazmatické membrané LSCOX
fibroblasti je naruSeno otevirani kanalu ovladajiciho zasobu vapniku (SOC - store operated
channels) a stejny efekt mé&l u kontrolnich bun€k uncoupler (rozptahova¢) mitochondridlni
membrany, coZ ukazuje Ze pro fadnou kontrolu otevirani SOC je potencial mitochondrialni
membrany nezbytny. To s nejvetsi pravdépodobnosti prokazuje nizké hodnoty membranového
potencidlu v LS buitkach [111].

Mozna role proteinu Surfl ve vapnikové homeostize byla navrZena také skupinou
Zevianiho (Milano, Itdlie) po studiich na modelu my$i s vyfazenym (knock-outovanym)
genem SURFI. Absence Surfl v mySich s knock-outem SURFI zpisobovala lehé¢i COX
deficienci nez u lidi a chybél i neurologicky fenotyp typicky pro ¢loveéka. Paradoxné, SURFI
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knock-outovand zvifata vykazovala vyznamnou rezistenci vi¢i kainatem (kyselina kainova)
vyvolané neurodegeneraci oproti kontrolnim zvifatim. Zda se tedy, Ze v neuronech
postradajicich protein Surfl nedochazi k tak masivnimu odtoku vapniku, ktery vede
k excitoxicit€ a bunétné smrti. Autofi tvrdi, Ze zména ve vapnikovém ,fizeni“ neni zplisobena
zménami v potencialu mitochondrialni membrany [112], ale k objasnéni téchto nalezl je nutné
provést jeste fadu experimentu.

SCOX

I témet deset let po objeveni faktu, Ze L je zpusoben mutacemi v genu SURF1, je role

tohoto proteinu stale neznama.

1.6.3 Mutace v mtDNA tseku kodujicim podjednotku Atp6 ATP synthasy a

podjednotku Cox3 cytochrom c oxidasy

Mutace mtDNA genil pro podjednotky Cox1, Cox2 a Cox3 jsou obecné zamé&nné mutace
vedouci ke zmén€ aminokyselinové sekvence dané podjednotky. Vyjimku tvofi mutace
postihujici Gsek mezi geny pro ATPasovou podjednotku Atp6 a navazujici podjednotku Cox3.
V roce 1996 byla nalezena mikrodelece 2 part bazi na pozici 9205 a 9206 (9205delTA)
u novorozence s pfechodnou laktatovou acidézou [113]. V roce 2003 byl nalezen i druhy
pfipad 9205delTA mikrodelece, tentokrait u dit€te s t&€Zkou encefalomyopatii
a hyperlaktatacidemii [114].

Tato ojedin€éla mtDNA mutace 9205delTA postihuje stop kodon genu ATP6 a sestfihové
misto mezi ATP6 a COX3 (Obr. 2). Northern blot a kvantitativni real-time reverzni
transkripéni-PCR analyzy ukazaly, Ze primami transkript ATP6-COX3 je sesttizen na ATP6
a COX3 mRNAs méné efektivné€. Strukturni studie nativni a dvourozmémou elektroforézou
odhalily pozménény model asemblace COX a nestabilitu ATP synthasového komplexu, ktery
disocioval v subkomplexy. mtDNA mutace 9205delTA brani syntéze ATPasové podjednotky
Atp6 a zpisobuje tvorbu nekompletnich komplexti ATP synthasy, které jsou schopné
hydrolyzovat ATP, ale jiz nejsou schopné ATP syntetizovat. Mutace postihuje i biogenezy
COX komplexu, ktery je v postiZenych buiikach pfitomen ve snizeném mnoZstvi [115].
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2 CiLE DIPLOMOVE PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo pomoci elektroforetickych metod a analyzou Western
blotu spojeného s imunodetekci specifickymi protilatkami zjistit:
1) zda absence proteinu Surfl vtkanich my$i s (knock-outem) vyfazenim genu SURFI
ovliviluje asemblaci COX na urovni intermediati, zda a v jakém mnoZstvi se intermediaty
hromadi a jaké je jejich sloZeni a
2) zjisténé vysledky porovnat s publikovanymi vysledky ziskanymi analyzou mitochondrii
pacient s mutaci SURFI,
3) jakym zptisobem mtDNA mikrodelece 9205delTA v genu ATP6/COX3 postihuje tvorbu

mitochondridlné k6dované podjednotky Cox3 a jak ovliviluje asemblaci cytochrom c oxidasy.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 MATERIAL

3.1.1 Pristroje a pomiicky

AIDA (Advanced Image Data Analyzer,
3.21.001)

Adobe Photoshop Elements 5.0.2

Analytické vahy a pfedvazky AC ADAPTER
Automatické pipety (objem 2, 20, 200, 1000 pl)
Centrifuga CENTAUR 2 MSE

Centrifuga 3K18

Corel DRAW Graphics Suite X3
Elektroforetické sady MiniProtean 2 a 3 systems
Fluorescenéni skener Odyssey Infrared
Imaging System

Homogenizétor sklenény s teflonovym pistem,
vel. 19

Homogenizér RZR 2041

Chromatograficky papir 3 MM chr
Laboratorni sklo

Magneticka micha¢ka H+P variomag mono
Michatka SSL4

pHmetr HI 9024 s elektrodou HI 1230
Pipetovaci $picky (objem 2, 20, 200, 1000 pl)
Peristalticka pumpa a misi¢ gradientovych gelt
PVDF transferova membrana Immobilon-P,
pory 0,45 ym

Skener CanoScan 9950F

Sonikator BANDELIN

Spektrofotometr BioPhotometr

Termostat B15

Ultracentrifuga RC M100

raytest Isotopenmessgeridte GmbH,
Némecko

Adobe Systems Incorporated, U.S.A.
A&D Co., LTD., Japonsko

Gilson, U.S.A.

SANYO, Japonsko

SIGMA, U.S.A.

Corel Corporation, U.S.A.

Bio-Rad, U.S.A.

LI-COR, U.S.A.

KONTES GLASS Co., U.S.A.

Heidolph Instruments GmbH, Némecko
No 3030917, Whatman, Velka Britanie
SIMAX, Ceska republika

Labortechnik AG, Némecko

Stuart scientific, Velka Britanie
HANNA instruments, Némecko
Sarstedt, Némecko

Cole-Parmer Instruments, U.S.A.
Millipore Corporation, U.S.A.

Canon, Kanada

Sonoplus, Francie

Eppendorf, Némecko

Heraeus instruments, Némecko

Sorvall, Velka Britanie
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Vodni lazei s tfepatkou MEMMERT
Vortex MS2 Minishaker

Western blotova aparatura

Zdroje napéti a proudu POWER PAC 300

a model P1

UNIMED, Ceska republika

IKA Works, INC., Velka Britanie
OMNI-BIO, Ceska republika
Bio-Rad, U.S.A.

OMNI BIO, Ceska republika

Zkumavky centrifugové typu Sarstedt, 15 ml TPP, Svycarsko

Zkumavky polystyrenové 400948, 5 ml
Zkumavky umé&lohmotné typu Eppendorf
(0,5; 1,5 a2 ml)

3.1.2 Chemikalie

Alexa Fluor 680 donkey anti-goat,
sekundarni protilatka

Alexa Fluor 680 goat anti-mouse,
sekundarni protilatka

Akrylamid

6-aminohexanova kyselina

GAMA GROUP as., Ceska republika
Sarstedt, Némecko

2 mg/ml, A21084, Molecular Probes, U.S.A.

2 mg/ml, A21058, Molecular Probes, U.S.A.

Serva, Némecko
99%, SIGMA, Némecko

(aminokapronova kyselina, kyselina e-aminokapronova)

Anti-Cox1, monoklonalni primarni
protilatka

Anti-Cox2, monoklonalni primarni
protilatka

Anti-Cox4, monoklonalni primarni
protilatka

Anti-Cox5a, monoklonalni primarni
protilatka

Anti-Cox6c, monoklonalni primarni
protilatka

Azid sodny

Bis-Tris

BSA

Bradfordovo ¢inidlo

Bromfenolova modf, sodna sl

Coomassie Brilliant Blue G250

1 mg/ml, MS404, Mitosciences, U.S.A.
1 mg/ml, MS405, Mitosciences, U.S.A.
1 mg/ml, MS407, Mitosciences, U.S.A.
1 mg/ml, MS409, Mitosciences, U.S.A.
1 mg/ml, MS414, Mitosciences, U.S.A.
Avondale Laboratories, Velka Britanie
98%, SIGMA, Némecko

Bioveta, Ceské republika

Bio-Rad, U.S.A.

SIGMA, U.S.A.

Serva, Némecko
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Coomassie Brilliant Blue R250
Cytochrom c oxidasa III (N-20),

polyklonalni primarni protilatka

Dodecyl-p-D-maltosid (lauroylmaltosid)

Dithiothreitol

EDTA

EGTA

Ethanol

Glycerol

Glycin

HCl

HMW kalibra¢ni kit pro nativni
elektroforézu

KH,PO4

Kyselina octova

Laktino su$ené mléko (1,3 % tuku)
2-merkaptoethanol
Methylalkohol
N,N"-methylenbisakrylamid
NaCl

NaOH

Na,HPO;, .12 H,0O

OXPHOS kit, smés monoklonalnich
priméarnich protilatek
Peroxosiran amonny

Sachar6za

SDS

Sm¢s proteasovych inhibitori PIC
Standard molekulové hmotnosti
pro SDS-PAGE

TEMED

Tricin

Tris

Trypsin

Tween 20

Serva, Némecko

200 pg/ml, SC-23986, Santa Cruz Biotechnology,
U.S.A.

