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BN-PAGE

bp

CcO
CoQ
dsRNA
FAD
FADH(2)
FMN
IMM
IMS
miRNA
mtDNA
NAD
NADH
nDNA
nt
OMM
OxPhos
P/O

PCR
piRNA
PIWI
pmf
PTGS

RISC

adenosindifosfat

adenosintrifosfat

nativni polyakrylamidova elektroforesa (z ang. blue native
polyacrylamide gel electrophoresis)

pary basi (base pair)

komplex IV (cytochrom ¢ oxidaza)

koenzym Q (ubichinon)

dvouvldknova RNA (double-stranded RNA)

flavinadenindinukleotid (oxidovana forma)

flavinadenindinukleotid (redukovana forma)

flavinmononukleotid

vnitini mitochondrialni membrana (inner mitochondrial membrane)
mezimembranovy prostor ( intermembrane space)

micro RNA

mitochondridlni DNA

nikotinamidadenindinukleotid (oxidovana forma)
nikotinamidadenindinukleotid (redukovana forma)

jaderna DNA

nukleotid

vnéj$i mitochondrialni membréana (outer mitochondrial membrane)
systém oxidativni fosforylace

pocet moli ADP fosforylovanych na ATP pfi prichodu 2 elektrond
definovanou ¢asti elektronového pienosu na kyslik

polymerasova fetézova reakce (z ang. polymerase chain reaction)
PIWI interagujici RNA

(z ang. P-element induced wimpy testis)

proton-motivni sila (proton-motive force)

posttranskripéni sniZeni genové exprese (posttranscriptional gene
silencing)

RNA-indukovany umléovaci komplex (RNA-induced silencing

complex)



RITS

RNAi
SDS-PAGE

shRNA
siRNA
ssRNA
TIM
TOM

RNA-indukované transkripéni umléeni (z ang. RNA-induced
transcriptional silencing)

RNA interference

denaturujici polyakrylamidova elektroforesa s pouzitim
dodecylsulfatu  sodného (zang. sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis)

mala vlasenkova RNA (z ang. short hairpin RNA)

mala interferujici RNA (small interfering RNA)

jednovlaknova RNA (single-strand RNA)

translokator vnitfni membrany (translocase of the inner membrane)
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Uvod

Cytochrom ¢ oxidéaza (CcO) je terminalni enzym dychaciho fetézce ve vnitini
mitochondrialni membrané, ktery hraje dilezitou roli v ziskavani energie pro aerobni
organismy formou oxidativni fosforylace. Participuje na regulaci buné¢nych déju,
protoze interaguje s dal§imi komplexy mitochondrii. Jaderné¢ nebo mitochondridlné
kédované defekty CcO jsou dédiéné¢ podminéné a obvykle velmi zasadni az
neslucitelné se Zivotem, proto jsou zavaznym zdravotnickym problémem. Projevuji
se predevs§im v tkanich s vysokymi energetickymi néroky jako jsou centralni nervova

soustava, srdce, jatra a svaly.



Cil prace

Cilem této bakalafské prace je podat souhrn dosavadnich poznatkd
mitochondrialni problematiky se specifickym zaméfenim na cytochrom ¢ oxidasu;
jeji strukturu, katalyzu, biogenezi a ulohu v systému oxidativni fosforylace
(OxPhos). Prace dale podava moznosti vyuziti RNA interference ke sniZzeni genové
exprese strukturnich podjednotek CcO a struény piehled, jak lze studovat a
charakterizovat fenotyp CcO deficience na irovni buné¢nych linii HEK293.

Podporovano projektem GACR 303/07/0781.



1. Mitochondrie
1.1. Struktura a funkce mitochondrii

Mitochondrie, objevené Altmanem roku 1890 [1], jsou jednou ze zékladnich
organel eukaryotni buriky a mohou tvofit az 25% objemu cytoplasmy. Jsou pfitomné
ve vSech tkanich organismu (kromé maturovanych erythrocytit). Mitochondridlni
enzymy se ucastni metabolismu aminokyselin, organickych kyselin, mastnych
kyselin, porfyrinQ, purini a pyrimidind. Nejdulezit&j§i uloha mitochondrii spoc¢iva
v synthese ATP, kreatinfosfatu, acetyl-CoA a prekurzori glukoneogeneze k zajisténi
energetickych pozadavkil Zivych systémi. Dale mitochondrie mohou ovliviiovat
proces starnuti, prubéh bunécné apoptdzy nebo se mohou podilet pfi termogenezi.

Ackoliv se mitochondrie li§i tvarem a velikosti, jejich uspofadani je velmi
podobné. Odpovidd strukturdm bakterii, které existovaly na planeté¢ v dobé
mitochondridlni endosymbiosy do eukaryotické buiiky [2]. Jsou tvofeny dvéma
membranami, které v mitochondrii vy¢lenuji ¢tyfi zakladni subkompartmenty
(vnitini a vnéj$i membranu, mezimembranovy prostor a matrix). Vnéj§i a vnitini
membrana je odd€lena mezimembranovym prostorem; vnitini membranou
obklopeny  prostor je oznaCovan jako matrix. Vyznamnou slozkou vné&jsi
mitochondridlni membrany jsou poriny (transmembrinové proteiny umoziujici
volny prichod iontim a molekulam do velikosti pfiblizn¢ 5 kDa). Slozeni
mezimembranového prostoru mitochondrie je proto velmi podobné prostiedi
cytosolu buriky. Vnitini mitochondridlni membrana je specificka velmi vysokym
podilem proteinti (76%) vuci lipidické slozZce, ktery je mezi dosud analyzovanymi
membranami vibec nejvyssi. Déle je zajimava tim, Ze obsahuje fosfolipid kardiolipin
(difosfatidylglycerol), ktery negativné ovliviluje selektivni permeabilitu membrany
pro ionty, zejména protony, ¢imz pozitivné pfispiva k utvafeni proton-motivni sily.
Povrch vnitfni mitochondridlni membrany je vyrazné€ zvétSen mnoha zahyby
oznaCovanymi jako kristy a je pfimo umérny katalytické kapacité mitochondrii.
Mitochondridlni matrix je zvlas§tni zejména tim Ze, podobné jako bunééné jadro,
obsahuje DNA (mtDNA). Mitochondrie spolu sjadernou DNA tvoii genetickou
informaci organismu (viz kapitola 1.2).

VysSe zminéné &tyfi hlavni subkompartmenty navrhuje tzv. Paladeho model

(Baffle model) [1]. Ne&ktefi autofi vy¢lefiuji v mitochondrii je§té¢ dalsi dva



subkompartmenty, membranu krist a interkristalni prostor [3]. Clenéni
subkompartmentd mitochondrii do téchto Sesti funkénich oddild odpovida tzv.

,Crista junction modelu*.

a Baffle Model b Crista Junction Model
Intermembrane Outer
space membrane
Matrix

ATP Inner
synthase | Membrane K
perticles . Cristal membrane

Inner boundary
membrane

Ribosome Crista Junctions

Granule

Obr.1.1. Modely mitochondridlni membrdanové struktury. (a) Paladeho (Baffle)
model a (b) ,,Crista juction model*“ [1].

Mitochondrie se v burice vyskytuji v morfologicky odlinych formach od
izolovanych sférickych &astic po vysoce dynamické vodivé sit€ (mitochondrialni
retikulum). Pokud jsou v podob¢ siti, tak permanentné fuzuji a déli se, ¢imz je
mitochondriim umozZnéna vzdjemna vyména mitochondridlniho obsahu a pfedavani
informaci o prostfedi v buiice, na které tak mohou reagovat a zaroven ho ovliviiovat
[4-8]. Mezi evoluéné konzervované GTPéazy dilezité pro fizi patfi mitofuziny (fize
vnéj$i mitochondridlni membrany) [9, 10] a Opal (fuze vnitini mitochondridlni
membrany) [11]. Pro déleni mitochondrii jsou dilezité zejména GTPazy Drpl a Fisl
[10]. Faze a elongace mitochondrii je napfiklad chrani pfed mitofagii
(mitochondrialni degradace) pti rannych fazich hladovéni bunék.

Mitofuziny (MFN2) se nachazeji také v membran€é endoplazmatického
retikula a vzidjemnou homo/heterodimerizaci s mitofuziny vné&j$i mitochondrialni
membrany (MFN1, MFN2) fyzicky i funkéné& propojuji oba kompartmenty. Vyznam

kooperace t&¢chto kompartmentti souvisi zejména s metabolismem ca®* [12].

10



1.2. Mitochondrialni genom

Sav¢i mtDNA je cirkulari dvoufetézcova molekula kddujici geny pro 13
polypeptidi, 22 tRNA a 2 rRNA [13]. VSechny mtDNA kodované polypeptidy jsou
podjednotky enzymil dychaciho fetézce. Ostatni potfebné proteiny jsou kodovany

nDNA, piekladany v cytoplazmé a do mitochondrii importovany (viz kap. 2.).

[ Noncoding

HSP transcripts
Il mRNA
[J RNA

Human mtDNA i [l rRNA

16,569 b
' P LSP transcripts

[0 mRNA
[J RNA

Obr. 1.2 Mapa lidské mtDNA. LSP - promotor lehkého vidkna
(z ang. light-strand promoter); HSP- promotor tézkého vidkna (z
ang. heavy-strand promoter); COI - COIll — geny pro podjednotky I -
I cytohrom c oxidasy; Cytb — gen pro cytochrom b; NDI1-6 —geny
pro podjednotky | - 6 NADH dehydrogenasy; A-Y — geny pro
mitochondridlni tRNA; Oy — replikacni pocdtek H-retézce (smér
syntézy DNA naznacen Sipkou); O, — replikacni pocdtek L-Fetézce
(smér syntézy DNA naznacen Sipkou); HI, H2 — mista iniciace
transkripce(smér transkripce naznacen Sipkami); TERM — vazebnd
oblast mitochondridlniho transkripcniho terminacniho faktoru [14].

Celkové lidské buriky obsahuji pfiblizn€¢ 1000-10 000 kopii mtDNA, coz je
stav oznaCovany z genetického hlediska jako polyplazmie. Mutace mtDNA se pak
déli na homoplasmické, pokud jsou v buiice pfitomny pouze mutované kopie
mtDNA, a heteroplasmické, pokud mutované kopie mtDNA koexistuji s normalnimi
kopiemi [15]. Genetika mtDNA je dale charakteristickd maternalni dédi¢nosti, tedy
pfi pohlavnim rozmnoZovani mitochondrie potomek ziskdvd od samice. Sam¢i
mitochondrie jsou znieny voocytu kratce po oplodnéni, pravdépodobné
mechanismem zahrnujicim ubiquitinilaci a naslednou proteolysu [16]. Pfenos malého

mnozstvi otcovské mtDNA v$ak nelze vyloucit (alesponi u mysi) [17].

11



2. Mitochondridlni import proteinu

Protoze mtDNA koduje pouze nékolik podjednotek systému OxPhos (viz kap.
1.2), jsou mitochondrie plné zavislé na mitochondridlnim importu proteint
kédovanych jadernou DNA. Predpoklada se, Ze vétSina mitochondridlnich jaderné
koédovanych proteint je syntetizovana v cytosolu na volnych ribozomech. Vzniklé
prekurzory se v cytosolu nachazeji v komplexu s faktory (zejména chaperony Hsp70
a Hsp90) zodpovédnymi za jejich stabilizaci. Mechanismy rozpoznani, navazani a
uvolnéni prekurzorovych proteini chaperony jsou stale nejasné. Samotny import
vétSinou probihd posttransla¢n€, nicméné i kotranslatni prib&h neni vyloucen.
Existuji dokonce studie nasvédcujici, Ze pfimo mRNA pro mitochondridlni proteiny
je smérovana k vnéj$i mitochondridlni membrané, kde probiha jeji translace na k ni
vazanych ribozomech [18].

