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Abstrakt

Systém oxidativni fosforylace (OXPHOS) je hlavnim a nepostradatelnym zdrojem
energie (ATP) eukaryotick¢é bunky. Je to komplexni proces, situovany ve vnitini
mitochondridlni membrané, na kterém se podili 4 enzymy dychaciho fetézce, 2 mobilni
pienasece a ATP syntdza. NaruSeni jakékoli ¢asti OXPHOS miize vést k mitochondrialnimu

onemocnéni.

S incidenci pfiblizné 1:5000 se mitochondridlni onemocnéni fadi mezi jedny z
nejcastéjSich vrozenych metabolickych poruch. Klinicky se jednd o velmi heterogenni
skupinu chorob, postihujici zejména energeticky naroc¢né tkdné¢ (mozek, srdce, svaly).
Vzhledem k Sirokému spektru klinickych projevil a relativné slabé korelaci mezi genotypem a
fenotypem mitochondridlnich onemocnéni se upfednostiiuje kompletni laboratorni

diagnostika, zahrnujici celou fadu biochemickych a molekuldrné genetickych metod.

Tato bakalai'ska prace shrnuje dosavadni informace o mechanismu OXPHOS a popisuje
hlavni tfi sou€asné¢ pouzivané metody k charakterizaci jeho funk¢nosti. Jedna se o metody:
spektrofotometrické métfeni aktivit jednotlivych komplexi OXPHOS, métfeni kapacity
mitochondridlniho energetického metabolismu pomoci radioaktivné znacenych substratii a

polarografické méteni spotieby kysliku.

K co nejptesnéjsi charakterizaci funkce OXPHOS by méla byt vyuzita kombinace vice
metod a to nejlépe na dvou raznych tkanich (vétSinou kosterni svalovina a kultivované kozni

fibroblasty).

Kli¢ova slova: mitochondrie, systém oxidativni fosforylace, mitochondridlni onemocnéni,

spektrofotometrie, polarografie, mitochondridlni energeticky metabolismus



Abstract

The system of oxidative phosphorylation (OXPHOS) is main and essential source of
energy (ATP) in eukaryotic cells. It is complex process situated in the inner mitochondrial
membrane in which 4 enzymes of the respiratory chain, 2 mobile carriers and the ATP

synthase participate. Defect in any part of OXPHOS may lead to the mitochondrial disorders.

An incidency of the mitochondrial disorders is estimated to be 1:5000 and
mitochondrial disorders are the most common inherent metabolic diseases. Clinically, it is
extremely heterogeneous group of disorders affecting primarily tissue with high energy
demand, for example brain, hearth and muscle. With regard to broad spectrum of clinical
symptoms and relatively poor genotype-phenotype correlation of mitochondrial genetic
defects, it is preferred to perform complete laboratory diagnostic tests including several

biochemical and molecular genetic approaches.

This bachelor thesis summarizes actual information about mechanism of OXPHOS and
describes three major approaches to detect its functionality. Three major approaches are:
spectrophotometric measurement of individual OXPHOS enzyme activities, measuring
capacity of the mitochondrial energy generating system using various radioactive labeled

substrates and measuring of oxygen consumption by polarography.

To achieve the best characterization of OXPHOS function, combination of these
methods should be performed, preferably on two different tissues (usually skeletal muscle and

cultured skin fibroblasts).

Key words: mitochondria, oxidative phosphorylation system, mitochondrial disorders,

spectrophotometry, polarography, mitochondrial energy generating system
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Seznam zKkratek

ANT adeninnukleotidovy pfenaSec, adenine nucleotide translocator

antA antimycin A (inhibitor komplexu III)

ask askorbat

ATP, ADP adenosintrifosfat, adenosindifosfat

CCCp karbonylkyanid 3-chlorofenylhydrazon

CoQ koenzym Q, ubichinon

CrP kreatinfosfat

CS citratsyntaza

cytc cytochrom ¢

DCPIP dichlorofenolindofenol

dig digitonin

DB decylubichinon

DNP 2,4-dinitrofenol

DTNB 5,5 -dithio-bis-(2-nitrobenzoova kyselina)

FAD, FADH, flavinadenindinukleotid (oxidovana, redukovana forma)

FCCP karbonylkyanid-p-trifluoromethoxyfenylhydrazon

FMN flavinmononukleotid

glu glutamat

KI komplex I, NADH:ubichinon oxidoreduktaza

KII komplex II, sukcinat:ubichinon oxidoreduktaza

KIII komplex III, cytochrom bcl/ komplex, ubichinol:cytochrom ¢
oxidoreduktaza

KIV komplex IV, cytochrom c oxidaza

KV komplex V, ATP syntaza

LDH laktatdehydrogenaza

mal malat



MEGS

mtDNA
NAD', NADH
nDNA

OSCP

OXPHOS
PK
PDH

POLG

Qa QH2

RCR
ROS
rot
sukc
TMPD
tRNA

VDAC

mitochondridlni energii generujici systém, mitochondrial energy-

generating system

mitochondrialni DNA

nikotinamidadenindinukleotid (oxidovana, redukovana forma)
jaderna DNA, nuclear DNA

oligomycin senzitivni protein, oligomycin sensitivity-conferring

protein

systém oxidativni fosforylace
pyruvatkinaza
pyruvatdehydrogenéza

gen pro DNA polymerazu y

ubichinon (koenzym Q), ubichinol (hydroubichinol), (oxidovana,

redukovana forma koenzymu Q)

respiracni kontrolni pomér, respiratory kontrol ratio
volné kyslikové radikaly, reactive oxygen species
rotenon (inhibitor komplexu I)

sukcinat

N,N,N',N'-tetramethyl-p-fenylendiamin

transferovda RNA

kanal VDAC, voltage-dependent anion channel



1. Uvod
Porucha syst¢ému oxidativni fosforylace (OXPHOS) vede kvelmi zdvaZznym
metabolickym onemocnénim, projevujicim se Casto kratce po narozeni. S incidenci 1:5000
patii mitochondrialni onemocnéni (porucha OXPHOS) mezi jedny z nejcastéjSich vrozenych

metabolickych poruch.

Prvni ptipad mitochondridlniho onemocnéni byl popsan v 60. letech minulého stoleti
(Luft et al., 1962). Jednalo se o 35 letou Zenu s vaznym hypermetabolickym syndromem.
Biochemicka studie této pacientky byla provedena na izolovanych mitochondriich kosterni
svaloviny. Studie zahrnovala respira¢ni analyzu, byla métena aktivita ATP syntdzy a aktivita
cytochrom ¢ oxidazy (KIV). Respirace byla méfena v pfitomnosti pyruvatu a malatu,
v nadbytku anorganického fosfatu a ATP. Spotieba kysliku byla monitorovéana v ptitomnosti
(maximalni respirace) 1 nepfitomnosti (klidova respirace) kone¢n€¢ho akceptoru fosfatu
(glukéza + kvasinkova hexokinaza). U pacientky bylo pozorovano zvySené mnozstvi
mitochondridlnich proteinti, zvySena aktivita komplexu IV na jednotku proteinu, vysoce na
Mg”" zavisla ATPazova aktivita byla pouze mirné stimulovana dinitrofenolem (normalné je
ATPéazova aktivita relativné nizka a ptidani dinitrofenolu ji maze 4 — 5 krat zvysit). Citlivost
k oligomycinu byla pouze castend a byla naméfena témeéf maximalni respirace
v neptitomnosti akceptoru fosfatu paralelné s normalnim dychanim v pfitomnosti akceptoru
fostatu. Déle byly provedeny mikroskopické studie, které vykazovaly strukturni abnormality
mitochondrii: zvySené mnoZstvi mitochondrii v perinuklearni oblasti, mitochondrie byly

extrémné variabilni ve velikosti a obsahovaly obrovské mnozstvi husté zabalenych krist.

Od té doby se poznatky o OXPHOS 1 o jeho poruchach vyrazné rozsitily. V roce 1981
byl osekvenovan mitochondridlni genom (Anderson et al., 1981), roku 1996 byly poprvé
formulovany hlavni kritéria k identifikaci mitochondridlniho onemocnéni (Walker et al,
1996) a dnes se odhaduje, ze kazdy dvousty ¢lovek nese patogenni mtDNA mutaci (Cree et
al., 2009) a az 1500 geni muze byt zapojeno do spravné funkce mitochondridlniho

energetického metabolismu.

Ptfestoze dnes madme o OXPHOS mnohem vice informaci, neni diagnostika
mitochondridlniho onemocnéni snadnym ukolem. VySetfeni pacienti s podezienim na

mitochondridlni onemocnéni vyZaduje celou fadu laboratornich a klinickych testt.



1. Mitochondrie

Mitochondrie jsou bunécné organely majici diilezitou roli v eukaryotickych buiikach.
Probih4 zde naptiklad homeostaze Ca>", bunétna signalizace, apoptéza, produkce volnych
kyslikovych radikali (ROS) (Venditti et al., 2013), termogeneze (Azzu and Brand, 2010),
Krebsiiv cyklus a metabolismus aminokyselin, mastnych kyselin a steroiddi (DiMauro and
Schon, 2003). AvSak nejdilezitéjsi funkci je jejich schopnost transformovat energii

pfijimanou Zivinami do formy ATP (Venditti et al., 2013).