> 99%, SIGMA, Némecko

99%, SIGMA, U.S.A.

98%, SIGMA, Némecko

> 97%, SIGMA, Némecko

99,8%, Lachema, Ceska republika

99%, SIGMA, Némecko

99%, REANAL, Mad’arsko

35%, Lach - Ner, s.r.0., Ceska republika
17044501, GE Healthcare, Velka Britanie

99%, Lachema, Ceska republika

99%, Lach - Ner, s.r.0., Ceska republika
Promil, Slovenska republika

98%, SIGMA, Némecko

99,8%, Penta, Cesk4 republika

Serva, Némecko

Lach - Ner, s.r.0., Ceska republika

Lach - Ner, s.r.0., Ceské republika
98%, Penta, Ceska republika

MS 603, Mitosciences, U.S.A.

Bio-Rad, U.S.A.

SIGMA, Némecko

Serva, Némecko

P8340, SIGMA, Némecko

Prestained Protein Ladder, Fermentas, U.S.A.

Serva, Némecko

SIGMA, Némecko
SIGMA, Némecko
SIGMA, Némecko
SIGMA, Némecko
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3.1.3 Experimentalni modely

Ke studiu procesu sestavovani COX byly pouZity dva savéi modely — mysi tkan€ a lidské
fibroblasty. Mysi s vyfazenym (knock-outovanym) genem SURF1 byly vytvofeny v laboratofi
M. Zevianiho (Instituto Neurologico Carlo Besta, Miléno, Itilie), pouZity byly tkané z té€chto
knock-outl a z kontrolnich mysi.

V laboratofi Bioenergetiky Fyziologického tstavu AV CR byly kultivovany kultury
koznich fibroblastii pacientii postiZenych mtDNA mutaci genu ATP6 (9205delTA) popsané
vpraci [115]. Jako kontrolni vzorky byly pouzity kozni fibroblasty od jednotlivei bez

mitochondrialnich onemocnéni kultivované rovnéz v této laboratofi.

3.2 METODY

3.2.1 Sklizeni bunék a izolace mitochondrii z fibroblasti

PFiprava roztoku
PBS 10x — fosfatem pufrovany fyziologicky roztok: 24 g NaCl, 1,2 g KCl, 8,4 g
Na,HPO, .12H,0, 0,6 g KH,PO,, doplnéno do 300 ml H,O; pH 7,2-7,3 / IM NaOH
PBS 1x - 300 ml PBS 10x doplnénych do 3 1 H,O, filtrovano pfes filtr s pory 0,22 ym
Trypsin 2% — 20 g/l v PBS 1x, filtrovano pfes filtr s péry 0,22 ym
EDTA 2% - 20 g/l v PBS 1x, filtrovano pfes filtr s péry 0,22 ym
T+E — 5 ml 2% trypsinu, 2 ml 2% EDTA, 43 ml PBS 1x, filtrovano pfes filtr s péry 0,22 ym,
poté piidano 150 ml PBS 1x
SEKT - 250 mM sacharéza, 20 mM EGTA, 40 mM KCl, 20 mM Tris; pH 7,6
PIC - sm¢s proteasovych inhibitort, ptidavana do roztoku Tris, SEKT a SB v poméru 1:500

Sklizeni bunék

Postup: Z kultivaénich lahvi jsem slila kultivaéni médium do pfedem pftipravenych,
oznatenych kéadinek, promyla je PBS 1x a do kazdé (75 cm®) kultivaéni lahve pipetovala
1,5ml T+E. Lahve jsem vloZila do termostatu (Heraeus instr.) vyhfatého na 37 °C.
Uvolitovani fibroblastt ze dna lahve trvalo pfiblizn& 15 min. Cast kultivaéniho média jsem po

uvolnéni bunék nalila zpé€t do kultiva¢nich lahvi, abych zabranila dal§imu ptisobeni trypsinu
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a suspenzi s buiikami pfevedla do pfipravenych, oznadenych zkumavek typu Sarstedt. Déle
jsem s burikami pracovala pii 4 °C, pfedchlazené byly i roztoky. Buiiky jsem centrifugovala
5 min pii 1800 rpm (Centaur 2), poté slila supernatant, pelet bun€k resuspendovala PBS 1x
aopét centrifugovala. Stejné builky jsem spojila do jedné zkumavky sPBS 1x
a centrifugovala. Po posledni promyvaci centrifugaci jsem buriky resuspendovala v uréitém
objemu PBS 1x (1 ml) a zmé&fila protein postupem dle Bradfordové. Po sklizeni jsem

ze suspenze bun€k pfipravila mitochondrie, nebo je zamrazila na — 20 °C.

Izolace mitochondridlni frakce uZitim hypotonického Soku

Postup: Suspenze bun&€k jsem pifevedla do pfedem zvazené 1,5ml zkumavky typu
Eppendorf a centrifugovala pfi 600 g a 4 °C deset minut. Poté jsem ze zkumavky odséla
supernatant a zvéazila ji. Pelet jsem resuspendovala v desetindsobku vahy peletu (v mg)
v objemu (v ul) 10 mM Tris + PIC (1:500), hned pienesla do dobfe té€sniciho homogenizéru
(teflon/sklo) a pti 600 rpm 8x pomalym tahem pistu zhomogenizovala. Po homogenizaci jsem
rychle pfidala pétinu objemu 1,5M sacharézy, roztok pievedla do zkumavky a opét
centrifugovala 10 min pfi 600 g a 4 °C. Supernatant jsem pfevedla do zkumavky a nechala na
ledu, pelet jsem resuspendovala v ptivodnim objemu SEKT + PIC a zhomogenizovala pti
800 rpm 5x pomalym tahem pistu. Roztok jsem pfevedla do zkumavky a centrifugovala pfi
600 g 4 °C deset minut. Supernatant jsem spojila s pfedchozim supernatantem
a centrifugovala pti 10 000 g a 4 °C 10 min. Supernatant jsem odséla, mitochondrialni pelet
resuspendovala v kone€ném objemu 100 pl SEKT + PIC a zmétila protein. Mitochondrialni

frakci jsem solubilizovala pomoci detergentu (lauroylmaltosidu), nebo zamrazila na — 20 °C.

3.2.2 Stanoveni koncentrace proteinii

Pro stanoveni koncentrace proteini ve vzorcich byla pouZita metoda dle Bradfordové
zaloZend na rovnovaznych stavech mezi tfemi formami barviva Coomassie Brilliant Blue.
Za siln€ kyselych podminek je barvivo nejstabiln€j$i ve dvouprotonované cervené forme, ale
po navazéani na protein se méni (pfes zelenou) na neprotonovanou modrou formu [116].
Intenzita modrého zbarveni méfenad spektrofotometricky oproti slepému vzorku pti vinové
délce 595 nm odpovidd mnoZstvi proteinu ve vzorku. Koncentrace proteinu je vypoctena

z linearni z4vislosti kalibrace.
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Postup: Kalibra¢ni roztoky o koncentracich 0, 4, 8, 12, 16 a 20 pg/ml do 1 ml H,O jsem
ptipravila ze standardu BSA 0,2 mg/ml, pfidala 250 upl Bradfordova cCinidla a ihned
promichala (Vortex). Po 2 minutich jsem zméfila absorbanci roztokti pfi 595 nm
(BioPhotometer) oproti slepému vzorku. Ze vzorkii fibroblastii, mitochondrii nebo
solubilizovanych proteinti jsem vZdy odebrala paralelni objemy 1 a 2 pl do 1 ml H,O,
sonikovala (BANDELIN) je 20 s pfi 20% amplitud€ (v piipad¢ fibroblastii a mitochondrii),
pfidala 250 pl Bradfordova ¢inidla a roztoky jsem ihned promichala. Po 2 minutich jsem
zmeftila absorbanci roztokl pfi 595 nm proti slepému vzorku. Slepy vzorek obsahoval 1 ml

H,0 a 250 pl Bradfordova ¢&inidla.

3.2.3 Vzorky mysich tkani

Vzorky my$ich tkani (srde€nich, jaternich a mozkovych) a kultivované mysi fibroblasty

jsem obdrZela jako jednotlivé zamraZené (- 20 °C) suspenze mitochondrii.

3.2.4 Solubilizace mitochondrii

Piiprava roztoki

LM - 10% lauroylmaltosid

SB - solubilizaéni pufr: 1,5 M 6-aminohexanova kyselina, 150 mM Bis-Tris, 0,5 mM EDTA;
pH 7,0

Postup: Mitochondrie jsem solubilizovala neiontovym slabym detergentem LM v poméru
4 mg detergentu na 1 mg proteinu (LM4) nebo 1 mg detergentu na 1 mg proteinu (LM1).
Timto postupem doSlo k naruSeni slabSich proteinovych interakci, z mitochondridlni
membrény se proteiny uvolnily a bylo mozné je centrifugaci oddélit od nesolubilizovaného
materidlu. Vzorky mitochondrii o znamé koncentraci proteinu jsem solubilizovala 10%
roztokem laurylmaltosidu a do kone¢né koncentrace (vétSinou 200 upg proteinu) fedila
roztokem SB. Vzorky s LM jsem inkubovala 5 min pti 4 °C, n€kolikrat promichala (Vortex)
a poté centrifugovala pii 20 000 g a 4 °C 20 min.

