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1. LITERALNI PREHLED

1.1. Mitochondrie

Mitochondrie byly objeveny v druhé poloving 19. stoleti R. Altmanem [1]. Maji
ovalny, sféricky nebo ty¢ince podobny tvar. Jejich velikost se v jednotlivych tkanich lisi,
v hepatocytech méfi v priméru 3 pm, v endokrinnich buiikach pankreatu dosahuji
velikosti az 10 um [2]. V jedné buiice je v priméru 100 — 1000 mitochondrii, které se
reprodukuji délenim.

Mitochondrie obsahuji né¢kolik set enzymt zasahujicich do metabolismu aminokyselin,
organickych kyselin, mastnych kyselin, porfyrind, purinii a pyrimidind. Jejich zakladni
funkci je vSak syntéza ATP, kreatinfosfatu, acetyl — CoA a prekurzorii glukoneogeneze
k zajisténi energetickych potfeb bunék. Vyrobou energetickych zdroji ovliviluji
mitochondrie funkci vSech tkani, proces starnuti i priibéh bunééné apoptozy.
Mitochondrie jsou cytoplazmatické organely tvofené vné€j$i a vnitini mitochondridlni
membrénou (obr. 1.1, str. 7). Prostor mezi nimi se oznacuje jako intermembranovy.
Hladka vnéj$i mitochondridlni membréana je charakteristicka tim, Ze obsahuje mnoho
molekul transportniho proteinu porinu, ktery tvofi transmembranové kanalky umoziiujici
prichod molekuldam do velikosti 10 kDa. Membrana dale obsahuje proteiny tvofici
transkolazu vné&jsi membrany (TOM) nezbytné pro import jaderné kodovanych
mitochondrialnich proteint.

Naproti tomu vnitfni mitochondridlni membrana je ze 75 % tvofena proteiny a je volné
propustna jen pro O, a CO3  Ostatni latky (pfedevsim ATP, ADP, pyruvat, Ca™,..)) jsou
prenaSeny  pomoci  specifickych  pfenase¢i.  Obsahuje  také  kardiolipin
(difosfatidylglycerol), ktery zvySuje nepropustnost membrany pro lipidy, a tim podporuje
udrZovani protonového gradientu. Vnitini mitochondridlni membréna tvofi utvary zvané
kristy, které zvétSuji jeji povrch a tim zvySuji respira¢ni kapacitu dané mitochondrie.
Pocet krist se lisi v zavislosti na energetické naro¢nosti tkan€. Vnitini prostor
mitochondrie vypliiuje matrix. Matrix je gelovité povahy, obsahuje 50 % vody, enzymy
oxida¢niho metabolismu, substraty, nukleotidové kofaktory, anorganické ionty, mtDNA,

vvvvvv

mitochondrialni membrané a v matrix.



Mitochondrie pravdépobné vznikly endosymbiozou predchiidce eukaryotické butiky s o —
Proteobakteriemi pfed jednim bilionem let [4]. Jednim z dikazi je vlastni
mitochondridlni genom — mtDNA, jehoZ velikost se méni v zavislosti na organismu (5 —
100 genli). AvSak vétSina proteini v mitochondriich neni kédovana mtDNA, ale

jadernou DNA. Je to pravdépodobné dano pfechodem ¢&asti genti z mtDNA do jaderné

DNA béhem vyvoje eukaryot. Mitochondrie jsou tedy kontrolovany dvéma genetickymi
systémy nDNA a mtDNA.

kristy

cytosol

matrix

obr. 1.1 Mitochondrie v elektronovém mikroskopu (zvétSeni 44.000x)

(autor: RNDr. J.Sladkova, CSc, 2003, Klinika détského a dorostového lékafstvi)

1.1.2. Mitochondrialni DNA

Mitochondridlni DNA (mtDNA) byla objevena vroce 1963 a charakterizovana v roce
1967 Claytonem a Vinogradem [2]. Lidskd mtDNA je dvoufetézcova kruhova molekula
o velikosti cca 16,5 kbp. MtDNA se dédi po maternalni linii, je slozena ze dvou fetézci
(H a L), neobsahuje introny, ma kromé regulacnich mist pouze 37 gend. Obsahuje 13
gend kodujicich proteiny dychaciho fetézce, 2 geny pro rRNA a 22 gent pro tRNA (obr.
1.2, str. 9). Mitochondrialni mRNA jsou piekladany na mitochondridlnich ribozomech.
Mitochondridlni geneticky piepisovy kdéd se 1isi od kodu nuklearniho. Na rozdil od
jaderné DNA neni poc¢et molekul mtDNA v buiikach jednotlivych tkani konstantni, ve
vét§ing bundk je pritomno 10° — 10* kopii [5]. Nejvétsi mnozstvi mtDNA se nachézi ve
zralém oocytu, kde tvofi az 1/3 celkového genetického materidlu. MtDNA je nachylné&jsi

k mutacim vice nez nDNA, protoze se nachazi v blizkosti vnitfni mitochondrialni



membrany, kde vznikaji volné kyslikové radikaly. Navic mtDNA neni chranéna histony

a v mitochondriich nejsou pfitomny funkéni mechanismy pro jeji opravu.

con K l ATPaseb
ATPase8

obr. 1.2 Mapa lidské mtDNA (16569 bp) (pievzato z[6])
vnéjsi kruh — H — fetézec
vnitini kruh — L — fetézec
Op — replika¢ni pocatek H — fetézce;smér syntézy DNA naznacen Sipkou
O - replikaéni pocatek L — fetézce; smér syntézy DNA naznacen Sipkou

ITy, ITh;, ITH, — mista iniciace transkripce; smér transkripce naznacen Sipkami



1.2. Dychaci Fetézec a ATP syntasa (OXPHOS)

2N 4 H

sternernbiratces
FHOTIor
e nmmnmmMn e TGEARET -
T mu u " uuﬂuumuHMHu L'ﬁ"?fggou
A 02 —
H* sukcinét umarét 20
ADP + P + H,0

obr. 1.3 Schéma dychaciho Fetézce a ATP syntasy ( pfevzato z [3] )

Systém oxidacni fosforylace (OXPHOS) je hlavnim zdrojem ATP v buiice (obr. 1.3).
Oxida¢éni fosforylace je zprostfedkovana ¢tyfmi enzymovymi komplexy dychaciho
fet¢zce a ATP syntasou, které jsou lokalizovany ve vnitini mitochondialni membrané.
Sav¢i komplexy OXPHOS jsou slozeny z piiblizneé 90 polypeptidovych podjednotek a 22
prostetickych skupin. Z 90 podjednotek je 13 podjednotek kodovano mitochondrialni
DNA, ostatni jadernou DNA (tab. 1.1, str. 10) [7].

Dychaci fetézec je tvoifen komplexem I (NADH: ubichinon oxidoreduktasa), komplexem
II (sukcinat: ubichinon oxidoreduktasa), komplexem III (ubichinol: cytochrom ¢
reduktasa), komplexem IV (cytochrom c: O, oxidasa) a dvéma mobilnimi pfenaseci
koenzymem Q (ubichinonem) a cytochromem c. Sukcindt a NADH vznikajici v matrix
(pti glykoWze, v citratovém cyklu a B - oxidaci) jsou oxidoviny NADH -
dehydrogenasou (v komplexu I) nebo sukcinat — dehydrogenasou (v komplexu II).
Pfedané elektrony jsou dale pfenaSeny na ubichinon, komplex III, cytochrom ¢ aZ na
komplex IV, kde dochézi k redukci molekuldrniho kysliku na vodw: Sekvence pfenosu
elektroni byla urena ze spektrofotometrickych méfeni a méfeni spotfeby kysliku u
riznych substratd za pouziti specifickych inhibitorti. Funkci dychaciho fetézce je pienos

elektronti z redoxniho paru NAD*/NADH+H" s niz8§im redukénim potencialem



(Eo = — 320 mV) na redoxni par O,/H,O s vy$§im redukénim potencidlem (Ey = + 820
mV) [3]. Celkovy rozdil potencialii v dychacim fetézci je 1,1 voltu. Energie uvolnéna pfi
pruchodu elektrond elektron transportnim fetézcem se vyuzZiva k Cerpani protont.
Protonovy gradient pohani Zivotné dileZitou syntézu ATP. Transport protonii umoziiuji
komplexy I, III a [V. Pfenosem elektroni z jedné molekuly NADH dychacim fetézcem se
uvolni mnoZstvi energie potiebné k syntéze necelych tfi molekul ATP a pienos elektronti

z FADH,; vede ke vzniku necelych dvou molekul ATP [8].

tab. 1.1 Pfehled nDNA a mtDNA kédovanych podjednotek OXPHOS

komplex *poéetnn ‘ tet mtDNA Kédovanych
T 39 7(NDI-7)

I 4 0

III 10 1 (cytochrom b)

v 10 3 (Cox1 -3)

A" 14 2 (ATPasa6, ATPasa8)

1.2.1. Komplex I — NADH: ubichinon oxidoreduktasa

Komplex I — NADH: ubichinon oxidoreduktasa je nejvétsi, nejvice komplikovany a
nejméné probadany komplex systému OXPHOS. Je sloZen ze 46 podjednotek (39 koduje
nDNA a 7 mtDNA) a je velky 1MDa. Je jednim ze dvou mist vstupu elektronti do
dychaciho fetézce. Katalyzuje pfenos dvou elektroni zNADH na lipofilni pfenasec
ubichinon (koenzym Q)), to je spjato s pienosem 4 vodikovych protonii z matrixové
strany do mezimembranového prostoru. Protonovou pumpou mohou prochazet H* (Na")
ionty, jejich translokace pfes vnitini mitochondridlni membrénu pfispiva k tvorbé
elektrochemického protonového gradientu. Mechanismus protonové pumpy v komplexu I
je v literatufe popisovan dvéma modely: pfimy (redoxné fizeny) a nepfimy (konforma¢né
fizeny). Dva elektrony ziskané oxidaci NADH jsou pfeneseny na primarni elektronovy
akceptor komplexu I nekovalentné vazany flavinmononukleotid (FMN). Odtud dale na
redoxni centrum tvofené osmi Fe — S klastry a nakonec na elektronovy prenaSe

ubichinon (Q), ktery se redukuje na ubichinol (QH; ) [7].
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NADH + H ++ Q + 4 H+matrix - NAD+ + QH2 +4 H+ mezimembranovy prostor

Elektronovym mikroskopem bylo zji§téno, Ze jednotlivé komponenty komplexu I jsou
uspoiradany do struktury pfipominajici pismeno “ L ,, (nebo strukturu boty). Tato unikatni
struktura je evoluéné konzervovand. Je tvofena dvéma na sebe kolmymi &astmi —
rameny. Jedno rameno, zapu$téné do lipidové dvojvrstvy, je hydrofébni (membranova
¢ast), druhé rameno prostupuje do matrix a je hydrofilni (periferni ¢ast) [9, 10]. SloZeni
periferni ¢asti komplexu I bylo studovano na bakterii Thermus Thermophilus. Obsahuje
vétSinu redoxnich faktord a podili se na transferu elektroni z NADH na ubichinon a je
tvofen jen jadernymi podjednotkami (oznacuji se NDUFA). 7 z nich obsahuje fetézec
sloZzeny z osmi Fe — S klastrii a spojeny s dvéma katalytickymi jednotkami. Prvni klastr
v fetézci je tetranuklearni klastr N3, nachazi se v 51 kDa metaloproteinu (NDUFAV1),
ktery také obsahuje NADH vazebné misto a primarni elektronovy akceptor kovalentné
vazany flavinmononukleotid (FMN). Klastry N1b, N4, N5 a distalni tetranuklearni klastr
N7 se nachazeji v 75 kDa podjednotce (NDUFASI). Klastr N6a a N6b se nachazeji v
podjednotce NDUFASS8 (oznacované TYKY). Je to spojujici podjednotka na rozhrani
s hydrofobnim ramenem. Posledni klastr vietézci je v podjednotce NDUFAS
(oznaCované PSST) a pravdépodobné zajistuje redukci ubichinonu na ubichinol blizko
hranice s membranovym ramenem. Obvyklé cesta pfenosu elektronti je tedy: FMN — N3
—Nl1b— N4 — N5 — Né6a — N6b — N2 - Q [11, 12]. Membranova ¢ast je sloZena pfiblizné
z 20 podjednotek, 7 z nich je kddovano mtDNA (ND1 — 6 a ND4L) [13] . Podjednotka
NDI1 tvoti pravdépodobné vazebné misto pro ubichinon. Podjednotky ND2, ND4 a ND5
se nejspise podileji na penosu elektroni [14].

Komplex I obsahuje 14 evoluéné konzervovanych podjednotek, které byvaji oznaCovany
jako jadro komplexu I a hraji primarni roli v pfenosu elektronti a translokaci protonti
(obsahuji redoxni centra, substrat vazajici mista). Je to 7 jaderné kédovanych podjednotek
(NDUFS1 - 3, NDUFS7 — 8, NDUFV1 - 2) a viech 7 mitochondrialné¢ kédovanych
podjednotek (ND 1 — 7). O funkci ostatnich 32 podjednotek je zndmo velmi malo.
Komplex I po ptidani detergentu disociuje na 4 subkomplexy Ia, IB, Iy a IA (obr. 1.4, str.
12) [10, 15]. Subkomplex Io zahrnuje periferni rameno a malou ¢ast membranového
ramene, pfiCemZ IB obsahuje hlavni ¢ast membranového ramene. SloZeni subkomplexii

Iy a I\ je zavislé na druhu pouzZitého detergentu.

