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Abstrakt

Energeticky metabolismus a zdp¥ani Zivotaschopnosti bky jsou procesy fisns
kontrolované drahami, ve kterych maji centralnihdl@ytochromy, pedevsim cytochrom c.
Nachazi se v mezimembranovém prostoru mitochorgpolu s dalSimi molekulami, se
kterymi spolupracuje na udrzovani energetického abwismu. Permeabilizace &8i
mitochondrialni membrany, prov&th proteiny Bcl-2 rodiny nebo zmami v koncentracich
Cca*, zpisobuje uvoldni cytochromu c do cytosolu. V cytosolu cytochrominteraguje
s dalSimi pro-apoptotickymi proteiny (Apaf-1, prekaza-9) kooperujicimi na tvarb

apoptosomu a fosfatidylserinem. Nasledkéahto interakci biikka podstupuje apoptozu.

Tato bakal#ska prace shrnuje séasné znalostithto proces. V prvnicasti se zagiuje
na biosyntézu cytochromu c, dale pak na mechanighg uvohovani z mitochondrii a

interakce s dalSimi proteiny v rAmci apoptoZgtve moznosti regulacé€cthto proces.

Kli ¢ova slova:cytochrom c, apoptoza, apoptosom, Apaf-1, kaspéaly? proteiny,
VDAC, kardiolipin



Abstract

Cell energetic metabolism and cell survival arécsyr controlled by pathways in which
cytochrome molecules play a central role, in paléic cytochrome c. It is localized in the
mitochondrial intermembrane space with other madéweooperating in keeping energetic
metabolism. Permeabilization of outer mitochondmaémbrane by proteins from Bcl-2
family or changes in CGé levels causes cytochrome c release into cytosolcytosol
cytochrome c interacts with other pro-apoptotict@iress (Apaf-1, procaspase-9) cooperating
to form apoptosome and phosphatidylserine. As @tregthese interactions, the cell is going

to apoptosis.

This bachelor thesis summarizes the current sfateawledge of these processes. In the
first part it focuses on the biosynthesis of cytoohe c, further on the mechanisms of its
releasing from mitochondria and its interactionsthwother proteins within apoptosis

including options of regulation of these processes.

Keywords: cytochrome c, apoptosis, apoptosome, Apaf-1, caspdcl-2 proteins,
VDAC, cardiolipin
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Seznam zkratek

ADP/dADP
AlF

ANT

ATP/ dATP
CARD
CCHL

CD

CyP-D
DED
DISC
DRP-1

ER

FADD

Fe

GIP

IAP

NADH
mPTP
RHS/ROS
TNF

TOM
VDAC
WD

(deoxy)adenosindifosfat
apoptosis inducing factor
adenin nukleotide translocase
(deoxy)adenosintrifosfat
caspase recruitment domain
cytochrome ¢ haem lyase
cluster of diferenciation
cyclophilin-D

death effector domain

death inducing signalling complex
dynamin related protein
endoplasmatické retikulum
Fas associated death domain
zelezo

general import pore

inhibitor of apoptosis protein

nikotinamidadenindinukleotid

mitochondrial permeability transition pore

reactive halogen/ oxygen species

tumor necrosis factor

translocase of the outer mitochondrial membrane

voltage-dependent anion channel

aminokyselinovy motiv, tyrozin-aspartova kysalin



1. Uvod

Mitochondrie tvdéi nepostradatelnou séast eukaryotickych bk a vyskytuji se
témet ve vSech jejich typech. Primarni funkci mitochaede tvorba dostateého mnozstvi
ATP v elektrontransportninetzci a tim zajiSuje energetické zasobovaninly (Bernard
a Azzone, 1981). Kromtéto zakladni funkce plni tak@du jinych. Probihaji zde procesy
jako napiklad ¢ast cyklu mdoviny, Krebsiv cyklus, syntézatznych skupin hemovych
molekul a dalSich kofaktar ale také aminokyselin nebo Fe-S proteiRrvni naznaky, ze se
mitochondrie podili na apoptotické iné smrti, se objevily zatkem 90. let minulého
stoleti (Hockenbernget al., 1990). Jen o dkolik let pozdji byla objevena dlezita Uloha
cytochromu c v apoptéze (Lt al., 1996).

Nepostradatelnou Ulohu v elektrontransportrigtizci maji proteiny cytochromoveé
rodiny a, b ac. Jedna se o hemoproteiny, jejichZ hlavni Ulohopigmaseni elektr@dnuvnite
komplexi fetézce, jichZ jsou saiasti, i mezi nimi. Zajifuji tim v mitochondrii energeticky

metabolismus. #nos mezi jednotlivymi komplexy z&ji§ji koenzym Q a cytochrom c.

Cytochrom c tak fedstavuje Zivotd dulezitou molekulu, ktera ma nezastupitelnou
Glohu @i zaji&ovani energetického metabolismu s¢gpko v regulaci bu&tného Zivota. Jak
se cytochrom c podili naédhto procesech a #pob jejich regulace, je tématem této

bakal&ské prace.



2. Cytochrom c

Cytochrom c je maly solubilni protein o molekulowéotnosti kolem 12,5 kDa a je
¢lenem cytochromové rodiny. Tato proteinova rodiaasklada z proteinovéasti a hemové
skupiny. Proteinové ¢ast cytochromu c¢ u obratlo¥c obsahuje 103 nebo 104
aminokyselinovych zbyik (Obr. 1). V buice se vyskytuje ve dvou redoxnich stavech, jako
redukovany ferrocytochrom ¢ nebo oxidovana foremdytochrom c (Brown a Borutaite,
2008).

Obréazek 1: Cytochrom ¢, frevzato z:http://en.wikipedia.org/wiki/File: Cytochrome_C.png

Molekula cytochromu c obsahujici proteinovest (zele#), hemovou prostetickou skupinu (8¢d
koordina&né navazanym atomezeleza(¢erverg)

2.1. Struktura a stavba

Cytochromy jsou proteiny skladajici se z proteinavéemovésasti, kterd obsahuje
koordin&né navazany atom Zeleza. Diky Zelezu, jeZ ma schopheshazet mezi oxidaimi
stavy Fé" a Fé', se cytochromy podili ipdevdim na ienosu elektroi
v elektrontransportnintetézci. V mitochondriich se vyskytujitit druhy cytochrom, a to
cytochromya, b ac. Hlavnim rozdilem mezi jednotlivymi rodinami cytoomi jsou rozdilné

struktury jejich hemovych prostetickych skupin (Ok). Zaklad hemu typu c tvio



protoporfyrinovy kruh, ktery ma na vinylové skupimavic navazané thiolové skupiny

cysteinu proteinovéasti.
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Obrazek 2: Porovnani struktury jednotlivych rodin hemovych skupin, fFevzato z: Voet, Voetova,
2011, 4. vydani

A) Hemova skupina typu a s dlouhym hydrofobrié®zcem izoprenovych jednotek a formylovou
skupinou.

B) Hemova skupina typu b je ti@na protoporfyrinem IX.

C) Hemova skupina typu c propojena thioesterovymi aazks proteinem.