Ze supernatantu jsem odebrala 1 a 2 pl na stanoveni proteinu a z urcitého objemu

pfipravila vzorky na SDS a BN elektroforézu.
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3.2.5 Piiprava vzorki na elektroforézy

PFiprava roztoki:
SLB 3x — vzorkovy lyzaéni pufr: 6 % 2-merkaptoethanol, 12 % SDS, 150 mM Tris,
30 % glycerol, 5 mg Coomassie Brilliant Blue G250
SBG — vzorkovy pufr: 5 % Coomassie Brilliant Blue G250, 0,5 M 6-aminohexanova kyselina
SLBprt — vzorkovy lyzaéni pufr (jiné sloZeni nez SLB 3x): 100 mM DTT, 4 % SDS,
100 mM Tris, 20 % glycerol, 0,002 % bromfenolova modt; pH 6,8
SLB — vzorkovy lyza¢ni pufr bez DTT, shodné sloZeni jako SLBprT, pouze bez DTT

Po zméfeni proteinu po solubilizaci byl zkaZdého vzorku odebran urdity objem
supernatantu na vzorek pro disociovanou (SDS vzorek) a nativni (BN vzorek) elektroforézu
(PAGE). Kevzorku na SDS-PAGE jsem pfidala stejny objem SLB 2x a do konetné
koncentrace (2 mg/ml) ho nafedila SLB 1x. K LM4 vzorku na BN-PAGE jsem pfidala SBG
v poméru 1:40, k LM1 vzorku 1:20.

SDS vzorky jsem inkubovala 5 min pfi teploté¢ 100 °C a poté zamrazila na — 20 °C, BN
vzorky jsem ihned po pfipravé zamrazila na — 20 °C.

Pro ovéfeni mozného vlivu SH-redukénich ¢inidel na reaktivitu antigentl jsem pfipravila
dva odli$né vzorkové pufry SLBprr a SLB. SLBprr obsahoval misto 2-merkaptoethanolu
dithiotreitol, SLB neobsahoval DTT ani 2-merkaptoethanol (viz kapitola 4.2.1 Imunodetekce
podjednotky Cox3).

3.2.6 Elektroforetické metody
Vertikalni SDS elektroforéza na minigelech

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS (SDS-PAGE) je relativné
rychlda a reprodukovatelnd metoda separujici bilkoviny na zakladé rozdilné relativni
molekulové hmotnosti. SDS je anionicky detergent ruSici terciarni a sekundarni struktury
proteint rozru$enim vodikovych vazeb, na bilkovinny fetézec se vaZze v poméru 1,4 g SDS na
1 g bilkoviny, pfi¢emZ délka komplexu SDS-bilkovina je imé&rna jeho molekulové hmotnosti.
Na zéklad¢ srovnéni relativnich mobilit bilkoviny a standardi je pak mozZné uréit jeji relativni

molekulovou hmotnost [117].
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Roztok akrylamidu a bisakrylamidu polymerizuje diky volnym radikalim poskytnutym
AP, které zptisobuji §t€peni vazeb mezi kysliky (O-O). Kurychleni reakce se pouzZiva
TEMED, coZ je zasada katalyzujici tvorbu volnych radikalu.

PFiprava roztoki

3x GB - gelovy pufr: 3 M Tris, 0,3 % SDS; pH 8,45

AB — 48 % akrylamid, 1,5 % bisakrylamid

AP — 10 % peroxosiran amonny

Katodovy pufr — 100 mM Tris, 100 mM Tricin, 0,1 % SDS; pH 8,25
Anodovy pufr — 100 mM Tris; pH 8,9

PFiprava geli

10 ml 10% separaéniho gelu: 3,64 ml H,0, 3,3 ml 3x GB, 2 ml AB, 1 ml
87% glycerolu, 50 yl AP, 6 ul TEMED

5 ml 4% zaostFovaciho gelu: 3,36 ml H,O, 1,2 ml 3x GB, 0,4 ml AB, 40 ul AP,
4 uyl TEMED

Postup: Mezi sloZena skla vertikalni elektroforetické aparatury (MiniProtean 2, 3) jsem
nanesla 10% separa¢ni gel, po jeho zpolymerizovani 4% zaostfovaci gel, ve kterém jsem
pomoci hfebinku vytvofila jamky. Do jamek jsem nanaSela SDS vzorky v mnoZstvi 0,5 —
20,0 pg proteinu a standardy molekulové hmotnosti (Prestained Protein Ladder). Po sestaveni
celé elektroforetické aparatury a naliti katodového a anodového pufru do pfislusnych prostori
jsem zdroj napéti nastavila na 45 V. Po doputovani vzorkl do separa¢niho gelu jsem zdroj
napéti nastavila na 90 V. Po zastaveni elektroforézy byly gely vyjmuty z aparatury a pouzity

pro Western blot a naslednou imunodetekci specifickymi protilatkami.

Vertikalni dvourozmérna elektroforéza: BN/SDS-PAGE

Spojenim nativni elektroforézy v prvnim rozméru a SDS elektroforézy v rozméru druhém
ziskdme dvourozmémé proteinové mapy, které poskytuji komplexni informace o sloZeni
a mnozstvi jednotlivych komplexi ¢i subkomplexi v analyzovanych vzorcich [118, 119].

Pti nativni elektroforéze na polyakrylamidovém gelu (BN-PAGE) je do katodového pufru
pfidana Coomassie Brilliant G250, kterd nedenaturuje proteiny. Béhem elektroforézy toto
aniontové barvivo soutéZi s neionogennim detergentem a vaZe se na membranové proteiny
a komplexy a posouva hodnotu jejich néboje k negativn€j§im hodnotam podobné jako SDS,
proteiny pak putuji bez ohledu na sviij izoelektricky bod (pI) smérem k anod€ a separuji se dle
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molekulové hmotnosti. Agregace proteini je minimalizovana diky vzajemnému odpuzovani

jejich negativné nabitych povrchi [120].

PFiprava roztoki

3x GB - 1,5 M 6-aminohexanova kyselina, 150 mM Bis-Tris; pH 7,0

AB - 48 % akrylamid, 1,5 % bisakrylamid

AP - 10% peroxosiran amonny

Katodovy pufr bezbarvy — 15 mM Bis-Tris, 50 mM Tricin; pH 7,0

Katodovy pufr modry — 15 mM Bis-Tris, S0 mM Tricin, 0,02 % Coomassie Brilliant Blue
R250; pH 7,0

Anodovy pufr — 50 mM Bis-Tris; pH 7,0

roztok 2D-LB — pufr pro druhy rozmér: 1 % SDS, 1 % 2-merkaptoethanol

PFiprava geli
5 ml 4% zaostFovaciho gelu: 2,87 ml H,O, 0,4 ml AB, 1,65 ml 3x GB, 60 pl AP,
6 ul TEMED
5 ml 6% separaéniho gelu: 2,72 ml H,O, 1,2 ml AB, 3,3 ml 3x GB, 30 pl AP, 3 yl TEMED
5 ml 18% separaéniho gelu: 0,5 ml H,O, 1,8 ml AB, 1,65 ml 3x GB, 1 ml 87% glycerolu,
5yl AP, 1 yl TEMED

Postup: V prvnim rozméru jsem provedla BN-PAGE. Mezi sloZzena skla vertikalni
elektroforetické aparatury (MiniProtean 2) jsem pomoci miSi¢e gradientovych gelt
a peristaltické pumpy nanesla podvrstvenim pod 1 ml H,O separani gel s gradientem
akrylamidu 6 — 18 %, po jeho zpolymerizovani 4% zaostfovaci gel a pomoci hiebinku jsem
v ném vytvofila jamky. Do jamek pfevrstvenym modrym katodovym pufrem jsem davkovala
vzorky v mnozstvi 15 — 20 pg proteinu a standard molekulové hmotnosti (HMW kalibraéni
kit). Nejdtive elektroforéza probihala pfi 45 V, po doputovani vzorkli do separaéniho gelu
jsem napé€ti nastavila na 95 V. Nez doputovalo elo migrujicich iontd do poloviny gelu
byl v katodovém prostoru pouZit modry katodovy pufr. Poté jsem ho vymeénila za bezbarvy.
Jednotlivé separaéni linie jsem po skoneni BN-PAGE nafezala na prouZky a inkubovala je
60 min v roztoku 2D-LB (2-merkaptoethanol rozru$uje disulfidové mustky a SDS vodikové
vazby, proteiny jsou v gelech denaturovany). Poté jsem prouZky kontroly a vzorku vloZila
mezi skla vertikalni elektroforetické aparatury (MiniProtean 2, 3), nanesla 10% separaéni gel,
po zpolymerizovani 4% zaostfovaci gel, v ném vytvofila jamku pro standard molekulové
hmotnosti (Prestained Protein Ladder) a pustila SDS-PAGE stejnym zptisobem viz vyse.
Po dobé&hnuti elektroforézy jsem blotovala (elektrotransfer) vZdy kontrolu a studovany vzorek
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na jednu PVDF membranu pod sebe. Poté jsem provedla imunodetekci specifickymi
protilatkami.
ProuzZek se standardy z prvniho nativniho rozméru jsem barvila v roztoku obsahujicim

Coomassie Brilliant Blue R250.

3.2.7 Western blot na PVDF membriny

Western blot (elektrotransfer) spojeny simunodetekci proteini vazanych na PVDF
membranach je velmi citlivdA a specifickd metoda detekce a kvantifikace proteint.