Cytosolické prekurzory mitochondridlnich proteind obsahuji informaci
potiebnou k jejich nasmérovani do mitochondrii. Ve vét§iné ptipadi je tato signalni
adresujici informace zahrnuta v N-koncovém useku, nékdy oznaovaném také jako
pre-sekvence nebo pre-peptid, pfipadné jako matrix adresujici sekvence, nebot je
zodpovédna za import proteinu nebo pouze jeho N-konce pfes vnitini
mitochondridlni membranu do matrix. Sekvence je vétSinou odstrafiovana
matrixovou procesujici peptidazou hned, jak dosahne cilové struktury. Mnoho
prekurzord vSak N-terminalni adresujici pre-sekvenci postrddd a obsahuji pouze
vnitii adresujici signal/y, které nemaji konzistentné danou strukturu. Samotny proces
translokace membranami je dan kooperaci translokdz vnéj§i (TOM komplex) a
vnitini (TIM komplex) membrany.

TOM komplex je zodpovédny za translokaci téméf vSech proteini do
mitochondrii. Je schopny zajistit rozpoznani prekurzorovych proteinli v cytosolu,
usnadiiuje uvolnéni cytosolickych vazebnych faktori (Hsp) a pfispiva k rozbaleni
cytosolickych proteinovych domén. Receptorové proteiny TOM komplexu jsou
Tom20 a s nim kooperujici Tom22, které rozpoznavaji N-koncové pre-sekvence,
nebo Tom70 specificky hlavné pro prekurzory obsahujici vnitini adresujici signaly.
V obou pfipadech jsou preproteiny nasledné postoupeny hlavnimu importnimu péru
TOM komplexu, ktery je tvofen centrdlni komponentou (Tom40) a tfemi malymi

asociovanymi podjednotkami.
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Za translokaci prekurzori matrixovych proteinti, vétSiny proteind IMM a
mnoha proteini IMS je zodpovédny translokdzovy komplex vnitini membrany
TIM23. Translokace proteinu komplexem TIM23 je energeticky fizena
membranovym potencidlem na vnitini membrané a hydrolyzou ATP.

Proteiny importované do vnéjs$i mitochondridlni membrany tvofi dvé hlavni
skupiny. Jde jednak o proteiny zakotvené v membrané pies transmembranovy helix
v blizkosti N-konce, jejichz import je zajistén TOM translokazou (nevyuzivaji
specifickych receptor). Druhou skupinu tvofi membranové proteiny B-barelové
struktury, jejichz inzerce je zajistovana krom& TOM komplexu, kterym jsou
translokovany pfes vné€j§i membranu do IMS, jest¢ TOB/SAM komplexem
podilejicim se na inzerci prekurzoru do OMM a jeho asemblaci (TOB — translocase
of outer membrane [-barrel proteins; SAM - sorting and assembly machinery
complex).

Import proteinii do IMM je dan tfemi hlavnimi zpiisoby. Prvni translokuje
proteiny s internimi hydrofobnimi signaly prostfednictvim specializovaného
transloka¢niho komplexu TIM22 (obr. 2.1.a). Druhy zptsob, kdy dochazi k zastaveni
translokace komplexem TIM?23 a lateralni integraci proteinu do vnitini membrany, je
oznacovany jako ,,stop-transfer” mechanismus (obr. 2.1.b). Tteti zpsob, oznaCovany
také jako ,.konzervativni tfidici draha* (nazev je odvozen od prokaryotnich pfedkii
mitochondrii, jejichz mechanismus tfidéni a importu je podobny), je dan translokaci
preproteinu nejprve do matrix a odtud dale do IMM (obr. 2.1.c). Tohoto dé&je se

v nékterych ptipadech ucastni Oxal (asemblacni faktor).

a | b | c
TIM22 pathway : Stop transfer [ Conservative sorting

Obr. 2.1 Import proteinit do vnitFni mitochondridini membrdny. (a) TIM22 translokdsovd
cesta, (b) ,,stop transfer  téidici cesta, (c) konzervativni tFidici cesta [18].
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Import proteinti do intermembranového prostoru je stale do znaéné miry malo
znam. Proteiny bud’ obsahuji N-koncové kanonické sekvence nasledované
hydrofobni sekvenci, jejichz import je zaji§tovan TOM a TIM23 komplexy (a je tedy
zavisly na membranovém potencialu a vétSinou i ATP). Tyto sekvence jsou nakonec
proteolyticky odstranény, ¢imZ je protein uvolnén do IMS (obr. 2.2.a). U mnoha
malych proteini mezimembranového prostoru je jednosmérnost importu do
mezimembranového prostoru déna po translokaci TOM komplexem ziskanim
kofaktoru nebo tvorbou disulfidickych mistkid a sbalenim do nativni struktury, které
brani jejich zpétnému pohybu z mitochondrie (obr. 2.2. b). Nékteré proteiny IMS
jsou permanentné asociovany s komponentami IMS. Afinita k témto komponentam

s nejveétsi pravdépodobnosti fidi jejich import (obr. 2.2.c).

a b c
Bipartite presequences Folding traps Affinity sites

Obr. 2.2 Import proteinii do mezimembrdnového prostoru. (a) Proteiny s N-koncovymi
kanonickymi sekvencemi, (b, c) jednosmérny import malych proteinii [18].

3. Homeostaza mitochondrialnich proteinu

Kontrolu kvality a kvantity proteind v mitochondriich zastivaji
mitochondridlni proteasy, které tak pomahaji udrZet pro mitochondrie Zivotné
dtlezitou homeostasu. Vyznamnou skupinou jsou mitochondridlni procesujici
peptidasy, které se podileji na odst&peni adresujici signalni sekvence béhem importu
proteinii (viz kap. 2). Mitochondrie musi byt dale schopné eliminovat peptidy

nadbyteéné nebo $patné sbalené nebo peptidy s abnormalni konformaci, zpiisobenou
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mutaci nebo oxidativnim poskozenim. PoSkozené nebo staré organely jsou
degradovany lysozomalni autofagii (oznacovana také jako mitofagie) [19], ktera
tvofi 25-30% prumérného mitochondridlniho katabolismu [20]. Dal$i moZnosti
degradace poskozenych a jiZ nepotiebnych mitochondridlnich proteinti, selektivnim
zpisobem uvnitf organely, je intramitochondridlni proteolyticka drdha. Existuji dva
zakladni typy mitochondrialnich proteas. Prvni jsou stimulované ATP (Lon proteaza,
Clp proteasovy komplex, AAA proteasy a mitochondridlni proteasy
mezimembranového rostoru I), druhé jsou na ATP nezavislé (mitochondrialni
procesujici peptidasy, mitochondrialni intermedidtova peptidaza a protedza vnitini

membrény I) [21, 22] .

4. Systém oxidativni fosforylace

Hlavnimi slozkami systému OxPhos jsou komplexy dychaciho fetézce a ATP
syntaza, jejichz funkénim propojenim dochéazi k produkci vétSiny energie (ATP)
aerobnich organismi. Systém se nachazi ve sténach aerobnich bakterii a ve vnitini
mitochondridlni membrané vétSiny eukaryotickych bunék. V druhém ptipadé je
proces specifického utvareni systému OxPhos sloZity a vysoce regulovany proces,
ktery vyzaduje spletitou komunikaci jadra a mitochondrii zahrnujici mimo jiné i

koordinaci exprese mitochondrialniho genomu s jadernym (obr. 4.1.).

Retrograde
__fegulation

Structural subunits
Import system

Expression of mtDNA-
encoded subunits

Biosynthesis and incorporation #
of prosthetic groups
MIM Insertion Facilitators
Assembly Chaperons
Disposal of bled
subunits

Obr. 4.1 Schéma interakce a koordinace dvou genomi
(nDNA a mtDNA) v procesu biogeneze systému
oxidativni fosforylace. IMS -mezimembrdnovy prostor;
MIM - mitochondridlni vnitfni membrdna a MOM -
vnéjsi mitochondrialni membrana [23].
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4.1. Proton-motivni sila na vnitfni mitochondriidlni membrané

Proton-motivni sila IMM je dana souétem slozky elektrické, ktera vyplyva
z napétového gradientu a chemické, kterd je dana rozdilem pH. Je vlastnim zdrojem
Gibbsovy energie a je dileZzita pro vSechny mitochondrialni déje (zavisi na ni napf.
produkce ATP nebo viibec import proteind do mitochondrii). Jeji velikost zavisi na
propustnosti membrany pro dal$i ionty kromé H™*. Vyznamny napétovy gradient
muze vzniknout pouze pokud je IMM malo propustna pro dalsi kationty a anionty.
Oproti tomu vyznamny gradient pH vznikne pouze, pokud je membrana propustna
pro hlavni anionty napt. C/” nebo pokud je proton vyménény za jiny kation napf.
K™ . Tato druha moZnost nevede k napét'ovému gradientu pfes membranu, protoZe se
rovnaji koncentrace kladnych a zdpornych iont na obou stranach membrany.

Pokud je rozdil ApH =1, tak je z definice pH zfejmé, Ze je rozdil v mnozstvi

H* desetinasobny a pti T=293K odpovida elektrickému potencialu 59 mV. Poté lze

definovat proton-motivni silu pmf':
pmf=y/—(R—:)-ApH =y -59-ApH

kde t//[mV] je transmembranovy elektricky potencidl, R je plynovd molarni
konstanta, T[K ] je teplota, F je Faradayova konstanta. Respirujici mitochondrie ma
elektricky potencidl na vnitini mitochondridlni membrané pfiblizné¢ 160 mV (s
negativnim nabojem ze strany matrix) a ApH ~ 1,0 (ekvivalentni ~ 60mV ). Celkova

proton-motivni sila je tedy 220 mV, tvofend ze 73% transmembranovym

potenciadlem [24, 25].

4.2. Dychaci retézec

Dychaci tetézec je tvofen C¢tyimi multipodjednotkovymi enzymovymi
komplexy, které se nachazeji ve vnitini mitochondridlni membrané. Ptedstavuje
oxidoreduk¢ni kaskadu vektorového toku elektroni, kterd je fizena afinitou danych
redoxnich center k elektrontim. Pfi postupném zvySovani redoxniho potencidlu se

uvoliluje energie, kterd je vyuzita komplexy I, IIl a IV pro ptfenos protoni proti
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koncentra¢nimu gradientu z matrix do intermembranového prostoru. Komplexy
dychaciho fetézce tak pfispivaji k utvareni protonového gradientu na IMM a z négj
vyplyvajici proton-motivni sily (viz kap. 4.1). Pokud by elektrony ztratily svou
energii najednou, mimo tuto kaskadu, nestihla by ji burika zachytit a vétSina energie
by se pfeménila na teplo.