2.2. Vyskyt v buice

Za fyziologickych podminek je cytochrom c lokaliZov v mezimembranovém
prostoru mitochondrie. (Mayet al., 1995). MiZze se nachazet varpohyblivy nebo vazany
na vrEjSi stranu vnitni mitochondrialni membrany (Bernard a Azzone, )98 membranu
je navazan pomoci slabych vazebnych interakciidylipprevazrié kardiolipinem, které ho
kotvi k membraa (Ottet al., 2001).

2.3. Biogeneze

Ackoliv je kon&nym mistem psobeni cytochromu c mitochondrie, protein je
kédovany jaderti Jeho syntéza probiha na volnych cytosolickycbsiimech. Po translaci
vznikd prekurzor apocytochrom c. Zcytosolu musit lproto nésledt traslokovan
a importovan dovnit mitochondrie a &em importu mu je jidana hemova molekula.
Tim znikd holoenzym cytochrom c, kteryuge plnit svou funkci (Mayert al., 1995;

Martin et al., 2004). Import apocytochromu c se liSidazmych skupin organisin jako jsou
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G-bakterie, rostliny, houbyasy, kvasinky nebo Ziwichové. Existuji 3 zakladni systémy
biogeneze cytochromu c. Zisi&nému modelu je velmi blizky model kvasinkovy, kiarém
bylo provedeno &kolik experiment (Kranz et al., 2009). Apocytochrom ¢ nema
odSepitelnou N-terminalni presekvenci, jeho transpod chitochondrie se proto liSi
od klasického transportu protéimbsahujicich tuto sekvenci (Mayeiral., 1995). Resto ale
vyuziva rékterych proteif klasického importniho systému. Uzce souvisi sginem Tom40,
ktery vytva&i GIP (general import pore). Nevyuziva ale povrglabvéasti komplexu TOM
(translocase of the outer mitochondrial membrar@)P je p-barelovy por ve wSi
mitochondrialni membréntvorici kanal propustny pro proteiny. Je ten proteiny Tom40, se
kterymi jsou asociované Tom22 a malé proteiny T@e Tom22 funguje jako receptor, ale
také se podili na translokaci protiinMalé proteiny Tom6 a 7 zaijigji stabilitu tohoto
komplexu (Obr. 3). Za fyziologickych podminek vzajk nefasgji struktury se dima
kanaly (Ahtinget al., 1999; Pernet al., 2008).

Apocyt ¢
C

[==51]

intermembrane space

Obrazek 3: Topologie a struktura TOM komplexu, pfevzato z Perryet al. 2008 a Diekertet al. 2001

A) Kazdy TOM komplex se skladapzbarelového péru tdeného proteiny Tom40 a dalSich
transmembranovych podjednotek, které jsou s TorsdBiavany

B) Tranlokace apocytochromu ¢ do mezimembranovéhdgmromitochondrie, kde je muidana
hemova prosteticka skupina (viz. text nize)

Apocytochrom ¢ po nasyntetizovani v cytosolu ingefa se zapokn nabitymi
fosfolipidy na povrchu mitochondrie a z&oje se do membrany. Tyto interakce se zdaji byt
stabilizovany specifickymi interakcemi apocytochoms TOM komplexem. TOM komplex
zprostedkovava protaZzeni proteinu fgg membranu zaj&tim vazebného mista
pro apocytochrom c v kanalu. Toto vazebné mistivggeno Fevazrie proteiny Tom40, ale

nezda se byt identické s mistem pro translokacsit#sich proteid s presekvenci. Jadro
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TOM komplexu se neépstji sklada ze dvou kand| které slouzi k translokaci preprotéin
Je mozné, Ze prévjeden z&chto kanal by mohl mit roli v translokaci apocytochromu c
do mitochondrie. Na transportu apocytochromu ¢ d@zimembranového prostoru
mitochondrie se jako tzv. trans-side receptor p&ei@HL (cytochrome ¢ haem lyase). CCHL
je lokalizovana na WSi strag vnittni mitochondridlni membrany. Interakce CCHL
s apocytochromem c¢ usnage jeho transporties vrEjSi mitochondrialni membranu. Takto
vznikly komplex proteif je stabilni a umaiuje dokoreni translokace apocytochromu c
do mitochondrie. Cely proces translokace je irabérg zakorten kovalentnim navazanim
hemové prostetické skupiny pomoci CCHL na apocytmuohc. Po navazani hemu se
holoenzym sbali do nativni konformace @z®m se oddisociovat od CCHL. Takto vznikly
holocytochrom c &stane uvnit mitochondrie a rize vykonavat svou funkci (Diekegt al.,
2001) (Obr. 3).

Kovalentni navazani hemové molekuly na apocytochooje katalyzovano CCHL.
Probihd pes SH skupiny cysteinl4 a 17. R tomto procesu také dochazi k navazani
redukovaného Zelezného iontu do komplexu (Ma&year., 1995; Fisheet al., 1972).

2.4. Funkce v buice

Cytochrom ¢ se v hice vyskytuje viiznych stavech. KEe byt solubilni
v mezimembranovém prostoru a v®lmebo &sné asociovany s w)Si stranou vnini
mitochondrialni membrany. V Hoe plni rkolik nezastupitelnych a pro bku Zivotre
dulezitych funkci. Jedna seagrleviim o fenaseni elektrdnv elektrontransportninketézci,

antioxidani aktivitu, peroxidazovou aktivitu a jeho podil sppousini apoptozy.

2.4.1. PrenaSe& elektronu

Cytochrom ¢ se v mitochondriich vyskytuje ve vysdkkoncentracich. Tim ma téimn
idealni gedpoklady pro jeho fungovani v elektrontransportrigtzci. Stidaw se vaze
na komplexy lll a IVietzce (cytochrom bcl a cytochrom oxidaza) rfan@Si mezi nimi
elektrony, ¢imz zajifuje nepetrzity energeticky metabolismus itky. Jeho funkce jako
pienaSeée elektroi spaiva v gijeti 1 elektronu od cytochromu cl komplexu Il ehp
pieneseni na komplex IV.fifeti elektronu od cytochromu cl probiha pomocideve
elektronu do hemové&asti molekuly, kde dojde k redukci Zeleza n&*Fé°ro svedeni
elektronu do hemové molekuly neni nutny jefinpy kontakt s donorem elektronu. Tuto
funkci zaji¥’uje membrano¥vazana forma cytochromu c (Theorell a Akesson1194
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Cytochrom c ale négpnasi elektrony jenom v ramci vimit mitochondrialni membrany
mezi komplexy Il a IV. ZajiBuje také penos elektroi mezi viEjSi a vnitni mitochondrialni
membranou. fnasi elektrony také z cytochromu b5 NADH-cytochmoneduktazy, ktera se
nachazi na wWjSi membran, na cytochrom c oxidazu na vimt membras. Tento genos
probihd obdobhjako prenos mezi komplexy Il a IV, pouze s tim rozdilem,tento penos
zaji¥'uje volny cytochrom c (Bernard a Azzone, 1981).