Mitochondrie vznikly z a-proteobakterii, pfiblizné pfed dvéma miliardami let,
mechanismem nazyvanym endosymbidza (Gray, 2012; Yang et al., 1985). Mitochondrie maji
svj vlastni genom, avSak béhem evoluce piesla vétSina genti z genomu organely do genomu
jaderného. Vétsina proteinti mitochondrii je tedy kédovéana jadrem, syntetizovana v cytosolu a

nasledné importovana do organely.

Lidsky mitochondrialni genom je cirkuldrni, velky 16 565 bp, a koduje celkem 37 genii:
2 rRNA, 22 tRNA a 13 podjednotek komplext dychaciho fetézce (7 podjednotek komplexu I,
1 podjednotku komplexu III, 3 podjednotky komplexu IV a 2 podjednotky ATP syntédzy)
(Anderson et al., 1981). V buiikach je ptitomny az v tisici kopiich.

1.1. Struktura mitochondrie
Mitochondrie jsou rozdilné ve velikosti a tvaru v zavislosti na tkani, ze které pochazi.
Jsou eliptické, ~0,5um Siroké a ~lum dlouhé. V bunikdch mitochondrie neexistuji jako

izolované organely, ale vytvaieji vysoce dynamickou sit’.

Mitochondrie maji dv€ membrany, vngj$i a vnitini. Oblast mezi vnéj$i a wvnitini
membranou nazyvame mezimembranovy prostor a vnitini ¢ast mitochondrie matrix. Existuje
tzv. vaflovy model (z anglického baffle model), kdy vnitini membrana (inner membrane) je
mnohanasobné vétSi nez membrana vnéjsi a je velmi zprohybana (zdhyby nazyvame kristy).
Tento model (Palade, 1952) je dodnes pouzivanym ucebnicovym modelem. V poslednich
letech, diky studii struktury mitochondrie pomoci elektron-mikroskopické tomografie, se ale
od toho modelu opousti a vaflovy model je nahrazovan ,crista junction modelem®. V tomto
modelu jsou kristy spojeny s vnitfni membranou (inner boundary membrane), kterd je
podobnd membrané vnéjsi, pomoci membranovych tubull. Tubuly, téz nazyvany ,crista
junctions®, maji pramér ~30 nm. Kristy se jevi jako napuchlé vacky (cisterny), které jsou
spojovany Uzkymi tubuly s vnitini membranou 1 jsou témito tubuly propojovany navzijem

(Frey and Mannella, 2000; Logan, 2006).



Matrix mitochondrie obsahuje mnoho enzymu (naptiklad enzymy Krebsova cyklu nebo
proteiny oxidace mastnych kyselin), mtDNA, ale 1 kompletni maSinerii slouZici pro syntézu
mitochondridlnich proteinii: DNA a RNA polymerazy, ribozomy, molekuly tRNA, nukleotidy
a aminokyseliny. Vnéj$i mitochondridlni membrana obsahuje napétové fizené aniontové
kanaly (VDAC), pory, které propousti malé molekuly jako je ATP a glukdza, zatimco vétsi
(naptiklad proteiny) kandlem projit nemohou. Pfenos nasyntetizovaného ATP z matrix do
mezimembranového prostoru a prenos ADP opacnym smérem zprostiedkovava ADP/ATP
pienaseC vnitni mitochondrialni membrany. Kromé ADP/ATP translokatoru obsahuje vnitini
membrdana mnoho dalSich transportnich systémut (pfenaseCe pro glykogen a dalsi dalezité

metabolity, kofaktory, anorganické molekuly, atd.) (Goodsell, 2010).

A vaflovy model B  crista junction model

i matrix
mezimembranovy - . kristy
prostor vnéjsi membrana

vnitini

vnitini crista junctions Prostor krist
membréna

partikule | (inner m.)
granula ATP

syntazy

ribosom matrix

membréna krist

vnitini membréna
{inner boundary m.)

mezimembrénovy
prostor

“ w 5 vni

\5-«\ ) [ - membréna
At

Obrazek : Struktura mitochondrie. A) vaflovy model, B) ,,crista junctions model*“ (upraveno podle Logan,
2006).



2. Oxidativni fosforylace

Oxidativni fosforylace (OXPHOS) je hlavnim zdrojem ATP eukaryotické bunky
(Chaban et al., 2013). Systém OXPHOS je situovan do vnitini mitochondridlni membrany. Je
to proces, pii kterém elektrony (pochézejici z redukovanych koenzymiit NADH a FADH,)
posupn¢ prochazeji sérii enzymli a mobilnich pfenasect, kterou nazyvame elektron-

transportni fetézec, na jejich termindlni akceptor kyslik.

Elektron-transportni fetézec se sklada ze 4 komplext dychaciho ftetézce, které jsou
zabudované ve vnitini mitochondridlni membrané, a dvou mobilnich pienasecti. Postupnym
piechodem elektronti jednotlivymi komplexy dochazi k tvorbé protonového gradientu. Ten je

vyuzit F1F, ATP syntazou na syntézu ATP (OXPHOS).
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Obrazek : Schéma systému oxidativni fosforylace (upraveno podle Nelson et al., 2008)

2.1. Komplex 1

Prvni komplex dychaciho fetézce, téZ nazyvany NADH:ubichinon oxidoreduktdza nebo
NADH dehydrogenédza (EC 1.6.5.3, KI) je nejvet§im enzymem mitochondridlniho dychaciho
fetézce. Je tvoren 44 podjednotkami (Balsa et al., 2012; Carroll et al., 2006), ztoho 7 je
kédovano mitochondridlnim genomem. Molekulova hmotnost enzymu je ptiblizné¢ 980 kDa
Ptenasi 2 elektrony z NADH, vytvotfen¢ho béhem Krebsova cyklu, B oxidace mastnych
kyselin ¢i glykolyzy, na koenzym Q (ubichinon) (Hirst, 2013).

NADH je oxidovan nekovalentné vazanym flavin mononukleotidem (FMN) na NAD" a
nasledné 2 elektrony prechazi ptes 8 Zelezo-sirnych center (2 binuklearni a 6 tetranuklearni)
na vazebné misto ubichinonu za soucastné redukce ubichinonu (Q) na ubichinol (QH,).

Energie uvolnénd béhem této reakce je pouzita na pifenos 4 protoni z matrix do



mezimembranového prostoru (stechiometrie tedy je 2H'/e). Pfenosem protoni se tvoii

proton-motivni sila, ktera je vyuzita pro syntézu ATP (Hirst, 2013; Janssen et al., 2006b).

mezimembranovy 4H+
prostor (P strana) komplex T A

/ T —-_\Irr— — —Qi —

( _— N

\ N.2'|2_e> QH, ]
!'I ( |/

matmmve \ membranoveé
|

Obrazek : Schéma komplexu I (upraveno podle Nelson et al., 2008)

2.1.1. Struktura komplexu I

Konzervované jadro enzymu tvoii 14 z 44 podjednotek KI a zbylych 30 podjednotek je
tzv. nadpocetnych, které se mezi jednotlivymi druhy velmi 1i8i. V prokaryotnim organismu
najdeme pouze 14 hlavnich podjednotek, nadpocetné podjednotky se zde nevyskytuji (T Yagi,
1998).

Tyto podjednotky, téZ nazyvany jako ,minimum‘ enzymu, katalyzuji transport
elektronii z NADH na ubichinon a generuji membranovy potencidl. Tvoii dvé domény,
pfipominajici tvar pismene L. 7 hydrofilnich podjednotek predstavuje redoxni Cast sahajici do
mitochondrialni matrix (N (NADH oxida¢ni) modul a Q (ubichinon redukéni) modul) a 7
hydrofobnich podjednotek (ND1, ND2, ND3, ND4, ND5, ND6 a NDA4L) tvoii doménu
zabudovanou ve vnitini mitochondrialni membrané (P (proton translokujici) modul). Téchto 7
hydrofobnich podjednotek je koédovano mitochondridlnim genomem, zatimco hydrofilni
podjednotky jsou kodovany genomem jadernym a nasledné jsou do mitochondrii importovany

(Hirst, 2013; Janssen et al., 2006b; Schultz and Chan, 2001). Funkce nadpocetnych



podjednotek neni dodnes jasna, predpoklada se, ze maji ulohu v asemblaci, regulaci a

stabilizaci komplexu (Angerer et al., 2011).

N a Q modul spolecné zajiStuji veskeré redoxni déje odehravajici se v komplexu. P
modul mizeme rozdélit na dvé subdomény: proximalni Pp a distalni Pp (Angerer et al., 2011).
Ti1 nejvétsi podjednotky membranového ramene komplexu I: ND2, ND4 a ND5 byly
povazovany za kandidaty v pfenosu protonti. A skute¢né se ukazuje, ze hlavni podjednotky Pp
modulu, ND4 a NDS5, piispivaji k pumpovani protonti. Neddvnd studie mutageneze NDS5
(Drose et al., 2011) ukazuje funkcéni dalezitost proteinu, jakozto redoxni protonové pumpy,
ale téz prispévek jiné Casti membranového ramene KI k pumpovéani protonl. Stabilni
subkomplex nb8mA s deletovanymi geny pro ND4 a NDS5 nadale pumpuje protony a to
v polovicnim mnozstvi nez kompletni enzym. Membranové rameno ma tedy dvé funkéné
odlisné protonové pumpy, jednu v Pp doméné a jednu v Pp doméné, pficemZ protonové
pumpa Pp domény je sériové spojena s protonovou pumpou Pp domény. Tento fakt se téz
shoduje s ideou, Ze dlouhy helikalni transmisni element, premostujici tyto dvé subdomény, je
zapojen Vv fizeni protonovych pump (Drose et al, 2011). Dale analyza subkomplexu
s deletovanymi podjednotkami ND1 a ND3 (subkomplex 16) ukazuje, ze tyto podjednotky
spojuji membranovou a periferni ¢ast. AvSak skuteCnost, Zze 1 subkomplex 16 obsahuje
kompletni Q a N modul a velkou ¢ast P modulu naznacuje, Ze mezi periferni a membranovou
¢asti enzymu musi byt dalsi spojeni. Dale se ukazuje, Ze podjednotka ND1 méa vyznam ve

vedeni ubichinonu do aktivniho mista (Angerer et al., 2011).