Elektrony vstupuji do dychaciho fet¢ézce z NADH na komplex I
(NADH:ubichinon oxidoredukthaza), nebo zFADH na komplex II  (sukcinat
dehydrogenéza) a odtud se dale dostavaji pfes koenzym Q (ubichinon) na komplex
III (ubichinol:cytochrom ¢ oxidoreduktaza). Dalsi tok elektronti z komplexu III je
zajistén prostiednictvim periferniho elektronového pfenasece, cytochromu c, na
terminalni enzym dychaciho fetézce, komplex IV (cytochrom c¢ oxidéaza), ktery
elektrony vyuziva k redukci molekularniho kysliku za vzniku vody podle nasledujici

rovnice:

1/20, +2H" +2¢~ -» H,0

4.2.1 Komplex I

Komplex I (EC.1.6.5.3) neboli NADH:ubichinon oxidoreduktaza je nejvétsi
a nejvice komplikovany enzym dychaciho fetézce Citajici okolo 1 MDa. Spolu
s komplexem II tvofi vstupy pro vodiky z redukénich ¢inidel NAD a FAD. Cely
komplex I se sklada ze 7 podjednotek koédovanych mtDNA a z pfiblizn¢ 40
podjednotek kédovanych nDNA. Dale obsahuje redoxni kofaktory FMN, chinony a
FeS klastry. Struktura komplexu I ma tvar pismene L, kde jedno zramen,
hydrofobniho charakteru, je transmembranové a druhé periferni rameno, hydrofilniho
charakteru, vy¢niva do matrix [26]. Pfenos dvou elektroni z NADH na elektronovy
akceptor koenzym Q je iniciovan periferni ¢asti. Tento dé&j je spfazen s ptenosem 4
protonti nebo Na* pies vnitini mitochondridlni membranu z matrix (negativni naboj)

do mezimembranového prostoru (pozitivni naboj) podle rovnice:

NADH + H* +Q+4H, .. — NAD" + QH, +4H

matrix
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Soucasn€ jsou 2 elektrony premistény z NADH na FMN (primarni elektronovy
akceptor komplexu I). Zné&j jsou elektrony piesunuty pies redoxni centrum na
ubichinon. Redoxni centrum se sklada z 8 Fe-S klastri — dvou binuklearnich a $esti
tetranuklearnich. Bakteridlni komplex I ma odlisné znaCeni a je slozen z 9-ti
tetranuklearnich klastri. Membranova ¢ast poté provadi redukci koenzymu Q a
transport iontu.

Existuji dva modely mechanismu pumpovéani protonti. Prvni model
pfedpoklada piimé, redoxné ftizené spfaZzeni, nasledované tzv. Q-cyklus
mechanismem, coZ znamend, Ze vazebné misto pro ubichinon a pro protonovou
translokaci jsou v tésném kontaktu s redoxnim centrem v perifernim rameni a tudiz
dovoluji pfesnou interakci. Druhy model ptedpoklada nepiimé, konformaéné fizené
spfazeni, takZe centrum je na perifemim rameni spfaZeno s proton prenasejici
komponentou lokalizovanou na konci membranového ramene a pracuje na principu
konformaénich zmén na velké vzdalenosti [27]. Dalsi velmi diskutovanou moZnosti
je kombinace obou modelt. V tomto pfipad¢ by hydrogenaza pisobila jako redoxné
fizena a transport fungoval jako konformaéné fizenad protonova pumpa. Poté by

existovala dvé energeticky spfazend mista [28]. Presny mechanismus je stéle

pfedmétem badani.

MATRIX

IMS

Obr. 4.2 Struktura savcéiho komplexu I dychaciho Fetézce.
Nomenklatura po strandch je oznacend tmavé modFe pro
lidské a svétle modFe pro hovézi podjednotky [29].
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4.2.2. Komplex I1

Sukcinat:ubichinon  oxidoreduktdza (EC 1.3.5.1) nazyvana také
sukcinatdehydrogenaza o molekulové hmotnosti 127 kDa se sklada ze 4 podjednotek
a je zodpovédna za propojeni Krebsova (citratového) cyklu s dychacim fetézcem.
Oxidaci sukcinatu na fumarat jsou uvolnéné elektrony pieneseny pies FAD a FeS
proteiny na ubichinon, ktery je redukovan na ubichinol. Jako jediny z enzymi
dychaciho fetézce neni schopen pumpovat protony pfes vnitini mitochondridlni
membranu a nepfispiva tak ke vzniku membranového potencialu. Komplex II je
tvofen dvéma hydrofilnimi proteiny (flavoprotein — Fp a Fe-S vazebny protein — Ip) a
dvéma transmembranovymi proteiny (CybL a CybS). Elektrony jsou pienaseny ze
sukcindtu na ubichinon pies prostetické skupiny FAD; klastry [2Fe-2S], [4Fe-4S] a
[3Fe-4S] a hem, ktery tvofi integralni ¢ast komplexu [30]. Oproti zbyvajicim
komplexim systému oxidativni fosforylace ma vSechny podjednotky kdédované
nDNA.

Regulace aktivity komplexu II je pravdépodobné dana buné¢nou signalizaci,
coz bylo nedavno neptimo dokazano v rostlinnych a Zivo¢isnych mitochondriich, kde

byly nalezeny v komplexu II podjednotky schopné fosforylace [31, 32].

o )/ ),I,Fb FAD (-9mV)
"y i Lo \
N Va\ |m~z\s| (*0mV)

824
1224 %

”A\ [4Fe4S) (-260mV)
\

L)
."k [3Fe-4S) (+60mV)
o g

%|A \\UQ (+113mV)

1334 1.4A

4L heme b (-185mV)

InterMembrane
Space

45A

Obr. 4.3 Struktura komplexu Il (vepFové srdce). Protein Fp oznacen
tmavé modre, Ip krémové, CybL rizové, CybS luté. Sedy pruh naznacuje
predpokladanou transmembrdnovou oblast. Schéma prenosu elektronu
pres komplex Il zakreslen vpravo [30].
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4.2.3. Koenzym Q

Systematicky nazev  je 2,3-dimethoxy-5-methyl-6-polyprenyl-1,4-
benzochinon, kdy polyprenylovy fetézec je tvofen 6-10 jednotkami; lidsky koenzym

Q obsahuje deset jednotek [33] a je proto oznaCovéan také jako Q,,. Z redoxniho

hlediska se muze nachazet ve tfech zakladnich stavech, bud’ jako plné oxidovany
ubichinon, nebo ¢aste¢né redukovany semichinon ¢i plné redukovany ubichinol, coz
roz$ifuje jeho redoxni moznosti [34] a fyzikalni vlastnosti (muze byt pfitomen jako
agregat, rozpustén v lipidové membranové dvojvrstvé nebo vazat proteiny) [35, 36].
Koenzym Q je mobilni pfenaSe¢ vodikovych atomil (protoni a elektroni), ktery je

redukovan komplexem I nebo II a nasledné se oxiduje redukci komplexu III [37].

Ubiquinone (CoQ) H,CO CH,
(oxidized form) H,CO (CH,— CH’C CH,),O
(0]

Semiquinone (CoQ*) H,CO CH,
(free radical) H,CO (CH,— CH-C CHz)lo_H
O
2H  + e~ i
OH

Dihydroquinone H,CO CH, (I:H,

(CoQH,) — CHa=C— _
(fully f:duced form) H,CO (CH,—CH=C—CH,),;—H

OH

Obr. 4.4 Jednotlivé redoxni formy koenzymu Q [25].

4.2.4. Komplex II1

Ubichinol:cytochrom ¢ oxidoreduktaza nebo také komplex bc, (EC: 1.10.2.2)

a katalyzuje pfenos elektrond z ubichinolu na cytochrom ¢ mechanismem Q-cyklu a
soucasné pusobi jako protonova pumpa. Pfenasi protony ptes vnitini mitochondrialni

membranu z negativni strany na pozitivni podle rovnice:
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QH,+ 2 cytochrom ¢** +2 H},

matrix

— Q +2 cytochrom ¢**+4 H;},

Sav¢i holoenzym obsahuje 11 podjednotek (obr. 4.4.) z nichZ jedna (cytochrom b) je
koédovana mtDNA [38]. Funkéni enzym predstavuje dimer o hmotnosti 480 kDa.

Intermembyane space
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Cytochrome ¢4

.
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® FeS
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Subunit 10
Subunit 11

Cytochrome b

e Hemeb
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Subunt 9
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Obr. 4.5 Dimerni struktura komplexu III (hovézi srdce).
Podjednotky (vypsdny po levé strané) wutvdrejici édst v
mezimembrdnovém prostoru (nahoFe), transmembrdnovou cdst
(stFed) a v matrix (dole) [38].

4.2.5. Cytochrom ¢

Cytochrom ¢ je pienaSe¢ elektronli mezi komplexem III a IV. Sav¢i
cytochrom c¢ je tvofen z ~100 aminokyselinovych zbytkd s kovalentné vazanou
hemovou skupinou. Hemové Zelezo je vazané histidylovym a methionylovym
zbytkem. Cytosolicka forma cytochromu c, apocytochrom ¢, ma shodnou sekvenci
aminokyselin jako enzym v aktivni formé, avSak postrada kovalentni vazby
v hemové skupin€. Apocytochrom c¢ voln€ prochdzi vné&j$i mitochondrialni

membranou do intermembranového prostoru pravdépodobné pomoci P70 (maly,
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porinu podobny protein), kde je hemovou lyasou cytochromu ¢ pfiddna hemova
skupina, ktera zplsobi konformacni zmény, diky kterym jiz nemiZe prochazet zpét.

Zésadni ulohu mé cytochrom c¢ také v apoptoze [39].

pY97

IMS
C00000NNN000NNNNN0NNINNN
CO000000I0000000000000000000
MATRIX

Obr. 4.6 Struktura cytochromu c
(koniské srdce). Pozice amino-
kyselinového zbytku ktery je
pravdépodobné Sfosforylovdn
zndzornéna Zlutym rdmeckem

[31].

4.2.6. Komplex IV

Komplex IV, neboli cytochrom c¢ oxiddza nebo cytochrom c¢: oxygen
oxidoreduktaza (EC 1.9.3.1) je termindlni enzym dychaciho fetézce mitochondrii a
mnoha bakterii, ktery se podili na redukci vice nez 95% molekularniho kysliku
ptijatého aerobné rostoucimi vy$§imi organismy na vodu. Uvolnéna energie reakce je
opét vyuzita k pumpovani protont proti koncentraénihu gradientu ptes IMM. Reakce

probiha podle rovnice:

4 cytochrom ¢** +4 H*+ O, — 4 cytochrom ¢** +2 H,0

Sav¢i holoenzym se sklada z 13 riznych podjednotek, z nichz tfi nejvétsi jsou
kédované mtDNA (viz kap. 5).
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4.3. ATP syntaza a oxidativni fosforylace

4.3.1. ATP syntaza

ATP syntdza, nebo také ATPaza (EC 3.6.3.14) je enzym o molekulové
hmotnosti pfiblizné 600 kDa zodpovédny za tvorbu ATP, pro kterou vyuziva
membranovy gradient; je v§ak schopny i hydrolyzy ATP, ¢imz pfispiva ke vzniku
membranového potencialu. Struktura komplexu ATP synthasy je navzdory své
komplexnosti evoluéné konzervovana. Celkem se skladd ze 16 podjednotek.
V principu jde o nanomotor skladajici se ze dvou ¢asti: F| €asti, kterd je v matrix a
obsahuje katalyticka vazebna mista ATP/ ADP/P, a F, &asti, ktera je zapu$téna ve
vnitini mitochondridlni membrané a jeji funkci je fidit zpétny tok protonu pies
periferni a rotaéni centralni stopku k synthese ATP. Cast F, se sklada z péti
podjednotek ve stechiometrickém poméru a,fB;y9¢ a jadro F, obsahuje
podjednotky ab,c,,_,, - Byla zkouména krystalova struktura domén F; ( savci) a F,
(bakterie). Podjednotky «a ( 510 aminokyselin) a £ (482 aminokyselin) tvofi
globularni ¢ast a podjednotky y, & a ¢ tvofi spojnici obou zakladnich ¢asti neboli

centralni stopku a ¢ast F,, je tvofena jednopodjednotkovym rotorem (obr. 4.7. a, c-

podjednotka), vicepodjednotkovym statorem a postranni stopkou. Postranni stopka se
sklada z ¢asti b, d, F6 (sprahovaci faktor) a OSCP (z ang. oligomycin sensitive
conferring protein). U sav¢iho (hovéziho) enzymu byla potvrzena ptitomnost dalsich
proteinti napt. MLG a AGP (podle jejich prvnich sekvenci aminokyselin) [40] . Dvé

podjednotky jsou kédované mtDNA, obé€ se nachazeji v F, Casti.