2.4.2. Peroxidazova aktivita

Dalsi zfunkci cytochromu c je schopnost Kkatalyzeropiddzovych reakci.
Peroxidazova aktivita volného cytochromu c je welimizka (Theorell a Akesson, 1941).
K tomu aby bylo mozné peroxidazovou aktivitu cytarhu c zvysit, nejiive potebuje byt
konvertovan na cytochrom c peroxiddzu. Podstattu kénverze je oxidace cytochromu c,
kterd mize byt indukovana znymi oxid&nimi cinidly. K oxidaci dochazi na pozici
methioninu-80. Oxidace methioninu-80 vyrusi jehaikbnaini vazbu s Zelezem hemoveé
skupiny a cytochrom c tak ztrati igvhexa-koordinani stav. Tuto oxidaci Zysobuji
nap: halogenové radikaly nebo kardiolipin (Chetnal., 2002). Velkacast cytochromu c je
volna nebo vold vazanid na WjSi stranu vnini mitochondrialni membrany. Jedna se
o elektrostatické interakce a tyto formy cytochrommemaji peroxidazovou aktivitu. Mezi
cytochromem c¢ a Kkardiolipinem existuji silné elektatické a hydrofobni interkce,
ty umoziuji c¢ast&éné rozbaleni cytochromu c a aktivuji jeho peroxaddm aktivitu
(Kaganet al., 2005). Oxidace cytochromu c vede nejen ke zvypemdxiddzové aktivity

proteinu, ale i ke zvySeni jeho afinity ke kyslikav radikatiim (Chenet al., 2002).

2.4.3. Antioxidaéni aktivita

Nezanedbatelnou roli pro fku ma i antioxidani aktivita cytochromu c. Stejrjako
funkce akceptoru/donoru elektronu v elektrontramispm retézci, je i antioxid&ni aktivita
realizovana pomoci svedeni elektronu do hemovétgirosé skupiny, kde také dochazi
k redukci Zelezného iontu z Eena Fé* (Theorell a Akesson, 1941). Antioxitd aktivitu
vykazuje pouze volny, tedy nevazany, cytochromterykje schopenipvést superoxidovy
radikdl @~ zpst na Q. P¥i tomto procesu je cytochrom c redukovan aze byt posléze

reoxidovan komplexem IV elektrontransportnile¢zce (Korshunowt al., 1998).
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2.4.4. Aktivita v apoptoze

Posledni funkci cytochromu c, které je pronkw Zivotre dalezita, je spoushi
apoptotické drahy. Po aktivaci pro-apoptotickycignsii dochézi k vyliti cytochromu c
do cytosolu (Otet al., 2001). Zde interaguje s Apaf-1 a prokaspazamifteai apoptosom,
¢imz aktivuje kaspazovou kaskadu (Kiet al., 2005). Jeho dalSim partnerem je PS
(fosfatidylserin). Cytochrom c katalyzuje jeho ox@il a externalizaci na ¥$i stranu

plasmatické membréany, kde funguje jako tzv. easigeal (Jianget al., 2003).
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3. Apoptoza

Apoptéza pedstavuje jednu zforem programované dtuné smrti. Jedna se
o evoliné konzervovanou formou baéné smrti a hraje kibvou roli v regulaci mnoha
buréénych dju. Je velmi pisre regulovdna pomoci interakciiznych pro-apoptotickych
I anti-apoptotickych gaina proteiri. Typickeé je pro ni spushi kaspazoveé kaskady. Podili se
na vyvoji orgam v ontogenetickém vyvoji i udrzovani homeostazy hoturécnych
organisnii. Apoptéza také zajisije odstra#ni starych, posSkozenych nebo infikovanych
burék. Do dnesni doby byly objeveny &whlavni cesty apoptézy — vhili drdha a V&Si

draha.

3.1. Kaspazy

Na procesu apoptézy se podileji dva druhy kaspé#a,imiciatorové (kaspazy 2, 8, 9
a 10) a efektorové (kaspazy 3, 6 a 7). Jedna ssteigové proteazy, které obsahuji ve svém
aktivnim mis¢ cystein a substrat & za aspartatem, odtud pochazi i jejich nazev.
Pro iniciatorové kaspazy je, v porovnani s efektgnai, charakteristicka delSi N-terminalni
prodoména. VSechny kaspazy jsou wikAch syntetizovany jako katalyticky neaktivni
zymogeny a v gitbéhu apoptézy musi byt aktivovany. Existuggkalik zpisohi, jakymi mize
aktivace probihat. Iniciatorové kaspazy jsou aktamy autokatalyticky, jelikoz maji viiti
proteolytickou aktivitu, cely proces tak musi byispe regulovan, nap vyZadovat utvieni
apoptosomu u kaspazy 9 aj. Takto aktivované iroctété kaspazy poté v boe spousti

kask&du efektorovych kaspaz, které aktivuji protiakym nas&¢penim (Shi, 2002).

3.2. Vnéjsi drdha

VnéjSi  apoptotickd draha je aktivovana pomoci ligandkteré interaguji

s povrchovymi receptory btk uréenych k odstraini.

Mezi tyto proteiny paf predevsim receptory TNF (tumor necrosis factor) jgkbas,
jehoz ligandem je FasL, nebo CD40 sligandem CD40lio molekuly obsahuji
na cytoplasmatické strartzv. death doménu. Jedna se o konzervovany mkitvy slouZzi
k naslednému propojeni receptos dalSimi molekulami. Navazani FasL na Fafsapi
multimerizaci receptdr a navazani dalSich protéinS cytoplasmatickou death doménou
receptoru Fas interaguje FADD (Fas associated d#@tiain) svou vlastni death doménou
(Parijs a Abbas, 1996).
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Dulezitym krokem v indukci v&Si apoptotické drahy je vytveni komplexu DISC
(death inducing signalling complex). V DISC komplese nachazi cytosolické domény
Fas receptdr, adaptorové proteiny FADD a prokaspazy-8. Riblizeni se ke komplexu
Fas/FADD interaguji prokaspazy-8 s FADD pomoci DEleath effector domain), které se
nachazi jak u FADD, tak u prokaspaz. Vznikly DIS@mplex umozni autokatalytické
nastpeni prokaspazy-8 a vznikne proteolyticky aktivimispaza-8. Jedna se o tzv. model
indukovaného fiblizeni. Kaspaza-8 nasledlraktivuje efektorové kaspazy (Muzig al.,
1998). Podle naySiho modelu spolu prokaspazy-8 asociuji a viitpdiokaspazoveé dimery.
Tyto dimery uZ jsou proteolyticky aktivni a jsouhspné se 8pit navzajem. Bhem jejich
aktivace sotasrt dochazi ke zwn¢ jejich substrdtové specifity. To znamend, Ze
prekurzorovy dimer specificky rozpoznava jiné pmkuové dimery, zatimco dimery aktivni

kaspazy-8 rozpoznavaiji prekurzory efektrorovyctpkag Chang, 2003).

3.3. Vnit¥ni drdha

Vnitini apoptotickd draha, jak vyplyva z jejiho nazve,spoudtna zevnit buiky.
K jeji aktivaci dochézi viipact, Zze vigjSi mitochondrialni membrana ztrati svou integritu
a pro-apoptotické proteiny, které byly lokalizovanyvnitt mitochondrie se uvolni
do cytosolu. Permeabilitu ¥$i mitochondrialni membrany ovhwji zna&nou nErou

proteiny savi rodiny Bcl-2 (Sheridaset al., 2008)

Vnitini apoptotick& kaskada je takéstedré regulovany proces. Sestava setkatika
dulezitych, po sob nasledujich, krok Nejd&ive dochazi k permeabilizaci &8i
mitochondrialni membrany, na kterém se vyznamadili proteiny rodiny Bcl-2 a VDAC
(Keinan et al., 2010; Kim et al., 2009). Nasledh dochazi k uvoléni pro-apototickych
molekul, FedevsSim cytochromu c, do cytosolu. Mistedku toho miZze za vhodnych
podminek dojit k sestaveni apoptosomu a tim aktiysokaspaz-9 (Kimet al., 2005;
Acehanet al., 2002). Kroky, ve kterych ma ulohu cytochrom ajdbu rozebrany podrobm
ve druhé&asti. Uvohuji se i dalSi pro-apoptotické proteiny, které svimterakcemi umoiuji

aktivaci kaspaz.