Elektrotransfer jsem provedla technikou semi-dry na aparatufe OMNI-BIO se tfemi
transferovymi pufry.

Piiprava roztoku

Pufr I — anodovy pufr I: 0,3 M Tris, 10 % methanol; pH 10,4

Pufr II - anodovy pufr II: 25 mM Tris, 10 % methanol; pH 9,0

Pufr III — katodovy pufr: 38 mM Tris, 10 mM glycin, 10 % methanol; pH 8,5

Postup: Aby nedochézelo ke kontaminaci membrany, pracovala jsem v rukavicich. Hned
po skonleni elektroforézy jsem gely (kontrola a vzorek) inkubovala v pufru III 15 min za
stalého tfepani. PVDF (0,45 pm Immobilon-P) membranu jsem 30 s namacela ve 100%
methanolu (dokud se nezménila viude v poloprisvitnou), poté ji tfepala 2 min v ultradisté
vodé a 5 min v pufru II. Nafezala jsem 15 filtra¢nich papirti (3 MM chr Whatman) a namoc¢ila
jich Sest na 30 s v pufru I, tfi v pufru II a $est v pufru III. Blotovaci aparaturu jsem sestavila
nasledovné: spodni elektroda (anoda) navlhéena H,O — 6 filtraénich papirt v pufru I -
3 filtraéni papiry v pufru II (poté jsem vytladila z jednotlivych vrstev bublinky) — PVDF
membrana ekvilibrovand v pufru II — gely ekvilibrované v pufru III — 6 filtra¢nich papirt
vpufru III (z jednotlivych vrstev jsem vytlafila bublinky) — navlh¢end horni elektroda
(katoda). Pfenos byl proveden pfi konstantnim proudu, pro membrany o rozmérech 7x10 cm
60 mA 60 min, pro membrany 14x10 cm 120 mA 60 min.

Po pfenosu jsem membrany nechala vysusit na vzduchu pfi pokojové teploté, nebo je hned
blokovala v 10% miéku.
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3.2.8 Imunodetekce specifickymi protilatkami

Priprava roztoku

PBS - 0,15 M NaCl, 0,02 M Na,HPO4; pH 7,4/ IM NaOH
PBST 0,3 - 0,3 % Tween 20 v PBS

10% mléko — susené nizkotu¢né mléko Laktino v PBS

Postup: Membranu jsem po pfenosu (Western blotu) inkubovala 5 min v PBS (suchou
membranu je nutné pted ekvilibraci v PBS ponofit na 2 — 3 min do 100% methanolu). Poté
jsem membranu blokovala 60 min v 10% mléku, dvakrat oplachla v PBST 0,3 (omyti od
zbytkti mléka) a 2 hodiny inkubovala v primamni protilatce fedéné v PBST 0,3 (Tab. 2). Poté
jsem membranu oplachovala 3x 10 min vPBST 0,3 a inkubovala 1 hod v sekundarni
protilatce (zna¢ené kfenovou peroxidasou) fedéné v PBST 0,3 (v uzaviené nadobé bez
pfistupu svétla) (Tab. 3). Poté jsem membranu oplachovala 3x 10 min v PBST 0,3, nakonec
10 min v PBS a provedla jsem standardni detekci pomoci fluorescenéniho skeneru Odyssey

(viz niZe).

Primarni protilatky

Tab. 2: PouZité monoklondlni a polyklondlni primarni protilitky od Mitosciences (U.S.A.) a Santa
Cruz Biotechnology (U.S.A.).

Protilitka Katalogové &isle Redéni v PBST 0,3
antiCox1 — komplex IV MS404 1:1000
antiCox2 — komplex IV MS405 1:1000
antiCox4 — komplex IV MS407 1:250
antiCox5a — komplex IV MS409 1:1000
antiCox3 — komplex IV SC-23986 1:200
OXPHOS kit obsahujici:

komplex I - NADH39 - 2 pg/ml

komplex II - Sdh70 - 0,1 pg/ml MS603 1:1000
komplex III — Core2 - 1 pg/ml

komplex IV — Cox4 - 1 pg/ml

komplexu V—a -1 pg/ml
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Sekundarni protilatky

Tab. 3: PouZité sekundarni protilitky od Molecular Probes (U.S.A.).

Protilatka Katalogové &islo  Redéni v PBST 0,3
Alexa Fluor 680 — donkey anti-goat A21084 1:2000
Alexa Fluor 680 — goat anti-mouse A21058 1:2000

Reaktivita jednotlivych protilitek

Reaktivita protilatek pouZitych pfi experimentech byla zkoumana na kontrolnich vzorcich

(LM4) davkovanim 2,5 pg na 10% separaéni gel SDS-PAGE (Obr. 12).

= 1 23 456 7
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& 47-J08 K 1l (Core2)
8 20 »| Cox2
® A coxs  35-J k1 (NADH39)
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12» | Cox5a

15

Obr. 12: Reaktivita jednotlivych protilatek. Kontrolni LM4 vzorek byl davkovan na 10% separa¢ni gel
SDS-PAGE a po elektrotransferu na PVDF membranu byla provedena imunodetekce jednotlivymi protilatkami.
1 — smé&s monoklonalnich protilatek proti podjednotkdm Cox1, Cox2, Cox4 a Cox5a komplexu IV (fed&ni viz
Tab. 2); 2 -5 stejné monoklondlni protilatky jako v 1, pouZité zvlast: 2 — protilatka proti podjednotce Cox1
komplexu IV (fedé€ni 1:1000); 3 — protilatka proti podjednotce Cox2 komplexu IV (fed&ni 1:1000); 4 — protilatka
proti podjednotce Cox4 komplexu IV (fedéni 1:250); 5 — protilatka proti podjednotce Cox5a komplexu IV
(fedéni 1:1000). 6 — polyklonalni protilatka proti podjednotce Cox3 komplexu IV (fedéni 1:200). 7 — OXPHOS
kit obsahujici protilatky proti podjednotkdm komplexu I (NADH39), II (Sdh70), III (Core2), IV (Cox4) a V ().
Na monoklonalni my$i primarni protilatky byla pouZita kozi sekundamni (goat anti-mouse) protilatka (¥ed&ni
1:2000), na polyklonalni kozi primarni protilatku (proti podjednotce Cox3) byla pouZita osli sekundarni (donkey
anti-goat) protilatka (fedéni 1:2000).
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Posouzeni reaktivity pouZitych protilitek dle specifity a z kvantitativniho hlediska

Zjisténi pozice antigenu rozpoznaného protilatkou

Molekulové hmotnosti (pozice) rozpoznanych antigeni byly stanoveny vypoctem
z linearni zavislosti vynosu mobilit a molekulovych hmotnosti standardd. Standardy
i kontrolni vzorky byly davkovany na 10% separani gel SDS-PAGE. Proteiny reagujici
s pfislusnymi specifickymi protilatkami vykazovaly mobilitu odpovidajici pfedpokladanym
molekulovym hmotnostem zji$t€énym dle aminokyselinovych sekvenci jednotlivych proteint
(Tab. 4, Obr. 13).

Tab. 4: Porovnini zji§ténych hmotnosti podjednotek sav¢i cytochrom c oxidasy s vypo&tenymi.

Podjednotky Hmotnost Vypoétena*
savéi COX (kDa) hodnota (kDa)
Cox1 35 32,8
Cox2 26 19,0
Cox3 22 16,1
Cox4 18 14,4
Cox5a 12 11,8

* vypodty viz Ptiloha

in hmotnosti standardti
an
*

[} — —

0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700 0,800 0,800

mobilita standarda

Obr. 13: Ziavislost mezi mobilitou a hmotnosti standardé migrujicich v 10% separanim minigelu pFi
SDS-PAGE. Na osu x byla vynesena mobilita jednotlivych standardil (relativni), na osu y pfirozeny logaritmus
hodnot hmotnosti standardii. Z rovnice linedmi regrese (y = — 3,0185x + 4,8918) byly vypo&teny hodnoty kDa
jednotlivych podjednotek dle jejich mobilit ve stejném gelu.
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Kvantitativni zavislost mezi divkovanym a detekovanym antigenem pii analyze Western

blotem

Do jaké miry je analyza Western blotu spojen¢ho s imunodetekci proteinti specifickymi
protilatkami kvantitativni bylo stanoveno pomoci SDS-PAGE, davkovana byla koncentra¢ni
fada kontrolniho vzorku 0,5 — 2,0 pg proteinu na 10% separa¢ni gel. Detekce imunokomplext
byla provedena protilatkami proti komlexu I (NADH39), komplexu II (Sdh70), komplexu III
(Core2), komplexu IV (Cox2) a V (a) a protilatkami proti podjednotkam Cox1, Cox2
a Cox5a. Kvantifikace byla provedena v programu AIDA (viz niZe) (Obr. 14). Jednotlivé
protilatky vykazuji rozdilnou citlivost proti antigenim a kvantitativni odpovéd’ v rozmezi
0,5-2,0 pg aplikovaného mitochondridlniho proteinu. V dané oblasti analyzovaného
mnoZstvi mitochondridlniho proteinu lze povaZovat analyzu Western blotu za pfijatelné
kvantitativni. MiZe postihnout rozdily v jednotlivych analyzovanych systémech.