4.3.2. Produkce ATP (oxidativni fosforylace)

Produkce ATP je d€j sprazeny s translokaci protont ptes IMM. Podle studii
pomoci vazby aktinovych filamentl na y podjednotku ATP synthasy bylo zji§téno, Ze
béhem jednoho pootoceni (120°) motoru F, vi¢i statoru F, vznik4 tociva sila o
hodnoté 40pN -nm™', coz dava motoru F, témér 100% Gé&innost [41]. Takto vysoké

uéinnosti je dosazeno rozdélenim d&je na n€kolik menSich krokd podobné jako

prenos elektrontt v dychacim fetézci. Protony z intermembranového prostoru
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prochézeji ¢asti F,, po sméru koncentraniho gradientu a tim uvad¢ji do chodu rotor

(c-podjednotka) vuci statoru. To je dano hydrofilnim charakterem zbytki

aminokyselin v transmembranové ¢asti podjednotky F|, sektoru jinak hydrofobniho
charakteru. Po protonaci dochazi na podjednotce F,, ke kaskad€¢ vazeb, které
nasledn€ zpisobi pootoCeni c-podjednotky. Protonovand isoforma F, je

stabilizovana vodikovymi mistky. Naslednymi reakcemi mezi podjednotkami
dochézi k dalSimu pootoCeni, coz usti k deprotonaci. Tfi katalytickd mista F, na
rozhrani podjednotek a a B se nachdzeji v daném cCase ve tfech riznych stavech: T (z
ang. tight), O (z ang. open) a L (z ang. loose) (obr. 4.7. b). Princip synthesy ATP byl
navrzen Boyerem a zahrnuje 3 kroky:

1) vazba ADP a p, k L-mistu

2) konforma¢ni zména L-mista na T-misto. Na jedné z podjednotek T-mista
pravdépodobné dochazi k exergonické translokaci protoni a synthese ATP.
K synthese jedné molekuly ATP je tfeba translokace tfi protonii po sméru
elektrochemického gradientu.

3) Nasledné se T-misto obsahujici ATP pfeméni na O-misto, odkud ATP disociuje.

Obr. 4.7 Struktura ATP synthasy (a); Sipky naznacuji pricchod protonii enzymem za
vzniku ATP. Schéma synthesy ATP v ATP systému (b) — kaidd z modie nebo zelené
znacenych oblasti zndzoriiuje dvojici a- a - podjednotek na jejichz rozhrani (hlavné
viak na B-podjednotce) se nachdzeji katalytickd mista; rotaci y-podjednotky o 120°
dochdzi ke konformacnim zméndm v okoli vsech tFi katalytickych mist (O, L a T), které
méni jejich afinity k substrdtim a produktim (Stepl). ATP vznikd spontdnné z pevné
navdzaného ADP a anorganického fosféitu (Pi)(Step2) [42].
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Aby burika mohla obnovovat ATP spotfebované mimo mitochondrie a vyuZzit
pfi tom oxidativni fosforylaci, musi do mitochondridlni matrix byt schopna
z cytosolu dopravit produkty cytosolické hydrolyzy ATP (ADP a Pi; substraty ATP
syntasy) a zaroven je nutné poskytnout vyprodukované ATP opét i mimo
mitochondrii. Tato vyména je dana soucinnosti fosfatového transportéru
s transportérem adeninovych nukleotidd (ATP/ADP antiport) (obr. 4.8). Kompletni
transakce je provedena opét na ukor elektrochemického gradientu (investici jednoho
protonu), ktery je sumarné na jedno vyprodukované a vytransportované ATP mensi o

4 protony.

VNE IMM UVNITR

F

/'\ [ATP SYNTHASA |

/

- ™
ATP*
- J
2 "

()

Obr. 4.8 Soucinnost  fosfdtového

3H*

transportéru (1) s transportérem
adeninovych nukleotidi (2) pFi synthese a
exportu ATP [43].

Celkova protonova (a nabojova) translokacni stechiometrie pro transfer 2e
z ubichinolu na kyslik je 6/2¢’. Pokud elektrony pochazi z NADH, tudiz prochazi
komplexem I, ktery se podili na translokaci ¢tyf protond membranou na transfer
dvou elektrond, celkova protonova a nadbojova stechiometrie je 10/2e". Pokud intaktni
mitochondrie poZaduje na produkci a export jednoho ATP &tyfi protony (viz vyse),
mél by byt P/O pomér pro oxidaci NADH 10/4 (=2,5) a pro sukcinat 6/4 (=1,5).
Jinymi slovy, komplex I a III kazdy pfispivaji k produkci jedné molekuly ATP a
komplex IV k produkci pil molekuly ATP. Oxidaci jedné molekuly glukosy na oxid
uhli¢ity a vodu lze tedy ziskat 36 molekul ATP (2 ATP zglykolyzy a 34 ATP

oxidativni fosforylaci).
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4.4. Usporadani systému oxidativni fosforylace

Dlouhou dobu pfevladal néazor, Ze jednotlivé enzymové komplexy jsou
nahodile uspofddany ve vnitini mitochondridlni membran¢ a pfenos elektront je dan
na zakladé pravidel ndhody a pravdépodonosti kolizi malych propojujicich molekul
(koenzym Q a cytochrom c). Tomuto modelu se tikd Random Liquid (Fluid)-State
(obr. 4.9) [44]. Lateralni difizni koeficienty pro komplexy mitochondrialni

membrany jsou funkci vzdalenosti difuse a jsou v rozsahu od 10~ po 10" cm? /.

Mobilni nosi¢ CoQ ma difuzni koeficient ptiblizn& 10 cm’/s, coZ by poté
znamenalo, Ze tento d&j by byl rychlost limitujicim d&jem celého procesu [45]. Teorii
volné pohyblivych &astic podporuji také studie rotaéni pohyblivosti, které ukazuji, Ze
rotace komplexu IV v €ase je stejna at’ je pfitomen komplex III a cytochrom ¢ nebo
nikoliv [46].

Succinate Fumarate

+ 2H- ' o
NADH Succinate he, complex Cytochrome ¢ ATP synthase
dehydrogenase dehydrogenase oxidase

Obr.4.9 Schéma difusniho modelu uspofddani systému oxidativni fosforylace (Random Liquid
(Fluid)-State) [47].

Jiz béhem vyzkumu na prvnim typu modelu se zacaly postupné
shromazd'ovat poznatky, které ukazovaly na moZznost tvorby superkomplexovych
struktur nékterych komplexi mezi sebou, coZ dalo zaklad druhému modelu
uspofaddani systému OxPhos, ktery je oznafovan jako ,Solid-State*. Prvnim
strukturné analyzovanym superkomplexem byl I+ Ill, z Arabidopsis thaliana [48].
Asemblace superkomplexii je doasné zastavena do okamZiku asemblace

jednotlivych komplexti [49] a je charakteristickd druhovou specifitou.
Superkomplexy izolované z Paracoccus denitroficans [50] a Sulfolobus [51] byly
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pravé typické pro tyto bakterie. Kvasinky jsou typické tim, Ze holoenzym komplexu
IV se nachazi asociovany s komplexem III; volna forma je velmi minoritni [52].
Analyza superkomplexi z mitochondrii hovéziho srdce (obr. 4.10) a pozdéji i dal§ich
savéich systémd prokazala naopak, Ze >85% komplexu IV se nachazi ve volné
forme. Daéle se ukazalo, ze téméf veSkery komplex I je asociovan s komplexem III
[53]. Pro tato pozorovani dokonce existuji i patologické konsekvence, napf. Ze
absence komplexu III podmiriuje deficienci komplexu I [54].

Mezi funkéni vyhody superkomplexti se pocita efektivnéj§i postupovani
katalytickych intermediatt specifickym enzymim eliminujici kompetici s jinymi
enzymy a vylepSeni katalyzy redukci difuzni doby intermediatu (koenzym Q nebo
cytochrom c). Asociace komplext I a III miZe byt uzitena také jako prevence
interakce mezi reaktivnim meziproduktem ubisemichinonu s kyslikem a vzniku
superoxidového aniontového radikélu [55].

Existuji studie zasadné upravujici koncepci fluidniho modelu [49] nebo
pfipoustéjici  existenci volné se pohybujicich komplexti v rovnovaze

se superkomplexy [56].

~1% ~3% ~ 9% ~54% ~17%

Complex | in supercomplexes: 84 - 86 %
Complex Il in supercomplexes: 58 - 60 %

I Mon Free complexl: 14-16 %

Free complex lll: 40 -42 %

Free complex IV: >85 %

Obr. 4.10 RozloZeni jednotlivych komplexi dychaciho
Fetézce a superkomplexii v mitochondriich z hovéziho
srdce [53].

4.5. Regulace systému oxidativni fosforylace

Systém OxPhos je regulovan uéinnosti systému (dana dodavanim redukénich

ekvivalenti do mitochondrii), na urovni synthesy ATP zpétnovazebnym
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mechanismem respira¢ni kontroly a membranovym potencidlem (obr. 4.11).
Redukéni ekvivalenty importuji do mitochondrii malat-aspartatovy ¢lunek (z ang.
shuttle) a glycerol-fosfatovy ¢lunek. Glycerol-fosfatovy ¢lunek vynechava
komplex I, ¢imz snizuje pomér P/O (tudiz G¢innost), ale zvySuje rychlost respirace a
podporuje termogenezi.

Respira¢ni kontrola zahrmuje dva hlavni mechanismy. Prvni mechanismus
respiraCni kontroly vysvétluje chemiosmotickéd teorie. Je dana stimulaci aktivity
ATP synthasy vstupem ADP do mitochondrii, coz je doprovazeno produkci ATP a
poklesem gradientu protonli, coz v dusledku stimuluje aktivitu pump dychaciho
fetézce a tudiz mitochondridlni respiraci [24]. Protonové pumpy dychaciho fetézce
jsou inhibovany vysokym mitochondridlnim membranovym potencialem (150-
200mV). Druhy mechanismus respira¢ni kontroly je zaloZen na allosterické inhibici
komplexu IV zprostiedkované ATP pifi vysokém intramitochondridlnim poméru
ATP/ADP. Jaderné koédované podjednotky komplexu IV obsahuji sedm vysoce
afinitnich vazebnych mist pro ATP nebo ADP a dalsi tfi mista pouze pro ADP.
Druhy mechanismus respira¢ni kontroly, jak se predpoklad4, udrzuje membranovy
potencial na nizkych hodnotach blizkych optimu pro synthesu ATP (100-140 mV)
[57]. Biologické membrany jsou vice ¢i méné nepropustné pro protony, ale pokud
hodnota mitochondridlniho membranového potencidlu stoupne nad 140 mV,
permeabilita membrany pro protony za¢ne exponencidlné rust [58]. Pokud jsou
hodnoty membranového potencialu vétsi nez 140 mV, v mitochondriich jsou
produkovany kyslikové radikdly. Obecné se piedpoklada, Ze superoxidovy
radikalovy anion vznika pfenosem nesparovaného radikdlu ubisemichinonu
z komplexu I nebo III na molekularni kyslik.