AIF je pro-apoptoticky protein, ktery gadi mezi flavoproteiny. Jedna se o jadern
kédovany protein s mitochondrialni lokal&za sekvenci na N-konci. Za normalnich
podminek se nachazi v mezimembranovém prostoruchutalrii, odkud se uvidije az
béhem apoptdzy spolu s cytochromem c a dalSimi prptgako Smac/Diablo. Uvnit

mitochondrii misobi za fyziologickych podminek jako NADH/FARHbxidaza. Po wyliti
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z mitochondrii do cytosolu se transportuje do jadkde zmisobuje kondenzaci chromatinu
a fragmentaci DNA. Podili se ngsti apoptézy, kterd je nezavisla na kaspézach. sklF
z mitochondrii niZe uvohovat i spontan®y stejré jako cytochrom c, ale toto uvavani je
zpomalovano pomoci Bcl-2 anti-apoptotickych praiefhoeffler et al., 2001). K vyliti AIF

z mitochondrii dochazi jeStkratce ped cytochromem c. To ivie byt z@sobeno tim, zZe
cytochrom ¢ se mitochondriich nachézi jak volny fakdzany na vnihi membranu.
AIF se nachazi v mezimembranovém prostoru pouzeyvalmize byt uvolgn bezcasové
prodlevy (Daugaset al., 2000). Svym uvolnim AIF napomaha také plnému vyliti
cytochromu c¢ do cytosolu. Jakmile se v cytosolungad objevi, pozitivé ovliviiuje
uvoliovani dalSich mitochondridlnich protéia podporuje permeabilizaci &8i membrany.
Vytvari tak ugitou pozitivni zgtnou vazbu (Loeffleet al., 2001).

3.4. Exekuéni faze

Exekwni faze apoptdzy spiva v aktivaci efektorovych kaspaziepevsim kaspaz 3
a 7. Kaspaza 3 se za fyziologickych podminek vygkyve forng katalyticky neaktivniho
zymogenu. Aby byla katalyticky aktivni, musi bytopgolyticky nastpena. Toto na&peni
zaji&’uji iniciatorové kaspazy 8 a 9. Aktivace probihétpolytickym od&tpenim prodomény,
které zpmhisobi prostorové feskupeni smiek v katalyticky aktivnim migt kaspazy
(Parket al., 2004). Cilové substraty pro efektorové kaspaay jsrimar proteiny @astnici
se na procesech reparace DNA nebo komponenty &ttaka jaderného obalu (Gritter,

2000). Aktivace kaspaz je regulovana interakceprios i anti-apoptotickymi proteiny.

XIAP, ¢len anti-apoptotické IAP (inhibitor of apoptosisof@in) proteinové rodiny,
se vyskytuje pouze u Zivichd. Vaze se na inicatorové kaspazy 9 a efektorovpaas3 a 7.
Pokud se na aktivni kaspazy 3, 7 a 9 navaze Xl&Psvou interakci brani navazani substratu
do aktivniho mista kaspazy (Deveraatal., 1998; Riedkt al., 2001; Chagt al., 2001).

Smac/Diablo je pro-apoptoticky protein uioVany z mitochondrii. Protein
Smac/Diablo tvéi ve fyziologickych podminkach homodimery (Flanaggal., 2011). Jejich
hlavni Ulohou v regulaci apoptézy je ruSeni inhgblaspaz pomoci XIAP. Inhibici kaspaz
pomoci XIAP ruSi vyvazanim tohoto anti-apoptotioképroteinu z komplexu s kaspazou
(Gaoet al., 2007; Verhagest al., 2000).
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3.5. Propojeni vnitini a vnéjSi apoptotické drahy

BH3-only protein tBid (truncated Bid)@dstavuje propojeni mezi &8i apoptotickou
drdhou aktivovanou death receptory a i#mit drdhou, kterda je zprdsdkovana
mitochondriemi. Bid je §pen mimo jiné také kaspazou-8, ktera je aktivovdea Fas/TNF1
receptory. tBid nasledninteraguje s Bax a Bakiimz zpsobuje vyliti pro-apoptotickych
proteini do cytosolu (Pereet al., 2011).
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4. Role cytochromu c v apoptoze

4.1. Interakce s lipidy

Cytochrom ¢ se v mezimembranovém prostoru nachalryva volré nebo &sne

navazany na kardiolipin viiiti mitochondrialni membrany (Kaganal., 2005).

Kardiolipin pati mezi glycerofosfolipidy. Vyznauje se unikatni dimerni strukturou,
kterd je propojena glycerolovou molekulou. Ma nargz4 zbytky mastnych kyselin a dva
zaporné fosfatové naboje. Vyskytuje se vyhegadnbakteridlnich a mitochondrialnich
membranach. Jeho nazev je odvozen od toho, Zesfpyive izolovan ze srdaich burk, kde
vyskytuje ve vysoké koncentraci. Diky své strigtuna kardiolipin moznost interagovat
s Sirokou Skalou navzajem répuznych proteitt. V mitochondriich interaguje néglad
s proteiny elektrontransportnilfettzce. Jednim zthto mitochondrialnich proteinje také
cytochrom c. Jejich vzajemna interakceiggbi zndnu konformace jak v kardiolipinu tak
ivcytochromuc (Schlameet al.,, 2010). Volné navazani je zpriekovano
elektrostatickymi interakcemi mezi klaginnabitymi lysinovymi zbytky cytochromu c
a zapord nabitymi fosfatovymi skupinami kardiolipinu.¢3né navazéni vyZzaduje krém

elektrostatickych interakci také hydrofobni intarakKagaret al., 2005).

4.2. Vyliti z mitochondrie

Jak uz bylo vySe uvedeno, cytochrom c se v mitodhibnachazi v skolika stavech:
muze byt volny v mezimembranovém prostoru a wolmebo ¥srg vazany na vnihi
mitochondrialni membranu. Proces uwwih cytochromu c¢ z mitochondrii proto probiha
ve dvou krocich. Aby se mohl z mitochondrii vyliush byt nejdive v prvnim kroku uvolén
Z vnittni membrany. Poté setre oddisociovat od membrany a naskedwolnit do cytosolu
(Ottet al., 2001).