Asemblace KI neni ovlivnéna pouze dvéma genomy (mtDNA a nDNA), ale i mnoha
importnimi cestami, sméfujicimi jaderné¢ kodované podjednotky do matrixové nebo

mezimembranové ¢asti enzymu (Angerer et al., 2011).

Neékteré z nadpocetnych podjednotek stabilizuji membranové rameno a tvoii leSeni
okolo centréalnich podjednotek P modulu. NUJM podjednotka bude nejspise dilezitou spojkou

mezi perifernim a membranovym ramenem (Angerer et al., 2011).
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Obrazek : Uspoiadani podjednotek komplexu I (upraveno podle Angerer et al., 2011)

2.2. Komplex II

Druhym enzymem je sukcinat:ubichinon oxidoreduktaza (SQR, EC 1.3.5.1, KII). Je to
integralni membranovy komplex, majici tllohu nejen v oxidativni fosforylaci, ale i v cyklu
trikarboxylovych  kyselin ~ (zde je  oznatovan  jako  sukcinatdehydrogenaza).
Sukcinatdehydrogenaza katalyzuje oxidaci sukcinatu na fumarat za soucasné redukce FAD.
Béhem oxidativni fosforylace pak elektrony z redukovaného FAD (FADH,) ptfechazi ptres tii
zelezo-sirna centra na ubichinon. Jako jediny ze série enzymi dychaciho fetézce nepienasi
protony. Je tvoien ¢tyfmi podjednotkami, z nichz ani jedna neni kédovana mtDNA (Cecchini,

2003; Diaz et al., 2011; Sun et al., 2005).

2.2.1. Struktura komplexu II

Komplex II je slozen z rozpustného Kkatalytického heterodimeru a integralniho
membranového regionu. Heterodimer obsahuje podjednotku a s kovalentné vazanym FAD a
podjednotku b, obsahujici tii zelezosirnd centra. Membranovy region je tvofen dvéma
hydrofébnimi proteiny (velky cytochrom b vazajici protein (Cyt by neboli podjednotka c) a
maly cytochrom b vazajici protein (Cyt bs neboli podjednotka d)) a jednou molekulou hemu

(Sun et al., 2005).



mezimembranovy
prostor (P strana)

fosfatidylethanolamin

matrix

Obrazek : Struktura komplexu II (upraveno podle Nelson et al., 2008)

2.3. Komplex III

Komplex I (EC 1.10.2.2, KIII), téz nazyvany cytochrom bc/ komplex ¢i ubichinon
cytochrom ¢ oxidoreduktaza, zprostiedkovava prenos elektroni zredukovaného CoQ
(hydroubichinol QH;) na cytochrom c¢ (cyt c¢). Tento proces je spfazen se soucasnym
pfenosem 4 protoni/e” pres vnitfni mitochondridlni membranu do mezimembranového
prostoru. Komplex III je homodimer. Kazdy z monomera se sklada z 11 podjednotek, z nichz
jedna (cyt b) je kodovana mtDNA. Tii jsou katalytické, Rieskeho zelezosirny protein, nizko a
vysoce kapacitni b typ cytochromu (by, a by) a cytochrom c; (Robertson et al., 1993), a osm je
strukturnich. (Diaz et al., 2011). Celkova velikost KIII je ptiblizné 240 kDa (Iwata et al.,
1998).

2.3.1. Struktura komplexu III

Cytochrom bc; lze rozdélit do 3 domén intermembrdnové, transmembranové a
matrixove, dohromady tvofenych 11 podjednotkami. Intermembranova doména je tvotfena cyt
ci, Rieskeho protein a podjednotkou 8. Transmembranovd doména je tvofena cyt b,
podjednotkou 7, 10, 11 a transmembranovou ¢asti Rieskeho proteinu a cyt ¢;. Matrixova ¢ast
je tvofena velkymi proteiny (podjednotkami 1 a 2) a podjednotkami 6 a 9, které jsou

lokalizovany mezi témito dvéma proteiny (Iwata et al., 1998).

10



2.3.2. Q cyKlus:

Transfer elektront uvnitt komplexu III je spfaZen s translokaci protoni mechanismem,
ktery nazyvame Q cyklus. Dochazi k oxidaci QH; na Q za soucastné redukce 2 molekul cyt c.
Cyt ¢ je solubilni protein mezimembranového prostoru, ktery prendsi elektrony z komplexu

III na komplex IV (Nelson et al., 2008).

Q je na N (negativni) stran¢ membrany redukovan na semiubichinonovy radikal (Q),
ktery je v druhé fazi konvertovan na QH,. Mezitim na P (pozitivni) stran¢ membrany dochazi
k oxidaci dvou molekul QH, a k uvolnéni 2H/Q (celkem 4 H") do mezimembranového

prostoru (Brandt, 1996; Nelson et al., 2008).

Elektrony jsou prenaSeny dvéma sméry. Jeden elektron prochazi Rieskeho zelezosirnym
proteinem na cyt ¢, zatimco druhy putuje pies cytochrom by na by na molekulu Q. Béhem
cesty elektronu druhym smérem dochazi k redukci Q ve dvou krocich, protony jsou pfijimany

Z matrix téZ v pomeru 2H'/Q (Iwata et al., 1998; Nelson et al., 2008).

mezimembranovy
prostor (P strana)

cytochrom b 2H*

Obrazek : Schéma Q cyklu (upraveno podle Nelson et al., 2008)

2.4. Komplex IV

Poslednim enzymem je komplex IV, cytochrom ¢ oxiddza (EC 1.9.3.1, KIV). Ptenasi
elektrony zcytochromu ¢ na kyslik za soufasného pfenosu protonii z matrix do
mezimembranového prostoru. Komplex IV je homodimer, obsahujici 14 podjednotek (Balsa
et al., 2012) o celkové velikosti ~230 kDa. Tti podjednotky, tvotici katalytické jadro proteinu,
jsou kédovany mtDNA, zbytek je kodovan jadernym genomem (Diaz et al., 2011).
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Cytochrom ¢ oxiddza je hlavnim regulacnim enzymem elektron-transportniho fetézce.
Jeji dulezitost 1ze dokézat na mnoha urovnich regulace jeji aktivity a téZ na jejim obsahu

v mitochondriich (Srinivasan and Avadhani, 2012).

2.4.1. Struktura komplexu IV

Podjednotky Cox1, Cox2 a Cox3 (mtDNA kodované) jsou nejvét§imi a evolucné
konzervovanymi podjednotkami komplexu IV. Tvofi katalytické jadro enzymu. Nesou dvé
hemové (hem a, hem a3) a dvé Cu®" redoxni centra (Cus, Cug) a vychytavaji vice nez 90%
molekularniho kysliku. Zbylych 11 podjednotek je kodovano jadrem a maji ulohu

ve stabilizaci, regulaci a asemblaci enzymu (Srinivasan and Avadhani, 2012).

Cup (Cox2) prijimé elektron z redukovaného cyt ¢ a ptfenasi jej na hem a (Coxl).
Z hemu a jsou elektrony transportovany na Fe-Cu centrum, hem a3/Cug (Cox1) a redukuji
molekularni kyslik na vodu. Béhem tohoto procesu dochazi k prenosu 4H" z matrix do mezi

membranového prostoru (Capaldi, 1990 cit. podle Srinivasan and Avadhani, 2012).

4Cyte

AHF | g
mezimembranovy D
prostor (P strana)

4H  2H,0

Obrazek : Struktura komplexu IV (upraveno podle Nelson et al., 2008)

V roce 2012 se zacalo ukazovat, ze podjednotka NDUFA4, piivodn¢ povazovana za
soucast komplexu I, je ve skute¢nosti podjednotkou komplexu IV. Tato podjednotka neni
asembla¢ni a neni ani sama o sob€ vyzadovana pro katalytickou reakci uvnitt enzymu. Jeji

mutace ale snizuje aktivitu KIV ve svalové tkani 1 v kultivovanych koZnich fibroblastech.
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Proto se usuzuje, Ze tato podjednotka je vyzadovana b&hem biogeneze komplexu IV a poté

voln¢ asociuje s komplexem IV (Balsa et al., 2012; Pitceathly et al., 2013).