U NADH dehydrogenasy a CcO byl pozorovan dalsi typ regulace OxPhos
prostfednictvim reverzibilni fosforylace, velmi ¢asto cAMP-dependentni [59, 60].

Thyroidni hormony pfedstavuji hlavni regulaéni prvek bazalniho
metabolismu savc, coZ zahrnuje také OxPhos. Existuji 2 zplsoby jimi
zprosttedkované regulace. PH cesté T3 se vaze 3,5,5"-trijodo-L-thyronin na receptory
pro thyroidni hormony a stimuluje nebo inhibuje expresi specifickych gent. Tato
cesta trva 1-3 dny a zvy3uje katabolické a sniZuje anabolické enzymy. Cesta T2 je
zaloZena na ptimé reakci 3,5-dijodo-L-thyroninu s enzymy a vysledkem je okamzité

zvyseni bazalniho metabolismu. T2 vznika vnitrobuné¢né z T3 dejodaci [61].
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Obr. 4.11 Provdzanost déji regulujicich aktivitu systému oxidativni fosforylace.
Inhibice respirace pFi vysokém membrdnovém potencidlu prvnim mechanismem
respiracni kontroly (Cervend kfivka), inhibice respirace pfFi vysokém ATP/ADP
poméru allosterickou inhibici cytochrom ¢ oxidasy ATP (druhy mechanismus
respiracni kontroly, zelend kfivka), zavislost aktivity ATP synthasy na
membrdnovém potencidlu (modrd kfivka) a zadvislost mitochondridlniho
membrdnového potencidlu na produkci reaktivnich forem kysliku (fialova krivka)
— podrobnosti viz text [61].

4.6. Prahovy efekt a tkanova specifita systému oxidativni fosforylace

Prahovy efekt (z ang. threshold effect) systému OxPhos je dan schopnosti
enzymu udrZet normalni respiraci (tok elektroni) i pfi velmi vyrazném sniZeni jeho
specifické aktivity, ovSem od ur¢ité hranice dalsi, jiz velmi minimalni pokles jeho
specifické aktivity ma za nésledek zhrouceni celého toku elektronti. Prahovy efekt
lze stanovit z prahové kiivky (z ang. threshold curve), ktera s vyuzitim inhibitoru
specifického pro dany enzym systému OxPhos sleduje respiraci v zavislosti na
titraéni inhibi¢ni kfivce specifického enzymu [62] (obr. 4.12). Z hlediska prahového
efektu lze ziskat dva hlavni typy prahovych kfivek. Kfivka typu I je charakteristicka
»plato“ fazi nasledovanou prudkym zlomem, ktery je prahovou hodnotou. Ta je
v pfipadé kiivky typu I velmi zfeteln¢ a pfesné determinovatelna. Prahové kiivka
typu II je velmi mirna s témé&f nezfetelnym zlomem; hodnotu prahového efektu proto
z této kiivky lze velmi t&zko stanovit. Sledovanim prahovych kfivek riznych tkani
potkana (kosterni sval, srdce, mozek, jatra, ledviny) se ukéazalo, Ze prahova kfivka
typu I je specificka pro komplex I a komplex III, bez ohledu na typ tkan€. Komplex
IV je typicky tkanovou specifitou prahovych kfivek, kdy kfivka typu I byla
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pozorovana v jatrech, mozku a ledvinach, kdezto typ II v kosternim svalu a srdci.
Zbyvajici kroky oxidativni fosforylace jsou typické prahovou kfivkou typu Il vyjma
pyruvatového pienaSece v ledvinach a translokatoru adeninovych nukleotidii

v jatrech [63].

120

Type |

Y
[=]
o

1

|

..S 80
5
2 /
"% 60 Type Il
_: -
w
*® 40 -

20

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

% E2 (k2) inhibition

Obr. 4.12 Respirace v zavislosti na inhibici specifické aktivity
enzymu — prahové kfivky [62].

Sledovanim specifické inhibiéni titraéni kfivky (rezidualni aktivity
konkrétniho enzymu) a celkové respirace mitochondrii po pfidani specifického
inhibitoru lze stanovit také koeficient respira¢ni kontroly [64]. Na zakladé méfeni
koeficientu respiracni kontroly v riznych tkanich potkana se ukazalo, Ze kosterni
sval a srdce, jsou kontrolovany hlavné na urovni dychaciho fetézce, kdezto jatra,
ledviny a mozek jsou kontrolovany hlavné na fosforylaéni urovni pfes ATP synthasu
a fosfatovy pirenasec.

Je tedy zfejmé, Ze mitochondrie jsou tkanové specifické bunééné organely

s odlisnou konstituci systému OxPhos.
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5. Cytochrom c oxidaza (katalyza a biogeneze)

5.1. Struktura savéi CcO

Sav¢i cytochrom ¢ oxidaza (CcO) se sklada celkem z 13 podjednotek [65],
které se v holoenzymu nachazeji v ekvimolarnim mnoZstvi [66] (obr. 5.1).
Holoenzym tak ¢&itad kolem 205 kDa. Coxl a Cox2 podjednotky tvoii katalytické
centrum a spolu s podjednotkou Cox3 pfedstavuji strukturni jadro enzymu. Struktura
téchto tii nejvetsich podjednotek je evoluéné konzervovana a viechny jsou kodovany
mtDNA. Zbyvajicich deset strukturnich podjednotek, kodovanych jadernymi geny,
jsou malé, evoluéné¢ mladsi peptidy dilezité pro stabilitu a/nebo asemblaci CcO.
Nachézeji se na povrchu strukturniho jadra tvofeného mtDNA kdédovanymi
podjednotkami. VétSina strukturnich podjednotek CcO je tvofena jednou nebo vice
transmembranovymi doménami vyjma podjednotek Cox5a a Cox5b lokalizovanych
na matrixové strané a Cox6b, ktera se vaze ke komplexu ze strany IMS. U celé fady
strukturnich podjednotek byla popsana vazebnd mista pro adeninovy nukleotid
a/nebo fosforyla¢ni mista [60], kterda umoziuji modulovat aktivitu CcO v ramci
bun&nych potfeb (viz druhy mechanismus respiraéni kontroly, kap. 4.5). Pro
podjednotky Cox4, Cox6a, Cox6b, Cox7a a Cox8 byly popsédny u savci tkartové
specifické isoformy [67, 68].

Obr. 5.1 Schéma cytochrom c oxidasy zndzornéné jako dimer. Nalevo jsou
nakreslena katalytickd mista enzymu a vpravé Cdsti obrdzku proteinovd
struktura[69].
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Kromé strukturnich podjednotek obsahuje CcO pro katalyzu nezbytné
kofaktory z nichz nejvyznamnéjsi jsou atomy médi a hemy a a a3 (viz kapitola 5.2).

CcO krystalizuje jako dimer [66], ktery je obecné povaZovan za funkéni
jednotku vnitini mitochondrialni membrany, nicméné velmi malo se vi o strukturni a

funkéni vyznamnosti dimerni struktury [70].

5.2. Katalyza CcO

Katalytické centrum CcO je tvofeno dvéma hemy a tfemi méd’natymi ionty,
které jsou obsazené v konzervovanych doménach podjednotky Cox1 (a, a3 Cug) a
Cox2 (Cup). Cup centrum se nachazi v globularni doméné Cox2 podjednotky, ktera
¢ni do intermembranového prostoru. Je tvofeno dvéma atomy meédi s odliSnou
valenci v klastru s atomy siry a vytvafi tak binuklearni centrum. Hemové skupiny
jsou vmezefeny mezi nékteré z 12 transmembranovych a-helixd podjednotky Cox1.
Hem a je o néco blize Cua centru, neZ hemu a;3. Chemické sloZeni hemt a a a3 je
identické, 1iSi se spektroskopicky, nebot' jedna z axialnich koordina¢nich pozic
Zeleza hemu a3 neni obsazena aminokyselinovym zbytkem a je volna. Jde o pozici,
do které se vaze kyslik pted jeho redukci na vodu. K hemu a; bezprostiedné pfiléha
tteti atom médi CcO, oznaCovany jako Cug, ktery je v podjednotce Cox1 vazéan ttemi
histidinovymi ligandy. Opét se piedpoklada, ze c¢tvrtda koordinaéni pozice je
okupovéna reakénim produktem b&hem urgité faze katalyzy redukce kysliku. Cetné
studie ukazaly, ze jeden z koordina¢nich histidinovych ligandi Cug je propojen se
sousedicim tyrosylovym zbytkem [71-74], ktery diky svym neobvyklym redoxnim
schopnostem umoziiuje tvorbu radikalového stavu po rozstépeni kovalentni vazby
v molekule kysliku [75-77]. Atom Zeleza hemu a; tvofi satomem médi Cup
heterobimetalické (binukliarni) centrum.

Obecné se predpoklada, Ze mechanismus pfenosu elektronti v oxidativnim
procesu se sklada z n€kolika krokf, které se neustale opakuji. Studie na bakterialnich
1 mitochondridlnich enzymech ukazaly, Ze vstup elektroni zcytochromu ¢ na
komplex IV probiha pfes binuklearni centrum Cu, [78] a vazba cytochromu ¢ na
CcO je dana elektrostatickou interakci na del§i vzdalenosti mezi vysoce basickym
cytochromem c a kyselymi zbytky na Cox2 podjednotce [79-82]. Dal§im krokem je

ptenos elektronu z redukovaného vazebného mista Cus na Zelezo hemu a, ktera

probiha rychlosti 10™*s [83] a dale do heterobimetalického centra (obr. 5.2).
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Obr. 5.2 Schématické zndzornéni
koordinace vektorového toku elektronii pFi
redukci kysliku na vodu (Gervené Sipky) a
pumpovdni  protonii  (Cerné  Sipky)
cytochrom c oxidasou [84].