Kyslikové radikaly, iontové slozeni préstli a dalSi faktory mohoudmit nebo rusit
elektrostatické interakce mezi cytochromem c aépi vnitni mitochondrialni membrany.
Tim umoauji uvolréni cytochromu c od tohoto lipidu (Gdt al., 2001). K naruSeni interakce
mezi cytochromem c a kardiolipinem dochatii gxidaci kardiolipinu. Teprve poté, co je
cytochrom c uvolén od lipidu se mze vylit diky permeabilizaci membrany (Jiaeal.,
2008).
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Cytochrom c a dalSi pro-apototické proteiny jsanitochondrii uvohovany rékolika
riznymi zpisoby, které mohou byt vzajeghrpropojené a regulovatelné. Samotné vyliti
cytochromu ¢ do cytosolu probih&hem rékolika malo sekund v ramci 1 mitochondrie.
V ramci celé biky podstupujici apoptdzu se jednaskalik malo minut. Podle pokuis které
proved| Ripple et al. se zd4, Zze se cytochromiZem po svém uvokni do cytosolu vracet
zpet do mezimembranoveho prostoru mitochondtiesppory permeabilni ¥jsi membrany,

jimiz je uvolovan ven. (Ripplet al., 2010).

4.2.1. Signdly vedouci k vyliti cytochromu ¢

K permeabilizaci v§Si mitochondrialni membrany a uveéhi cytochromu ¢ dochazi

pod vlivem mnoha faktar

PoSkozeni DNA, ale i jiné stresové stimulace jtkeba aktivace onkogérstimuluji
aktivaci proteinu p53. Pokud dojde vlivem stresdvfaktort k jeho nahromashi v cytosolu,
aktivuje pro-apoptotické proteiny Bax a Bak. Navéz@53 na na Bak katalyzuje jeho
aktivaci tim, Ze stimuluje jeho uvaini od inhib&éniho Bcl-2 proteinugimz se spousti jeho
oligomerizace a permeabilizace membrany. p53 takiekuje expresi BH3-only protein
Noxa, Puma nebo Bik. Noxa a Puma dale interaguicl® proteiny a umaiuji
permeabilizaci v&Si mitochondridlni membrany (Nakano a Vousden,1200daet al.,
2000). Bik indukuje vyliti C& zasob z ER (Maithat al., 2005).

cd* je velmi dilezity druhy posel, ktery ovliwje mnoho procédsv buice, \Eetns
apoptézy. C& se nachazi uskladny predevdim v ER odkud se iie dostavat
do mitochondrii. Na regulaci mnoZstvi Ca cytosolu a ER se podil&kolik proteini. Jeho
transport z cytosolu do ER zajife ATPaza SERCA a na uwolvani z ER se podili IP3R
(inositol 1,4,5-trisphosphate receptor) a RyR (odine receptor). Uvolmy C&* vstupuje
do mitochondri. Tento transport je zptestkovany mitochondrialnim &3 uniporterem
auvolreni se dje pomoci N&C&* vymeniku (Gogvadze a Orrenius, 2006)ii feho
nahromadni v mitochondrii spousti apoptotickou drahu, ktesé zda byt nezavisla
na Bax/Bak proteinech lokalizovanych v mitochoradriiMechanismus, jakym €aspousti
apoptézu dosud neni zcela znamy (Scorrenal., 2003). Je mozZné, ze n&nm rejakym
zpasobem podili DRP1 (dynamin related protein), kfeagmentuje v#Si mitochondrialni
membranu. (Mathaat al., 2005).
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tBid je zkdcenou formou BH3-only proteinu Bid. Khfgzkraceni ize dojit fiznymi
zpisoby. MiZze byt Stpen kaspazou-8 ip aktivaci vrgjSi mitochondridlni drahy ips
Fas/TNFR1 nebo také jako odpdv na vnitni stresové faktory hiky. tBid nasledi
interaguje s Bax a Bak aigobuje vyliti cytochromu ¢ z mitochondrie. DaligedileZitou
funkci je podpora produkce mitochondrialnich ROy podporuje oligomerizaci protéin
Bak. Permeabilizace membrany, se v tomitpaut Siti z nekolika ohnisek a ROS svym
pusobenim urychluji samotny proces permeabilizacerykprobiha jako vina (Perest al.,
2011).

4.2.2. mPTP

Diive se pedpokladalo, Ze k uvodni pro-apoptotickych proteindochazi pomoci
mitochondrialniho pfn meniciho propustnost membrany (mPTP), jehoz iateVv je
indukovano zvySenou koncentraci?Ca matrix mitochondrii (Crompton, 1999). Oteni
tohoto kanalu vede k permeabilizaci ¥nit mitochondrialni membrany. Molekuly o malé
molekulové hmotnosti, detre iontt a kofaktofi, mohou prochazet s vnitni
mitochondrialni membranu az do vyrovnani jejichcpanich osmotickych tlak JelikoZz maji
proteiny &tSi molekulovou hmotnost, pérem prochazet nemobejich koncentrace v matrix
je Wwtsi nez v mezimembranovém prostoru nebo cytosobrdHy v €chto koncentracich
zpasobi osmoticky tlak, ktery vede k tomu, Ze mata&re nabyvat na objemu. Tole vést

az k roztrzeni v&Si membrany (Halestrap, 2009).

Podle mivodnich edstav byl komplex tohoto mitochondrialniho poru
tvofen nagtové zavislym aniontovym kanalem (VDAC), adenin nukidovym pgrenaSéem
(ANT) a cyklophilinem-D (CyP-D) v kontaktnich miste mezi vijSi a vnitni membranou.
(Crompton, 1999). Postuprse ukazuje, Ze tyto proteiny mPTP spiSe reguhgf, aby ho
tvorily. Jaké proteiny mPTP t¥ neni zcela jasné (Rasasal., 2010).

Jestli se mPTP dastni apoptdzy je ipdnetem diskusi. Pokusy, které provedl
Nakagawa et al., naz&igi, Ze mPTP sedastni spiSe nekrotické btimé smrti, Bhem které
dochazi k rotrzeni mitochondrii a ztfgejich funkce, nez na apoptotické smrithbm které

si mitochondrie svou strukturu zachovava (Nakagaegal., 2005).
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4.2.3. Bcl2 proteiny

Do rodiny Bcl-2 (B-cell-lymphoma) p#tproteiny podilejici se na regulaci apoptézy.
Jejich aktivita je jak pro-apoptoticka — Bax, Bdkd, Bad a dalSi, tak anti-apoptoticka —
Bcl-xL, Bcl-2 a dalSi. Pro a anti-apoptotické pinjerodiny Bcl-2 gimo ovliviwiji pirenos

makromolekularnich latekies vrgjSi mitochondrialni membranu (Kuwasgal., 2002).

Obsahuji jednu nebo vice ze 4 konzervovanych dddhé€h BH2, BH3 a BH4 (Bcl-2
homologni domény). Anti-apoptotické proteiny obgahwsSechny c¢tyti domény.
Pro-apoptotické proteiny mohou byt dale réledy na rgkolik skupin. Efektorové proteiny
Bax a Bak obsaji domény BH1, 2 a 3 a Zajj§ samotnou permeabilizaci membrany.
BH3-only proteiny, jak napovida jejich nazev, ohgalenom BH3 doménu a funguji jako
tzv. aktivatory nebo senzitizéry. Aktivatory jakoinB se vazi gimo na Bax nebo Bak
a spousti jejich oligomerizaci. Senzitizéry jakodB@cl-2 antagonist of cell death) aktivuji
oligomerizaci nefimo tim, Ze se vazi na anti-apoptotické proteintina je neutralizuji.
(Kim et al., 2009).