Nejcitlivéjsi je systém pro detekci podjednotky o komplexu V, ostatni protilatky byly

méné citlivé, ale pfesto vhodné k pouZiti pfi imunodetekci.
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Obr. 14: Zdvislost intenzity signdlu (AU) rozpoznaného antigenu detekovaného jednotlivymi
protilditkami na mnoZstvi ddvkovaného proteinu kontrolnich vzorkd. Davkovano bylo 0,5 — 2,0 ug proteinu
kontrolniho vzorku, imunodetekce po elektrotransferu na PVDF membranu byla provedena protilatkami proti
podjednotkam komplexu IV — Cox1, Cox2 a CoxSa, a smési protilatek proti systému OXPHOS (komplex I — V)
— pouZity byly koncentrace protilatek tak jak pfedepisuje vyrobce a jak byly pouZity v dalfich experimentech.
Nejcitlivéj$i je systém detekce pro podjednotku a komplexu V a podjednotku Cox1 komplexu IV, pro ostatni
podjednotky je mén& citlivy, ale vhodny k pouZiti. Systém je vhodny (kvantitativni) i pro detekci vysSich

koncentraci proteinu (neni ukdzano).
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3.2.9 Detekce signdlu rozpoznaného antigenu pomoci Odyssey

Fluorescenéni skener Odyssey obsahuje diodovy laser, ktery snima emisi fluorescen¢niho
zafeni v infraCervené oblasti (700 nm). Vyuziva fluorofor Alexa Fluor 680, navazany na
pouzitych sekundarnich protilatkach (excita¢ni vinova délka 680 nm). Spojeni detekce
fluoroforem Alexa Fluor 680 se systémem Odyssey poskytuje pfi méfeni prakticky linearni

rozsah se stoupajici reproducibilitou v rozmezi n€kolika fada [121].

3.2.10 Barveni geli

PFiprava roztoki

barvici roztok — 440 mg Coomassie Brilliant Blue R250, 400 ml 100% methanolu,
80 ml 99% kyseliny octové, ptidano do 400 ml H,O

odbarvovaci roztok — 250 ml 100% methanolu, 80 ml 99% kyseliny octové, pfidano
do 650 ml H,O

Postup: Prouzky s rozdé€lenymi standardy po 1. rozméru (BN-PAGE) jsem po
elektroforéze pro zviditelnéni inkubovala 30 min v barvicim roztoku. Poté jsem prouzky 3x
20 min inkubovala v odbarvovacim roztoku, oplachla v H,O a skenovala (Scanner CanoScan).
Takto zpracované standardy byly pouZity k pfifazeni molekulovych hmotnosti jednotlivym

proteiniim detekovanym na PVDF membranach po SDS elektroforéze (2. rozmér).

3.2.11 Stripovani PVDF membrin

stripovaci roztok — 2 % SDS, 62,5 mM Tris; 100 mM 2-merkaptoethanol — pfidan
té€sn€ pfed pouzitim; pH 6,8

Postup: Z PVDF membrany jsem po imunodetekci odstranila navazané protilatky inkubaci
v 50 ml stripovaciho roztoku v 60 °C lazni 60 min za stalého tfepani v uzavienych plastovych
vani¢kach. Pak jsem je 3x 10 min oplachovala v PBS a blokovala v 10% mléku — dile viz

postup pifi imunodetekci.
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3.2.12 Vyhodnocovani vysledki

Kvantifikace membran po imunodetekci a skenovani pfistrojem Odyssey byla provedena
v programu Advanced Image Data Analyzer (AIDA verze 3.21.001).
Vysledky byly zpracovany v programu Adobe Photoshop Elements (verze 0.5), CorelDRAW
X3 (verze 13.0.0.576) a Microsoft Excel 2002 (verze 10.6841.6839).
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4 VYSLEDKY

4.1 COX DEFICIENCE NA PODKLADE VYRAZENI GENU SURF1

Knock-out genu SURF] pfedstavuje zatim nejvyznamnéjsi zvifeci model COX deficience
vyvolané absenci COX-specifického asembla¢niho faktoru. ProtoZe se mys$i fenotyp podstatné
li§i od lidského onemocnéni, zaméfili jsme se na charakterizaci asemblaCnich intermediati

COX v mys$ich tkanich se SURF'I knock-outem.

4.1.1 Kvantitativni analyza mySich tkani

V programu AIDA bylo provedeno kvantitativni vyhodnoceni intenzity signalu antigenu
komplexu IV detekovaného protilitkou proti podjednotce Cox1 (na membranich
z dvourozmémé elektroforézy) v kontrolnich vzorcich a tkanich Surfl-/- my3i. V srdenich
mitochondriich byl proti kontrole obsah COX snizeny na 61,3 %, v mozkovych
mitochondriich na 47,0 %, v jaternich mitochondriich na 28,4 % a v mitochondriich
kultivovanych fibroblasti na 30 %. Nejvice byl obsah COX sniZeny v jaterni tkani
a fibroblastech, nejméné v tkani srde¢ni (Obr. 15).
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Obr. 15: Intenzita signdlu komplexu COX, detekovaného protilitkou proti podjednotce Coxl,
zkoumanych tkédni (Surfl) vztaZenda na 100 % intenzity signilu kontroiniho vzorku (K).
Po BN-PAGE/SDS-PAGE a elektrotransferu byla na PVDF membranach provedena imunodetekce protilatkou
proti podjednotce Cox1, kterou byl detekovan komplex IV. Poté byl rozpoznany antigen kvantitativné
vyhodnocen v programu AIDA a hodnoty intenzit vztaZeny na 100 % hodnoty kontrolnich vzorkt (K). Oproti
kontrolnim tkanim byl obsah COX u v¥ech defektnich tkani (Surfl1/K) sniZeny.
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4.1.2 Analyza mySich tkani dvourozmérnou elektroforézou

Pomoci dvourozmémé elektroforézy BN-PAGE/SDS-PAGE jsme zjistovali, zda-li
absence proteinu Surfl v my$ich tkanich ovliviluje asemblaci COX na urovni intermediatt
oproti kontrolnim my$im tkanim. Z jednotlivych mysich tkani zvifat s knock-outem
a kontrolnich zvifat byly izolovany mitochondrie a solubilizovany lauroylmaltosidem (LM4).
BN vzorky takto zpracovanych mitochondrii byly vprvnim rozméru analyzovany
(separovany) na BN-PAGE atovidy 15 upg proteinu. Poté byly jednotlivé proteiny
z 1. rozméru separovany ve 2. rozméru na SDS-PAGE. Elektroforéza ve 2. rozméru vedla
k rozpadu komplexii na jednotlivé podjednotky. Po elektrotransferu proteini na PVDF
membranu byly jednotlivé podjednotky detekovany specifickymi protildtkami proti
podjednotce Cox1, Cox2, Cox4 a Cox5a.

U srde¢ni tkan€ (Obr. 16) byl detekovan holoenzym COX (monomer, 205 kDa), dimer
COX (440 kDa) a superkomplex (600 kDa) u kontroly i Surfl-/-. Ve zkoumaném vzorku
Surfl-/- bylo oproti kontrole viditelné sniZeni obsahu asemblovaného holoenzymu komplexu
IV, dimeru COX i superkomplexu detekovaného protilatkou proti podjednotce Cox1, zvySené
mnoZstvi intermedidtu obsahujictho podjednotku Cox1 (57 — 67 kDa) a dale
Caste¢né hromadéni intermediadtu obsahujiciho podjednotku CoxSa (60 kDa). Na urovni
intermediétl protilatky proti jinym podjednotkdm nereagovaly.

U jaterni tkan€ (Obr. 17) byl detekovan holoenzym COX (monomer, 205 kDa), dimer
COX (440 kDa) a superkomplex (600 kDa). Viditelny byl sniZeny obsah asemblovaného
komplexu IV, dimeru COX i superkomplexu detekovaného protildtkou proti podjednotce
Cox1 ve vzorku Surfl-/- oproti kontrole. Na urovni intermediati nereagovala zadna z dal$ich
pouZitych protilatek.

U mozkové tkan¢ (Obr. 18) byl detekovan holoenzym COX (205 kDa), dimer COX (440
kDa) a superkomplex (720 kDa). Viditelny byl sniZeny obsah asemblované¢ho komplexu IV,
dimeru COX i superkomplexu detekovaného protilatkou proti podjednotce Cox1 u defektnich
my$i (Surfl-/-) oproti kontrole a dale zvySené mnoZstvi intermedidtu obsahujiciho
podjednotku Cox1 (67 kDa). V mozkovych mitochondriich nebyla detekovana pfitomnost
intermediatu obsahujiciho podjednotku Cox5a a na urovni intermediata protilatky proti jinym
podjednotkam také nereagovaly.

U kultivovanych fibroblasti (Obr. 19) byl detekovan holoenzym COX (monomer, 205
kDa) a dimer COX (440 kDa) u Surfl-/- i kontroly. Superkomplex o hmotnosti 680 kDa byl
detekovan pouze u kontroly. U Surfl-/- byl oproti kontrole viditelny sniZeny obsah
asemblovaného komplexu IV i dimeru COX detekovaného protilatkou proti podjednotce

Cox1. U fibroblasti bylo nejvice patrné snizeni COX, a dale zvySené mnoZstvi intermediati
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obsahujicich Cox1 (55 — 70 kDa, intermediat 1 a 2) a Cox5a (33 kDa, intermediat 3). Na
urovni intermediatl k reakci antigenu s protilatkami proti jinym podjednotkam nedoslo.
Protilatka proti podjednotce Cox4 reagovala slabé sholoenzymem u kontroly, u vzorku

Surfl-/- nereagovala viibec.