Reakce probiha jako uplna redukce molekuly kysliku za vzniku dvou molekul

vody [85]. Celkova bilance reakce je dana rovnici:

4eyre™ +8H,, +0, > 4dcyrc”™ +2H,0+4H

(out)

Pfistup kysliku do heterobimetalického centra je usnadnén nejen jeho
rozpustnosti v hydrofobni membranové c¢asti, ale existuji teorie, Ze jeho vstup
usnadiiuji i kandly podjednotek I a III. Zpusob vazby molekuly kysliku do
heterobimetalického centra je dan dvémi hlavnimi teoriemi. Prvni, v soucasnosti
méné piijimana, ptedpoklada ze kyslik je vmezefen mezi a3 a Cug. Druha je zaloZena
na pfedpokladu, Ze molekula kysliku je nejprve navazana na a; za vzniku transientni
oxy formy (obr. 5.3.). Nasleduje rozstépeni O-O vazby v molekule kysliku, které je
velmi rychlé (<200us), a po kterém ma kyslik formalni oxidaéni ¢islo stejné jako
v molekule vody (kazdy kyslik tedy ma —II). Na tento d&j jsou potieba dohromady
&tyti elektrony, z nichZ tfi jsou ziskany z reakci Fe’® — Fe'' /Cu" — Cu** a &tvrty
je velmi pravdépodobné poskytnut tyrosylovym zbytkem propojenym kovalentné s

histidinovym ligandem vazicim CuB (viz vySe). Vznikly tyrosylovy radikal je
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nenabity, nebot’ poskytuje kyslikovému atomu také proton za vzniku hydroxylové
skupiny vazané na Cug. Kyslik tedy mize byt redukovan v jednom velmi rychlém
kroku, coz ptedchazi produkci a pfipadnému uvolnéni reaktivnich forem kysliku.
Dalsi kroky reakéniho cyklu vyZaduji vZzdy po jednom elektronu z dychaciho fetézce
a jednom protonu z matrix k rekonstituci tyrosylového zbytku a stejné tak k tvorbé
hydroxylové skupiny i na a; (obr. 5.3.). K dokonéeni cyklu jsou potieba jesté dalsi
dva elektrony a protony k uvolnéni dvou molekul vody a ptechodu katalytického
centra CcO do pln¢ redukovaného stavu. Béhem téchto redukénich procesi dochazi k
translokaci ¢tyf protond z matrix do intermembranového prostoru (obr. 5.3.).
V soucasné dobé jsou znamé dvé hlavni protonové cesty, oznacované jako D a
K podle aminokyselinovych zbytkd, se kterymi se ptedpokladd, Zze vyznamné
souvisi. Princip protonové pumpy pies membranu byl studovan u bakterii i
mitochondrii a pravdépodobné se vyvijel rozdilnou mechanistickou strategii. Pfesny

molekularni mechanismus protonové translokace nicmén¢ neni dosud pfili§ znam.

_ _ 2H,0 reduced
4e 2+ de 2t 21 11
cytc—» Cu, »cyta (a3 Cug - his-tyr] o
> Y
H oxy
) [35" -0, Cug” - his — tyr]
e zH
o
(@ —OHIc:uf;+ — his — tyr]
(OH)
yH' \ , 'P'species
s H [a3 =O Cug — his— tyr*]
|
[a3*=0 Cl_his—tyn) | xH M (OH)
|
(OH)
‘F’ species e

Obr. 5.3 Zjednodusené schéma katalyzy redukce kysliku na vodu cytochrom c
oxidasou. Fdze katalyzy, se kterymi je nejpravdépodobnéji sprazena translokace
protonii pfes membrdnu, je naznacena (kde kroky x, y = 1 proton a z=2 protony,
celkem tedy 4 protony) [24].
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5.3. Inhibice CcO

Mezi fyziologicky vyznamné inhibitory CcO patii plyny oxid uhelnaty (CO),
oxid dusnaty (NO), sulfan (H,S) a kyanovodik (HCN), které mohou ve velkém
mnozstvi byt toxické. Zejména oxid dusnaty a sulfan jsou CcO velmi ochotné

metabolizovany (tab. 5.1.)

Tab. 5.1 Metabolismus plynnych inhibitori cytochrom c oxidasy [86].

Nitric oxide. overall reaction: NO+OH =>NO, t+¢ tH’
(a) NO t Cug®” =NOCuy™

(b) NOCuy® 1OH =NO, Cuy tH’

Carbon monoxide. overall reaction: CO+1/20,=>C0,
(@) Cuy® Fe* 1 COtH20=Cuy Feo +CO»+2H”

(b) Cug Fe? 1112051211 >Cuy® Fe¥ 11,0

Hydrogen sulfide. overall reaction: 11,S 1 120,81 11,0
(@) Cup? Fe* 1 11,S>Cuy® SH Fe* i1l

(b) Cuy® Fe'' -SH =Cuy SH Fe*'

(¢) Cuy SH Fe'" =Cuy F? 1S%4H

(d) Cuy’ Fe? +1/20,42H >Cuy® Fe* +H,0

Molekuldrni mechanismus inhibice oxidem uhelnatym je nejjednodussi a
nejlépe charakterizovany. Kyslik ani oxid uhelnaty nejsou schopné vazby do
katalytického mista CcO dokud neni plné redukovano a vzajemné o n¢j kompetuji.
Z pohledu bunééné fyziologie je oxid uhelnaty produkovan hemovou oxygenasou
pfimo v savéich tkanich, kde muize mit celou fadu fyziologickych funkci [87].
Vysoka hladina CO je toxickd a miiZze vést k otravé a smrti. Zasadni je v tomto
procesu, kromé kompetice oxidu uhelnatého a kysliku o vazbu na CcO, hypoxie (CO
ma vysokou vazebnou afinitu k hemoglobinu a myoglobinu).

Inhibice CcO oxidem dusnatym je v porovnani s oxidem uhelnatym mnohem
komplexn¢jsi [88]. NO se nejspiS, kromé vazby do redukovaného katalytického
mista CcO, vaze také na oxidovany [89] a ¢aste¢né redukovany enzym [90]; CcO je
pak redukovéna a NO oxidovan na dusitan [91]. Inhibice CcO oxidem dusnatym je
tedy n€kterymi autory povazovana z kinetického hlediska spiSe jako nekompetitivni
[92], prestoze né&ktefi autofi se prfiklanéji ke kompetitivnimu typu inhibice [93]. V
sav¢ich buiikach je NO produkovan z L-argininu tfemi odliSnymi NO synthdzami a
podili se na regulaci mnoha fyziologickych funkci [94]. Z hlediska bunéiné

fyziologie je toxicita vysoké hladiny NO velmi komplexni a heterogenni, nebot’
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kromé& CcO ma NO za fyziologickych podminek mnohem siln&jsi (50x vyssi) afinitu
ke guanylat cyklase.

Sulfan je nekompetitivni inhibitor CcO. Vaze katalytické centrum v
oxidovanému stavu a podobné jako u NO tato interakce vede k oxidaci plynu (podle
v$eho na elementarni siru) a redukci enzymu; finalni inhibovany stav zahrnuje vazbu
jedné molekuly H>S na redukované Cug a jedné na oxidovany hem a3 [95]. Prestoze
je izolovana CcO sulfanem reverzibiln€ inhibovana, dosud nebylo prokazano, Ze by
endogenni H,S vyznamné inhiboval respiraci. V savéich systémech je H,S
synthetizovan z L-cysteinu cystathionin B-synthasou nebo cystathionin y-lyasou a
pfedpoklada se, Ze ptsobi jako endogenni signalni molekula s mnoha fyziologickymi
funkcemi.

Kyanovodik je také schopen silné inhibi¢né interagovat s CcO, ale velmi
pravdépodobné¢ neni CcO dale metabolizovan. Interakce kyaniddi s CcO
v redukovaném stavu je jen velmi slaba. Naopak, velmi silné jsou schopny se vazat
na CcO v plné oxidovaném nebo &asteéné redukovaném ( Fe’; —Cu}) stavu [96].
Bylo popséno, Ze HCN miZze byt produkovan mozkovymi buiikkami [97, 98], a
neutrofily [99], kde by mohl fungovat jako neuromodulator. Intoxikace organismu
kyanidy muize iniciovat kaskadu vedouci k neurologickym a srde¢nim dysfunkcim az
smrti, pokud inhibice neni bezprostfedné odvracena. Vysledkem inhibice
mitochondrianiho elektronového transportu kyanidy je generovan nadbytek
reaktivnich forem kysliku komplexy I a Il a vytvaii tak intenzivni stres, ktery

pfispiva k bunéénym dysfunkcim.

5.4. Asemblace CcO

Asemblace CcO ve vnitini mitochondridlni membrané je postupny, relativné
pomaly proces, pfi kterém lze detekovat pfed vznikem kompletniho holoenzymu
specifické asemblacni intermediaty, které naznacuji, Ze pfi regulaci biogeneze CcO
existuji rdzné kroky limitujici tento proces [100]. Definici téchto kli¢ovych fazi
slozitého procesu biogeneze CcO dovolil fakt, Ze je v sav¢ich burikich umoZnéno
subkomplexim CcO se vyraznéji hromadit (obr. 5.4) (napf. u kvasinek je tézké
detekovat subkomplexy CcO nebot’ podléhaji rychlé proteolytické degradaci [101]).
Predpoklada se, ze polocas zivota holoenzymu CcO je okolo tfi dni [102].

Intramitochondridlni ustalena hladina jednotlivych neasemblovanych podjednotek
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CcO se zda byt velmi odlisna. Hladina volnych podjednotek Cox1 a Cox5a je
relativné vysoka, oproti velmi nizkému mnozstvi volné podjednotky Cox4 a zejména

pak Cox2 v mitochondriich mnoha tkani [103].

Cox17
Cox5a
Sco2/Sco1

!

Cox4 4-5a Cox2-Cu, Cox3
Cox18 —

Cox1 \ P 1-4-5a —L—P 1-2-4-5a \ P S3 $ CcO holoenzyme
[ [ o

Heme a Heme a, Cox5b, Cox6b, Cox6a,
4 Cu, Cox6c, Cox7a/b, Cox7alb
Cox15 t Cox7c, Cox8

Cox10 Cox11

Cox17

Obr. 5.4 Asemblacni schéma cytochrom c oxidasy, prevzato z [102] a upraveno podle [104]. Ze
studie [100] pochdzi znaceni asemblacnich intermedidtii cytochrom ¢ oxidasy pismenem ,,S* a Cislem
(S1-S4); ,,S“ znamend zkratku anglického slova , species” a Ccislo roste od samotné strukturni
podjednotky Coxl (S1) po 13ti podjednotkovy holoenzym CcO (S4); asemblacni intermediat 1.4.5a je
oznacovan jako S2.

Prvnim krokem asemblace CcO je asociace Coxl podjednotky
s heterodimerem podjednotek Cox4 a Cox5a za vzniku subkomplexu nékdy
oznatovaného jako S2 [100]. Tento subkomplex je schopen se hromadit
v podminkach zastavené/naru$ené asemblace, coz sv€d¢i o jeho relativné vysoké
vnitini stabilit¢. Kromé této interakce dochazi bud’ béhem vzniku S2 nebo jesté na
volné Cox1 podjednotce k inzerci hemi a a a3 (s ¢imZ pravdépodobné souvisi
asemblacni kofaktory Cox10, Cox15 a Surfl) a Cup (s ¢imz pravdépodobné souvisi
asemblacni kofaktory Cox17 a Coxl11). Teprve po inzerci hemovych skupin a
utvoteni Cug centra podstupuje S2 spojeni s Cox2 podjednotkou, ktera by jiz méla
obsahovat Cu, centrum (k jeho utvofeni pfispivaji asembla¢ni kofaktory Cox17,
Scol a Sco2). Bez utvoieni Cu, centra neni interakce s S2 mozna a Cox2
podjednotka podléha rychlé proteolytické degradaci [103, 105]. Spravna asociace
Cox2 podjednotky s S2 je nezbytnou podminkou k navazani podjednotky Cox3
[106], po které nasleduje navazani dal§ich strukturnich podjednotek s vyjimkou
Cox7a nebo Cox7b a Cox6a za vzniku jedenactipodjednotkového asemblaéniho

intermediatu S3. Ten je oproti S2 i za nepatologickych podminek charakteristicky
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svou znaénou stabilitou a lze ho velmi snadno v savéich buitkkdch mnoha tkéani
detekovat. Asociace zbylych dvou podjednotek dokonéuje asemblaci holoenzymu
CcO, ktera je velmi pravdépodobné nasledovana utvofenim kovalentniho mustku
mezi jednim z histidinovych ligandi vazicich CuB a sousednim tyrosylovym
zbytkem (viz kap. 5.2). Maturovany holoenzym CcO je dale velmi pravdépodobné
asociovan s komplexy dychaciho fetézce za vzniku superkomplext (viz kap. 4.4), ve
kterych se nachazi také v dimerni formé. Interakci monomerd CcO v dimeru
zprostiedkovavaji podjednotky Cox6a a Cox6b a kjeho stabilizaci dopomaha
kardiolipin [107, 108].