2.5. Koenzym Q

Koenzym Q, neboli ubichinon, je lipofilni molekula, vyskytujici se ve vSech typech
tkani a buné€k, nejcastéji ve vnitini mitochondridlni membrané. Je to izoprenoidni koenzym,
obsahujici redukén€ aktivni benzochinon. Délka izoprenoidniho fetézce se 1iSi mezi
jednotlivymi druhy, pfi¢emz u ¢lovéka je slozen z 10 isoprenylovych podjednotek (CoQo).
Prenasi elektrony z komplexu I a II na komplex III. Krom toho ma mnoho dalsich funkci:
antioxidacni, vychytavani volnych kyslikovych radikali (ROS) a podili se na mnoha

aspektech bunééného metabolismu (Quinzii and Hirano, 2010; Turunen et al., 2004).

2.6. Cytochrom c
Cytochrom ¢ je maly solubilni protein vnitini mitochondridlni membrany. Pienasi
elektrony z komplexu III na komplex IV. Jeho dalsi roli je spousténi apoptozy diky stimulaci

kaspaz (Nelson et al., 2008).

2.7. ATP syntaza

ATP syntaza, téz nazyvana jako F\F, ATP4za (EC 3.6.3.14), H" ATPaza F typu nebo
paty komplex (KV) dychaciho tetézce, se skldda z dvou funkénich domén. Matrixové F;
domény a membranové F,. Celkova velikost je ~600 kDa (Habersetzer et al., 2013). ATP
syntaza vyuziva energii elektrochemického gradientu k fosforylaci ADP na ATP. F; doména
je tvotena z 5 podjednotek a, B, v, 9, €, z nichz a a B jsou kazda ve tfech kopiich. F, je tvofena
6 hlavnimi podjednotkami (a, b, ¢, d, F6 a OSCP) a 4 ptidatnymi (e, f, g a A6L) (Jonckheere
et al., 2012). Podjednotky a 1 A6L jsou kédovany mtDNA (Anderson et al., 1981).

ATP syntaza se ve vnitini mitochondridlni membrané vyskytuje ve formé¢ dimeru. Je-li
v savCich bunkach proces dimerizace narusen, dochazi ke snizeni aktivity OXPHOS a
drastickému snizeni tvorby ATP. Dochézi téZ k dezorganizaci ultrastruktury mitochondrie,
jelikoz dimery ATP syntézy jsou nezbytné k tvorbé mitochondrialnich krist (Habersetzer et

al., 2013).

2.7.1. Struktura ATP syntazy

F; doména je ve vodé rozpustny periferni membranovy protein, ktery se sklada
z podjednotek a, B, v, 6, € vpoméru (3:3:1:1:1). Podjednotky v, o, € tvoii centrdlni stonek
komplexu. a a B podjednotky vaZou nukleotidy (ADP/ATP), B podjednotka je katalytickym
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centrem ATP syntazy. y podjednotka spojuje F; a F, ¢asti. F, je transmembranova, ve vodé
nerozpustnd c¢ast enzymu, skladajici se zc kruhu, slozeného pravdépodobné z osmi
podjednotek (Watt et al., 2010), a podjednotek a, b, d, F6 a OSCP (oligomycin senzitivni

protein), které tvoti periferni stonek (Jonckheere et al., 2012).

Obrazek : Lidska ATP syntaza (Jonckheere et al., 2012)

Déle se zde vyskytuje mala regulacni podjednotka IF1, vdzajici se na F; ¢ast enzymu pfti
nizkém pH a branici tak enzymu pfejit do hydrolytické faze a hydrolyzovat ATP. S ATP
syntazou dale asociuji proteiny DAPIT (z anglického Diabetes-Associated Protein in Insulin-
sensitive Tissue) a 6,8 kDa velky proteolipid (MLQ) (Hejzlarova et al., 2014). Nové byl také
objeven protein TMEM?70, ktery je biosyntetickym faktorem ATP syntdzy u vysSich eukaryot

a chybi-li, je syntéza enzymu siln& inhibovéana (Cizkova et al., 2008).

2.7.2. Syntéza ATP

ATP je tvofen z ADP a anorganického fosfatu. Dochdzi tak v F; Casti enzymu diky
protonovému gradientu naptic¢ vnitini mitochondridlni membranou. Protony prochazi kandlem
na rozhrani ¢ kruhu a podjednotky a. Diky protonaci glutaméatu v kazdé c podjednotce dochazi
k rozto€eni ¢ kruhu. S ¢ kruhem se zdroven roztaci 1 centrdlni stonek (podjednotky vy, 0, €).
Ten pak interaguje s af hexametrem F; ¢asti enzymu, dochdzi ke konforma¢nim zménam na
hexametru a k syntéze ATP. K otoCeni F,F, ATPazy o 360° je tedy potieba 8 protonil a
vysledkem jsou ti1 molekuly ATP (Watt et al., 2010).
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3. Mitochondrialni onemocnéni

Terminem mitochondrialni onemocnéni mizeme oznacovat kromé poruchy OXPHOS
téz poruchy apoptdzy, poruchy regulace cytoplasmatického a mitochondridlniho véapniku,
poruchy syntézy a katabolismu metaboliti 1 poruchy transportu organely sebe sama na
spravné misto v bunice (Brand and Nicholls, 2011). V této bakalarské praci vSak budu
povaZzovat za mitochondridlni onemocnéni pouze poruchy tvorby ATP, tedy poruchy funkce

OXPHOS.

Klinicky se jedna o velmi heterogenni skupinu chorob s incidenci priblizné 1:5000 Zivé
narozenych déti (Schaefer et al., 2004; Wolf, 2010). Prvni zndmky onemocnéni se mohou
projevit v jakémkoli v€ku, ve vétSin¢ ptipadl se vSak projevi do prvnich péti let zivota (van
den Heuvel and Smeitink, 2001). Existuji dva fenotypy mitochondridlnich onemocnéni a to
relativné mirné myopatické onemocnéni nebo multisystémové onemocnéni postihujici
zejména organy a tkané s velkymi energetickymi pozadavky (mozek, srdce, kosterni svaly,
ledviny, endokrinni organy, CNS). Zasazen vSak muZze byt jakykoli orgdn. NejcastéjSim
fenotypem je Leighilv syndrom, progresivni onemocnéni, zasahujici oblasti mozku a

zpomalujici vyvoj (van den Heuvel and Smeitink, 2001; Wolf, 2010).

Mitochondrialni deficity mohou byt zptisobeny mutaci jaderného ¢i mitochondrialniho
genomu. V piipadé jaderné DNA se jedna o dédi¢nost autosomaln€¢ dominantni, ¢i recesivni,
nebo X vazanou. V piipadé¢ mitochondridlni DNA se jedna o dédi¢nost maternalni (Wolf,

2010).

3.1. Primarni a sekundarni deficity

Piiblizné¢ 1500 genti mlZe ovlivnit mitochondridlni strukturu a funkci (Milone and
Wong, 2013) a vice nez 300 mutaci mtDNA genli (bodové mutace, inzerce, delece ¢i genové
ptestavby) bylo spojeno s mitochondridlnim onemocnénim (Wolf, 2010). Zatimco vétSina

jaderné kodovanych deficiti neni na molekularni trovni zcela objasnéna (Wolf, 2010).

U déti jsou mnohem cast¢j$i mutace jaderné DNA, nejCastéji autosomalné recesivni
(Haas et al., 2008). Mutace mitochondridlniho genomu tvoii pouze 10 — 20 % ptipadd (Wolf,
2010).

Jako primarni deficity oznacujeme onemocnéni, zpisobené mutaci v genech, kodujicich
podjednotky dychaciho fetézce a asemblacni faktory jednotlivych komplexi. Dale se jedna o
geny, které nekoduji proteiny dychaciho fetézce, ovSem 1 mutace téchto geni zpusobuji

deficit OXPHOS. Prikladem mohou byt naptiklad geny biogeneze mtDNA, biochemickych
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drah, vedoucich mitochondrialni proteiny do vnitini mitochondrialni membrany, nebo geny

dalezité pro asemblaci jednotlivych enzymtt OXPHOS.

Abnormality syst¢ému OXPHOS byly identifikovany 1 u nékterych neurodegenerativnich
onemocnéni (Parkinsonova choroba, Huntingtonova choroba, Alzheimerova choroba,
Amyotroficka lateralni skler6za, Wilsonova choroba) (Schapira, 2002), ale 1 u dalSich nemoci
jako je diabetes (Sleigh et al., 2011), epilepsie (Lonnqvist et al., 2009), rakovina (Cairns et al.,
2011) a obezita (Tseng et al., 2010). Takovéto onemocnéni oznacujeme jako sekundarni

deficity OXPHOS.

3.2. Mutace v mitochondrialni DNA

Mitochondrialni genom koduje pouze 37 geni, a presto bylo identifikovdno vice nez
300 mutaci mtDNA, zplsobujicich mitochondrialni onemocnéni. I kdyZz jsou jednotlivé
defekty klinicky velmi heterogenni, vétSina z nich vykazuje znaky laktatové acidozy a
masivni mitochondridlni proliferaci ve svalech. Mutace mtDNA postihuje proteiny dychaciho
fetézce nebo syntézu mitochondridlnich proteinii jako takovou (mutace tRNA a rRNA).
Neexistuje ptimy vztah mezi konkrétni mutaci a klinickym fenotypem. Jedna mutace muze
zpusobit u dvou pacientll odliSné onemocnéni a naopak dvé odliSné mutace mohou zptisobit
stejny syndrom (DiMauro and Schon, 2003). Zajimavym zjiS§ténim je fakt, Ze s rostoucim
vékem, kdy se u pacienta projevilo mitochondrialni onemocnéni, je pravdépodobnéisi, ze se

jedna o mtDNA mutaci (Schaefer et al., 2004).