11



] / NDUFvs *
; NOUFV2 *
NDUFV3
NDUFS1 *
NDUFS2°  *uxii
NDUFS3* ./
NDUFS$4 *
NOUFS6 *
NOUFST *
NOUFS8* -
NDUFA2 &+
NDUFAS
NDUFAT -
NDUFA12 -~
NOUFA13  : v
l¢z .7 NOUFSS 15iia
T NDUFA1  WwFF
NDUFA3 v
NDUFAG it
NDUFA8  -(iv

NDUFAS i :00s \ RS
NOUFA10  :2:D: ’

NDUFA11 834~
NDG * NI .
- NDUFCt  AFYvi
‘ / ND1* Nt '\\ =
ND2* N2 |
ND3* ek
ND4L® e

ol Jti.  NOUFB i
e 357 NDUFB2 e
s NOUFB4 22 NDUFB3
5ot NDUFBS

B NDUFB6
N NDUFB?

: NDUFBS
NOUFB9
NDUF810
NDUFB11
G NDUFC2
fane (2)

NO4*

NDS5 *

wwwwwww

obr. 1.4 Model komplexu I (pfevzato z [16])

1.2.1.1. Biogeneze komplexu I

Téméf vSechny strukturni podjednotky komplexu I jiz byly popsény, avsak jeho
biogeneze a interakce s ostatnimi komplexy OXPHOS jsou dnes pfedmétem intenzivniho
studia. Ke studiu ,,asemblace” jsou pouzivany burky pacientii s deficienci tohoto
komplexu. Deficience jsou zplisobené mutacemi v jadernych i mitochondrialnich genech
kédujicich podjednotky komplexu I. Studie ,,asembla¢niho® procesu komplexu I u savceu,
zejména u Clovéka prokazaly, Zze nékteré podjednotky jsou nezbytné pro ,.asemblaci®
ostatnich podjednotek do finalniho komplexu.

Podjednotky ND4 a ND6 jsou esencialni pro ,,asemblaci® ostatnich ND podjednotek
[17]. Ztrata podjednotky ND4 zabrani tvorbé membranového ramene. Mutace
v podjednotkach ND6 a NDI1 vedou k ¢etnym redukcim v holokomplexu I [18] .
Podjednotka ND2 je dilezita pro ,asemblaci“ a stabilitu komplexu I. Mutace v této
podjednotce zplsobuje absenci dehydrogenasové aktivity [19]. Naproti tomu podjednotka
NDS5 neni nezbytna pro asemblaci komplexu, ale je nezbytna pro jeho aktivitu [20]. Ztrata
podjednotky ND3 nevede k zadné zméné. Podjednotka NDUFA 1 ma kli€ovou roli

v ,,asemblaci“ komplexu I, na jeji pfitomnosti jsou zavislé nékteré ND podjednotky a
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také né€které dal§i jaderné kodované podjednotky. Ztrata nékteré z ND podjednotek
(mtDNA kodované) nema Zadny efekt na proteinové sloZeni hydrofilniho ramene
slozeného z jaderné¢ kodovanych podjednotek [21]. VétSina jaderné kodovanych
podjednotek je jiZ v této dobé vazana v ,,asembla¢nich® intermediatech [13]. Nedostatek
podjednotky NDUFA 8 negativné ovliviiuje ,,aseblaci* a stabilitu komplexu I [22]. Byl
jiZ navrZzen ,asemblacni“ proces komplexu I u c¢lovéka a ten se znatné lisi od
»asemblaéniho® procesu v aerobni houb& Neurospora crassa [19], kde jsou hydrofobni a

hydrofilni ramena tvofena nezavisle na sobé a potom se spoji v jeden komplex [23].

1.2.2. Komplex II — sukcinat: ubichinon oxidoreduktasa

Mitochondrialni sukcinatdehydrogenasovy komplex (SDH) je soucasti dychaciho fetézce
1 Krebsova cyklu [24]. Komplex II — sukcinat: ubichinon oxidoreduktasa je nejmens$im
komplexem dychaciho fetézce, jeho molekulova hmotnost je 120 kDA. Jako jediny
komplex OXPHOS je kodovany pouze jadernou DNA. Katalyzuje oxidaci sukcinatu na

fumarat spojenou s redukci ubichinonu na ubichinol.

sukcinat + FADH, + Q — fumarat + FAD™ + QH,

Komplex II nema transloka¢ni funkci a nepodili se tak na tvorbé elektrochemického
potencialu, ale umozinuje vstup elektrontt z FADH, do dychaciho fetézce. Sav¢i komplex
IT je sloZen ze ¢tyt pouze jaderné kddovanych podjednotek, tfi Fe — S klastrl, kovalentné
vazané molekuly FAD a cytochromu bssg. Dvé vétsi hydrofilni podjednotky SDHA (70
kDa) a SDHB (27 kDa) [25] se nachdzeji v matrix a na membranu jsou navazané
prostiednictvim dvou menS$ich, v membran¢ zakotvenych hydrofobnich podjednotek
SDHC (15 kDa) a SDHD (13 kDa). Podjednotka SDHA (flavoprotein) obsahuje
molekulu FAD. Podjednotka SDHB obsahuje tfi linearné spojené Fe — S klastry, nazyvaji
se S1 [2Fe — 2S], S2 [4Fe — 4S] a S3 [3Fe — 4S]. Klastry S1, S2, S3, S4 se vyskytuji ve
stechiometrickém poméru 1:1:1:1 s FAD. Klastry S1 a S3 jsou redukovany sukcinatem,
zatimco Kklastr S2 je redukovan dithioni¢itanem. Podjednotky SDHA a SDHB spolu
dohromady tvofi enzym sukcindtdehydrogenasu. Mechanismus pienosu elektroni

komplexem II neni dosud uplné zfejmy. Sukcinat pteda elektrony molekule FAD, kde je
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vazebné misto pro sukcinat (SDHA). Ty jsou pak pieneseny na Fe — S klastry a déale na
membranové podjednotky (SDHC, SDHD), kde probihd redukce ubichinonu na
ubichinol. Byla nalezena dvé€ vazebna mista pro ubichinon Q1 a Q2. Redukce ubichinonu
na ubichinol byla prokdzana pouze ve vazebném misté Q1, které se nachazi na okraji
hydrofobni kapsy tvofené podjednotkami SDHB, SDHC a SDHD a lezi blizko [3Fe — 4S]
klastru. Jeho aminokyselinové sloZeni je v organismech striktné konzervované [26].
Molekula cytochromu bssg je navazana na podjednotky SDHC a SDHD, ale jeho role
v transportu elektrond je stale nejasna [7, 27], pravdépodobné nefunguje jako pienase¢ se

sukcinatu na fumarat. Cytochrom bssg se spektralné lisi od cytochromu b z komplexu III.

1.2.3. Komplex III — ubichinol: cytochrom c oxidoreduktasa

3+ + 2+ +
QioHz + 2 cytochrom ¢ ™" +2H marix — Qio + 2 cytochrom ¢ =" + 4H intermembranovy prostor

Treti komplex dychaciho fetézce ubichinol: cytochrom ¢ oxidoreduktasa katalyzuje
prenos elektront z QH; na cytochrom ¢. Cytochrom c¢ je volné vazany k vnéjsi strané
vnitini mitochondridlni membrany a stiidavé se vaze na cytochrom c; komplexu IIl a na
komplex IV a funguje mezi nimi jako ptenaSe¢ elektronti. Sav¢i komlex III se vyskytuje
ve form¢ dimeru, monomer ma molekulovou hmotnost 240 kDa [28]. Je sloZen z 11
podjednotek a n€kolika redoxnich skupin: cytochromu b, cytochromu ¢ a binuklearniho
Fe — S klastru (Fe,S;) [29]. Jsou pfitomny v poméru 2:1:1. Podjednotky jsou podle
mobility na elektroforetickém gelu oznaceny fimskymi ¢islicemi od I do XI. Podjednotky
I all se oznaCuji CORE 1 (49 kDa) a CORE 2 (47 kDa). Jsou to nejvétsi podjednotky
komplexu, pravdépodobné se neucastni pfenosu elektrond, ale jejich pfitomnost je
esencialni pro spravnou ,,asemblaci“ celého komplexu. Podjednotka III (43 kDa) byva
také nazyvana cytochrom b, protoZe obsahuje dvé hemové skupiny (cytochrom bses a
cytochrom bse;), které maji odliSné spektralni a redoxni vlastnosti. Je jedinou
podjednotku komplexu III kodovanou mtDNA, ostatni podjednotky jsou kodovany
jaderné. Tento hydrofobni protein je hlavni slozkou transmembranové ¢asti komplexu II1
a je umistén v centralni ¢asti enzymu. Podjednotka IV (27kDa) obsahuje cytochrom cy,
nachazi se na vn&$§im povrchu vnitini mitochondridlni membrany a reaguje

s elektronovym pienaSecem cytochromem c. Podjednotka V (22 kDa) se oznacuje jako
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Rieskeho Fe — S protein [30] (diky obsahu Fe — S klastr) podle svého objevitele a ma
pravdépodobné oxida¢né — redukéni vlastnosti [7]. Nachazi se mezi cytochromem b a
cytochromem c;. Ostatni podjednotky neobsahuji prostetické skupiny a jejich role nebyla
jesté zcela objasnéna. Protein zvany ,Hinge“ (9 kDa) stimuluje pfenos elektrond
z cytochrom ¢; na cytochrom ¢ [31]. Podjednotky 13 kDa a 9 kDa se nejspiSe ucastni
vazby ubichinolu. Funkce podjednotky 7 kDa uzce spojené s cytochromem c) a ,,Hinge*
proteinem je pravdépodobné spojena se stimulaci pfenosu elektrond z Fe — S center na
cytochrom ¢; nebo z cytochromu ¢; na cytochrom ¢ Podjednotka 6 kDa je nejspiSe
spojena s Fe — S proteiny. Byl akceptovan proces popisujici pribéh transportu elektront a
translokace protonti v komplexu III, ktery je oznaovan jako Q cyklus [7]. V komplexu
III se nachazeji dvé reakéni centra pro ubichinon, nazyvaji se Q,, — vné€jsi, Qi, — vnitini.
Nejprve je v mist€é Qo prvni elektron pienesen z ubichinolu QH; na Fe — S klastry za
vzniku nestabilniho ubisemiubichinonu. Elektron je dale pfenesen na cytochrom c; a
cytochrom c. Nasledné je dal$i elektron pfenesen pies hem bs¢s na bss; a dale na
ubichinon v misté Qj, za vzniku stabilniho semiubichinonu, ktery zlstane nadale v tomto
reakénim centru navazan. V druhém cyklu dojde znovu k navazani QH; na misto Qout,
ubisemiubichinon je nasledné redukovan na QH; druhym elektronem a zaroverni dojde
k pfijmuti 2 protond zmatrix (posledni 2 kroky jsou lokalizovany v mist¢ Q).
Vysledkem Q cyklu je oxidace jednoho ubichinolu QH; na Q ubichinon, dvé molekuly
cytochromu c¢ jsou redukovany, dva protony z matrix a 2 protony z ubichinolu jsou

translokovany do intermembréanového prostoru [3, 7].

1.2.4. Komplex IV — cytochrom c: O; oxidoreduktasa (cytochrom c oxidasa)

Komplex IV, cytochrom ¢: O; oxidoreduktasa nebo cytochrom c¢ oxidasa (COX) je
termindlnim komplexem dychaciho fetézce (obr. 1.5, str. 17). Odebira elektrony z
redukovaného cytochromu ¢ a nasledné je vyuziva pro redukci molekuldrniho kysliku na
vodu. Zéarovenn dochéazi k translokaci protonfi, a tim generaci elektrochemického
gradientu. Na kazdy elektron, ktery projde enzymem, je jeden proton spotfebovan (k

redukci O,) a jeden proton piecerpan [7].

4 cytochrom 4 0,+4H — 4 cytochrom A 2H,0
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Komplex je sloZzen zmnoha riznych podjednotek jejichz pocet se b&hem evoluce
v zavislosti na druhu organismu zvySuje [32].