Pomoci dvourozmérnych analyz byly u v§ech mysich tkani detekovany podjednotky Cox1,
2, 4 a 5a ve vzorcich Surfl-/- i kontroly kromé fibroblastt, kde byla detekce protilatkou proti
podjednotce Cox4 pozitivni pouze u kontroly. U vSech tkani s knock-outem genu SURF]
pozorujeme ve srovnani s kontrolou sniZzené mnoZstvi asemblovanych forem COX a naopak
hromadéni intermediati obsahujicich podjednotku Cox1. Nejvyraznéji dochazi k hromadéni
Cox1 intermediati v mysich fibroblastech a srde€ni tkani, méné€ pak v mozkové tkani a viibec
v jaterni. Ve fibroblastech a ¢astedné také v srdeCni tkéni dochazi k hromadéni intermediatd
obsahujicich podjednotku Cox5a. Podjednotky Cox2 a Cox4 byly detekovany pouze
v holoenzymu a ¢asteéné v dimeru COX a superkomplexech, intermedidty obsahujici tyto
podjednotky nebyly detekovany.

V srde¢ni a jaterni tkani byl detekovan superkomplex o stejné hmotnosti (600 kDa),
kdezto v mozkové tkani a fibroblastech byl detekovén jiny superkomplex. Ve fibroblastech
Surfl-/- nebyl detekovany Zadny superkomplex.
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Obr. 16: Dvourozmérna elektroforéza BN-PAGE/SDS-PAGE mySich srdefnich mitochondrii. Vzorky
kontrolnich (Kontrola) a SURF! deficientnich (Surfl-/-) mysich srde¢nich mitochondrii byly solubilizovany
lauroylmaltosidem (LM4), v prvnim rozméru bylo na 6 — 18% separaéni minigel vertikalni BN-PAGE
davkovano 15 ug proteinu. Druhy rozmér byl proveden na 10% separadnim minigelu SDS-PAGE.
Po elektrotransferu byla na PVDF membranach provedena imunodetekce protilatkami proti podjednotkam
komplexu IV: Cox1, Cox2, Cox4 a Cox5a.
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MYSi JATERNI TKAN
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Obr. 17: Dvourozmérna elektroforéza BN-PAGE/SDS-PAGE mygich jaternich mitochondrii. Vzorky
kontrolnich (Kontrola) a SURF! deficientnich (Surfl-/-) my$ich jaternich mitochondrii byly solubilizovany

lauroylmaltosidem (LM4), v prvnim rozméru bylo na 6 — 18% separatni minigel vertikdlni BN-PAGE
davkovano 15 pg proteinu. Druhy rozmér byl proveden na 10% separatnim minigelu SDS-PAGE.
Po elektrotransferu byla na PVDF membranich provedena imunodetekce protilatkami proti podjednotkdm
komplexu IV: Cox1, Cox2, Cox4 a Cox5a.
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MYSi MOZKOVA TKAN
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Obr. 18: Dvourozmérni elektroforéza BN-PAGE/SDS-PAGE mySich mozkovych mitochondrii.
Vzorky kontrolnich (Kontrola) a SURFI deficientnich (Surfl-/-) my$ich mozkovych mitochondrii byly
solubilizovany lauroylmaltosidem (LM4), v prvnim rozméru bylo na 6 — 18% separa¢ni minigel vertikalni BN-
PAGE davkovano 15 pg proteinu. Druhy rozmér byl proveden na 10% separadnim minigelu SDS-PAGE.
Po elektrotransferu byla na PVDF membranach provedena imunodetekce protilatkami proti podjednotkdm
komplexu IV: Cox1, Cox2, Cox4 a Cox5a.
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Obr. 19: Dvourozmérni elektroforéza BN-PAGE/SDS-PAGE mitochondrii mySich kultivovanych
fibroblasti. Vzorky kontrolnich (Kontrola) a SURF! deficientnich (Surfl-/-) mitochondrii z mys%ich fibroblastt
byly solubilizovany lauroylmaltosidem (LM4), v 1. rozm&éru bylo na 6 — 18% separa¢ni minigel vertikalni
BN-PAGE davkovano 15 pg proteinu. Druhy rozmér byl proveden na 10% separainim minigelu SDS-PAGE.
Po elektrotransferu byla na PVDF membranach provedena imunodetekce protilatkami proti podjednotkam
komplexu IV: Cox1, Cox2, Cox4 a Cox5a.
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4.2 COX DEFICIENCE NA PODKLADK mtDNA MIKRODELECE V
GENU ATP6/COX3

Maternalné pienaSena mtDNA mikrodelece 9205delTA pifedstavuje unikatni model
kombinovaného defektu ATP synthasy a COX vyvolaného sniZenim resp. nedostate¢nou
maturaci mRNA pro podjednotku Atp6 ATP synthasy a podjednotku Cox3 cytochrom c¢
oxidasy. ProtoZe se dosud nepodafilo prokazat defekt Cox3 na Urovni proteinu, zaméfili jsme
se na objasnéni zmén v obsahu podjednotky Cox3 a na charakterizaci asemblacnich

intermediata COX.

4.2.1 Imunodetekce podjednotky Cox3

K dispozici jsme meéli dv€ protilatky proti podjednotce Cox3 (monoklondlni od
Mitosciences, a polyklonalni od Santa Cruz Biotechn.), které v systému PAGE/Western blot
s pomoci standardné pfipravenych vzorkd nereagovaly. ProtoZze nékteré proteiny ztraceji
antigenni reaktivitu po termdlni denaturaci a/nebo pisobenim SH-redukénich cinidel,
spomoci polyklonalni primarni protilatky proti podjednotce Cox3 (Santa Cruz
Biotechnology) a vzorki RHM (Rat Heart Mitochondria) jsme testovali vliv redukénich
¢inidel (DTT a 2-merkaptoethanolu) ve vzorkovém pufru a vliv teploty disociace v SDS
(Obr. 20, 21).

V povafenych vzorcich nebyla podjednotka Cox3 detekovéna, v nepovafenych vzorcich
byla detekovana ve vzorku pfipraveném s DTT i s 2-merkaptoethanolem (Obr. 20). Dalsi
analyza ukazala, Ze kriticka je teplota opracovani vzorku nad 55 °C, u vzorku pfipravenych
v 75 °C a 90 °C se jiz detekovany signal sniZzoval (Obr. 21).

Zjistili jsme, Ze pro imunodetekci polyklonalni protilatkou proti podjednotce Cox3 je

kriticka teplota opracovani vzorku, zatimco pfitomnost SH-redukénich €inidel nevadi.

62



Cox3

Obr. 20: Zkoumaini podminek reaktivity polyklondlni primarni protildtky proti podjednotce Cox3 —
vliv SH-reduké&nich &inidel. Z mitochondrii RHM (24,8 mg/ml) bylo odebrano 3x 10 ul, které byly upraveny na
SDS vzorek odlisnym zplsobem: roztokem SLBpyr (62,5 pl a 52,5 pl H,O), SLB (62,5 pl a 52,5 yl H,O) a SLB
1x (115 pl natedené z SLB 3x). Takto ptipravené vzorky byly rozdéleny naptil, jedna polovina (A, B, C) byla
ponechana za laboratorni teploty, druha polovina (a, b, ¢) byla povafena 5 min pfi 100 °C. Poté bylo na 10%
separa¢ni minigel SDS-PAGE davkovano vzdy 20 ug kazdého vzorku, 5 ug pozitivni kontroly HHM (Human
Heart Mitochondria, Mitosciences) a markery molekulové hmotnosti (Prestained Protein Ladder).
Po elektrotransferu na PVDF membranu byla provedena imunodetekce polyklonalni protilatkou proti

podjednotce Cox3.

Obr. 21: Zkouméni podminek reaktivity polyklondlni primarni protilitky proti pedjednotce Cox3 —
vliv teploty opracovani SDS vzorku. Vzorky byly analyzovany na SDS-PAGE (10% separa¢ni minigel).
Z RHM (24,8 mg/ml) bylo ptipraveno p&t SDS vzorkl roztokem SLB 1x (s DTT): vZdy bylo odebrano 5 pl
suspenze o koncentraci 24,8 mg/ml a pfidano 100 pl SLB 1x. Prvni SDS vzorek byl ponechdn za laboratorni
teploty a davkovano bylo 2,5, 5 a 10 pg proteinu na separalni gel (1, 2 a 3); druhy SDS vzorek byl zahtivan
5 min pfi 40 °C a davkovano bylo 10 pg na separacni gel (4); tfeti SDS vzorek byl zahfivan 5 min pti 55 °C
a davkovano bylo 10 pg na separacni gel (5); ¢tvrty SDS vzorek byl zahfivan 5 min pti 75 °C a paty 5 min p#i
90°C a davkovéano bylo 10 pg na separatni gel (6, 7). Pozitivni kontroly HHM bylo davkovano 10 pg.
Po skon¢eni elektroforézy byl proveden Western blot na PVDF membranu a imunodetekce polyklonaini

protilatkou proti podjednotce Cox3.