5.5. Poruchy CcO

Za spravnou funkci CcO jsou zodpovédné geny v nDNA i mtDNA pro tfinact
strukturnich podjednotek a celou fadu faktord podilejicich se na jejich asemblaci
[109].

Asemblace CcO, podmiiujici CcO deficienci, souvisi s majoritni skupinou
nDNA gend. Hlavné mezi né patfi ty, které jsou zodpovédné za vazbu kofaktori
(hemy a atomy meédi) do katalytického centra CcO (napi. Surfl, Scol a Sco2).
Mutace v genech pro jaderné kdédované podjednotky CcO byly popsény teprve
nedavno a jde v souéasnosti o pouhé dvé, jedna v genu pro podjednotku Cox6bl
[110] a druha v genu pro podjednotku Cox4i2 [111]. VétSina mutaci v strukturnich
podjednotkach CcO (pifestoze jsou také velmi vzacné) byla popsana v mtDNA
genech vsech tii strukturnich podjednotek (Cox1, Cox2 a Cox3). Popsané mutace
jsou heteroplasmické a oproti autozomalné recesivnim izolovanym CcO deficiencim
se fenotypovy projev choroby vétSinou dostavuje az v pozdnim détstvi. Kazda
jednotlivd mutace a jeji klinickd prezentace jsou vyrazné odlisné dokonce i mezi
pacienty s identickou mutaci [112].

Deficience CcO muze byt dale podminéna dysfunkci systému zaji§t'ujiciho
integritu mitochondrialniho genomu (ta vede naptiklad k depleci nebo rozsahlejsim
delecim mtDNA), nebo bodovymi mutacemi gend pro mitochondridlni rRNA a
tRNA. V pfipadé obou skupin lze piedpokladat komplexnéjsi postizeni systému

OxPhos v ramci kterého je velmi pravdépodobné, Ze bude postizena také CcO.
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6. Vyuziti RNA interference k regulaci genové exprese

RNA interference (RNAi) je proces sniZzeni genové exprese na
posttranskripéni urovni prostfednictvim malych nekddujicich dvoufetézcovych (ds)
RNA [113], ktery ovliviiuje celou fadu procest v burice (viz kap. 6.1). Kromé toho

se RNAI stala vyznamnym nastrojem studia funkce gent (viz kap. 6.2).

6.1. Mechanismus

RNAI a s ni souvisejici drahy genového utiSeni (z ang. gene silencing) jsou
iniciovany produkci malych (~21-25 nt) nekdédujicich RNA komplementarnich
(kompletné¢ nebo do zna¢né miry) s transkripty jimi regulovanych gentl. Jsou
produkovany endonukleazou Dicer (z rodiny RNaslII), ktera se nachazi v cytoplazmé
buriky a je zodpovédna za §tépeni dlouhé dsRNA, pre-miRNA, pfipadné shRNA za
vzniku siRNA (short interfering RNA) nebo miRNA (micro RNA).

Vznik dsRNA vburikach je dan replikaci RNA virt, transkripci
konvergentnich bunéfnych genti nebo mobilnich genetickych elementi a
intramolekularni hybridizaci buné¢nych transkripti.

MiRNA jsou burikou endogenné koédované a velmi vyznamé pfispivaji
k regulaci buné¢né genové exprese (u ¢loveéka se predpoklada, ze reguluji expresi az
30% gent) [114]. Prepsané transkripty (pri-miRNA) jsou mikroprocesorovym
komplexem St€peny za vzniku prekurzorového transkriptu (pre-miRNA)
podstupujiciho export zjadra do cytoplasmy, kde je substratem enzymu Dicer.
Hlavni komponentou mikroprocesorového komplexu je Drosha, dalsi endonukleaza
z rodiny RNaslII.

Produkty Dicer endonukleazy (siRNA, miRNA) asociuji s proteiny
Argonautové rodiny, které predstavuji hlavni proteiny komplexu oznafovaného
RISC (z ang. RNAi-induced silencing complex). Poté, co je jedno z vlaken duplexu
malych RNA zavzato do RISC, vznikd aktivni komplex schopny sekven¢né
specificky rozpoznat cilovou mRNA, kterou rozstépi nebo je ji zabranéna transla¢ni
asociace s ribosomy; v obou ptipadech je mRNA nakonec degradovana (obr. 6.1).
Plsobistém aktivnich RISC je bun&fnd cytoplasma. U né€kterych organismt byly

navic identifikovany specializované jaderné komplexy obsahujici také proteiny
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z Argoanautové rodiny, znamé jako RITS (RNA-induced transcriptional silencing
complex). RITS zaji§t'uji transkripéni uti§eni genl formaci heterochromatinu.

Do skupiny malych nekodujicich RNA patii kromé siRNA a miRNA jesté
piRNA (PIWl-interacting RNA). Jejich biogeneze také zahruje proteiny
Argonautové rodiny, ale vyznamé se od siRNA a miRNA lisi (obr. 6.1).
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AAAAA Sense transposon
transcript
¥ 1 5
EBussar “conansrniens annag
LogdsRNA S, 39 ——

3 5 —_

|

R g
Cytoplasm Shd /‘\
v = S'e-
Y X Dicer i < 1 and/or AUB
l Antisense piRNA

AGO3 loading and
3"-end processing

3 ————

RISC-loading
complex

l Sense piRNA
Passenger-strand o
Slia
s . ;3
Antisense
transposon
Passenger-strand Passenger-strand l transcript
ejection ejection 5" 3

MRNA Deadenyiation

m’G
,

Target mRNA
ot AAAAA

PIW! loading and 3end
3'-end processing

slicing 3
Translational
repression /

S
Product ‘
release
and RISC
recycling @ Ribosorme

Obr. 6.1 Biogeneze tFi hlavnich tFid malych nekodujicich RNA vietné mechanismu jejich pusobeni.
(a) siRNA, (b) miRNA a (c) piRNA — podrobnosti viz tex [114].

mRNA

6.2. Pouziti RNAI v savéich systémech

RNAI nasla vyznamné vyuziti v reverzni genetice, kdy biologicka funkce
specifického genu je sledovana diky znaénému omezeni jeho genové exprese. Delsi
dsRNA podmitiuje produkci sady siRNA (s riznou sekvenci), ktré jsou schopné
velmi G¢inného utiSeni genové exprese, coz lze svyhodou vyuzZit u mnoha
modelovych organismu (napt. Drosophila, Caenorhabditis nebo u rostlin). V savéich

burikach je aplikace tohoto pfistupu limitovana. DsRNA delSi nez 30nt spousti
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sekvenéné nespecifickou interferonovou odezvu [115]. Interferony jsou malé, vysoce
potentni, autokrinné a parakrinn¢ pisobici molekuly stimulujici v buiikach ochranné
mechanismy proti replikaci virdt tim, Ze aktivuji enzymy zodpovédné za
nespecifickou degradaci bunééné mRNA a globalni inhibici translace mRNA [116].
Sav¢i burky je proto nutné transfekovat ptimo siRNA. Pfiprava siRNA in vitro
zahrnuje moznosti komeréné dostupné chemické synthesy siRNA nebo S$tépeni
specifické dsRNA, shRNA nebo miRNA Dicer enzymem (obr. 6.2). Kromé stépeni
delsi dsRNA enzymem Dicer jsou ostatni moznosti limitované znalosti pravidel
zaji$t'uyjicich G¢inné sniZeni genové exprese navrzenych siRNA. Mezi hlavni tato
pravidla patfi zajist€éni asymetrického vyb&€ru vldkna siRNA duplexu
komplementarniho k cilové mRNA do aktivniho RISC (jde vétSinou o to vlakno,
které ma méné stabilni 5'koncové péarovani s komplementarnim vlaknem) [117],
cilovi mRNA v misté rozpoznavaném aktivnim RISC také nesmi vytvafet stabilni
vlasenkovité struktury ani vyrazné vazat proteinové faktory (to je typické zejména
pro 5'neptekladanou oblast mRNA kde dochdzi kiniciaci translace) [118].
Vyznamnou vyhodou siRNA, je nenaro¢nost jejich ziskani, zejména pfi vyuziti
komeréné dostupnych sluzeb synthesy siRNA. Hlavnim limitem transfekce bunék

malymi nekodujicimi RNA pfipravenymi in vitro je do€asny (transientni) charakter.

b long dsRNA

“»/ln' "

— e Ny

€ siRNA-based hairpin RNA

) — R

d miRNA-based hairpin RNA

Obr. 6.2 Schématické zndzornéni metod k vytvdfeni RNAi-indukujicich
krdtkych nekédujicich RNA in vitro. (a) Chemicky synthetisované siRNA,
(b) specifickd dlouhd dsRNA, ze které je in vitro generovdna sada
sekvencné odlisnych siRNA Dicer enzymem, (c) mald vldsenkovitdi RNA
(shRNA) s plné komplementdrnim ramenem, (d) mald vldsenkovitd RNA
s netpiné komplementdrnim ramenem (analogickd prekurzoru miRNA).
Formy malych nekédujicich RNA (c) a (d) jsou prekurzorového
charakteru a az po transfekci jsou v bunkdch procesovdny endogennim
Dicer enzymem [119].
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Druhou hlavni mozZnosti je navozeni RNAIi prostfednictvim malych
nekodujicich RNA exprimovanych a tvoficich se in vivo. Pro tyto ugely jsou
konstruovany specifické RNAi-indukujici plazmidy [119, 120]. Exprese vlasenek je
vétsinou zajistovana DNA-dependentni RNA polymerasou II (enzym transkribujici
mRNA a vétSinu malych jadernych RNA v eukaryotech ve spojeni s celou fadou
transkripénich faktort) nebo III (enzym transkribujici RNA, ktera neni pfekladana na
proteiny, zejména tRNA). K ¢asto pouZivanym promotorim RNA polymerazy II
patti CMV promotor (z ang. CytoMegaloVirus), kdezto pro piepis RNA

polymerazou III jsou ¢asto uzivany promotory H1 nebo U6 (obr. 6.3).

(o polll

D DONAS#G

Obr. 6.3 Schématické zndzornéni metod k vytvdreni RNAi-indukujicich krdtkych
nekédujicich RNA generovanych in vivo. (a) Exprese sense a antisense vidken
SiRNA ze dvou tandemové umisténych promotori polymerasy Ili, kterd asociuji
ndsledné po pFepisu (trz. trans zpiusob asociace), (b) expresni kazeta pro shRNA
pod promotorem RNA polymerasy 111, (c) expresni kazeta pro shRNA (s neuplné
komplementdrnim ramenem) pod promotorem RNA polymerasy Il [119].