Savéi COX je heteroligomerni, transmembranovy komplex o molekulové hmotnosti 200
kDa. Je sloZeny ze 13 podjednotek, 3 podjednotky jsou koédovany mtDNA a 10
podjednotek nDNA [33]. COX obsahuje nékolik redoxné aktivnich prostetickych skupin,
které se pfimo podili na elektronovém pienosu (dva hemy A (a, a3) a dvé Cu centra:
Cup, Cug) [34]. Mitochondridlné kédované podjednotky (Cox1, Cox2 a Cox3) jsou
evoluéné konzervované, obsahuji prostetické skupiny a tvofi katalytické a strukturni
centrum komplexu. Podjednotka I — Cox1 je nejvétsi (56 kDa), nejvice konzervovana
podjednotka komplexu, je vysoce hydrofobni a obsahuje oba hemy A, Cug centrum a
12 transmembranovych helixi. Hem a3 — Cug tvofi binuklearni centrum, které je
mistem redukce kysliku [35, 36]. Podjednotka II — Cox2 je nejmensi (26 kDa) a
nejméné hydrofobni podjednotka katalytického centra enzymu. Je tvoien z C terminalni
domény, prostupujici do intermembranového prostoru spojené transmembranovym o, —
helixem s vnitfni membranou. C — termindlni doména Cox2 obsahuje Cu, centrum
ptedstavujici vazebné misto pro cytochrom c¢. Cox3 neobsahuje Zadné redoxni centrum, je
vysoce hydrofobni a stejné¢ jako Coxl je zabudovana do vnitini membrany
prostfednictvim 7 transmembrénovych a — helixi [35]. Cox3 neni pfimo zapojena do
translokace protoni. Studie COX v Rhodobacter sphaeroides ukazuji, Ze ptitomnost
Cox3 udrzuje rychly protonovy tok do D — kandlu za fyziologického pH (napomaha
odstranit reaktivni kyslikové intermediaty) [37]. Zbyvajicich 10 evolu¢né mladSich
jadern€¢ kdédovanych podjednotek  je do mitochondrii transportovdno po syntéze
v cytoplazmé [38, 39], jsou to malé podjednotky nachazejici se na okrajovych ¢astech
j&dra enzymu, jsou dutlezité pro ,,asemblaci® a stabilitu holoenzymu a také maji vliv na
aktivitu enzymu. Nekteré jaderné koédované podjednotky maji tkanoveé specifické
isoformy, jejichZz sloZeni se méni b&hem fetilniho vyvoje a bezprostfedné po ném.
Podjednotky Cox5a, Cox5b, a Cox6b jsou hydrofilni extramembranové proteiny, zatimco
ostatni jaderné¢ kodované podjednotky jsou hydrofobni polypeptidy vnitini
mitochondridlni membrany. Cox5a je jedina podjednotka neinteragujici s centrem
enzymu, je navazana na Cox4 a nemembranovou ¢ast Cox6c [35]. Nékteré podjednotky
obsahuji ionty kovu, které se podileji na elektronovém transportu, redukci kysliku [38],
ale jsou také dulezité pro biogenezi a stabilitu komplexu. Periferni podjednotka Cox5a

obsahuje vazané Zn ** ionty, Mg > ionty byly nalezeny na rozhrani Cox1 a Cox2
g
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podjednotek. Podjednotka Cox1 muze déle vazat Na '* nebo Ca **. Funkce téchto iontii
nebyla doposud objasnéna. Nizkospinovy hem A a heterobimetalické hemové centrum a3
— Cug jsou zanofeny hluboko v podjednotce Cox1, binukledrni centum Cus na Cox2
vyéniva 8 A do intermembréanového prostoru. Dva ionty mé&di (Cu', Cu") jsou v COX
koordinovany dvé€ma cysteiny, dvéma histidiny, jednim methioninem a karbonylovym
kyslikem peptidové struktury Cox2. Cytochrom c¢ piedava elektrony na vnéjsi strané
mitochondridlni membrany primarnimu elektronovému akceptoru COX, kterym je Cua.
Nejprve je elektron rychle pienesen a rozdélen mezi Cua a hem a, pak je transportovan na
vysokospinové binuklearni centrum CuB — hem a3 (redukéni faze). Zde dochazi k vazbé
molekulového O, a jeho nasledné redukci na vodu (oxida¢ni faze). Protony k redukci
kysliku jsou pfeneseny z matrix do blizkosti Cug — hem a3 dvéma rliznymi cestami. K —
cesta (podle konzervovaného lysinového zbytku) transportuje 1 — 2 vodikové protony
b&hem redukéni faze, D — cesta (podle konzervovaného aspartatového zbytku) prendsi 2
az 3 zbyvajici protony pro tvorbu H,O nebo k translokaci 4 protond do inter —
membranového prostoru [40]. Translokace protoni probiha soubézné s redukci kysliku.
Volnd energie, ktera se vytvofi b&éhem translokace protonli, je pfeménéna na

elektrochemicky potencial vyuzivany ATP syntasou.

obr. 1.5 Cytochrom c oxidasa (pfevzato z [41] )
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1.2.4.1. Biogeneze cytochrom c oxidasy (COX)

Holoenzym COX vznikd postupnym spojovanim jednotlivych podjednotek pies
»asemblacni“ intermediaty (obr 1.6). Tento proces je relativné pomaly a jesté ne zcela
objasnény. Polocas Zivota holoenzymu je pfiblizné¢ 3 dny [32]. Zatim bylo nalezeno 6
jaderné koédovanych faktord majici vliv na ,,asemblaci“ COX (Cox10, Cox11, Cox15,
SCOI1, SCO2 a SURF1). SCO2 (25 kDa) je méd’ vazajici membranovy protein, ktery
pravdépodobné zodpovida za transport médi (Cua) do podjednoky Cox2. Mutace
v lidské SCO2 zpisobuji fatalni deficienci COX. SURF1 (30 kDa) je transmembranovy
protein, jeho pfesna funkce neni znama, ale pravdépodobné ovliviiuje spojeni Cox2 s
»asemblaénim® intermediatem S2 (Cox1, Cox4, Cox5a) [42, 43]. Pro vytvofeni Cug je
pravdépodobné nezbytny membranovy protein Cox11l [44]. K ,asembla¢nimu”
intermedidtu S2, ktery jiz obsahuje prostetické skupiny, se potom pfipoji vétSina
ostatnich jadern€ kédovanych podjednotek soucasné s Cox3. Nakonec se piipoji posledni
tféi podjednotky a prob&hnou postranslaéni upravy. Vznikly holoenzym se dale spoji

s komplexem I a III za vzniku 1,7 MDa superkomplexu (obr. 1.6) [45, 46].

Cox17

4
! Sc02}8co1
Cox4 Coxz-Cu Cox3d
Oxatl __
Cox18
Cox1 > 1-4-6a 1-2-4-62 CcO holoenzyme
[ F— Surf1

Heme a Home a, CoxSb, Cox6b, Coxéa,
1 Cu, Cox8c, Cox7a/b, CoxTalb
Cox15 t Coxtc, Cox8

Cox10 Cox11
Cox17
obr. 1.6 Niavrh modelu biogeneze COX (pievzato z [47])

1.2.5. Komplex V — ATP syntasa
ATP syntasa je klicova slozka mitochondrialniho energetického metabolismu, protoze je
producentem vétSiny ATP v aerobnich buiikdch. Katalyzuje syntézu ATP z ADP a

anorganického fosfatu, vyuziva elektrochemicky gradient vytvofeny v dychacim fetézci.

Muze ale také fungovat v opaéném sméru. Jeji struktura a funkce jsou mezi druhy velmi
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konzervované. ATP syntasa se nachazi v plazmatickych membranach bakterii,
v tylakoidni membrané chloroplasti rostlin a ve vnitini mitochondridlni membrané
Zivodicha.

Sav¢i enzym ma molekulovou hmotnost 550 — 600 kDa. Je slozen z minimélné 16
riznych podjednotek, z nichz n€které jsou pfitomné ve vice kopiich. Neobsahuje zadné
prostetické skupiny. Mitochondridlni ATP syntasa se skladd ze dvou hlavnich ¢&asti:
globularni katalytické F, ¢asti, vy¢nivajici do matrix, a transmembranové proton —
translokujici Fy ¢asti (obr. 1.7). Domény jsou spojeny dvéma stonky — internim a
perifernim. Domény mohou byt od sebe oddéleny. F ¢ast si zachovd ATP hydrolytickou
aktivitu a Fy si zachova svou proton — translokujici funkci, ale je pasivni a obousmérna.
Pouze propojené domény jsou schopné syntézy ATP. Energie protonového gradientu je
pfenasena na F; katalytickou ¢ast pomoci reverzibilnich konforma¢nich zmén pusobici

pies F Cast [48].

3H'

ADP+ P+ H"

ATP

matrix

s
i

intermembranovy prostor

obr. 1.7 Mitochondriilni ATP syntasa, nazna¢eny model ,,asemblace* komplexu

(pfevzato z [3])
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Katalyticka F, ¢ast je sloZena z 5 hydrofilnich podjednotek ve stechiometrickém poméru
3a : 3B: 1y :18: 1€ [49]. Podjednotky o a B tvoii 3 katalytické domény, obsahuji vazebna
mista pro nukleotidy. Syntéza ATP probiha na podjednotce B [8] . Soucasti F, ¢asti je
inhibiéni faktor IF;, ktery ma schopnost ireverzibilné se vazat na  podjednotku a
inhibovat tak syntézu ATP. K inhibici dochézi, kdyZ pH matrix klesne pod 6,5 [50].
Membranova ¢ast Fy je sloZzena z 9 podjednotek: a (ATPasa 6), b, ¢y, d,e, f, g, Fs, A6L
(ATPasa 8). Dv€ podjednotky Fj ¢asti jsou kodované mitochondridlné ATPasa 6 a
ATPasa 8. Interni stonek je tvofen podjednotkami y, 8, € a periferni stonek pod —
jednotkami OSCP, F6, b a d. OSCP je kli¢ovy pro vazbu F k Fy, tvoti dvé a — helikalni
ramena prochézejici membranou. Jeho C — konec je soucasti stonku a vyznamné se podili
na pienosu elektrochemického gradientu protonti do F; &asti [S1]. Podjednotka ¢ je
zékladni slozkou H' kanalu Fy domény, vaZe inhibitor translokace protont
dicyklohexylkarbodiimid a je nejpocetné€j$i podjednotkou komplexu V. Podjednotky ¢
tvofi cirkularni oligomer. Pocet podjednotek ¢ neni dosud objasnén a lii se v zavislosti
na zZivo¢i§ném druhu a pravdépodobné i v zavislosti na metabolickych podminkach [52].
K pfenosu protont slouZi vysoce konzervované aminokyselinové zbytky umisténé na
podjednotkach c a a. Pfi translokaci protonti dochazi ke zmé&nam konformace podjednotek
kanalu (Fo c¢ast), podjednotka a reaguje postupné s jednotlivymi podjednotkami ¢ a
predpoklada se, Ze tyto rotacni pohyby jsou pies interni stonek pfeneseny na podjednotku
F;. Vysledkem konformacénich zmén v F; ¢asti jsou zmény v trojrozmérné struktuie
katalytickych mist. Katalyticka mista mohou byt ve 3 stavech: otevieny (O), volny (V) a
tésny (T). Konformaéni zmény, zpisobené prenosem protond pies vnitini mitochondrialni
membranu, pfeméni T — misto s vdzanym ATP na O — misto a dojde k uvolnéni ATP.
Zaroven je V — misto s volné¢ vazanym ADP a Pi pfeménéno na T — misto, kde jsou
substraty pevné vazany a tvoii se ATP. Nové substraty se vazou do O — mista, které se
tim pfeméni na V — misto [53] (obr. 1.8, str. 20). K produkci jedné molekuly ATP je
zapottebi n€kolika krokové pootoceni (tfi az Etyfi malé rotace) ye vzhledem k o3B3 (Ghel
téchto pootoceni zavisi na poctu podjednotek ¢ v kruhu) tak, aby vysledna rotace byla
120°, coz je schopnd zajistit translokace tfi nebo Ctyi protont [54]. Piesna funkce a
umisténi podjednotek e, f a g zatim neni zndma. Mechanismus skladani jednotlivych
podjednotek neni dnes zcela jasny. Studie ,,asemblace* ATP syntasy byly provedeny na
kvasinkach. ,,Asemblace” ATP syntasy u prokaryot a vy$S§ich eukaryot se pravdépodobné

lisi. Biogeneze F| a Fy podjednotky pobiha nezavisle [7].
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obr. 1.8 Mechanismus konformaénich zmén p¥i ATP syntéze na F, podjednotce

(upraveno podle: 2.2.2007,
http://www.rpi.edu/dept/bcbp/molbiochem/MBWeb/mb1/part2/f1fo.htm)

1.2.6. Superkomplexy dychaciho Fetézce

Komplexy dychaciho fetézce se nevyskytuji ve vnitini mitochondridlni membrané
samostatné, ale spolecné tvofi veétsi celky zvané superkomplexy neboli respirasomy,
které byly nalezeny v mitochondridlnich i v bakteridlnich membranach. Obsahuji
komplexy I, IIl a IV s vyjimkou Saccharomyces cerevisiae, ktera nema komplex 1. U
Saccharomyces cerevisiae a P. denitrificans spojuje komplex III a IV dohromady
predev§im kardiolipin (protein vnitini mitochondridlni membrany). V lidskych
mitochondriich byly nalezeny superkomplexy LIII, a LILIV, - 4 [55]. Studie
mitochondrii od pacientd s nedostate¢nou ,,asemblaci” komplexu I a IV prokazala, ze
pfitomnost téchto komplexti neni vyZadovéna pfi ,asemblaci ostatnich komplext
OXPHOS.