4.2.3.1.Bax, Bak

Jak jiz bylo uvedeno, Bax a Bak fatmezi pro-apoptotické proteiny, které
po obdrzeni apoptotickych sigdavytvéieji poéry ve vijSi mitochondrialni membré&n
Ty umoziuji vyliti cytochromu c¢ a dalSich protéire mitochondrii. Bax je za normalnich
podminek lokalizovan v cytosolu nebo woln vazan na V&SI  membranu
(Jourdain a Martinou, 2009). Bak se nachazi na&jsSvnmitochondrialni membr&n
a na membrahER. Diky své strukturni i furtkhi homologii mohou v apoptotické fice Bax
a Bak vytvdiet homo- i hetero-oligomery. Pro svou pro-apopkaticaktivitu a oligomerizaci
potrebuji BH3 domény (Wangt al., 2009). Interakci BH3-only proteins Bax dochazi
ke znené¢ konformace a Bax setke zanéit do membrany (Eskesat al., 1999). Nasledna
oligomerizace je doprovazena dalSimi konfotmiei zmenami. Diky €¢mto konform&nim
zménam mohou nakonec Bax proteiny wyititove vngjSi membrad por pro cytochrom c
a dalSi proteiny (Antonssa al., 2000).

Zmény vedouci k integraci Bax do membrany a princhpojeligomerizace poodhalil
ve svych pokusech Kim. K vytveni péru pomoci Bax je zagebi dvou odd8lenych kroki.
V prvnim kroku dochazi k interakci BH1-domény BaRl43-only aktivatorovym proteinem.
V disledku této interakce se odhali C-termindini i Nri@alni doména Bax. @btyto

domény jsou tlezité pro lokalizaci Bax na mitochondrii. N-terrélni doména zaji%ije
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zacileni Bax na mitochondrialni membranu, C-termnindloména svym hydrofobnim
charakterem kotvi Bax do membrany. BH3-only protgistava nadale navazany na Bax a po
zakotveni do membrany spousti oligomerizaci Baxo Taigomerizace je zprastdovana
BH3-doménami Bax. Vifpact aktivace Bak je zapimbi pouze druhy krok, jelikoz Bak je jiz
lokalizovan na mitochondrialni membgafKim et al., 2009).

4.2.3.2. Bel-xL

Bcl-xL je anti-apoptoticky protein. V kige se vyskytuje jako monomer, homodimer
a oligomer. Jeho homodimerni a oligomerni forma&raguje s pro-apoptotickymi proteiny
Bcl-2 rodiny a inhibuji jejich aktivitu, monomerrforma interaguje s cytochromem c.
Tato interakce ale byla zatim prokdzana pouewtro podminkach. Neni tedygmé jestli
mé& tato interakce &ekou roliin vivo (Yadaiah et al., 2007). Ve zdravé lLigce se
anti-apoptotické proteiny vazi na BH3-motiv pro-pfmtickych Bax/Bak a zabiiaji tak
jejich oligomerizaci a tvorbpon (Wanget al., 2009; Kuwanat al., 2002).

4.2.3.3. BH3-only

BH3-only proteiny svymi BH3 doménami aktivuji oligerizaci Bax/Bak fimo nebo
negimo. Rimou aktivaci provadi BH3-only proteiny jako BidjnB jedna se o aktivatory.
Tyto proteiny mohou byt inhibovany interakci s Btl-(Letai et al., 2002; Walenskyt al.,
2006). Druhou skupinu t¥bsensitizéry jako Bad, Bik, Noxa, Puma, které moh&tivovat
oligomerizaci komplexu pouze ni@émo. Kompetuji o vazebné misto na Bcl-xL s aktivato
tim je uvohuji zinhibice a umozni jim aktivovat oligomeriza¢Certo et al., 2006;
Walenskyet al., 2006). Bid funguje jako aktivator pro Bax/Bak fmioy. Aktivované
kaspazy-8 nebo enzymy reragujici na imisstresové podity ho mohou na8pit a vznikne
jeho zkracena verze tBid (Perezal., 2011). Tato zkracena verze je v aktivaci Bax/Bak
n¢kolikanasobr (cinngjSi nez Bid (Eskest al., 1999). Krond toho také zfisobuje rychlou
remodelaci vniini mitochondrialni membrany. fiPtéto remodelaci dochazi k propojeni
jednotlivych krist aroz$éni jejich spaj. Tim dochazi ke Zfstupréni cytochromu c
pro redoxni reakce, coZz umage jeho kompletni vyliti (Scorrans al., 2002).

4.2.4. VDAC

VDACL1 je protein nachazejici se ve && mitochondrialni membr&n Podili se
na vynené metabolii a energie mezi cytosolem a mezimembranovym prastor

mitochondrie. Ma vSak také nezastupitelnou roli itoochondrial-zprostedkované
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apoptoze, konkrétnpri vylevu cytochromu ¢, Smac/Diablo a AlF, do cytios(Keinanet al.,
2010; Shoshan-Barma#ral., 2010).

Pokud se bitka nachézi ve fyziologickych neapoptotickych poddaah, molekuly
proteinu VDAC se nachazi v monomerni férrRo indukci apoptézy spolu &@#ou jednotlivé
molekuly VDAC asociovat a vytvéat oligomerni komplexy. &oli funkce €chto komplex,
zatim neni zcela jasna, ukazuje se, Zze maji padilvohovani cytochromu ¢ z mitochondrii.
Stejre  jako oligomerizace Bax/Bak, je i homo-oligomerigacVDAC inhibovana
anti-apoptotickymi proteiny rodiny Bcl-2, jako jenag: Bcl-xL (Keinan et al., 2010;
Shoshan-Barmatet al., 2010).

Pro uvolréni cytochromu c a dalSich pro-apoptotickych pratgen dilezita nejenom
oligomerizace mitochondrialnich protéirVDAC, ale nemé# podstatna je také i funkce
jejich N-terminalni domény. Tato N-terminalni doraéma vyznam ip konverzi VDAC
oligomerniho komplexu na tzv. kanal propustny proteiny (protein conductive channel).
Podle NMR studii komplexu t¥d VDAC B-barel zanteny do membrany a sklada se
Z B-fettzca a N-terminalnihoa-helixu. Oligomerizaci protein VDAC vznika v membrah
hydrofobni pér, kterym ale nemohou projit nabitéotpiny. Pokud bika obdrzi
pro-apoptoticky signal, amfipaticky-helix N-terminédlni domény se igsune dovnit
vzniklého poru a vytvid tak hydrofilni vnitni povrch. Neni znam mechanismus, ktery toto
piesunuti umoiuje. Ackoliv zmény potencialu na w)Si mitochondrialni membrén
oxidatniho stavu VDAC nebo fosforylace mohou ovitbwat konformaci VDAC
i N-terminalni domény. N-terminélni doména VDAC gastym cilem proteiin regulujicich
apoptozu, pedevsSim proteiln rodiny Bcl-2, ale takéitba hexokindzy. Svym navazanim
nedovoli vstoupit N-terminalni dom&dovnit poru a zabrani tak uvaini pro-apoptotickych
faktori z mitochondrii (Shoshan-Barmadizal., 2010).