3.2.1. Heteroplasmie

V kazdé bunce (kromé erytrocytll) jsou tisice molekul mtDNA (Wolf, 2010), avSak
patogenni mutaci nenese kazda molekula. Tento jev se nazyva heteroplasmie. Cast molekul
mtDNA buiiky nese mutaci a ¢ast je bez mutace, ¢i nekteré buiiky tkané nesou mutaci a jiné
ne. Heteroplasmii mizeme uvadét 1 na Urovni organelové. Kazdd mitochondrie obsahuje
obvykle 2 — 10 molekul mtDNA (Schapira, 2002) a ne vSechny nesou mutaci (DiMauro and
Schon, 2003).

3.2.2. Treshold efekt

K fenotypovému projevu mutace v mtDNA dochdzi az v pfipadé, kdy je mutace
pfitomna v ur€itém poctu molekul mtDNA, dosahne se tzv. Treshold efektu. Tento prah je
niz$i u tkdni s vysokou energetickou poptavkou (mozek, srdce, kosterni svalovina, sitnice,
nefrony a endokrinni zlazy) a 1i§i se mezi jednotlivymi mutacemi (DiMauro and Schon,

2003).
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3.3. Mutace v jaderné DNA

Ptiblizné 1500 jadern€ kdédovanych geni miZe ovlivnit strukturu a funkei mitochondrii.
Jedna se o geny pro strukturni podjednotky dychaciho ftetézce, pro proteiny dilezité
k asemblaci a spravné funkci OXPHOS, pro faktory, zajiStujici dynamiku mitochondrii, ale 1
pro faktory, zajiStujici naptiklad integritu a replikaci mtDNA (Hirano et al., 2001), ¢i

zajist'ujici transport jaderné kdédovanych proteinti z cytosolu buiiky do mitochondrii.

Pacient miize nést deficit jednoho konkrétnitho enzymu OXPHOS, ¢i deficit

kombinovany (nespravna funkce vice komplexii) (van den Heuvel and Smeitink, 2001).

3.4. Pacienti s podezienim na mitochondrialni onemocnéni

Kdy miizeme mit podezieni, ze by pacient mohl trpét defektem OXPHOS? Podezieni
muzeme mit v piipadé, kdy se u pacienta vyskytuji symptomy, postihujici zdénlivé
nesouvisejici organy, nebo se vyskytuje néktery z téchto znakl: pozménény oxido-redukcni
stav (vysledek hromadéni NADH, zplsobeny zhorSenou funkci Krebsova cyklu) nebo
zvySené mnozstvi laktatu a ketolatek soucasné se zvySenym pomeérem laktat:pyruvat (Rustin
et al., 1994).
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4. Analyza OXPHOS
Diagnostické vySetfeni pacientli, s podezienim na mitochondridlni onemocnéni,
vyzaduje mnoho klinickych a laboratornich testi. Mezi hlavni znich patii vySetfeni

biochemicka.

Defekt systtmu OXPHOS mize vést ke zvySeni laktatu vkrvi, moci anebo i
v mozkomiSnim moku. TéZz zvySeny pomér laktat:pyruvat vkrvi, pozménény pomér
ketonovych latek, zvySeny alanin, ale 1 dal§i aminokyseliny (prolin, glycin, sarkosin) ¢i
zvySené meziprodukty Krebsova cyklu (malat, sukcinat, 2-oxoglutarat, fumarat) mohou byt
indik4tory mitochondrialniho onemocnéni. Proto u pacientil, s podezienim na mitochondrialni
onemocnéni, byva prvnim vySetfenim analyza téchto metaboliti (Haas et al, 2008;

Rodenburg, 2011).

Ovsem ne vSechny mitochondridlni poruchy maji mezi svymi klinickymi znaky zvySeny
laktat. Naptiklad u Kearns-Sayerova syndromu, Leberovy dédicné optické neuropatické
(LHON) a u nemoci asociované s mitochondridlni polymerazou vy (z anglického mitochondrial
polymerase y-associated disease) je laktat zvySeny jen minimalné anebo viibec (Haas et al.,

2007).

Déle vétSina pacienttl, trpicich mitochondrialni poruchou s postizenim CNS, vykazuje
abnormality na magnetické rezonanci (Barragan-Campos et al., 2005; Valanne et al., 1998).
Doplitkem pfi vySetfeni pacientll, podezielych na mitochondridlni deficit, miZze byt i relativné

nova metoda protonové magnetické rezonancni spektroskopie (Haas et al., 2008).

Ve vétSin€ ptipadi se jako tkan pro zkoumani mitochondrialni funkce pouziva kosterni
sval, odebrany biopsii. K ziskani funk&niho obrazu se pouZzivaji napiiklad metody: méfeni
aktivity komplextt OXPHOS, analyza mitochondrialniho dychani (dychaciho fetézce), méteni
kapacity mitochondridlniho energetického metabolismu pomoci sledovani rychlosti oxidace
substratu a analyza sloZeni a mnozstvi OXPHOS komplexti pomoci BN-PAGE. Poté se
molekularné¢ genetickymi  metodami testuji  jednotlivé kandidatni geny. ZjiSténi

vvvvv

hodnotné informace k interpretaci genetickych vysledki (Rodenburg, 2011).

4.1. Metody
4.1.1. Spektrofotometrické méreni aktivit jednotlivych komplexii OXPHOS
Pro stanoveni enzymatickych aktivit jednotlivych komplexiit OXPHOS miiZeme pouzit

neékolik metod. Jelikoz ale nativni elektroforéza a nasledny western blot, piipadné barveni v
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gelu, nemusi detekovat mirné defekty ¢i nedetekuje celkovou aktivitu komplexu, ale pouze
aktivitu jedné Casti enzymu (pouze NADH dehydrogendzovou aktivitu komplexu 1), nejcastéji

pouzivanou metodou je spektrofotometrické méfeni (Rodenburg, 2011).

Neexistuje jeden konkrétni protokol pro méfeni aktivity komplexit OXPHOS, postupy
jednotlivych laboratofi se lis§i. Obecnym principem je sledovani oxidace a redukce riznych
substratl a substratovych analogti (Frazier and Thorburn, 2012). Aktivita enzymu je méfena

jako zména absorbance vzorku v ¢ase pfti teploté 37 °C (30 °C) (Frazier and Thorburn, 2012).

Spektrofotometrické meéteni aktivity komplexit OXPHOS mutze byt méfeno jak na
izolovanych komplexech (KI, KII, KIII, KIV, KV) nebo dohromady jako KI+III a KII+III
(Haas et al., 2008). Tabulka 1 ptfedstavuje reakce, slouzici k méfeni enzymatickych aktivit
jednotlivych komplextt OXPHOS v nasi laboratofi. Abychom rozlisili primarni a sekundarni
deficity, vztahujeme aktivitu komplextit OXPHOS na aktivitu citratsyntazy (CS) (Kirby et al.,
1999) ¢i davame aktivity jednotlivych komplexti do poméri mezi sebou (Chretien et al.,
1998), nez abychom aktivitu vztahovali na koncentraci proteinu (Thorburn et al., 2004). Téz
je mozné aktivitu konkrétniho komplexu vztahovat na aktivitu sukcinat:ubichinon
oxidoreduktazy (komplex II). Je to jediny komplex OXPHOS, ktery je koédovan pouze
jadernou DNA, a jeho aktivita tedy mize byt normalni ¢i vyssi u pacientli, nesoucich mtDNA
mutaci (Frazier and Thorburn, 2012). Navic v piipad¢ analyzy deficitu komplexu I z post
mortem ziskané tkan€ je vhodnégjsi pouzit pomér I/Il nez I/CS, jelikoz je komplex II post
mortem daleko stabiln€j$i nez CS a je tak menSi pravdépodobnost nespravné diagndzy
(Thorburn et al., 2004). Bézn€ se vSak pouzivd porovnani aktivity komplexu s CS, coz
umoziuje porovnani vzorki mezi sebou (Frazier and Thorburn, 2012; Grazina, 2012;

Spinazzi et al., 2012).

Nov¢jsi protokoly (Frazier and Thorburn, 2012; Spinazzi et al., 2012) umoznuji méfit
aktivitu komplext I, II, III a IV ze vzorku Cerstvé tkané€ 1 z tkané zmraZené (srdecni, jaterni,
svalové a mozkové). Nebo z kultivovanych bunék (fibroblasty, lymfoblasty, i buiky
choriovych klkil). Vyjimkou je komplex V, jehoZ aktivitu lze métit pouze z Cerstvé tkané

(Kirby et al., 2007).