Bylo zjisténo, ze pii genetickém defektu (zkraceni aminokyselinové sekvence
cytochromu &) zptisobujicim §patnou ,,asemblaci® komplexu III, dochézi k deficiencim
komplexu I. Z toho je patrné, Ze pro spravnou asemblaci a stabilitu komplexu I je
nezbytna pfitomnost komplexu III. Na stabilit¢ superkomplext se podileji hydrofébni

vazby, protoZe je lze od sebe rozdélit pfidanim koncentrovaného detergentu [45].
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1.2.7. Transport mitochondriilnich proteinu

Vice nez 98 % mitochondrialnich proteint je kddovano jadernou DNA. Proteiny jsou
syntetizovany v cytoplazné a nasledné museji byt importovany do mitochondrie a spravné
za€lenény do subkompartmentt. Jaderné kédované proteiny najdeme ve vnéj$i a vnitini
mitochondridlni membrané, mezimembranovém prostoru i v matrix. Jsou znamy dva
hlavni mechanismy transportu proteini zcytoplazmy do mitochondrii: proteiny
s prekurzorovou aminokyselinovou sekvenci a prekurzorové proteiny s internimi signaly.
Proteiny obsahujici aminokyselinovou presekvenci utvéfeji o — helixy, majici na jedné
stran¢ 10 az 80 pozitivné nabitych a na stran€ druhé 10 aZ 80 nenabitych hydrofébnich
zbytkd. Jejich funkci je nasmérovat proteiny do daného mista, potom jsou odstranény
pfisluSnou peptidazou. Dalsi skupina jadern¢ kédovanych mitochondridlnich proteint
obsahuje vnitini signalni sekvenci, kterd je nezbytnd pro nasmérovani, sestaveni a
funkénost finalniho proteinu a nejsou odstrafiovany [56]. Transportovat Ize jen proteiny
v primarni struktufe. To zajistuji chaperony (HSP 70 a MSF), které se vaZou na proteiny
hned po jejich syntéze v cytoplazmé a zabrauji jim zaujmout nativni konformaci [57].
Proteiny se pak dale dostdvaji do mitochondrii pomoci translokatorovych proteint

umisténych ve vnéj$i (TOM) a vnitini (TIM) mitochondridlni membrané.

1.3. Pyruvatdehydrogenasovy komplex (PDHc)

PDHc je multienzymovy komplex zaujimajici stéZejni postaveni v intermedidrnim
metabolismu, protoZe katalyzuje nevratnou oxida¢ni dekarboxylaci pyruvatu na acetyl —
CoA. Tato reakce spojuje glykolysu s citratovym cyklem. Energeticky stav organismu
rozhoduje déle o vyuziti vzniklého acetyl — CoA pro energetické nebo biosyntetické ucely
(biosyntéza mastnych kyselin, ketolatek nebo acetylcholinu). Komplex je lokalizovan

v matrix mitochondrie, kde je vazan na vnitini mitochondrialni membranu [58].

Pyruvat + CoA + NAD' — acetyl — CoA + CO, + NADH
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Sled reakci v PDHc:

PDHc je slozen zmnoha nekovalentné vazanych podjednotek: podjednotky El —
pyruvatdehydrogenasy, podjednotky E2 — dihydrolipoylacetyltransferasy a podjednotky
E3 — dihydrolipoyldehydrogenasy. Nezbytnou soucasti komplexu jsou koenzymy a
prostetické skupiny: thiaminpyrofosfat (TPP), FAD, NADH a lipoamid (lipoova kyselina
a lyzin). Tyto 3 podjednotky postupné katalyzuji pfeménu pyruvatu na acetyl koenzym A
sloZzenou z 5 kroku:

1. V prvnim reak¢énim kroku se pyruvat navaze svou karbonylovou skupinou na reaktivni
atom uhliku TPP, dojde k jeho dekarboxylaci pyruvatdehydrogenasou (podjednotka E1) a
vzniku hydroxy — ethyl — TPP.

2. Vdruhém kroku je hydroxyethylova skupina oxidovana a soufasné pienesena na
lipoamid za vzniku acetyl — dihydrolipoamidu, reakce je katalyzovana pyruvat-
dehydrogenasou (podjednotka E1).

3. Dale dihydrolipoylacetyltransferasa (podjednotka E2) katalyzuje pfenos acetylové
skupiny na CoA, vznikne acetyl — CoA a dihydrolipoamid.

4.V zavérecné fazi dojde k reoxidaci redukované formy lipoamidu reakci s FAD.

5. Vznikly FADH; se zpétné pteméni na FAD pienosem vodikt na NAD® Posledni dvé
reakce jsou katalyzované dihydrolipoyldehydrogenasou (podjednotka E3).

Struktura PDHc:

Pyruvadehydrogenasovy komplex izolovany z hovéziho srdce ma molekulovou hmotnost
7,8 x 10% a je sloZen z 6 &asti: E1, E2, E3 (katalytické centrum enzymu) vazebného
proteinu E3 — BP (dfive oznaCovan jako protein X) a dvou regula¢nich enzymu fosfatasy
a kinasy. Vnitini kostru enzymu tvoii Sedesat podjednotek E2 strukturalné uspofadanych
do pentagonalniho dvanactisténu, ke kterému jsou nekovalentnimi interakcemi vazany
podjednotky E1 a E3. E1 podjednotky tvoii ,,oblackovitou strukturu kolem jadra a E3
podjednotky jsou umistény v porech vnitini kostry spole¢né s E3 — BP (obr. 1.9, str. 24)
[59]. Podjednotka E1 je sloZena z dvou polypeptidovych fetézcii a a f uspofadanych do
tetramerd a,f3;. Podjednotka E3 je dimer obsahujici dvé molekuly FAD a protein E3 — BP

pravdépodobné zajistujici stabilizaci vazby k podjednotce E2 .
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obr. 1.9 Model pri¢ného fezu PDHc, E3 (¢ervené), E2 centrum (zelené), E1 (Zluté),

vazba mezi E1 a E2 (modfe), primér enzymu je 100 A (ptevzato z [59])

Regulace PDHc:

Rychlost reakci probihajici v PDHc ovliviiuje nezvratna pfeména pyruvatu na CO,, acetat
a reduk¢ni ekvivalenty. Tato reakce je katalyzovana o fetézcem podjednotky E1.

Acetat a redukéni ekvivalenty jsou déle pfeneseny v aktivnich centrech E2 a E3
podjednotek na koneéné akceptory CoA a NAD", tyto podjednotky jsou zaroveii mistem
kontroly celkové aktivity PDHc (obsahuji regulaéni enzymy kinasu a fosfatasu) [60].
PDH kinasa snizuje celkovou aktivitu PDHc fosforylaci serinovych zbytki El
podjednotky, PDH fosfatasa zvysuje aktivitu komplexu PDH hydrolyzou fosforylovanych
serinovych zbytkd. Zvyseny pomér NADH/NAD', ATP/ADP a acetyl — CoA/CoA
zvySuje aktivitu PDH kinasy s naslednym poklesem enzymové aktivity E1 podjednotky a
celého PDH komplexu. Naopak, snizi — li se poméry téchto metabolitti, aktivita PDHc
op¢t vzroste. Pfechod mezi aktivni a inaktivni formou PDH je dynamicky proces, ktery
vede k nastoleni stacionarniho stavu, b€hem kterého se méni obsah fosforylované
podjednotky E1 pyruvatdehydrogenasového komplexu v zavislosti na zménach
koncentrace efektori obou regulatnich enzymd, kterymi jsou predevsim Mg?*, Ca** a

pyruvat.
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1.4. Jatra a jejich vyvoj

Jatra jsou ustfednim organem intermediarniho metabolismu lidského téla, ktery je
naprosto nezbytny pro Zivot. Projde jimi za minutu asi 1500 ml krve a maji krevni ob&h
jak funkéni tak nutri¢ni. Anatomickou jednotkou jater je jaterni lalucek, v jatrech je
celkové asi 100 — 150 tisic lalickd. Funkce jater je mnohodetnd. Zasahuji do
metabolismu proteinti (syntéza plazmatickych bilkovin), cukrd (regulace sacharidového
metabolismu) a tukt (produkce Zlu¢i, podil na metabolismu cholesterolu produkci VLDL
a HDL). Vyznamna je jejich detoxikaéni (obsahuji Kupfferovy buriky) a termoregulacni
funkce (produkce tepla — disledek vysoké metabolické aktivity). Slouzi jako rezervoar
nékterych latek (ferritin, glykogen, vitamin B). Probihd zde tvorba mocoviny
v ornitinovém cyklu, syntéza hemokoagula¢nich faktort a produkce hormonu
somatomedinu.

Jatra spole¢né se Zluénikem a systémem Zlucovych cest zacinaji vznikat zacitkem
¢tvrtého tydne gestace, kdy se z vychlipeniny ptedniho stfeva vytvofi jaterni pupen.
Jaterni pupen pak proristd do masy mezodermu (septum transversum). Vazivova,
hemopoeticka tkan a Kupfferovy buriky vznikaji z mezenchymu. Jatra rychle rostou a
mezi 5. — 10. tydnem vypliiyji velkou €ast dutiny bfisni. V 6. tydnu gestacniho staii se
objevuje hemopoeza. Tim se vysvétluje ¢ervené zabarveni jater a jejich velka velikost
mezi 7. — 9. tydnem. V tomto obdobi je hmotnost jater az 10 % celkové hmotnosti plodu.
Hemopoeticka aktivita jaterni tkané, tvorba krevnich bunék (Cervenych a bilych krvinek),
je béhem poslednich dvou mésici nitrodélozniho vyvoje pifenechavana kostni dieni. Jatra
pak tvofi jen 5 % celkové hmotnosti plodu. Jatra si sice hemopoetickou funkci
zachovavaji, ale jeji podil je zanedbatelny. Dal§i dilezita funkce jater zaCina ve

dvanactém tydnu, kdy jaterni burky zacinaji tvofit Zlu¢.
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1.5. Vyvoj mitochondrialniho energetického metabolismu

Vyvoj OXPHOS je organové specificky a probiha pozvolna b&hem celého gestaéniho
obdobi. Nejvétsi zmény probéhnou pravdépodobné kratce pfed narozenim a
bezprostfedn€ po ném [61], kdy dochdzi k zvySené proteosyntéze a nasledné i narlstu
aktivit enzymt OXPHOS. V organismu plodu je vétS§ina ATP ziskavana, na rozdil od
dospélého jedince, anaerobni glykolysou. Vysledny produkt glykolysy — pyruvat neni
PDHc pfeménén na acetyl — CoA a nevstupuje do citratového cyklu, ale je pfeménén na
laktat. VéEtsina laktatu je pak krevnim ob€hem dopravena do jater nebo ledvin matky, kde
se pfeméni glukoneogenezi zpét na glukosu, ktera je zpét dopravena do krevniho ob&hu
plodu. Tento cyklus se nazyva Coriho cyklus (obr. 1.10). To, Ze je pyruvat majoritné
pfeménovan na laktat, je pravdépodobné zplisobeno men§im poctem mitochondrii, jejich -
nedostatecnou zralosti a v neposledni fad¢ sniZenou dostupnosti O, [61] Jest€ na konci
gestacniho obdobi je ATP produkovano anaerobni glykolysou v poméru 9:1 ke oxida¢ni
fosforylaci. V postnatdlnim obdobi 90 % ATP vznikd na vnitini mitochondrialni

membrang, ale béhem fetalniho vyvoje OXPHOS nehraje stéZejni roli v produkci energie.

matka tkané plodu

glukoza glukoza
pyruvat LA
J A
laketat - Jaktat

Laktatovy cyklus

obr. 1.10. Schéma laktatového (Coriho) cyklu, ( pfevzato z [61] )
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Béhem fetdlniho vyvoje je hlavnim zdrojem energie glukosa. Po narozeni je glukosa:
¢asteéné nahrazovana tuky -a na konci prvniho tydne Zivota je energie ziskdvana: 39 %
z glukdzy, 53 % ztuki a jen 8 % z proteini [62]. Bezprostiedné¢ po porodu dochazi
k pfeméné anaerobniho metabolismu na aerobni, v prvnich hodinach Zivota prudce klesa
koncentrace laktatu v krvi a prvnich dnech Zivota stoupd pocet mitochondrii v burice a -
stoupa i jejich aktivita [63]. Proliferace a diferenciace mitochondrii nejsou soucasné
probihajici procesy. K proliferaci mitochondrii dochazi béhem celého fetalniho vyvoje,
ale diferenciace mitochondrii probiha pravdépodobné nejmasivnéji az bezprostfedné po
narozeni. Rychlost tvorby proteinii je pfiblizné stejna bez rozdilu jejich genetického
ptivodu. Intenzita produkce ATP v OXPHOS ve fetalnich mitochondriich neni stejné
uéinnd jako u novorozencii nebo dospélych jedinci. MuizZe to byt zplisobeno nejen
nedostateCnou koncentraci proteini F; — ATPasy, ale také nizkou koncentraci adenin
nukleotidi v matrix. Koncentrace proteini F; — ATPasy a adenin nukleotidii naroste na
normalni hodnoty bezprostfedné po narozeni [63]. Jina teorie tento fakt vysvétluje tak,
Ze ve fetalnim obdobi je vnitini mitochondridlni membrana voln€ propustné pro protony
a nemuze se tak vytvofit elektrochemicky potencidl [64, 65]. Také vyvoj a aktivita

mitochondridlni PDHc nejvice probihéd bezprostiedn€ po narozeni.
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2. CIL PRACE

Fetalni obdobi je charakterizovano rozsahlou kaskadou vyvojovych stadii, ktera jsou
kontrolovana genetickymi faktory i vlivy zevniho prostfedi. Rada nemoci v novoro-
zeneckém obdobi je sekundarniho plivodu zapfi¢inéna nezralosti tkéni ¢i organel. Také
nedostate¢nd maturace mitochondrialniho energetického systému u novorozenct s nizkou
porodni hmotnosti miiZze vyrazné ovlivnit novorozeneckou morbiditu. Pfitom diagnostika
,primarnich“ ¢&i ,sekundarnich® poruch mitochondridlnich funkci a jejich vzajemné
odliSeni je vice neZ obtizna.