4.2.2 Detekce mnozZstvi podjednotky Cox3 u pacienta

Pomoci vertikdlni SDS-PAGE na minigelech bylo porovnavano mnozstvi podjednotky

Cox3 ve vzorcich kultivovanych fibroblastl pacienta a kontroly.
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Z kultivovanych fibroblasti kontroly a pacienta byly izolovany mitochondrie a ty nasledné
solubilizovany lauroylmaltosidem (LM1 a LM4). SDS vzorky byly pfipraveny v roztoku SLB
2x, ponechany 15 min za laboratorni teploty a pak davkovany na 10% separani minigel
SDS-PAGE. Davkovany byly: HHM (pozitivni kontrola, 5 pg), kontrolni vzorky (K LMI1
a K LM4 — 20 ug) a vzorky pacienta (P LM1 a P LM4 — 20 pg). Po elektrotransferu byla na
PVDF membranach provedena imunodetekce polyklonélni protilatkami proti podjednotce
Cox3.

Obsah podjednotky Cox3 byl snizeny ve vzorcich pacienta P LM1 i P LM4 oproti
kontrolnim vzorkiim (Obr. 22), ve srovnani s kontrolou obsahovaly vzorky pacienta 25 %

(P LM1) a 50 % (P LM4) podjednotky Cox3.

= 5 = =
E 4 4dJ 4 3
b X o X a

1o I o>

Obr. 22: Detekce sniZeného obsahu podjednotky Cox3 ve vzorcich pacienta oproti kontrole.
Z kultivovanych fibroblasti kontroly a pacienta byly izolovany mitochondrie a ty nasledné solubilizovany
lauroylmaltosidem (LM1 a LM4). SDS vzorky byly pfipraveny vroztoku SLB 2x, 15 min ponechiny za
laboratorni teploty a davkovany na 10% separa¢ni minigel SDS-PAGE. Davkovany byly: HHM (pozitivni
kontrola, 5 pg), kontrolni vzorky (K LM1 a K LM4 — 20 pg) a vzorky pacienta (P LM1 a P LM4 — 20 pg).
Po elektrotransferu byla na PVDF membranich provedena imunodetekce polyklonalni protilatkou proti

podjednotce Cox3.

4.2.3 Analyza kultivovanych fibroblasti pacienta dvourozmérnou elektroforézou

Pomoci dvourozmérné elektroforézy BN-PAGE/SDS-PAGE jsme studovali, jakym
zpusobem ovliviiuje mikrodelece sloZeni COX a jeji asemblaci na urovni intermediati oproti
kontrolnim fibroblastim. Z kontrolnich fibroblastli a fibroblastii pacienta byly izolovany
mitochondrie a solubilizovany lauroylmaltosidem (LM4). BN vzorky takto zpracovanych
mitochondrii byly davkovany na 6 — 18% separacni minigel BN-PAGE v prvnim rozméru
ato vzdy 20 pg. Poté byly jednotlivé prouzky s proteiny nafezany, inkubovany 60 min
v roztoku 2D-LB a aplikovany na 10% separacni minigel SDS-PAGE. Vysledkem byl rozpad

komplext ve 2. rozméru na jednotlivé podjednotky. Po elektrotransferu proteini na PVDF
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membranu byla provedena detekce specifickymi protildtkami proti podjednotkam Coxl,
Cox2, Cox3, Cox4 a Cox5a.

Jak ukazuje Obr. 23, vobou vzorcich byl detekovan holoenzym (monomer COX,
205 kDa), dimer (440 kDa) a superkomplex (650 kDa). Holoenzym obsahoval u pacienta
i u kontroly podjednotku Cox3, takze v buiikach postizenych mtDNA mikrodeleci 9205delTA
se tvoii méné enzymu, ktery je ale kompletni a obsahuje Cox3. Oproti kontrole bylo ve vzorku
pacienta (9205delTA) detekovano zvySené mnoZstvi antigenu na pozici 125 kDa (intermediat
1). U kontroly nebyl protilatkou proti podjednotce Cox1 detekovan Zadny intermedidt na
pozici 75, 90 a 108 kDa (intermedity 4, 3 a 2) a protilatkou proti podjednotce Cox5a na
pozici 30 kDa (intermediat 5) na rozdil od pacienta (9205delTA). Na urovni intermediath

k reakct antigenu s protilatkami proti jinym podjednotkam neZ Cox1 a Cox5a nedoslo.
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Obr. 23: Analyza kultivovanych fibroblasti pacienta s mtDNA mikrodeleci 9205delTA
dvourozmérnou elektroforézou. Nativni vzorky (LM4) kontroly (Kontrola) a pacienta (9205delTA) byly
davkovany na 6 — 18% separaéni minigel BN-PAGE v prvnim rozméru a to vidy 20 pg. Poté byly jednotlivé
prouzky s proteiny nafezany, inkubovany 60 min vroztoku 2D-LB a puSteny na 10% separani minigel
SDS-PAGE. Po elektrotransferu proteinti na PVDF membranu byla provedena detekce specifickymi protilatkami
proti podjednotkam Cox1, Cox2, Cox3, Cox4 a Cox5a.
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S DISKUZE

Funkéni cytochrom c¢ oxidasa je nezbytnd pro oxidaci substrati a tvorbu ATP
mitochondridlnim aparatem OXPHOS. Sestaveni aktivniho komplexu COX vyzaduje
koordinovanou asemblaci podjednotek kddovanych mitochondridlnim i jadernym genomem
pomoci mnoha jadern€ kddovanych asemblaénich a biogenetickych faktort.

Studovali jsme dva savéi modely deficience COX - tkan¢ mysi s vyfazenym
(knock-outovanym) jaderné kédovanym genem SURFI a kultivované fibroblasty pacienta
s mutaci 9205delTA postihujici expresi mitochondridlné kédované podjednotky Atp6 a Cox3.
Pomoci elektroforetickych metod jsme analyzovali rozdily v obsahu a formach COX mezi
defektnimi a kontrolnimi mitochondriemi a vysledky porovnavali sjiZz publikovanymi
vysledky. Mitochondrie mySich tkéni a fibroblastt (SURF! defektnich i kontrolnich)
i kultivovanych lidskych fibroblastli (pacienta s mutaci 9205delTA i kontrolnich) byly
solubilizovany detergentem lauroylmaltosidem, ktery ¢aste¢n¢ rozrusil proteinové interakce
podjednotek enzymu a poté byly takto upravené¢ vzorky srovnavany pomoci analyzy
jednorozmémou SDS-PAGE a dvourozmémou BN-PAGE/SDS-PAGE s naslednym Western
blotem a imunodetekci specifickymi protilatkami.

Mutace jadernych gentl kddujicich asemblaéni faktory cytochrom ¢ oxidasy jsou casté
pfi¢iny poruch oxida¢ni fosforylace. Proto je duleZité odhalit, jakym zplisobem je
mechanizmus biogeneze COX absenci proteinu Surfl ovlivnén. To je nejlépe postihnutelné
pravé na modelu mysi s vyfazenym (knock-outovanym) genem SURFI, kde protein Surfl
neni pfitomen vibec. Ve vSech vzorcich knock-outované mys$i bylo detekovano sniZené
mnozstvi COX oproti kontrole, a to nejvyraznéji ve fibroblastech a jaterni tkani — téméf
0 70 %. U srde¢ni tkan€ byl obsah COX sniZen 0 40 % a u mozkové o 50 %. Vliv deficience
proteinu Surfl se tedy u téchto tkani neprojevuje stejné¢ a nase vysledky jsou v souhlasu
s praci [122].

Jak jiz bylo uvedeno, Surfl hraje vyznamnou roli pfi asemblaci holoenzymu COX ziejmé

na urovni S2 — S3 intermediatu. U pacientd trpicich LS®OX

je sestavovani holoenzymu
blokovéno na urovni intermediatu S2 tvofené¢ho podjednotkami Cox1-4-5a, coZ naznacuje, Ze
Surfl napoméha navazovani podjednotek Cox2 a 3 na heterodimer podjednotky Cox1, 4 a 5a
[123].

Ve vSech vzorcich mitochondrii mimo jaternich byly protilatkou proti podjednotce Cox1
detekovéany asemblani intermediaty o hmotnosti 57 — 70 kDa. Tato hmotnost je pfili§ vysoka
aby se mohlo jednat o samotnou podjednotku Cox1. Soufet hmotnosti podjednotek Cox1
(35 kDa), Cox4 (18 kDa) a Cox5a (12kDa) je 65 kDa. Muze se tedy jednat o intermediat S2,

ktery se vtkani SURFI deficientni my$i kumuloval nebo o jeho &aste¢né¢ degradovanou
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formu. Na urovni podjednotky Cox4 nebyl ve vzorcich detekovan Zadny antigen. To miZe byt
zpusobeno nedostateCnou reaktivitou protilatky proti podjednotce Cox4 ptfi imunodetekci, ale
i po zvySeni koncentrace protilatky nebyl antigen rozpoznan. Je mozné, Ze systém Odyssey
takto nizkd mnoZstvi rozpoznaného antigenu jiz neni schopen detekovat. Podjednotka Cox4
byla pfitomna pouze v holoenzymu a vysSich strukturdch enzymu, k degradaci Cox4 resp.
antigenniho epitopu tak ziejmé€ dochézi dfive neZ k degradaci Cox1 a Cox5a, proto nelze
samotnou podjednotku detekovat. Vysokéa labilita nekompletn€¢ asemblované Cox4 byla
pozorovana i v jinych studiich [123]. Jadern€ koédovana podjednotka Cox4 savéi COX existuje
ve dvou izoformach. Zména Cox4-1 izoformy na Cox4-2 izoformu neni pravdépodobna,
ptedpoklada se, Ze souvisi s hypoxickou regulaci [124], protilatky proti podjednotce Cox4
nemusi se vSemi izoformami reagovat [88]. NemiZeme tedy zatim prokéazat, jde-li
o intermediat S2, nebo jiny, ktery obsahuje podjednotku Coxl1.