Me¢feni lze provadét na izolovanych mitochondriich, na tkanovych homogenatech, 1 na
celych bunkach (Haas et al, 2008). Vyuziti tkanovych homogenati oproti izolovanym
mitochondriim mé nékolik vyhod. Tkéanové homogenaty Ize métit 1 ze zmrazenych vzorkda,

zatimco u izolovanych mitochondrii je zmraZzeni méné vhodné (Zheng et al., 1990). M¢éteni ze
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zmrazenych vzorkli ma vyhodu nejen v moznosti skladovani vzorkli. Zmrazenim dochézi
k naruSeni mitochondridlni membrany a substrat je pak vice pfistupny enzymim. To je
klicoveé pro dosaZeni maximalni aktivity KI a KII. Na druhou stranu, po zmrazeni mize dojit
k mirnému poklesu aktivity KII a KIII (Spinazzi et al.,, 2012). Dalsi vyhodou tkanovych
homogenati je to, ze 1ze odhadnout mnozstvi mitochondrii (aktivita CS) v dané tkani/bunécné
linii. Navic je méfeni tkanovych homogenatli Casové a financné vyhodnéjsi (Spinazzi et al.,

2012)

Metoda dvoji vlnové délky (z anglického double wavelength approach) (Grazina, 2012)
umoznuje méfeni aktivit komplexi v menSim mnoZstvi biologického materidlu, coz je
dilezité zejména u vzorkd od détskych pacientd a u vzorkli odebranych bioptickou jehlou
(biopsie jater, myokardu, ledvin). Vétsinou je mnozstvi 1 —20 mg tkané dostacujici. Muze
byt pouzita i tkan ziskana post mortem, je-li odebrana do 2 hodin po smrti a thned zmrazena

v kapalném Nj.

Spektrofotometrické méfeni miize nékdy prinést falesné negativni vysledky. Ty mohou
byt zpisobené napiiklad tim, ze se pfi méfeni vyuzivaji syntetické substraty (Haas et al.,
2008).

In vitro vysetfeni OXPHOS, kdy nedochazi k méteni za fyziologickych podminek (pH,
osmolarita, celkovy bunéény kontext), neni idealni. V nekterych ptipadech neni interpretace

vysledki snadnda a mize se objevit nejednoznacnost (Grazina, 2012). I pies tyto nevyhody

vvvvv

komplext dychaciho fetézce (Spinazzi et al., 2012).
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Tabulka : Principy reakci pro méfeni aktivit komplexi dychaciho Fetézce a citratsyntazy. Analyza je
provadéna na zakladé detekce zmény absorbance slozZky kaZdé reakce (upraveno podle Frazier and
Thorburn, 2012; Rustin et al., 1994).

enzym reakce A(nm)
komplex I NADH + H" + CoQ — NAD" + CoQ-H, 340
Komplex I+111 NADH + H" + cytochrom ¢ (0x) — NAD" + cytochrom c (red) 550
komplex II sukcinat + DCPIP (ox) — fumarat + DCPIP (red) 600
komplex II + III sukcinat + cytochrom ¢ (ox) — fumarat + cytochrom c (red) 550
komplex III DB-H, + cytochrom ¢ (0x) — DB + cytochrom ¢ (red) 550
komplexIV cytochrom ¢ (red) + O, — cytochrom ¢ (ox) + H,O 550

ATPsyntaza .
Mg ATP———— Mg-ADP + Pi

PK
komplex V Mg-ADP + PEP — Mg-ATP + pyruvat 340

LDH
Pyruvat + NADH + H'—laktat + NAD"

oxalacetat + acetyl CoA — citrat + CoA-SH

Citratsyntaza . ] . 412
CoA-SH + DTNB — CoA-S-S-nitrobenzoat + 5-thio-2-

nitrobenzoatovy anion

Vysvétleni zkratek: DB (decylubichinon), DCPIP (dichlorofenolindofenol) DTNB (5,5 -dithio-bis-(2-
nitrobenzoova kyselina), LDH (laktatdehydrogenaza), PK (pyruvatkinaza)

4.1.1. Méreni kapacity mitochondrialniho energetického metabolismu

Na rozdil od spektrofotometrické metody, kterd analyzuje aktivitu izolovanych
komplexi, nasledujici dvé metody, meétfeni kapacity mitochondridlniho energetického
metabolismu (rychlost oxidace substratu) a méfeni spotfeby kysliku, piinaSi informace o

celkové funk¢énosti OXPHOS.

Oxidaci pyruvatu (nebo mastnych kyselin) ziskame acetyl-CoA, ktery je oxidovéan
v Krebsové cyklu. Dochazi tak k tvorbé redukovanych koenzymi NADH a FADH,, které
jsou nasledné vyuzity dychacim fetézcem k tvorbé ATP (obrazek 9). Oxidace 1 molu
pyruvatu piinasi 15 mold ATP. Defekt jakékoli ¢asti této drahy vede ke sniZzené oxidaci
pyruvatu a mensi produkci ATP. Muze se tedy jednat o deficity komplexit OXPHOS (kromé
komplexu II), pyruvatdehydrogenazy (PDH), Krebsova cyklu ¢i adeninnukleotidového
pienasece (ANT).
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K méfeni kapacity mitochondridlniho energetického metabolismu se pouziva
radioaktivng znadeny '*C pyruvat, a '*C znadené intermediaty Krebsova cyklu (malat a
sukcinat). Oxidagni rychlost (mnozstvi vzniklého '*CO,) se pak méii v piitomnosti &i
neptitomnosti rtiznych donorii a akceptorti acetyl-CoA a v pfitomnosti specifickych inhibitort
Krebsova cyklu nebo komplextt OXPHOS (sada inkubaci s '*C znagenymi substraty, shrnuto
vtabulce 2). Oxidace maldtu je méfena za pfitomnosti malonatu (inhibitor
sukcinatdehydrogenazy). Kone¢ny produkt, sukcinat, je transportovan z mitochondrie a
nezasahuje do oxidace substratu. Produkce ATP je méfena v inkubacich obsahujicich pyruvat,
malat, kreatin a ADP, v pfitomnosti (blank) i1 nepfitomnosti arzenitu. Inhibi¢ni mista jsou

schematicky vyznafena na obrazku 10.

Inkubace jsou provaddény na tiepaci vodni ldzni (37 °C), po dobu 20 minut,
ve sklenénych lahvickach se s vicky, s filtraCnim papirem nasycenym hydroxidem sodnym,
do kterych se jima radioaktivni frakce v podob& '*CO,. Inkubace jsou startovany pridanim 50
ul vzorku a zastaveny jsou kyselinou chloristou. Poté jsou inkubace pfeneseny na 1 hodinu na
led, kdy dochazi k jimani "*CO,. Mnozstvi '*CO; je nasledné méfeno scintiladnim po&itadem.
Inkubace, které slouzi k méteni produkce ATP, jsou dany na 15 minut na led a poté jsou
centrifugovany. Supernatant je neutralizovan ledovym KHCOs, pienesen na 15 minut na led a

poté zamrazen do — 20°C (Janssen et al., 2006a).

ATP a fosfokreatin jsou méfeny podle Lamprechta (Lamprecht et al., 1974). Mira

oxidace substratu a produkce ATP se vztahuje na aktivitu CS.
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Tabulka : SloZeni jednotlivych inkubaci pro méfeni kapacity mitochondrialniho energetického
metabolismu (podle Janssen et al., 2006a).

inkubace | substrat

1 [1-'*C] pyruvat + malat

2 [1-'*C] pyruvat + karnitin

3 [1-'*C] pyruvét + malat bez ADP

4 [1-'*C] pyruvét + malat-ADP + CCCP

5 [1-'*C] pyruvat + malat-ADP + atraktilosid
6 [U-'*C] malat + pyruvat + malonat

7 [U-"*C] malat + acetylkarnitin +malonat

8 [U-"*C] malat + acetylkarnitin + arsenit

9 [1,4-"*C] sukcinat + acetylkarnitin

10 ATP + CrP z oxidace pyruvatu + malat

Vysvétleni zkratek: CCCP (karbonylkyanid 3-chlorofenylhydrazon), CrP (kreatinfosfat)

Tato metoda pfinasi dilezité informace slouzZici k lokalizaci primarniho
mitochondridlniho deficitu. Naptiklad snizena oxidace pyruvatu v pfitomnosti malatu spolu
s normalni ¢i mirné€ sniZzenou oxidaci pyruvatu v pfitomnosti karnitinu je ukazatelem defektu
OXPHOS. Zvyseny pomér inkubaci (pyruvat + malat — ADP + CCCP) / (pyruvat + malat) je
ukazatelem deficitu komplexu V. Pfidanim rozpiahujiciho proteinu (CCCP) zbavime oxidaci

pyruvatu zavislosti na komplexu V (Janssen et al., 2006a).

Studie 24 pacientli s 3243A—G mutaci (mtDNA) (Janssen et al., 2008)., vedouci
k fenotypovému projevu MELAS syndromu (mitochondridlni myopatie, encefalopatie,
laktatova acidéza a iktu (mrtvici) podobné piihody (z anglického stroke-like episodes)),
ukazuje, Ze méfeni kapacity mitochondridlniho energetického metabolismu (kapacita MEGS)
je citlivgjsi metodou detekce mitochondridlniho defektu ve srovnani s méfenim aktivit
jednotlivych komplexit OXPHOS pomoci spektrofotometrie. V této studii 8 pacientl s
normalni enzymatickou aktivitou vykazovalo snizeny jeden nebo vice parametrti kapacity

MEGS a pouze 1 pacient se snizenou aktivitou KIV vykazoval normalni parametry kapacity
MEGS.
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Obrizek : Oxidace '*C pyruvatu v p¥itomnosti ADP a malatu nebo karnitinu (akceptor acetyl-CoA)
(Upraveno podle Janssen et al., 2006a).