Cilem na$i studie bylo analyzovat aktivity komplext dychaciho fetézce, citratsyntasy a
pyruvatdehydrogenasy, mnoZzstvi a sloZeni komplexi dychaciho fetézce, ATP syntasy a

pyruvatdehydrogenasy v jaterni tkani rtizného gestacniho stati.

Specifické cile prace, ktera byla zaméfena na studium mitochondridlnich funkci ve

vzorcich jaterni tkan€ od potracenych plodu byly:

1. Izolovat mitochondrialni frakci z jaterni tkané extrémné nezralych ploda.

2. Stanovit aktivity enzymu dychaciho fetézce a citratsyntasy.

3. Stanovit aktivity pyruvatdehydrogenasy.

3. Provést proteinovou analyzu komplexti dychaciho fetézce, ATP syntasy a pyruvatde —
hydrogenasy.

4. Stanovit mnozstvi mtDNA v jednotlivych vzorcich jaterni tkang.

5. Analyzovat Groveri hemopoeze v jednotlivych vzorcich jaterni tkan¢€ od potracenych

plodii rizného gestaéniho stafi ve vztahu k mitochondridlnim funkcim.

28



3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. CHEMIKALIE, MALERIAL A PRISTROJOVE VYBAVENI

3.1.1. Seznam pouzitych chemikalii, protilatek

AcCoA Sigma, USA
Akrylamid Sigma, USA
Aminokapronova kyselina Sigma, USA
Ammonium persulfate Sigma, USA
Aprotinin Sigma, USA
Antimycin Sigma, USA
APS Sigma, USA
ATP Sigma, USA
BCS Amersham Bioscience, USA
Bisakrylamid Sigma, USA
Bis — tris Sigma, USA
Borohydrid draselny (KBH4) Sigma, USA
Bredfordové ¢inidlo (Protein Assay) Bio — Rad, USA
BSA Sigma, USA
Coomassie Brilliant Blue G Sigma, USA
Cytochrom ¢ oxidovany Sigma, USA
Dihydrogen fosfore¢nan draselny Merck, CR
DTT Sigma, USA
DCPIP Sigma, USA
decylubichinon (Q)¢) Sigma, USA
DTNB Sigma, USA
EDTA Sigma, USA
ethanol PENTA, CR
Glycin Sigma, USA
Chlorid draselny PENTA, CR
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Chlorid sodny PENTA, CR
Chlorid vapenaty (dihydrat) Sigma, USA
Chloroform PENTA,CR
Kyanid draselny Sigma, USA
Kyselina chlorovodikova Lachema a.s., CR
Kyselina octova PENTA, CR
L — karnitin Sigma, USA
LM Sigma, USA
Malonat sodny Sigma, USA

Master Mix DyNAmoTM HS SYBR® Green

Finenzime, Finsko

Merkaptoetanol Sigma, USA
Metanol PENTA, CR
MIléko susené odtuénéné (Laktino) Promil, CR

NADH Sigma, USA
OAA Sigma, USA
PMSF Sigma, USA

Mitosciences, USA

Generi Biotech, CR
Amersham Bioscience, USA
Rotenon Sigma, USA

SDS Sigma, USA

See blue Plus2 Pre — Stained Standard

Primarni monoklonalni protilatky
Primery (viz mnoZstvi mtDNA)
Pyruvat [1 - 1*C]

Invitrogen, USA
Sigma, USA
SERVA, Némecko
Promega, USA
Penta, CR

Sigma, USA

Sekundarni anti — mouse protilatka (A8924)
Serva blue G

Silver Sequence DNA staining reagents
Siran draselny (heptahydrat)

Sukcinat disodny

Super SignalWest Femto Maximum Sensitivity Pierce, USA

substrate

TEMED SERVA, Némecko
Tricin Sigma, USA
TriReagent MRC, USA

Tris Sigma, USA
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Tween 20 Sigma, USA
TCA PENTA, CR

Viechny pouzité chemikalie dosahovaly analytické ¢istoty.

3.1.2. Pristrojové vybaveni

analytické vahy Scaltec, USA

automatické pipetmany Eppendorf, USA

B — counter — liguid scintilation analyzers, Packard USA

2500 TR

blotovaci pfistroj Panter Owl,USA

centrifuga UNIVERSAL 32 R Hettich Zentrifugen, Némecko
ektroforeticky zdroj POWER PAC 1000 Bio — Rad, USA
homogenizator Potter — Elvehjem, teflon sklo

hybridiza¢ni pec SI20H Stuart Scientific, Velké Britanie
pH — metr 744 Metrohm, SV)'Icarsko
minicentrifuga Wealtec, USA

mrazici box (- 80°C) Sanyo, Japonsko

Nanodrop Nanodrop Technologies, USA
Real — time PCR Chromo 4 Bio — Rad, USA
spektrofotometr UV — 240 1 PC Shimadzu, Japonsko

susicka gelu Whatman Biometra Némecko

termostat Techne, Velka Britanie

Versa — doc 4000 imagine system Bio — Rad, USA

vertikalni elektroforéza Mini Protean 3 Bio — Rad, USA

Vortex Genie 2 Scientific Industries, USA
Vyhftivaci plotna/michadlo Velp Scientifica, Italie

Pro v3echny experimenty bylo pouZivano laboratorni sklo (Simax) a plast (Axygen, USA;

Eppendorf, Némecko; Gilson, USA; TPP, ngcarsko).
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3.1.3 Biologicky material

Material:

Studovany soubor tvofilo 20 vzorku jaterni tkan€ ziskané po potratu nezralych plodid v
gestatnim stafi 12 — 28 tydnu (tab. 3.1). Vzorky byly odebrany, po informovaném
souhlasu téhotné Zeny, Iékafem na gynekologii bezprostfedné po spontalnim potratu nebo

potratu z lékatské indikace (vyvojové vady, trizomie 21 chromozomu) .

tab. 3.1. Pfehled vzorki fetidlni jaterni tkiané

vzorek jaterni gestacni stari
(i (tydny + dny] provedena analyza

J1 12 S, PDH, W
J2 16 S, PDH
I3 16+2 S, PDH, W, HA
J4 16+4 S, PDH, mtDNA
J5 17 S, PDH,
J6 17+4 S, PDH, W
J7 18 S, PDH, W, mtDNA
J8 18+2 S, PDH, W, HA
J9 19+2 S, PDH
J10 19+4 S, PDH, W
J11 20+1 S, PDH
J12 20+3 S, PDH
J13 20+5 S, PDH, W, mtDNA
J14 21 S, PDH, W, mtDNA
J15 21+3 S, PDH, W, mtDNA
J16 22+2 S, PDH, W
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vzorek jaterni gestaéni stari
provedena analyza
tkané [tydny + dny]
17 23 S, PDH
J18 23+2 S, PDH, mtDNA, HA
J19 25+4 S, PDH, W, mtDNA
J20 28+3 S, PDH, W, BN+2D, mtDNA

BN+2D — ,,Blue Native“ elektroforéza a dvojrozmérna SDS — PAGE elektroforéza
HA - histologicka analyza

mtDNA — kvantifikace mtDNA

PDH - katalytické stanoveni aktivity PDHc

S — spektrofotometrické stanoveni enzymovych aktivit OXPHOS a CS

W — western blot

Kontrolni skupiny:

Kontrolni soubor tvofily vzorky jaterni tkan¢ od déti, které zemiely ve véku 14 dni — 8
let, a ve kterych postmortalni vySetfeni neprokazalo mitochondrialni onemocnéni. Vzor-
ky byly odebrany pii autopsii do 2 hodin po umrti. Odbéry byly provedeny po
informovaném souhlasu rodi¢u.

1. Pro spektrofotometrické stanoveni enzymovych aktivit a méfeni katalytické aktivity
PDH byl pouZit soubor vzork jaterni tkané déti, které zemiely ve véku 14 dni — 8 let.

2. Pro Blue Native byl pouzit vzorek jaterni tkan¢ ditéte, které zemfielo ve véku 14 dni.

3. Pro western blot byl pouzit kontrolni vzorek jaterni tkan¢ ditéte, které zemielo ve véku
2 mésic.

4. Pro kvantifikaci mtDNA byl pouZit vzorek jaterni tkané ditéte, které zemielo ve véku 1
mésic.

5. Pro histologickou analyzu byl pouzit vzorek jaterni tkané ditéte, které zemielo ve

véku 3 mésict.
3.2. METODY

3.2.1. Odbér tkané
Excize jater a odbér jaterni tkané pfi autopsii (pitv€) od déti které zemfely a plodli po
potratu, byly provedeny lékafi nejpozdéji do 2 hodin po umrti nebo

do 45 minut po abortu. Vzorky byly okamzit¢ zmraZeny v tekutém dusiku a do doby
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homogenizace skladovéany pfi teplot¢ — 80 °C. Vzorky pro elektronmikroskopickou

analyzu byly odebrany do 10 % paraformaldehydu.

3.2.2. Izolace mitochondrii z jaterni tkané

5 % homogenat jaterni tkané¢ v STE mediu (0,25 M sacharosa, 10 mM TRIS — HCl, 2
mM EDTA a inhibitory proteas: 0,3 uM aprotinin a 0,4 uM PMSF, pH 7,4) vznikl
roztfihdnim tkan€ na malé kousky a naslednou homogenizaci v Potter — Elvehjemové
homogenizatoru teflon — sklo. Homogenizace byla provedena na ledu a vSechny
pouZivané nastroje byly ptedchlazené. Z homogenatu bylo odebrano cca 30 pl na
stanoveni proteinu (a spolu s mitochondrialni frakci zmrazeno). 150 — 200 pl bylo pouZito
na spektrofotometrické meéteni enzymovych aktivit (uchovano pfi 4 °C a jesté tentyZ den
méfeno). Ziskany homogenat byl centrifugovan 10 minut pti 600 x g, 4 °C a filtrovan
pies nylonovou sitku. Peletka byla suspendovana v STE media (polovina objemu
puvodné pouZitého na p¥ipravu homogenatu) a suspenze centrifugovana opét 10 minut pfi
600 x g, 4 °C a filtrovéna k jiz ptfipravenému supernatantu. Takto byla odstranéna jadra a
nehomogenizované buriky. Supernatant byl dale centrifugovan pti 10 000 x g 10 minut, 4
°C. Peletka byla rozsuspendovana v 100 — 200 ul STE média a znovu stocena pii 10 000
X g, 10 minut, 4 °C. Takto promyta mitochondrialni frakce byla rozsuspendovana ve STE
mediu (25 pl na 100 mg vlhké tkan€). Vysledna koncentrace proteinu se ve frakci
izolovanych mitochondrii pohybovala piiblizn€ kolem 20 mg/ml. Mitochondridlni frakce
byla pipetovana do ,,eppendorfek® po 10 pl a skladovana pti — 80 °C, 30 pl bylo odebrano

na spektrofotometrické méteni enzymovych aktivit a jesté ten den pouZito.

3.2.3. Stanoveni koncentrace proteinu

3.2.3.1. Lowryho metoda

Protein v homogenatu a v mitochondriadlni frakci pro spektrofotometrické méfeni
enzymovych aktivit a stanoveni katalytické aktivity PDH komplexu byl stanoven
Lowryho metodou [66]. Metoda vyuZiva Folinova &inidla modifikovaného pifidanim
méd’natych soli, které s bilkovinami a latkami obsahujicimi fenolické skupiny tvofi

komplexy modré barvy
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(wolframovda a molybdenova modf). Intenzita modrého zbarveni byla méfena
spektrofotometricky (A = 700 nm) proti slepému pokusu a odpovidd mnoZstvi proteinu.

Koncentrace proteinu byla vypo¢itana z linearni kalibra¢ni kiivky.

3.2.3.2. Metoda podle Bradfordové

Metoda Bradfordové byla pouzita pro stanoveni koncentrace proteinu u vzorkd pro
Tricin — SDS — PAGE a nativni elektroforézu. Metoda je zaloZena na rovnovaznych
stavech mezi tfemi formami barviva Coomassie Brilliant Blue. V silné kyselych
podminkach je barvivo nejstabilnéj$i v dvouprotonované ¢ervené formé, ale po navazani

na protein se méni na neprotonovanou modrou formu [67] .