Plasmid muzZe obsahovat tandemové uspofadané U6 (nebo H1) promotory
vedouci k expresi sense a antisense vlaken ze dvou separatnich transkripEnich
jednotek, ktera se nasledné spoji (in vivo) za vzniku 19nt duplexu
s étyfnukleotikovymi pfesahy. Plasmid mizZe také kodovat prekurzorové shRNA

nebo vlasenky v kontextu endogennich miRNA, které jsou po exportu z jadra
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rozpoznavany a nasledné $tépeny Dicer enzymem (tento zpisob je v porovnani
s prvné zminénym efektivnéjsi). Ektopicka exprese prekurzori RNAi-indukuyjicich
malych nekédujicich RNA zplazmidu je vyhodna zhlediska mnoha dalSich
moznosti vyuZiti, z nichZ nejdulezitéjsi je pfiprava stabilnich bunéénych linii, pokud
je soucasti plazmidu také selekéni marker. Dale je mozné do plazmidu zahrnout
virové elementy umoziiujici transdukci, nebo zvolit tkanové specificky nebo
inducibilni promotor a pfipravit bunéény organismus s tkafiové specifickou nebo
regulované spousténou RNA..

Mezi vyznamna rizika vyuziti RNAI k specifickému sniZeni genové exprese,
zejména v pripadé siRNA, patii sekvenéné specifické utiSeni nespravného genu (z
ang. ,,off-target transcript silencing), které je podminéno schopnosti aktivniho RISC
interferovat i na zakladé Caste¢né komplementarity (nad 11bp) 5'konce siRNA
vlakna RISC a cilové mRNA [121, 122]. Tomuto problému je dobré se vyvarovat
volbou vhodné kontroly, napi. sledovat zda se fenotyp dany sekvenéné odliSnymi
siRNA shoduje, pfipadné¢ specificky modifikovat siRNA [123]. V ramci
proteinovych rodin s konzervovanymi doménami je tfeba navrhovat siRNA mimo
tyto domény do nehomologickych oblasti mRNA. Mezi dals§i popsané, sekvencné
nespecifické efekty souvisejici s RNAI, patii kromé mozZné slabé interferonové
odezvy (viz vySe) také potencidlni pfetizeni bunéného systému RNAI
transfekovanymi nebo ektopicky exprimovanymi malymi nekddujicimi RNA, které

muize narusit funkci endogennich miRNA [124].

6.3. Vyuziti RNAI k studiu funkce strukturnich podjednotek CcO

Jednou z nej¢astéjSich pfic¢in poruch systému OxPhos u ¢lovéka jsou defekty
CcO. U pacientt s poruchou CcO jiz byly popsany mutace ve v§ech tfech genech pro
strukturni podjednotky CcO (Cox1, Cox2 a Cox3) kodovanych mtDNA. Pouze dvé
mutace v podjednotkach Cox4il a Cox6bl vSak byly dosud zjistény v souboru
jedenacti jaderné¢ kodovanych strukturnich podjednotek CcO (viz kap. 5.5). Na
zaklad¢ studii u kvasinkovych mutanti a nékolika dal$ich modelovych organismu
(Drosophila, Danio, Caenorhabditis, Mus) lze nicméné piedpokladat, Ze také u
¢lovéka jsou pro biogenezi CcO nepostradatelné. Podrobné studie vlivu absence

konkrétni strukturni podjednotky na proces asemblace CcO, neboli zjisténi
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asemblacniho profilu specifického pro absenci dané podjednotky, by mohl byt
uziteény pro zjiStovani podstaty CcO deficience u pacientu.

Pro vySe zminéné ucely je nutné zvolit vhodny postup zajistujici depleci
specifické podjednotky (z kapitol 6.1 a 6.2 je ziejmé, Ze takovouto metodou mize
byt RNAi) a vhodnou buné¢nou linii na které budou experimenty realizovany.
HEK293 (Human Embryonic Kidney) je lidska bunééna linie, pivodné embryonalni
ledvinné tkané, experimentalné velmi oblibena pro svou dobrou genovou
manipulovatelnost (mé vysokou transfekéni u¢innost) [125] a rychly adherentni rist
za relativné nenaro¢nych podminek. Jde o buiiky obsahujici fragmenty lidského
adenoviru typu 5 inkorporovaného v chromozomu 19 hostitelského genomu.
Buné¢na linie je komer¢né dostupnd napf. u firmy American Type Culture Collection
(ATCC, Manassas, USA) pod ¢éislem CRL-1573.

Navozeni RNAi v burtikdich pomoci specifického plazmidu umoziiujiciho
ptipravu stabilnich buné¢nych linii je pro uéely studia mitochondridlnich proteind
vyhodny. Pfedné, mitochondridlni proteiny maji obecné¢ pomérné dlouhou dobu
stability (2-5 dni). Proto u bun&k transientné transfekovanych siRNA/ShRNA™"
miZe byt i po 48 hodinach od transfekce hladina pivodniho proteinu vyrazné
nezménéna, prestoze dana siRNA/shRNA™" je schopna po potfebné dob& genovou
expresi u¢inng snizit. Dalsi vyhodou pfipravy stabilnich bunéénych linii je zna¢né
mnoZzstvi materialu, ktery je mozné z ,nakultivovanych® bunék ziskat. Cela fada
naslednych experimenti vyZaduje izolaci mitochondrii, pro kterou je vhodné mit
vét§i mnozstvi bunek.

Plazmid pCMV-GIN-ZEO (Open Biosystems) je velmi vhodny k navozeni
RNAi znékolika diivodi. RNAi-indukujici expresni kazeta zahrnuje vlasenku
specifickou pro dany cilovy gen v kontextu lidské miRNA miR30 (miR30). miR30
kontext zvySuje vice neZ 10x mnozstvi produkti Drosha a Dicer enzymu [126], tudiz
1 mnozstvi aktivnich RISC komplex, a tim i celkovou efektivitu systému. Kodujici
sekvence pro GFP a neomycin fosfotransferasu (GFP-IRES-Neo")", které jsou
expresné v pfimé vazbé€ s vlasenkou (obr. Xyz.c), zvySuji RNAi potencial kazety

(Stegmeier et al. 2005), exprese kazety je vidét jiz pod fluorescenénim mikroskopem

' GFP znamena zkratku ang. Green Fluorescent Protein; IRES znamena zkratku ang. Internal
Ribosomal Entry Site; Neo" je zkratka pro neomycinovou rezistenci. GFP a Neo" jsou kédujici
sekvence; IRES je sekvence navadé&jici ribosom eukaryotického systému k prekladu &teciho ramce za
ni obsaZzeného a umozZituje tak translaci druhého &teciho ramce bicistronniho transkriptu.
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a umoziuji velmi specifickou selekci polyklonalni populace bunék rezistentnich ke
G418". Protoze populace bun&k vyselektovanych na zékladé rezistence ke G418
muZe z hlediska miry exprese transgenu vykazovat zna¢ny rozsah, lze pomoci t¥idéni
bun¢k dle intenzity exprese GFP metodou FACS (Fluorescence-Activated Cell
Sorting) omezit analyzovany material pouze na buriky se silnou expresi transgend,
¢imz je mozné priblizit vyslednou kvalitu experimentu kvalit¢ dosaZené na
monoklondlni populaci bun€k (buiiky pochazejici zjediné pivodni, ziskané

subklonovanim transfekéni reakce, coZ je proces dosti zdlouhavy a naro¢ny).

Obr. 6.4 Struktura HEK293 bunék ve svételném mikroskopu (a). HEK293
buriky ve fluorescencnim mikroskopu po transfekci pCMV-GIN-ZEO
plasmidem (b). Schéma RNAi-indukujici expresni kazety pCMV-GIN-ZEO
plazmidu (z manudlu firmy Open Biosystems) (c): CMV — promotor DNA-
dependentni RNA polymerasy 1, GFP — fluorescencni marker (Green
Fluorescent Protein), [RES-Neo” - selekéni marker neomycinové
rezistence, ShRNA™" — vidsenka v kontextu miR30 (kontext éitd od pozice
samotné vidsenky jesté dalsich pFiblizné 125bp v obou smérech).

K ziskani pozadovaného bunétného materialu je nutno provést n€kolik dil¢ich

ukolu:

e prostiednictvim specifického programu navrhnout kandidatni shRNA™"
zacilené do riznych pozic cilové mRNA (7-12 v zavislosti na délce cilové
mRNA)

e zkonstruovat pCMV-GIN-ZEO derivaty kodujici kandidatni shRNA™"

v ramci RNA-indukujici expresni kazety

' G418 je aminoglykosidové antibiotikum svou strukturou podobné gentamicinu, neomycinu nebo
kanamycinu, které blokuje syntézu polypeptidil inhibici elongace translace. Je pouZivan pro selekci a
udr¥ovani eukaryotickych buné&k stabiln& transfekovanych plazmidem sgenem neomycinové
rezistence.
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o transfekovat HEK293 burky zkonstruovanymi plazmidy pCMV-GIN-ZEO
a selektovat buriky rezistentni ke G418 (neboli pfiprava stabilné
transfekovanych bunék)
proteinu (kombinaci SDS-PAGE a imunodetekce); protoze lze v souvislosti
se systémem OxPhos velmi ¢asto pozorovat prahovy efekt (viz kap. 4.6) je
nékdy vhodné vybrat pro nasledné experimenty i bunéénou linii s mirné;jsi
depleci cilového proteinu, kterd pak umoziiuje sledovat napiiklad jak se
pokles podjednotky projevuje na hladiné holoenzymu, kterého je

podjednotka soucasti

Po vybrani vhodnych bunéénych linii HEK293 nasleduje samotna analyza

fenotypu bunék s depleci cilového genu, ktera zahrnuje nasledujici mozZnosti:

e studovat dopad sniZeni genové exprese cilové podjednotky u jednotlivych
vybranych shRNA™ na mnoZstvi celého holoenzymu (kombinaci BN-
PAGE a imunodetekce) a jeho rezidudlni specifickou aktivitu
(spektrofotometrie)

e studovat vliv snizeni genové exprese cilové podjednotky na bunéénou
respiraci (polarografie)

e studovat vliv deplece cilové podjednotky na asemblaci holoenzymu (BN-
PAGE v kombinaci s imunodetekci) a identitu pfipadnych asemblaénich
intermediat (BN/SDS/PAGE v kombinaci s imunodetekci)

e studovat dopad snizeni genové exprese cilové podjednotky na
ultrastrukturu mitochondrii (elektronova a konfokalni mikroskopie),
ptipadné na mnozstvi mtDNA (kvantitativni PCR)

e studovat dopad sniZzeni genové exprese cilové podjednotky na buriky

(rychlost ristu bunék a jejich vitalita/letalita, produkce laktatu)
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Souhrn

V ramci teoretické, reSerSni podstaty této bakalarské prace byla diskutovana

nasledujici problematika:

byl charakterizovan vyznam mitochondrii v bunééném energetickém
metabolismu

byly charakterizovany hlavni déje zajist'ujici funkci mitochondrii

byl charakterizovan systém OxPhos a jeho souvislost s energetickym
metabolismem

byla charakterizovana role CcO v systému OxPhos a podrobné specifikovana
struktura, katalyza a biogeneze tohoto enzymu

byl podan podrobny teoreticky zaklad vyuziti RNAI k studiu role strukturnich
podjednotek CcO v jeji biogenezi a tim vymezen podklad pro nasledujici

experimentalni fazi studia

Zavér

Mitochondrie hraji kli¢ovou roli v energetickém metabolismu buriky, jehoz

dysfunkce se projevuje zejména v tkanich s vysokymi energetickymi naroky. Jednou

z nejcastéjsich pficin poruch systému OxPhos u ¢lovéka jsou defekty CcO. Struktura

a funkce CcO je dnes dikladné znama, pfesto urCeni primarni podstaty CcO

deficience neni lehké. Podrobné studie vlivu absence konkrétni strukturni

podjednotky na proces asemblace CcO by mohl byt uzite¢ny pfi zjistovani podstaty

poruch CcO u pacientt.
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