V srde¢nich mitochondriich a fibroblastech byl protildtkou proti podjednotce Cox5Sa
detekovan protein o hmotnosti 60 kDa. Jedna se o intermediat obsahujici pouze Cox5a, ale
jeho hmotnost je opét pfili§ vysokd na samotnou podjednotku Cox5a. Intermediat musi
obsahovat dal$i protein(y), napf. asemblacni faktory, které nejsou soulasti vlastni COX,
a COX-specifické protilatky je nemohou detekovat. Problém s detekci volné Cox5a je spojen
praveé sjeji malou hmotnosti (12 kDa). Pokud neni navdzana najiné proteiny, je tézko
detekovatelna, protoZe se v prvnim rozméru BN-PAGE pohybuje s ¢elem migrujicich iontd,
pravdépodobné z gelu vyputuje a do druhého rozméru se nedostane.

Vjaterni tkani myS$i s knock-outem genu SURFI! 7adné asemblaéni intermediaty
detekovany nebyly. To se shoduje s vysledky analyzy jaterni tkan€ pacientd s mutaci SURF/
a ukazuje na velmi kratkou dobu Zivota intermediati COX v jatrech [123].

Na vzorcich mozkovych mitochondrii pouZité protilatky fungovaly obecné méné, takze
nelze pfesné fici, zda-li nebyly intermediaty detekovany kvuli nepfitomnosti antigenu, nebo
kvili sniZené reaktivité protilatek.

Ve fibroblastech byla detekce podjednotky Cox4 snizena i na urovni holoenzymu COX,
v Surfl-/- vzorku nebyla detekovana viibec. Protilatka proti podjednotce Cox4 pravdépodobné
reaguje rozdiln¢ sriznymi tkan€mi (tkafova specifita, viz vySe). Obecné je kumulace
intermediatd ve fibroblastech mnohonasobn¢ vyssi, stejné tak jako v lidskych buiikach [123].
Podjednotka Cox5a byla detekovana ve fibroblastech a ¢aste¢né v srde€nich mitochondriich
u kontrolni i Surfl-/- mysi, kde se hromadila.

Z naSich vysledkl je mozZné uzavfit, Ze kumulace asembla¢nich intermediatd cytochrom ¢
oxidasy v disledku mutaci genu SURFI je tkatoveé specificka. Podobné i stabilita

asemblacnich intermediati je v tkanich odli$na od kultivovanych fibroblastti.
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NaSe studium mitochondrii s mtDNA mikrodeleci 9205delTA poprvé jasné ukazalo, Ze
mutace vede kredukci podjednotky Cox3. Jeji detekce je problematicka, protoze
pravdépodobné obsahuje tepeln¢ labilni epitopy reagujici s protilditkou. Aby bylo
mozZné detekovat podjednotku Cox3 specifickou protilatkou, upravili jsme metodiku ptipravy

vzorkl pro analyzu SDS-PAGE. SDS vzorky nesmi byt zahfivany na teploty vyssi nez 55 °C.

mtDNA mutace 9205delTA postihuje sestfihové misto mezi A7P6 a COX3, primarni
transkript je sestfizen méné efektivné€ a ovlivnéna je maturace mRNA pro podjednotku Atp6
ATP synthasy a podjednotku Cox3 cytochrom c¢ oxidasy. Tato maternaln¢ pfenasena
mikrodelece ptedstavuje unikatni model kombinovaného defektu velmi dllezitych enzymd.
Protilatkou proti podjednotce Cox3 bylo v solubilizovanych mitochondriich pacienta
detekovano snizené mnozstvi podjednotky v LM1 vzorcich o 75 % a v LM4 vzorcich o 50 %
oproti kontrole. Protoze holoenzym (monomer COX) u pacienta ikontroly m¢l shodnou
velikost a obsahoval Cox3, je zfejmé, Ze se netvoii enzym COX o zménéném sloZeni
podjednotek (bez Cox3), ale je sniZzené celkové mnoZstvi normdalniho enzymu. Protildtkou
proti podjednotce Cox1 byl detekovan rozdil v asemblaénim procesu COX pacienta oproti
kontrole. Detekovano bylo zvy$ené mnoZstvi asemblacnich intermediath (jinych nez u SURF1
deficientnich myS$ich tkéani). Antigen byl rozpoznan na pozici 75, 90, 108 a 125 kDa. Na
pozici 125 kDa se pravdépodobné jednd o degradovanou formu COX holoenzymu nebo
o nejvétsi formu intermediatu, ktery podjednotku Cox3 jesté neobsahuje. Na pozicich 75 —
108 kDa se jednd pravdépodobné o formy intermediatu S2. Dochazi také ke kumulaci
podjednotky CoxSa.

69



6 ZAVER

Ve vsech vzorcich SURFI deficientnich mysi bylo detekovano sniZené mnoZstvi COX
oproti kontrole, ale rozdily v obsahu enzymu naznacuji, Ze se deficience (Uplné absence)
proteinu Surfl projevuje rizné v jednotlivych tkanich.

V jaterni tkani nebyly detekovany zadné asembla¢ni intermedidty enzymu, coZ se shoduje
s vysledky nalezenymi v jaterni tkani pacientd trpicich mutaci genu SURFI. Ve vzorcich
kultivovanych fibroblasti a mozkové a srde¢ni tkan€ byly protilatkou proti podjednotce Cox1
komplexu IV detekovany intermediaty o hmotnosti 57 aZz 70 kDa, coz pfibliZzné¢ odpovida
asembla¢nimu intermedidtu S2 sloZenému z podjednotek Cox1-4-5a (piiblizn¢ 65 kDa).
Podjednotky Cox4 a S5a ale nebyly vrovin€ tohoto intermediatu na PVDF membrané
detekovany. Podjednotka Cox5a byla detekovana pouze jako soucast proteinu o hmotnosti
60 kDa, nejednalo se o volnou podjednotku.

Kumulace intermediati ve fibroblastech je vys$i neZ u ostatnich tkani, coZz se shoduje
s analyzou lidskych fibroblasti.

Optimalizovali jsme protokol pro pouZivani polyklondlni protilatky proti podjednotce
Cox3. Ve fibroblastech pacienta trpiciho mtDNA mutaci 9205delTA byla v solubilizovanych
vzorcich detekovana pfitomnost monomeru COX o stejné velikosti jako ve
fibroblastech kontrolnich. V postiZenych mitochondriich se tedy tvofi pln€ asemblovana COX
obsahujici nezménéné slozeni podjednotek, ale tvofi se sniZené mnoZstvi enzymu.
Detekovano bylo i snizené mnoZstvi podjednotky Cox3. Protilatkou proti podjednotce Cox1
bylo detekovano vys§i mnoZstvi asemblanich intermediath liSicich se od intermediath

nalezenych v mysich tkanich i fibroblastech s defektem SURF].
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Priloha — Zji§téni pozice antigenu rozpoznaného jednotlivymi specifickymi

protilatkami

Pozice (molekulova hmotnost) antigenu rozpoznaného specifickou protilatkou byla

zjisténa vypoctem z regresni rovnice zavislosti mobility proteint na jejich hmotnosti (Tab. 5).

Standardy i kontrolni vzorky byly ddvkovany na 10% separa¢ni minigel SDS-PAGE.

Tab. 5: Hodnoty mobilit standardi (bezrozmérné) a zlogaritmovanych hmotnosti standardi vynesené

do grafu Obr. 13.

standardy mobilita hmotnost standardi hodnoty In hmotnosti
standardi (kDa) standards
1 0,04 130 4,87
2 0,09 100 4,61
3 0,14 70 4.5
4 0,31 55 4,01
5 0,38 45 3,81
6 0,48 35 3,56
7 0,55 25 322
8 0,70 15 2,71
9 0,86 10 2,30

In hmotnosti standarda

y = -3,0185x + 4,8918

1

[¢]
0,000 0,100 0,200 0,300 0.400 0,500 0,600 0,700 0,800 0,900

mobilita standardi

Obr. 13: Zavislost mezi mobilitou a hmotnosti standardd migrujicich v 10% separa&nim minigelu pFi

SDS-PAGE. Na osu x byla vynesena mobilita jednotlivych standardii (relativni), na osu y pfirozeny logaritmus

hodnot hmotnosti standardil. Z rovnice linearni regrese (y = - 3,0185x + 4,8918) byly vypoc¢teny hodnoty kDa

jednotlivych podjednotek dle jejich mobilit ve stejném gelu.



Z rovnice linearni regrese byly vypoc¢teny hmotnosti podjednotek komplexu IV (Tab. 6):

y =-3,0185x +4,8918

y....hodnota In hmotnosti proteinu

X....mobilita proteinu

pro Cox1: x=0,46
y =-3,0185.0,464 + 4,8918
y=3,49
¢4 = 32,83 (kDa)

- analogicky vypoc¢teno pro ostatni podjednotky

Tab. 6: Vypoltené hmotnosti podjednotek savei cytochrom c oxidasy.

Podjednotky vypocet hodnot hmotnosti (kDa)
mobilita
savéi COX z rovnice lin. regrese
Coxl1 0,46 32,83
Cox2 0,65 18,95
Cox3 0,70 16,10
Cox4 0,74 14,36
Cox5a 0,80 11,76