Red <=> Green <=> Blue <=> Blue - Protein
(470 nm) (650 nm) (590 nm) (590 nm)
H+ H+

Intenzita modrého zbarveni odpovidd mnozZstvi proteinu a byla métena spektrofoto —
metricky (A = 590 nm) proti slepému pokusu. Koncentrace proteinu byla vypocitana

z linearni zavislosti kalibrace.

3.2.4. Spektrofotometrické stanoveni aktivit enzymi dychaciho Fetézce

Aktivity enzymi byly stanoveny spektrofotometricky, sledovanim zmény absorbance pii
oxidaci nebo redukci substratu pfimo nebo ve sptfaZeni s dalSi reakci. VSechna méfeni
byla provedena pii 37 °C v kyvetach o optické draze 1 cm na spektrofotometru. Aktivity
enzymu dychaciho fetézce a citratsyntasy byly stanovovany v mitochondrialni frakci a
v homogenatu (jen COX a CS) izolované z jaterni tkané v den izolace. Vyslednd aktivita

byla vypoctena z priméru dvou naméfenych hodnot podle vzorce:

SA =(dA */e * v * ¢) * 10° [nmol/min/mg proteinu]
dA - aritmeticky primér z obou namétenych hodnot
£ — molarni absorbéni koeficient dm®/cm/mol

v — objem vzorku v pl
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¢ — koncentrace proteinu ve vzorku v mg/ml
Specificka aktivita (SA) je vztaZzena na mnoZstvi proteinu ve vzorku, je vyjadfena v

nmol/min/mg proteinu.
3.2.4.1. Stanoveni specifické aktivity citratsyntasy (CS)

zasobni roztoky: DTNB (1 mM v Tris/HCI, pH 8,1), Ac CoA (10 mM), LM 15 %,
OAA (10 mM v Tris/HCI, pH 8,1)

reakce: Acetyl — CoA + oxalacetdt + H)O — citrat + HSCoA

Specificka aktivita citratsyntasy byla stanovena méfenim rychlosti tvorby volného
koenzymu A (CoASH) pomoci DTNB [68]. Prubéh reakce je sledovéan jako vzestup
absorbance pifi 412 nm. Reakéni smés o vysledném objemu 1 ml obsahovala: 0,1 mM
DTNB, 0,5 mM AcCoA, 0,5 mM OAA a 20 pl homogenatu/1 ul mitochondrialni frakce.
Pfed odstartovanim reakce pfidanim 50 pl oxalacetatu byla zméfena absorbance pozadi
(60 s). Narust absorbance byl méfen po dobu 60 — 120 s. Vysledna aktivita byla
vypoctena odectenim absorbance pozadi podle vySe uvedeného vzorce z priméru obou
naméfenych hodnot, k vypo¢tu byl pouzit molarni absorb¢ni koeficient (g) (pro DTNB)
13,6 * 10° dm*/cm/mol.

3.2.4.2. Stanoveni specifické aktivity NADH: koenzym Q oxidoreduktasy
(komplex I)

zasobni roztoky: TRIS (1 M, pH 8,1), BSA 10 %, decylubichinon (50 mM v 96 %
ethanolu), KCN (0,1 M), NADH (10 mM), rotenon (1 mg/ml)

reakce: NADH+H'+ Q0 — NAD'+H;Qyo

Aktivita komplexu I byla sledovana jako zména poklesu absorbance pii 340 nm po dobu
60 s z duvoda oxidace NADH za pouziti decylubichinonu jako akceptoru elektront [69].
Reakce probihd opét nejprve bez pfitomnosti rotenonu, po jeho pfidani dojde k blokaci
aktivity mitochondrialni rotenon senzitivni NADH: koenzym Q reduktasy. Reakéni smés

o vysledném objemu 1 ml obsahovala: 50 mM TRIS, 1 pl mitochondrialni frakce, BSA
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2,5 mg/ml, 0,3 mM KCN, 50 uM Q. 1 ul mitochondridlni frakce bylo solubilizovano
v hypotonickém prostfedi (H,O) po dobu 180 s pti laboratorni teploté. Po pfidani vSech
substrat byla reakce startovana 0,1 mM NADH a po 60 s inhibovana pfidanim 50 pM
rotenonu a méfena dalSich 60 s. Aktivita rotenon senzitivni mitochondrialni frakce byla
vypoétena odeCtenim aktivity po pfidani rotenonu od celkové aktivity bez inhibice
rotenonem. Vysledna aktivita rotenon senzitivni mitochondridlni NADH dehydrogenasy
byla vypodtena z priméru obou naméfenych hodnot podle vySe uvedené¢ho vzorce.

Molarni absorbéni koeficient (g) pro tuto reakci (pro NADH) byl 6,22 * 10® dm*cm/mol.

3.2.4.3. Stanoveni specifické aktivity NADH: cytochrom c oxidoreduktasy
(komplex I + IIT)

zasobni roztoky: TRIS (1 M, pH 8,1), BSA 10 %, cytochrom ¢ oxidovany (1 mM v
25 mM KH,POq, pH 7,4), KCN (0,1 M), NADH (10 mM), rotenon (1 mg/ml)

reakce: NADH + 2 cytochrom ¢> — NAD"* + H + 2 cytochrom ¢

Pro stanoveni aktivity mitochondrialni NADH: cytochrom c reduktasy dychaciho fetézce
se vyuZiva jeji senzitivity k rotenonu. Byl zméfen nartst absorbance pii 550 nm po dobu
60 s bez pfidani rotenonu a pokles naristu absorbance po ptidani rotenonu [69]. Hodnota
enzymové aktivity komplexu I+III je rozdil naristu absorbance a néardstu absorbance po
pfidani rotenonu. Reak¢ni smés o vysledném objemu 1ml obsahovala: 50 mM TRIS, 1 pl
mitochondrialni frakce, BSA, 2,5 mg/ml, 40 uM cytochrom ¢ (oxidovany), 2 mM KCN.

1 ul mitochondrialni frakce bylo solubilizovano v hypotonickém prostiedi (H,O) po dobu
180 s. Po pfidani vSech substrati byla reakce startovana piidanim 0,1 mM NADH,
zméfena aktivita a bezprostfedné inhibovana pfidanim 50 pM rotenu. Hodnota byla
dosazena do vySe uvedeného vzorce, byl pouZit molarni absorb¢ni koeficient (g) 19,6 *

10® dm®/cm/mol.
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3.2.4.4. Stanoveni specifické aktivity sukcinat: koenzym Q oxidoreduktasy
(komplex II)

zasobni roztoky: EDTA (80 mM), BSA 10 %, rotenon (1 mg/ml), sukcinét (1 M), ATP
(200 mM), KCN (0,1 M), DCPIP (80 mM), Antimycin (1 mg/ml), decylubichinon (50
mM v 9 % ethanolu)

reakce: Sukcinat + DCPIP (ox) — fumarat + DCPIP (red)

Aktivita komplexu II dychaciho fetézce byla stanovena jako zména absorbance pii 600
nm po dobu 180 s vlivem pfemény ubichinonové formy DCPIP na ubichinolovou [69].

Reakéni smés o vysledném objemu 1 ml obsahovala: 10 mM KH,;PO4, 2 mM EDTA, 1
mg/ml BSA, 1 pl mitochondrialni frakce, 3 uM rotenon, 10 mM sukcinat, 0,2 mM ATP,
0,3 mM KCN, 80 uM DCPIP, 1 pM antimycin. Reakce byla startovana pfidanim 50 uM
decylubichinonu. Vyslednd aktivita byla vypocltena podle vySe uvedeného vzorce
z pruméru obou ziskanych hodnot, k vypo¢tu byl pouzit molarni absorbéni koeficient (g)

20,1 * 10® dm*/cm/mol

3.2.4.5. Stanoveni specifické aktivity sukcinat: cytochrom c oxidoreduktasy

(komplex IT+III)

zasobni roztoky: KH,PO4(1 M pH 7,8), EDTA ( 80 mM), BSA 10 %, rotenon (1 mg/ml),
sukcinat (1 M), ATP (200 mM), KCN (0,1 M), cytochrom ¢ oxidovany (1 mM)

reakce: 2 cytochrom ¢ " + sukcinat — 2 cytochrom ¢ **+ fumarat

Pribéh reakce byl sledovan jako nérdst absorbance pti 550 nm v disledku redukce
oxidovaného cytochromu ¢ po dobu 180 s [69]. Reakéni smés o vysledném objemu 1 ml
obsahovala: 50 mM KH,PO4, 2 m M EDTA, 1 mg/ml BSA, 3 uM rotenon, 10 mM
sukcinat, 0,2 mM ATP, 0,3 mM KCN. 1 pl mitochondrilni frakce bylo solubilizovano
v hypotonickém prostfedi (H,O) po dobu 180 s. Reakce byla startovana piidanim 40 pM
oxidovaného cytochromu c¢. Vysledna aktivita byla vypoctena podle vySe uvedeného
vzorce z priméru obou ziskanych hodnot, k vypoétu byl pouZzit molarni absorb&ni

koeficient (€) 19,6 * 10° dm?/cm/mol.
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3.2.4.6. Stanoveni specifické aktivity ubichinol: cytochrom c oxidoreduktasy

(komplex III)

3.2.4.6.1. Priprava decylubichinolu
250 pl 10 mM roztoku decylubichinonu v 96 % ethanolu bylo okyseleno 5 ul 0,1 M HCI

a redukovano pifiddnim 2 — 4 zrnek tetrahydroboritanu draselného. Reakce byla
doprovazend zménou barvy ze Zluté na bezbarvou. Nadbyte¢né mnoZstvi redukéniho
¢inidla bylo odstranéno 5 ul 1M HCI. Zasobni roztok 10 mM decylubichinolu byl

uchovavan pii — 80°C.

3.2.4.6.2. Stanoveni aktivity ubichinol: cytochrom c oxidoreduktasy

zasobni roztoky: KH,PO4 (1 M, pH 7,8), EDTA ( 80 mM), BSA 10 %, rotenon (1
mg/ml), sukcinat (1 M), ATP (200 mM), KCN (0,1 M), cytochrom ¢ oxidovany (1 mM),
malonat (1 M), decylubychinol (10 mM)

reakce: QH, + 2 cytochrom ¢ P— Q + 2H" + 2 cytochrom ¢*

Pribéh reakce byl sledovan jako nartst absorbance pii 550 nm v disledku redukce
oxidovaného cytochromu c [69]. Reakéni smés o vysledném objemu 1ml obsahovala: 50
mM KH;PO4, 2 mM EDTA, Img/ml BSA, 3 uM rotenon, 10 mM sukcinat, 0,2 mM
ATP, 0,3 Mm KCN. Reakce byla startovana 40 uM cytochrom ¢ oxidovany a po 60
s inhibovana po dobu 60 s (bez méfeni aktivity) 5 pl malonatu, a néasledné startovana
pfidanim 5 pl decylubichinolu. Vysledna aktivita byla vypoctena podle vySe uvedeného
vzorce z pruméru obou ziskanych hodnot, k vypo¢tu byl pouzit molarni absorb&ni

koeficient (¢ ) 19,6 * 10® dm*/cm/mol.
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3.2.4.7. Stanoveni specifické aktivity cytochrom c oxidasy (komplex IV)

3.2.4.7. 1. Priprava redukovaného cytochromu ¢

Byl pfipraven 1 mM roztok cytochromu c¢ (beef heart, type IV, Sigma) v30 mM
KH2PO4 (pH 7,5) a zredukovan malym mnoZstvim dithioni¢itanu sodného. Zbytky
nezreagovaného dithioni¢itanu sodného byly od zredukovaného cytochromu ¢ odstranény
gelovou filtraci na koloné Sephadexu G — 25. Spektrofotometricky byla zméfena

koncentrace cytochromu ¢ a upravena na ImM. Zasobni roztok byl skladovan pii — 25°C.

3.2.4.7. 2. Stanoveni aktivity specifické aktivity cytochrom c oxidasy

zasobni roztoky: KH,PO4 (1 M, pH 7,0), BSA (10 %), cytochrom ¢ redukovany (1 mM),
LM (15 %)

reakce: 4 cytochrom c+ 0,+4H' > 4 cytochrom 42 H,O

Specificka aktivita cytochrom c oxidasy byla stanovena jako pokles absorbance pii 550
nm vlivem ubytku redukovaného cytochromu c v reakéni smési [69].

Reakéni smés o vysledném objemu 1 ml obsahovala: 10 mM KH,PO4 (pH 7,0), 25 uM
redukovany cytochrom c. Reakce byla startovana pfidanim 20 pl homogenatu/l1 pl
mitochondrialni frakce, pokles absorbance byl sledovan po dobu 60 s. Vysledna aktivita
byla vypoétena podle vySe uvedeného vzorce zpriméru obou ziskanych hodnot,

k vypoétu byl pouzit molarni absorb&ni koeficient (¢ ) 19,6 * 10° dm*/cm/mol

3.2.5. Stanoveni katalytické aktivity pyruvatdehydrogenasového komplexu (PDH)

Celkova katalyticka aktivita PDH komplexu byla stanovena méfenim rychlosti tvorby

“co, pfi oxida¢ni dekarboxylaci [1 — 14C] pyruvatu metody dle [70, 71].