4.3. Interakce s Apaf-1

Apaf-1 je cytosolicky protein, ktery interagujecygochromem c a viftomnosti
dATP/ATP tvai komplex zvany apoptosom. Tento komplex aktivujekpspazy-9. Lidsky
Apaf-1 se sklada zékolika domén dlezitych pro sestaveni apoptosomu. Jejich nazwy jso
odvozeny od homolognich pro-apoptotickych pratairhlistice Caenorabditis elegans, neboli
h&fatka. Jednd se o N-terminalni Ced-3 homologni gbtaké nazyvanou Hub doména,
ktera obsahuje CARD (caspase recruitment domainnédo, po ni nasleduje

Ced-4-homologni oblast, ta obsahuje Walkerovy A amBtivy a C-terminalni konec
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obsahujici #kolikanasobné WD40 repetice. Jednd se o0 opakujeci notiv dvou
aminokyselin, aspartatu a tryptofanu (Zeiwal., 1997; Aceharet al., 2002). Kazda zthto
domén pedstavuje vazebné misto pro jiného partnera. Nubédmi oblast interaguje
s prokaspazou 9, Walker boxetegstavuji vazebné misto pro nukleotidy a WD40 iepet
obsahuji vazebné misto pro cytochrom c (£pal., 1997) (Obr. 4).

4.3.1. Sestaveni apoptosomu

Apoptosom je heptamerni komplex, ktery zajjg aktivaci prokaspaz-9. Jeho
sestaveni je rozhodujicim krokem v mitochondri&indze programované b&imé smrti.
Tento krok vyZzaduje vzajemnou interakci Apaf-1, oytromu ¢ a dATP nebo ATP
(Liu et al., 1996). Do dnesni doby bylo provederialik pokusi zabyvajicich se sestavenim
apoptosomu. Tyto pokusy se shoduji v interakci Apatytochromu ¢ a dATP/ATP, ale
rozchazeji se v reakcich vedoucich k jeho sestaveni

Podle Acehanat al. je k sestaveni fugkiho apoptosomu zagebi rekolika kroki.
Apaf-1 se udrZuje v autoinhibované konformaci tite, se jeho Hub doména vaze mezi
motivy WD40 repetic. Cytochrom ¢ Hub doménu nahimadiavaze se mezi WD40 repetice.
Tato interakce umozni Ced-4 homologni dotné&avazat dATP nebo ATP, coZ igobi
konformani zmeénu Apaf-1. Navazani nukleotidu zabrani reasociacWD40 Useky a cela
struktura se stane rigigj§i. Navazani nukleotidu spousti heptamerizaci Hemp kterou
zaji¥uji Hub domény Apaf-1. Prokaspazy-9 se na komplaxi \pomoci CARD-CARD
interakci (Acehamt al., 2002) (Obr. 4).
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Podle pokus, které provedl Kinet al. se zda, Ze v okamziku, kdy Apaf 1 interaguje
s cytochromem c, uz ma navazané dATP/ATP jako kofalNavéazani cytochromu ¢ mezi
WD40 repetice rusi autoinhibici Apaf-1 a indukujgdiolyzu dATP/ATP na dADP/ADP.
Hydrolyza dATP/ATP ma dva hlavniidody. Zajifuje dostaténou energii pro konforntai
zmeénu Apaf-1. Druhym dvodem je, Ze je tim umo#na naslednd nukleotidova vyma
dADP za dATP/ATP, kterd umozni vyttemi funkniho apoptosomu. Komplex Apaf-1,
cytochromu ¢ a dATP/ATP vytvafunkéni heptamer pouze pokud dojde k nukleotidove
vyméne. V pripadt, Ze dojde jenom k navazani cytochromu c a hydeoldATP/ATP, ale
nedojde k vyming nukleotidi, vytvori se pouze nefurki shluky, které nedokazi aktivovat
prokaspazy-9 (Kingt al., 2005).

4.3.2. Aktivace prokaspaz-9

Aktivni kaspaza 9 funguje ve fogmantiparaleld uspdadaného dimeru. Kazdy
z monomei se sklada z malé a velké podjednotky, které vanikproteolytickym Sfpenim
zymogenu (Kumar a Colussi, 1999). Prokaspaza %%e do sedoveé oblasti apoptosomu,
kde se nachazi CARD domény Apaf-1 probem interaguje s nimi svou CARD doménou
vzdy v pormgru 1:1. ZvySenda lokalni koncentrace monoimprokaspazy 9 v apoptosomu
nakonec umozni jejich dimerizaci s volnymi molekaigrokaspazy-9. Kazdy z dimiema
jen jedno aktivni katalytické misto a to to, ktgeé vice vzdalené od istdové casti
apoptosomu. Jednotlivé monomery prokaspazy-9 spiolieraguji pomoci velkych
podjednotek a jsou orientovany antiparalelK samotné aktivaci dochazi proteolytickym
Stpenim interdoménové sy (Acehanet al., 2002).

4.3.3. Regulace tvorby apoptosomu pomoci redox stavu Fehemu

Cytochrom c se v hice vyskytuje ve dvou vzajeramprevoditelnych formach: jako
redukovany ferrocytochrom c¢ (¢ a oxidovany ferricytochrom c (B9. Oxidovana
a redukovana forma cytochromu c jsou si konfamiavelmi podobné. Mirné odliSnosti

Vv jejich struktute jim ale uéuji rozdilné viastnosti i funkce (Brown a Borutai#®08).

Pokusy provedené na konci 90. let minulého stolgtlickem a Hamptonem
nazngovaly, Zze cytochrom c @iZe byt schopny aktivovat apoptosom v obou redoxnich
formach. Hampton ale ukazal, Ze interakce mezi Apaf cytochromem c jsou zavislé
na iontovém progedi cytosolu (Klucket al., 1997; Hamptoret al., 1998). PozgsSi pokusy,
které provedli Pan a Suto, uz ukazovaly, Ze poxiowana forma cytochromu ma schopnost

aktivovat kaspazy. Také poukazaly na to, Ze lattypné redukovat cytochrom c, jako jsou
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askorbat, glutathion nebo cystein, inhibuji aktivagoptosomu (Padt al., 1999; Sutat al.,
2005).

Tuto hypotézu se v roce 2007 pokusili potvrdit t&Blarutaite a Brown. Jejich pokusy
nazn#uji, Ze oxidovana forma cytochromu ¢ ma vysSi sabsp aktivovat prokaspazy.
U redukované formy je tato schopnost vyraznizSi. Také ukazuji, Ze redoxni stav
cytochromu ¢ ma vyznamny vliv na regulaci aktivikespaz. Na zeémach redoxniho stavu
cytochromu se fize podilet cel&ada proteifi a enzyni. JelikoZz ale Borutaite a Brown
sledovali pouze aktivaci kaspaz a nezabyvali seagesim apoptosomu, neni zjevné, co se
vtomto gipact stalo s apoptosomem. Redukovany cytochrom c mall miSi afinitu

k Apaf-1 nebo naopak vySsi afinitu k jinym kinym proteiim (Borutaite a Brown, 2007).

Z téchto pokué vyplyva, Ze interagovat s Apaf-1 a tim vyite apoptosom, fze
jenom cytochrom v oxidovaném stavdi Wyliti cytochromu do cytosolu ale nezaleZi nageh
redoxnim stavu, dochazi k jeho vylevu jak v redkad/ tak oxidované forénV cytosolu pak
nasledg dochazi velmi rychle k jeho redukci. Cytochrom &z byt redukovan askorbatem,
superoxidovym radikalem, glutathionem nebo NO syoua Neni ale znamo, jestli se tyto
enzymy podili na redukci cytochromu ciw vivo podminkach. | fes tuto redukci rive
dochazet k sestaveni apoptosomu, jelikoZz na jegeptasom je pdebnych 7 molekul
cytochromu c a uijblizné 5 % vylitého cytochromu c k redukci nedochazi. irbtedy dojde
k uvolréni dostaténého mnoZstvi cytochromu c, dojde i k vyitwoi dostat&ného paétu
apoptosom a spusini kaspazové kaskady. Jednimixabi rychlé redukce cytochromu c
muze byt protekce proti aktivaci kaspazové kaskadynghodném vyliti mensiho mnozstvi
cytochromu c (Ripplet al., 2010).