1 pyruvitdehydrogendza

4 NADH

(

acetylkarnitin

CoASH

NAD*

acetyl-CoA karnitin

Obrizek : Oxidace '*C malatu v pFitomnosti pyruvatu nebo acetylkarnitinu (donor acetyl-CoA). (1)
inhibi¢ni misto pyruvatdehydrogenazy / 2-oxoglutaratdehydrogenazy (inhibice arzenitem). (2) inhibi¢ni
misto sukcinatdehydrogenazy (inhibice malonatem) (Upraveno podle Janssen et al., 2006a)
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4.1.2. Méieni spotieby Kkysliku

Zakladnim biochemickym principem OXPHOS je transport elektronli pfes komplexy
dychaciho fetézce. Dochazi tak k tvorb& protonového gradientu, ktery je nasledné vyuzit
k fosforylaci ADP. Findlnim akceptorem elektronu je kyslik, ktery je redukovan na vodu
(odpadni produkt OXPHOS). Mcéteni spotieby kysliku je dilezitou funkéni analyzou

OXPHOS u pacientti, s podezienim na mitochondrialni onemocnéni.

4.1.2.1. Polarografie s vyuZitim Clarkovy elektrody

Zakladni metodou, ktera méti spotiebu kysliku, je polarografie s vyuzitim Clarkovy
elektrody. Méti se na Cerstve izolovanych mitochondriich, na permeabilizovanych bunkach ¢i
na tkanovych homogenatech v pritomnosti oxidovatelnych substratii (malat + pyruvat nebo
malat + glutamat poskytujici  NADH, sukcinat poskytujici FADH,, durohydrochinon
poskytuje elektrony piimo KIII a TMPD + askorbat poskytuje elektrony piimo cyt c),
exogenné piidaného ADP nebo 1 inhibitorti (Li and Graham, 2012).

Specifické inhibitory komplexu I (rotenon) a komplexu III (antimycin A) spolu se
substraty umoziuji charakterizaci vSech ¢ty komplexti dychaciho fetézce v jednom méfeni

(Wenchich et al., 2003).

Do polarografické komory se ptida Cerstvé pfipraveny respiraéni pufr a po ustleni se
dodaji pozadované substraty (malat + glutamat nebo malat + pyruvat pro méteni KI, sukcinat
pro KII, TMPD + askorbat, redukujici cyt ¢, pro méfeni KIV (Barrientos, 2002) (Trounce et
al., 1996). Po pfidani mitochondrii je spotteba kysliku nizkd (stav IV, ADP limitujici stav)
v disledku tUniku protoni skrz vnitini mitochondridlni membranu. Ptidavek ADP
k mitochondrialni frakci stimuluje fosforylaci a tim 1 spotfebu kysliku (stav III, ADP
stimulujici stav). Jakmile je ADP spotitebovano, ptechdzi mitochondrie zpét do stavu IV. Poté
se ptida ADP podruhé a mizeme pozorovat stav III a prechod do stavu IV, podobné jako po
prvnim p¥idani. Nakonec se piida rozpiahujici protein' (DNP, CCCP nebo FCCP) a mé&ii se

rozptazeni respirace (z anglického uncoupled respiration rate) (Li and Graham, 2012).

Typické parametry, ziskané z mitochondrialni polarografie, jsou stav III, stav IV, RCR
(respiracni kontrolni pomér), mira rozptazeni (z anglického uncoupled rate) a pomér ADP/O.
Kontrolni respiratni pomér (RCR, stav Ill/stav 1V) je indikdtorem integrity vnitini

mitochondridlni membrany. Jeho citlivost je vhodna pro detekci deficitu OXPHOS. Pomér

! Rozptahujici protein vytvoii v membrang pory a tim se zrusi protonovy gradient. ATP syntaza, ktera tento
gradient potfebuje k tvorbé ATP, prestava fungovat.
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ADP/O je prfimym ukazatelem efektivity fosforylace a mulZe signalizovat abnormality

sptazeni nebo ATP syntazy. Mira rozptaZeni signalizuje maximalni respiracni kapacitu.
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Obrazek : A) idealni pribéh polarografického méreni. V ¢ase ,,0° je pridan substrat (glutamat + malat
nebo sukcinat) do kolony. a) piidani izolovanych mitochondrii b) pfidani ADP (po spotiebé ADP pi‘echazi
stimulujici stav III do limitujiciho stavu IV) c) pridani DNP (stimulace maximalniho rozpiaZeni)

B) typicky pribéh polarografického méieni (sukcinat jako substrat) a) pridani sukcinatu b) pridani
mitochondrii ¢) pfidani ADP d) pridani DNP (upraveno podle Li and Graham, 2012)

U pacienti s deficitem KI je snizend respirace po piidani substrati poskytujicich
NADH, zatimco dychani v pfitomnosti ostatnich substratli je normalni. Pacienti s deficitem
KII maji snizenou spotiebu kysliku pouze u substrat poskytujicich FADH,. Snizena
respirace v pritomnosti substratli poskytujicich NADH 1 FADH, a normélni respirace oxidace
durohydrochinonu a TMPD + askorbatu naznacuje deficit CoQ. Snizena oxidace NADH i
FADH; poskytujicich substratii spolu se snizenou oxidaci durohydrochinonu naznacuje deficit
KIII. Redukovand oxidace vSech substratii naznacuje deficit KIV (Tulinius et al., 1991).

Touto metodou Ize detekovat i deficit PDH (Tulinius et al., 2005).

4.1.2.2. Méfeni respirace na permeabilizovanych svalovych viaknech

Studie OXPHOS musi byt provedena na neporusenych mitochondriich. Méfeni spotieby
kysliku se provadi na mitochondriich, izolovanych z tkdni nebo bunék. Izolace se provadi
diferencidlni centrifugaci. Ta pfindsi precizni funkéni charakteristiku OXPHOS in vitro, ma
vSak 1 n€kolik nevyhod. MiiZze dojit k selekci ¢asti mitochondrialni populace, k ovlivnéni

vlastnosti mitochondrii béhem izolace, rozruseni interakci mezi jednotlivymi mitochondriemi
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a hlavné je potieba relativné velky objem vzorku (bunck, tkdn¢€) (shrnuto v Kuznetsov et al.,

2008).

Vyuziti nepermeablizovanych bunck je omezené. Mnoho efektorti nedokdze proniknout
bunéénou membranou. Proto na neporuSenych preparatech nelze studovat mitochondridlni
odpovédi na nékteré substraty (napiiklad ADP, kreatin nebo cyt c). Aby byla pfekondna
omezeni, kterd piinasi izolované mitochondrie, byly vyvinuty metody, zkoumajici funkce

mitochondrie na permeabilizovanych buiikach a na tkanovych homogenatech.

Schopnost nékterych chemickych cinidel (digitonin, saponin, filipin, a-solanin, a-
tomatin a B-escin) interagovat s cholesterolem, vyskytujicim se na bunéénych membrandch,
muzeme vyuzit k permeabilizaci bunéénych membran. Permeabilizovana svalova vlakna nebo
buiiky jsou schopné zpracovat rtizné substraty, vysoce citlivé na specifické inhibitory, coz

znazorhuje funk¢éni neporusenost mitochondrii.

Studie in situ umoziuje analyzu mitochondrii jako integrovaného bunééného systému (v
jejich pfirozené pozici v buiice, uchovava nepostradatelnou interakci s cytoskeletem, jadrem a
ER). Mitochondrie jsou povazovany za centralni ¢ast mnoha signalnich bunéénych kaskad,
proto je jejich funkce siln€é regulovana architekturou bunky, uspofadanim a morfologii
mitochondrii. To ma vliv 1 na dynamiku mitochondridlni sité, pohyblivost mitochondrii a
jejich interakci s cytoskeletem. Ackoli mitochondridlni dynamika miaze byt béhem
permeabilizace bunck ztracena, zakladni interakce zistavaji neporusené. Métfeni in siftu se
vice podoba situaci v zZivych bunkach nez méfeni na izolovanych mitochondriich (shrnuto v

Kuznetsov et al., 2008).

In situ metoda ma ale i své nevyhody. Piinasi informace o celkové mitochondrialni
populaci, ale nelze pomoci ni studovat jednotlivé mitochondridlni podskupiny (naptiklad
subsarkolemalni, intermyofibrilarni a perinuklearni). Déle béhem permeabilizace dochazi ke
ztraté cytoplasmy a veSkerych rozpustnych komponentii bunky, a proto nelze studovat
mechanismus vlivu signdlni transdukce. Téz nelze studovat naptiklad zménu pH burky,
koncentrace vapniku a metabolitti. AvSak tento problém lze piekonat ménicim se slozenim

inkubace (Kuznetsov et al., 2008).

Kontrola kvality permeabilizace je ovéfovana pridanim redukovaného cyt c. Nedojde-li
k poruSeni vné€j$i membrany mitochondrie, exogenné pfidany cyt ¢ nema na mitochondridlni
respiract vliv. V pfipadé, kdy doSlo k poruseni vné&jsi membrany, se cyt ¢ uvolni

z mezimembranového prostoru a respirace je inhibovana. Pfidanim cyt ¢ do polarografické
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komory vyrazné zvysuje spotiebu kysliku. Po vyCerpani cyt ¢ je dychani inhibovano, jelikoz
komplexu IV nejsou dodévany elektrony. Stejné¢ jako v ptfipadé méteni spotieby kysliku
v izolovanych mitochondriich se do komory postupné piiddvaji substraty a inhibitory
komplexit OXHOS. Titrace substrati a inhibitord umoziuje detekovat a lokalizovat defekty
dychaciho fetézce. Mira spotieby kysliku se vztahuje na mg suché vahy svalovych vldken

(Kuznetsov et al., 2008).
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Obrazek : A) schéma komplexi systému oxidativni fosforylace se substraty a inhibitory. B) priklad
polarografického méreni permeabilizovanych bunék po pridani jednotlivych substrati a inhibitord
komplexi dychaciho Fetézce (upraveno podle Kuznetsov et al., 2008).