[1 - "C] pyruvatu + 2 HS — CoA + NAD!_TPh:Mg2hCazt

»

4C0O, +2 acetyl — CoA + NADH + H'
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tab. 3.2 Pouzité roztoky k stanoveni aktivity PDH

zasobni roztoky C v reakéni smési

smés Tris — HCI 168mM 75mM

EDTA 80mM, pH 7.8 0,5mM

MgSO4 *7 H,0 50mM 4 mM

CaCly*2H,0 40mM 2mM

L — karnitin 0,25M 7,5mM
kofaktory TPP 8mM ImM

CoA 16mM 2mM

NAD" 50mM 1,5mM

[1 - C] pyruvat 50 mM 0,5 mM

Vzorek na stanoveni katalytické aktivity PDH komplexu a na stanoveni proteinu byl
pfipraven rozsuspendovanim 5 pl mitochondridlni frakce ve 150 pl STE média (0,25 M
sacharosa, 10 mM TRIS — HCIl, 2 mM EDTA a inhibitory proteas 10 % aprotinin a
PMSF, pH 7,4). Kofaktory byly vZdy pfipraveny Cerstvé. Do sklenéné lahvic¢ky (objem
1,5 ml) opatfené Sroubovacim vickem s otvorem a vnitini stranou krytou silikonovym
septem bylo pipetovano: smés a kofaktory nebo jen smés a 140 ul H,0 (do ,,blanku®) a
30 ul vzorku o celkovém objemu 0,5 ml. Pro jimani ['*CO,] byl v septu vitka umistén
filtra¢ni papirek navlhéeny 17 pl 10 % KOH . Kazdy vzorek byl méfen 4x a ke kazdému
vzorku byl méfen ,blank“, bez pfidani kofaktorti (kvili neenzymové dekarboxylaci
pyruvatu). Po preinkubaci lahviéek (10 minut ptfi 37 °C) byla reakce startovana 5 pl (0,5
mM) [1 — "C] pyruvatu pomoci stfikatky Hamilton pfes silikonové septum. Reakce
probihala za tfepani po 20 minut pfi 37 °C a byla zastavena pfidanim 50 pl 50 %
kyseliny trichloroctové (TCA). Vznikajici ['*CO,] byl zachytavan na filtraéni papircich
namocenych b&hem probihajici reakce a nasledné jesté poté 1 hodinu pti 4 °C. Filtraéni
papirky byly poté pieneseny do nddobek s5 ml Brayova scintilatniho roztoku a
proméfeny na scintilaénim pocita¢i (Beckman) po dobu 10 minut. Radioaktivita
zésobniho roztoku [1 — "C] pyruvatu pouZitého pro reakci byla pro kontrolu zméfena

pfimo v 5 ml Brayova scintila¢niho roztoku.
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Specificka katalyticka aktivita Axas PDH komplexu byla vypoétena ze vztahu:

Axatal = Av—Abjap.t. mpror [nmol/min/mg] proteinu

L radioaktivita vzorku [DPM]
L radioaktivita ,,blanku“ [DMP]
T molarni radioaktivita[l — 14C] pyruvatu; hodnota radioaktivity

Primeérna ativita Agaa byla odvozena minimalné ze tii stanoveni.

3.2.6. Proteinova analyza

»Blue — Native”“ polyakrylamidova gelova elektroforéza byla pouZita pro separaci

multiproteinovych komplext pfi nedenatura¢nich podminkéch [72].

3.2.6.1. ,, Blue Native“ elektroforéza

PouzZivané roztoky a pufry:

Extrakéni pufr (2 mM EDTA, 1 M aminokaprova kyselina, 50 % 3 x GB)
vzorkovy pufr ( pro ,,.Blue Native®)

(5 % w/v Serva blue G — 250, 0,75 M aminokaprova kyselina)

LM (10 % w/v lauryl maltosidu )

3 x GB ( 1,5 M aminokaprova kyselina, 150 mM Bis — tris, pH 7,0)

ABN (48 % w/v akrylamid,1,5 % w/v bisakrylamid )

APS 10 % (10 % w/v amoniumpersulfat)

Katotodovy pufr — modry (0,02 % w/v Serva Blue G — SBG v katodovém pufru
bezbarvém: 15 mM Bis — Tris, 50 mM Tricin, pH 7,0)

Katodovy pufr — bezbarvy ( 15 mM Bis — Tris, 50 mM Tricin, pH 7,0)
Anodovy pufr (50 mM Bis — Tris, pH 8,9)

Barvici roztok: (0,025 % w/v Comassie Blue R, 10 % v/v kyselina octova,

30 % v/v metanol)

42



Odbarvovaci roztok: ( 25 % metanol, 8 % kyselina octova)

Ptiprava vzorku:

10 pl mitochondrialni frakce (15 — 25 pg/ul) bylo centrifugovano pii 10 000g 10 minut
pfi 4°C. Peleta byla rozsuspendovana v 80 pl MB a 12 pl 10 % LM w/v. Smés byla
inkubované na ledu 10 minut a nasledné sto¢ena pti 28 000 x g 20 minut pii 4°C. Byla
stanovena koncentrace proteinu. Bylo pfidano 14 pl vzorkového pufr ( pro ,.Blue

Native®).

Provedeni elektroforézy:

Elektroforéza byla provadéna na vertikalnim Mini Protean 3. Byl pfipraven délici gel s 6
— 15 % gradientem akrylamidu. Jamky ze 4 % vzorkového gelu byly pfevrstveny modrym
katodovym pufrem a naplnény vzorky o celkové koncetraci proteinti nejvice 10 pg na
jednu drahu a standartem MW pro kontrolu molekulové hmotnosti. Elektroforéza nejprve
probihala pfi 40 V, po doputovani vzorkt do déliciho gelu byl vyménén modry katodovy
pufr za bezbarvy a napéti bylo zvySeno na 90 V. Gely byly déale barveny a usuSeny

obvyklym zptisobem nebo pouzity dale pro druhy rozmér.

tab. 3.3 SloZeni roztoku na ,,Blue Native*

SloZeni gelu
4 % vzorkovy 6 % délici gel 15 % délici gel

pro nativni

gel (Sml) (10 ml) (10 ml)
elektroforézu
3xGB 1,67 ml 3,3ml 3,3ml
ABN 0,4 ml 1,2 ml 3,0 ml
H,0 2,87 ml 5,44 ml 1,68 ml
Glycerol 0 0 2 ml
AP 60 pl 60 ul 10 pl
TEMED 3l 3ul 2l
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3.2.6.2. Dvourozmeérna elektroforéza

PouZzivané roztoky a pufry:

3 x GB (3 M Tris/HCl, 0,3 % w/v SDS, pH 8,54)

APS 10 % (10 % w/v amoniumpersulfat)

roztok akrylamidu (30 % w/v akrylamid, 0,8 % w/v bisakrylamid )

katodovy pufr (100 mM Tris, 100 mM Tricin, 0,1 % w/v SDS, pH 8,25 )

anodovy pufr (100 mM Tris/HCl, pH 8,9)

2 — LB pufr (1 % SDS, 1 % merkaprtoetanol)

fixacni roztok (10 % v/w kyselina octova)

roztoky pro pro vizualizaci 2D (vyvijejici a barvici) byly pouzity z komer¢niho kitu

Silver Sequence DNA staining reagents (Promega).

Provedeni 2D elektroforézy:

Po ukonéeni nativni elektroforézy provedené podle vySe uvedeného postupu byl gel
nafezan na jednotlivé prouzky. Ty byly uskladnény v — 20°C nebo ihned pouzity. Prouzek
byl inkubovan v SD — LB pufru 45 minut a nasledné proplachnut destilovanou vodou.
Ptiraveny prouZek byl vodorovné umistén mezi elektroforeticka skla Mini Proteanu 3, tak
aby se jeho horni okraj nachazel asi 0,5 cm od horniho okraje kratkého skla. Délici gel
byl nanesen do vysky asi 1 cm pod dolnim okrajem prouzku a ptevrstven 1x GB. Po
zpolymerovani dé€liciho gelu byl nanesen gel vzorkovy a do né€j umistén hieben s jednim
zubem pro standardu. Po ztuhnuti vzorkového gelu byl pipetovan standard a sestavena
elektroforeticka aparatura. Prvnich 30 minut probihala elektroforéza pti 50 V a déle uz
pfi 100 V. Po ukonceni elektroforézy byl gel inkubovan asi hodinu v barvicim roztoku a

déle promyt destilovanou vodou a nasledné obarven ,,stfibrem®.
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tab. 3.4 SloZeni gelu na dvojrozmérnou elektroforézu

sloZeni geli na vzorkovy 4 %gel délici 12 % gel
SDS - PAGE S ml 10 ml
Akrylamid 30,8 T 0,4 ml 2 ml

3 x gelovy pufr (GB) 1,2 ml 3,64 ml
H,O 3,36 ml 3,64 ml
glycerol 0 1 ml
APS 10 % 40 pl 50 pl
Temed 4 pl 6 ul

»Stiibteni gelu:

Nejprve byl gel inkubovan 24 hodin v destilované vodé. Potom 20 minut fixovan ve
fixanim roztoku a nasledné proplachnut na michaéce 3 x 2 minuty destilovanou vodou.
Déle byl gel barven v barvicim roztoku a po uplynuti 30 minut rychle oplachnut vodou.
Obarvené gely byly pieneseny na 2 — 5 minut do vyvijejiciho roztoku a po celou dobu
byla sledovana intenzita. Gel s vyslednou barevnou intenzitou byl zafixovan ve fixatnim
roztoku 5 minut. Nésledné¢ minutu omyt v destilované vod¢ a usuSen ve vakuové suSicce

geld.

3.2.6.3. SDS — PAGE a western blot

3.2.6.3.1 SDS - PAGE

SDS elektroforéza probiha pfi denatura¢nich podminkach. Navdzanim aniogenniho
tenzidu SDS (1,4 g SDS/g proteinu) je rozrusena sekundarni struktura proteint a proteiny
se pak déli podle molekulové hmotnosti. Systém Tricin — SDS je vhodny zejména pro
separaci proteinll o nizké molekulové hmotnosti. V naSem piipadé dochéazelo k rozdéleni

komplext dychaciho fetézce a ATP syntasy na jednotlivé podjednotky.
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Pouzivané roztoky a pufry:

vzorkovy pufr 4x

(5,5 M Tris/HCI pH 6,8, 12 % w/v glycerol, 4 % w/v SDS, 0,01 % w/v bromfenolova
modf a pfed pouzitim ptidany 2 % v/v 2 — merkaptoetanol)

3 x GB (3 M Tris/HCl, 0,3 % w/v SDS, pH 8,54)

APS 10 % (10 % w/v amoniumpersulfat)

roztok akrylamidu na SDS - page (30 % w/v akrylamid, 0,8 % w/v bisakrylamid )
Katodovy pufr (100 mM Tris, 100 mM Tricin, 0,1 % w/v SDS, pH 8,25 )

Anodovy pufr (100 mM Tris/HCI, pH 8,9)

Transferovy pufr (25 mM Tris, 192 mM glycin, 10 % v/v MeOH, 0,02 % w/v SDS)
TBS (TRIS/HCI, 8 mM NaCl, pH 7,5)

STE médium (0,25 M sacharosa,10 mM TRIS — HCI, 2 mM EDTA, inhibitory proteas:
0,3 uM aprotinin a 0,4 uM PMSF, PMSF, pH 7,4)

witripovaci® roztok (2 % SDS w/v, 62,5 mM Tris/HCI, 100 mM 2 — merkaptoetanol —
pfidan tésné pted pouzitim, pH 6,8)

Ptiprava vzorku pro Tricin — SDS — PAGE:

5 pl mitochondridlni frakce bylo natedéno STE mediem, solubilizovano ve vzorkovém
lyza¢nim pufru inkubaci 30 minut pii 37 °C. Vysledna koncentrace proteinu ve vzorku
byla 1 — 0,5 mg/ml.Vzorek byl natedén médiem STE podle jiz zndmé koncentrace

proteinu pro enzymové méfeni a byla stanovena pfesna koncentrace proteinu ve vzorku.