4.3.4. Regulace pomoci ioni

DalSi moznosti, jak ovlivnit sestaveni apoptosomikgmpetitivni inhibice interakce
mezi cytochromem ¢ a’KK" ion se za fyziologickych koncentracich vaze naffpa brani
tim navazani cytochromu c. Tyto interakce braniasesi apoptosomu a aktivaci kaspaz
pii malém vylevu cytochromu c. Aby mohlo dojit k aktci musi se uvolnit z mitochondrii
veétSi mnozstvi cytochromu c, aby mohl tuto kompaetitiinhibici prekonat. B apoptotickée
signalizaci dochéazi k poklesu mnozstvi K kompletnimu wyliti cytochromu ¢, coz tuto
inhibici obejde a mize dojit k aktivaci kaspaz. Tato kompetitivni inbé tak gedstavuje
obranny mechanismus proti ndhodnému vyliti mensgiinozstvi cytochromu c (Caiet al.,
2001).
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Fyziologickd koncentrace €a v cytosolu inhibuje sestaveni apoptosomu a tim
aktivaci prokaspaz-9. Gase vaZe na Apaf-1 a svou interakci inhibuje nuidesou vyrénu

nezbytnou pro sestaveni apoptosomu (&aab., 2006).

4.3.5. Regulace pomoci nukleotid

Treti mozZnost regulace sestaveni apoptosontedspavuji interakce Apaf-1
s nukleotidy. V cytosolu se za fyziologickych podek vyskytuji nukleotidy, NTP nebo
dNTP, ve vysokych koncentracich (mM). Tato koncardr sama o sébma schopnost
inhibovat tvorbu apoptosomu i aktivaci kaspaz. bite je zgisobena tim, Ze se navazi
na cytochrom c. Zabrani tak interakci mezi cytoomemn c¢ a Apaf-1 a tim vytweni
apoptosomu. Inhibici aktivace kaspazigpbuji nap.: i koenzymy NAD, NADP nebo FAD.
Inhibi¢ni efekt nukleotid na aktivaci kaspaz jecinny jenom ze z&tku, jakmile jednou
dojde k sestaveni apoptosomu a aktivaci kaspamhjeicni efekt nedinny. Na interakci
mezi cytochromem a Apaf-1 se podili 4 Lys cytochmorna aspartat WD40 repetic Apaf-1,
coz znamena, Ze pokud se nukleotid navazeckeeny z €chto aminokyselinovych zbyik
nebo v jeho blizkosti, zabrani tim nasledné intgrakezi cytochromem c a Apaf-1. Chandra
et al navrhli gkolik zpasohi, jakymi miZe byt tato inhibice fgkondna. V fipact déle
trvajici apoptotické stimulace, tbe dojit k vyliti velkého mnozZstvi cytochromu c iant
inhibi¢ni efekt gekonat. Druhou moZnostitbe byt pokles mnoZstvi nukloetids buice
pii indukci apoptozy (Chandet al., 2006).

4.3.6. Regulace pomoci apocytochromu ¢

Apocytochrom c¢ je proteinovéast cytochromu c, pofani hemové molekuly se
z rgj stava holocytochrom c. Apocytochrom c se tedy @dochromu c [iSi jenom
negitomnosti hemové molekuly. Navazani Apaf-1 na apmyom c¢ ma za nasledek
zablokovani tvorby apoptosomu a aktivace kaspazR®&gul&ni uloha tohoto proteinu
spaiva v tom, ze s cytochromem ¢ kompetuje o vazebistonma Apaf-1. Apo cytochrom c
ale neniize blokovat funkci uz jednou sestaveného apoptosdauazani apocytochromu c
nemusi byt pro auto-inhibici Apaf-1 do&tgici. Pokud se Apaf-1 s navazanou apo formou
cytochromu ¢ dostane do apoptosomuzentento apoptosom inaktivovat cely (Margral.,
2004).
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4.4. DalSi funkce cytochromu c v apoptdze— externalizadeS

Oxidovana forma cytochromu ¢ uvéhlma @i apoptéze do cytosolu ma peroxidazovou
aktivitu, ktera je zprogedkovana jeho vazbou na fosfatidylserin (PS) naiministrar
plasmatické membrany. Diky této aktivitmiZze selektive katalyzovat oxidaci PS
na plasmatické membré&nTakto oxidovany PS jergme prefereiné transportovan na ¥si
stranu plasmatické membrany, kde slouzi jako tat yae" signal pro fagocytujici kly
(Jianget al., 2003).
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5. Zavér

Uloha cytochromu c v apoptotické higné smrti se ukazala byt rozsahlym tématem,

které si ale pozornost jiszaslouzi.

Prvni ¢ast prace shrnula poznatky tykajici se funkce ¢ytmmu c v biice a jeho
biosyntézy, pedevSim translokaci jeho prekurzoru do mezimemlw@&mo prostoru
mitochondrie. &koli byly provedeny pokusy, které prokazuji, Zedstokaci apocytochrom ¢
vyuZziva ¢ast klasického importniho mechanismiiegné misto, kde k ni dochazi, prozatim

nebylo objeveno.

Druhd a teti ¢4st prace shromézdila dostupné znalosti mechanmajicich funkci
v apoptotické programované higné smrti. Zamsiovala se pedevSim na procesy, kterych se
Gcastni cytochrom c. Do doby agiegl 20 lety byl cytochrom ¢ povazovan za molekulyicha
roli v elektrontransportninketézci mitochondrie. V poslednich letech bylo provemlenané
mnozstvi poku§, které odhalily dalSiezitou funkci cytochromu c, konkrétreho ulohu
v apopt6ze. Postuprbyly odhalovany procesy vedouci k jeho uvoihdo cytosolu stepn
jako mechanismy regulace&chto proces. Uvolreéni cytochromu c fedstavuje centralni
proces apoptozy, ktery nastava jak gktivaci vnitni apoptotické drahy, tak i drahy §&i.
Prace se dale zabyvala spolupraci cytochromu cas-Ama tvork apoptosomu, iixemz

shrnula i procesy vedouci k inhibici jeho sestaveni

Postups se stavalo viceigjmé, Ze cytochrom credstavuje kliovou molekulu, ktera
se podili na udrzovani energetického metabolismuwitiuvmitochondrie a svymi
pro-apoptotickymi interakcemi ma také nezastupiteldilohu v regulaci budného Zivota.
Vzrastajici poznatky o mechanismech vedoucich kiox@ni cytochromu ¢ a jeho
naslednych interakcichipaktivaci prokaspaz-9 mohou mit své vyuziti jatalSim vyzkumu,
tak v medicinskych (Nakagawa a Osari, 1996) nelagaditickych (Adachiat al., 2004)

postupech.
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