Vysvétleni zkratek: antA (antimycin A), ask (askorbat), dig (digitonin), glu (glutamat), mal (malat), rot
(rotenon), sukc (sukcinat), TMPD (N,N,N',N'-tetramethyl-p-fenylendiamin)

Respirometrie permeabilizovanych svalovych vldken, tkani a bunck je spolehlivou
metodou funkéni analyzy mitochondrii in sifu, zachovavajici nezbytnou interakci
mitochondrii s ostatnimi komponenty bunky. Je to citlivdA metoda vhodnd k detekci
mitochondridlnich onemocnéni. Jeji vyhodou je minimalizace velikosti vzorku, ktery je na
analyzu potieba. Je tedy vhodna zejména na studii vzorkil ziskanych biopsii, kdy je mnoZstvi

dostupné tkan€ omezené.

4.1.2.3. Méreni spotieby kysliku pomoci fluorescencni sondy (7 anglického Phosphorescent-based

oxygen sensing probe assay)

Vysokokapacitni fluorescenéni metoda (z anglického high-throughput fluorescence-

based methodology), analyzujici spotiebu kysliku, pfindsi informace o celkovém funkénim
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stavu tvorby energie v mitochondriich. Na rozdil od polarografie vyuZivajici Clarkovu
elektrodu ma tato metoda vyssi kapacitu. Lze ji vyuzit k analyze rtiznych typti bun¢k. Méteni
se provadi ihned po permeabilizaci bunck, pfidanim substrati (pyruvat + malat),
fluorescencni sondy, s nebo bez ptidani ADP (k ur€eni maximalni respiracni kapacity je ADP
piidavano v nadbytku). K regeneraci ADP se pouziva kreatin. Dale se k izolaci vzorku od
okolniho kysliku (mohl by znicit kyslikovy gradient) pouZiva mineralni olej (Will et al,
2006). Vzorky jsou méteny v 96 jamkové desti¢ce pomoci pfistroje (Viktor 2; PerkinElmer),
snimajiciho fluorescenci kazdych 5 minut po dobu 55 min, pii teploté 37 °C. Relativni
spotieba kysliku (ROCR) se odefte znejrychleji vzrlstajici linedrni c¢asti fluorescencni
kfivky, coZ umoznuje porovnani respirace ruznych vzorkii mezi sebou (Jonckheere et al.,

2010). Vysledky jsou normalizované na aktivitu CS.

K méfeni jsou piidavany specifické inhibitory: rotenon (KI), antimycin A (KIII), azid
(KIV), oligomycin (KV), atraktylosid (ANT), a-hydroxykyanocinamat (pyruvatovy pienasec)
a arsenit (PDH a o-ketoglutarat dehydrogenaza). VSechny tyto inhibitory vyrazné sniZuji
spotiebu kysliku (Jonckheere et al., 2010).

Tuto metodu lze vyuzit 1 jako dopliujici, rychly a efektivni, diagnosticky nastroj pii
vySetteni kultivovanych bun€k pacienta (naptiklad fibroblasty). Je ale tieba méfit casnou
pasaz a métit nejméné ve dvou nezavislych pokusech. Deficit ATP syntazy lze detekovat
pfidanim rozptahovace (CCCP). Lze méfit jak na permeabilizovanych bunkach, tak na

izolovanych mitochondriich (Jonckheere et al., 2010).

U nékterych pacientli se snizenou produkci ATP byla identifikovana snizena spotieba
kysliku, av§ak normalni aktivita komplextt OXPHOS a PDH. Toto zji$téni naznacuje, Ze jsou
dalsi, zatim neidentifikované, defekty energetického metabolismu odpovédné za nizsi
spotfebu kysliku. Déle n¢které defekty, identifikované ve svalech, vykazuji normalni respiraci
ve fibroblastech (POLG mutace (gen pro mitochondrialni DNA polymerdzu y) nebo také
sekundarni dysfunkce mitochondridlniho energetického metabolismu — anorexie, malnutrice

(Morava et al., 2006)).

Vyhody této metody oproti oxidaci substratu jsou zejména: jednoduchost, mensi
pozadavek na bunécny material a absence izotoptl. Na rozdil od klasické polarografie, je diky
omezeni zpétné difuze, mira spotieby kysliku monitorovdna s vét§i piesnosti. Vyzaduje

relativné maly objem vzorku a umoZiluje méteni pii riiznych podminkach soucasné. Navic lze
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vyuzit 1 k méfeni bunéCnych linii srelativné niz$i mitochondrialni aktivitou (naptiklad

fibroblasty) (Jonckheere et al., 2010).

4.2. Tkané, z kterych se analyza provadi

U myopatii je kosterni svalovina nejvhodnéjSim typem tkan€. NejCastéji se vyuzivaji
svaly musculus quadriceps femoris, musculus tibialis anterior a musculus deltoideus. U
pacientli, ktefi maji zasazeny hematopoeticky systém mize byt analyza provedena na
lymfocytech periferni krve (shrnuto v Grazina, 2012). U chorob postihujicich jatra a srdce se
doporucuje biopsie jater a myokardu. U nemoci s postizenim organt, ke kterym je narocny
ptistup (mozek, retina, endokrinni zlazy, hladka svalovina) se na analyzu vyuZivaji periferni
tkdn¢ (kosterni svalovina, kultivované fibroblasty a lymfocyty). Vzdy, nezédvisle na tkani,
kterd je zasazena, se provadi kozni biopsie k ziskani bunééné kultury (shrnuto v Grazina,

2012). Na analyzu Ize pouzit i autoptickou tkan, je-li odebrana do 2 hodin po smrti.

Ve vétSin¢ pripadl se pro analyzu OXPHOS pouzivaji vzorky svalové biopsie.
Vzhledem k tomu, Ze v nékterych pripadech (mtDNA mutace genu pro ND6 a deficit KI)
nemusi byt deficit ve svalu identifikovatelny, ale naopak mize byt identifikovatelny ve
fibroblastech (Ugalde et al., 2003), je vhodné analyzu provést paralelné¢ na dvou tkanich
(svalova a fibroblasty).
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5. Zavér

Vzhledem k heterogenité¢ klinickych projevii mitochondridlnich onemocnéni a slabé
korelaci mezi genotypem a fenotypem se upfednostiiuje provedeni nékolika funk¢nich analyz
k charakterizaci deficitu OXPHOS. Soucasné se k analyze OXPHOS pouzivaji metody:
méfeni enzymatickych aktivit komplexii OXPHOS, méfeni kapacity mitochondridlniho

energetického metabolismu a méfeni spotieby kysliku.

Spektrofotometricka data piindsi cenné informace o maximalni enzymatické aktivité
jednotlivych komplext OXPHOS. Analyza vSak poskytuje Siroké rozmezi vysledka u
pacientli s poruchou nékterého z komplexti dychaciho fetézce, piicemz néktetfi pacienti
vykazuji 1 normalni enzymatickou aktivitu. Tato skute¢nost miize byt zplisobena pouzitim
syntetickych substrati v podminkach in vitro, které nekoresponduji s pfirozenym prostiedim
buniky.

Proto samotnd spektrofotometrickd analyza k diagnostice mitochondrialnich

onemocnéni nestaci a je nasledovdna dalSimi metodami, které¢ analyzuji celkovou funk¢nost

OXPHOS.

Me¢feni kapacity mitochondridlniho energetického metabolismu pfinasi dilezité
informace, vedouci k lokalizaci primarniho deficitu. Tato metoda se ukazuje byt citlivéjsi na
detekci mitochondridlniho onemocnéni oproti méfeni enzymatickych aktivit jednotlivych
komplexit OXPHOS. Béhem studie 24 pacienti s MELAS syndromem, 8 pacientl
vykazovalo snizeny jeden nebo vice parametri kapacity mitochondrialniho energetického
metabolismu, zatimco enzymatické meéteni téchto pacientli poskytovalo hodnoty jako u

zdravého jedince.

Dalsi metodou slouzici pro celkovou funkéni charakteristiku OXPHOS je
polarografickd metoda detekce spotieby kysliku. Vyhodou této metody, oproti oxidaci
substratu, je zejména to, Ze neni tieba prace s radioaktivnim materidlem. Nepokryva vSak tak

Siroké spektrum metabolickych drah.

Vysokokapacitni fluorescencni metoda ve srovnani s klasickou polarografii, vyuZivajici
Clarkovu elektrodu, umoziuje detekci spotieby kysliku s vy$si piesnosti, vyzaduje mensi

mnozstvi vzorku a navic umoziiuje mefeni za rtiznych podminek soucasne.
Pro co nejpfesnéjsi funkéni charakterizaci OXPHOS u pacienti s podezienim na

mitochondridlni onemocnéni by mély byt zhotoveny alesponi 2 vySe zminéné funk¢ni analyzy

a to nejlépe na dvou riznych tkdnich zaroven.
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