Tricin — SDS — PAGE:

5 —10 pg proteinu bylo rozdéleno SDS elektroforézou za pouziti vertikalni elektroforézy
Mini Protean 3. Byly pouzity 4 % (vzorkovy) a 12 % (d€lici) polyakrylamidové gely a
marker molekulové hmotnosti See Blue plus 2 Pre — Stained Standard. Elektroforéza
probihala pii 50 V, po doputovani vzorki k separa¢nimu gelu bylo napéti zvySeno na

100 V. Po rozebrani aparatury byl gel ihned pouZit pro Western blot.
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tab. 3.4. SloZeni roztoku na SDS — PAGE

sloZeni geli na vzorkovy 4 %gel délici 12 % gel
SDS - PAGE 10 ml 20 ml
Akrylamid 30,8 % (AB) 1,3 ml 7,8 ml

3 x gelovy pufr (GB) 3,33 ml 6,66 ml
H20 5,27ml 5,4 ml
APS 10 % 120 pl 140 pl
TEMED 12 ul 14 ul
3.2.6.3.2. Western blot

Po provedeni SDS elektroforézy byly gely ekvilibrovany v transferovém pufru na
michacce pii laboratorni teploté 30 — 45 po dobu minut. ,,Blotovaci“ PVDF membrana o
velikosti gelu byla aktivovana 15 sekund ve 100 % metanolu, dale 2 minuty v dH,0 a
nasledné inkubovéana na michac¢ce v Transferovém pufru 15 — 30 minut. Byl nastfihan 6 x
filtracni papir (whatman) o velikosti gelu pro kazdy gel. ,Blotovaci“ zafizeni bylo
sestaveno nasledujicim zpisobem: na spodni ¢ast ,,blotovaciho® pfistroje (anodovou
¢ast) byly pokladany 3 x filtraéni papir (whatman) namoceny v transferovém pufru, gel,
membrana a znovu 3 X filtraéni papir (whatman) namoceny v transferovém pufru. Pti
manipulaci s gelem a novou membranou bylo pouZivano specidlni sklo a ostatni
pomucky uréené vyhradné pro ,,blotovani®, aby nedo$lo ke kontaminaci jinymi proteiny.
,,Blotovani* bylo provadéno pfi konstantnim proudu 0,8 — 1 mA/cm? po dobu 60 minut.
Gel byl obarven a usu$en obvyklym zpiisobem a slouZil pro kontrolu kvality pfenosu
proteinit na membranu. Membrana byla ususena pfi laboratorni teploté pfes noc. Suché

membrana byla bud pouZita nebo skladovana pii (— 18 °C).

Imunodetekce:

Inkubace membrany byly provadény na michacce pfi laboratorni teplot€. UsuSena
membrana byla aktivovana ve 100 % metanolu, oplachnuta 2 x 10 minut v TBS a
inkubovana 60 — 120 minut v 10 % (w/v) odtuénéném mléku rozpusténém v TBS.
Membréana se zablokovanymi volnymi vazebnymi misty byla oplachnuta 1, 5, 10 a 15

minut v TBS a nasledné byla inkubovana s primarni protildtkou 60 — 120 minut. Primérni
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protilatka byla pipetovana sterilnimi $piCkami do 14 — 20 ml 1 % (w/v) mléka v TBS
s 0,1 % (v/v) Tween 20. Nenavdzana primarni protilatka byla z membrany odstranéna
oplachnutim 1, 5, 10 a 15 minut v TBS s0,1 % (v/v) Tween 20 a membrana byla
inkubovana se sekundarni protilaitkou 60 minut. Roztok sekundéarni protilatky byl
pfipraven pipetovanim 10 pl protilatky (anti mouse) do 20 ml 1 % (w/v) mléka v TBS
s 0,1 % (v/v) Tween 20. Membréana byla oplachnuta od nenavazanych zbytkd sekundéarni

protilatky 1, 5, 10, 10 minut v TBS s 0,1 % (v/v) Tween 20 a 2 x 10 minut v TBS.

Detekce:

OznaCené membrany byly vloZzeny mezi dvé pruhledné folie a pokryty
chemiluminiscenénim substratem (SuperSignal WestFemto maximum Sensitivity
Substrat). Signal byl detekovan dvéma zplsoby: exponovanim v kazeté na filmy Kodak
Biomax Light nebo na pfistroji VersaDoc 4000 imaginig system. Obrazky byly nasledné

upraveny v programu Adobe Photoshop.

Kvantifikace:
Kvantifikace mnozZstvi proteinu byla provedena v programu Qantity One, signal vSech

podjednotek komplexti dychaciho fetézce byl normalizovan na signal porinu.

»Stripovani“ membrany:

Membrana musi byt pfed daldi detekci zbavena jiz pouzitych protilatek, postupem
nazvanym ,.stripovani“. Membrana byla inkubovana ve 100 ml ,,stripovaciho* roztoku pfi
teplot¢ 65 — 70 °C a michani v uzavienych plastovych vani¢kach. Nasledné byly
membrany 3 x 10 minut oplachnuty v TBS a pro dal$i pouZiti uchovavany ponofené

v TBS v umélohmotné vaniéce pii 4 °C.
Specifikace antimitochondrialnich protilatek:

K detekci podjednotek jednotlivych komplexti dychaciho fetézce jsme pouzivali

monoklonalni protilatky od firmy Mitosciences.
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tab. 3.5 Protilatky proti podjednotkam dychaciho Fetézce a ATP syntasy

optimalni
cv TBS,
velikost katalogové | c protilatky doba
podjednotka 1%
podjednotky dislo od vyrobce inkubace
( komplex) Tween 20
[kDa] protilatky [ mg/ml] [minuty]
[pg/mi]
NDUFAO9 (1.) 39 MS 111 0,89 0,022 60
SDHA (IL.) 70 MS 204 1 0,015 60
CORE 2 (II1.) 47 MS 304 1 0,025 60
Cox 1 (IV.) 57 MS 404 1 0,015 60
Cox 2 (IV.) 26 MS 405 1 0,025 90
Cox 5a(IV.) 12 MS 409 1 0,035 90
ATPF,-a
55 MS 502 1 0,035 60
V)
ATPF,-B
52 MS 503 1 0,025 60
V)
tab. 3.6 Ostatni antimitochondrialni protilatky
optimalni
velikost katalogové | c protilatky c v TBS, doba
podjednotka
podjednotky cislo od vyrobce | 1 % Tween inkubace
( komplex)
[kDa] protilatky [ mg/ml] 20 [mg/ml] [minuty]
PDH E2 66 MS P05 1 0,75 120
Porin 39 MS A03 1 0,15 90

3.2.7. Mnozstvi mtDNA v jaterni tkani

Kvantifikace mtDNA byla provedena pfistrojem Chromo4 real — time PCR. Pro analyzy

byly pouzity dva pary primerd. Prvni par primerd byl navrhnut pro gen pro

mitochondrialni 16S rRNA a pouzit k amplifikaci mtDNA, zatimco druhy par primert

slouzil k amplifikaci jaderného genu (GAPDH). Méfeni mnozstvi jaderné DNA bylo
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vyuZito k normalizaci mnoZstvi mtDNA na jednu buiiku. Obsah mtDNA byl vypogitan

na zakladé matematického vztahu:

Q =2 _ Ct (mtDNA)/2 — Ct (nDNA)

Prahovy cyklus (Ct) je bod, ve kterém pfistroj poprvé detekuje fluorescenci ve srovnani

s pozadim.
3.2.7.1. Izolace DNA

DNA byla vyizolovana z pfiblizné 100 mg jaterni tkané uskladiiované pti — 80 °C.
Izolace byla provedena komerénim roztokem TriReagent dle doporuéeného protokolu.
Koncentrace celkové DNA kazdého analyzovaného vzorku byla upravena na 50 ng/pl a

zméfena spektrofotometricky pfisrojem Nanodrop.
3.2.7.2. Kvantifikace mtDNA

Pro Real — time PCR amplifikaci bylo pfipraveno 25 ul pracovniho roztoku. Roztok
obsahoval: 200 nM par primeru bu(i pro nDNA nebo mtDNA a1 pl vzorku DNA v 2 x
Master Mix DyNAmoTM HS SYBR® Green. U kazdého vzorku bylo provedeno nejprve
meéfeni mnoZstvi mtDNA a nasledné€ méfeni mnoZstvi nDNA.

Program PCR reakci byl: inicia¢ni denaturace 95 °C 15 min; nasledné 40 cykli sloZenych
z denaturace pii 94 °C pol5 s, navazani primerd 58 °C po 18 s (16S rRNA) nebo 15 s
(GAPDH), dale prodluzovani fetézce 72 °C po 30 s (detekce fluorescence). Posledni
krok PCR reakce byl ,,dosyntetizovani®“ fetézce a probihal pti 72 °C po 5 min. Pro
ovéfeni specifity reakce byla analyzovana kiivka tani. Kazdy vzorek byl méfen dvakrat v

tripletu a pro kazdé méréni byla pouzita alesporni jedna kontrola neobsahujici templat

(,,blank®).
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tab. 3.7 Sekvence primeru a jejich vlastnosti

GenBank
Nazev
. Oligonukleotidova sekvence Registraé¢ni ¢islo
primeru
sekvence genu
GAPDH
TTCAACAGCGACACCCACT
paralelni
AY340484
GAPDH
CCAGCCACATACCAGGAAAT
antiparalelni
16S rRNA
CCAAACCCACTCCACCTTAC
paralelni
JO1415
16S rRNA
TCATCTTTCCCTTGCGGTA
antiparalelni

3.2.8. Histologicka analyza

Tkan pro histologickou analyzu byla fixovana 10 % paraformaldehydem a =zalita
parafinem. Parafinové fezy byly po deparafilmaci a zavodnéni obarveny hematoxylinem

a eosinem. Hematoxylin je modré barvivo, pouZivajici se k obarveni jader bun¢k. Eosin

je hnédé barvivo barvici cytoplazmu (strukturni barvivo).

3.2.9. Statistické zpracovani dat

K vyhodnocovani dat byl pouZit program STATISTICA, verze 6.0 (StatSoft, Prague,
CZ). Statisticky byl hodnocen soubor naméfenych aktivit enzymi dychaciho fetézce, CS

a PDH. Naméiené veli¢iny neméli normalni rozdéleni, proto byl soubor testovan Mann —

Whitney testem. Ve bylo testovano na hladiné vyznamnosti p < 0,05.
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4. Vysledky

Pro studium vyvoje mitochondrialniho metabolismu bylo pouzito 20 vzorkd fetalni
jaterni tkané gestatniho stafi 12 — 28 tydnd. Divodem ukonceni t€hotenstvi byly
v sedmnécti pfipadech zavazné vyvojové vady a vetfech pfipadech trizomie
chromozomu 21 (Downiiv syndrom). ProtoZe nebyly nalezeny rozdily mezi skupinou
vzorki od plodi s vyvojovymi vadami a skupinou od plodd s trizomii 21, byly obé
skupiny zahrnuty do jednoho souboru (data neuvedena). Namétfené hodnoty byly
porovnavany mezi sebou (vzhledem ke gesta¢nimu stafi) a s kontrolni skupinou vzorka,

od déti zemielych ve véku 0 — 8 let.

4.1. Histochemicka analyza*

Histochemicka analyza byla provedena ve vzorcich jaterni tkané od potracenych plodi
v gestanm stafi 16 tydni+2 dny (16+2 T) (J3), 18+2 T (J8), 23+2 T (J18) a postnatalni
jaterni tkani od ditéte, které zemielo ve stafi 3 mésice.

Ve viech tfech vzorcich fetalni jaterni tkané bylo kromé hepatocyti pozorovano velké
mnozstvi hemopoetickych bun¢k a krevnich bun€k charakteristickych pro dané vyvojové
obdobi. Ve vzorku J3 (gestaniho stafi 16+2 ) tvofily hemopoetické buriky 25 — 30 %
vSech pfitomnych bunék. Ve vzorku J8 (gestacniho stafi 18+2) tvofily hemopoetické
buriky az 50 % vSech pfitomnych bun€k. U vzorku J18 (gestatniho stafi 23+2) byl
patrny pokles na 10 %. V tomto vzorku byl nalezen velky pocet zralych erytrocytd. V
kontrolnim vzorku postnatalnich jater byly hemopoetické buriky pfitomny jen ojedinéle,

byly nalezeny Kupfferovy buriky (obr. 4.1, str. 53; obr. 4.2 str. 54).

* Histochemicka analyza byla provedena byla ve spolupraci z MUDr. Helenou Hilkovou

z Ustavu dédiénych metabolickych poruch.
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J 8 (18+2)

L hepatocyty

= hemopoetické burky

erytrocyty

Kontrola

hepatocyty

Kupfferovy buriky

hemopoetické buriky

obr. 4.1 Histologicka analyza (zvétSeni: 60x). Histologicka analyza vzorku jaterni
tkané potraceného plodu J8 v gestaénim staii 18+2 tydny a vzorku jaterni
tkané od ditéte zemielého ve v€ku 3 mésice. Fetalni jatra obsahuji kromé
hepatocyti az 50 % hemopoetickych bun€k a erytrocyty. Postnatalni jatra
obsahuji uz jen stopy hemopoetickych bun¢k. V postnatélnich jatrech byly
pozorovany Kupfferovy buriky. Tkéan byla barvena Hematoxylinem a

Eosinem.
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= Jf

J18 (23+3)  10% Kontrola

obr.

4.2 Histologicka analyza (zvétSeni 20x). Histologickd analyza jaterni tkané
vzorkid, od potracenych déti, J3 (v gestaénim stafi 16 tydni+2 dny), J9
(19+2), J18 (22+2) a postnatalnich jater ve stafi 3 mésice. Je patrny nardst
poctu hemopoetickych bunék z 25 — 30 % celkového po¢tu u J3 na 50 %
celkového poétu bunék u J9 a nasledny pokles hemopoetickych bun¢k u
vzorku J18 na 10 %. Ve vzorku postnatalnich jater byly pfitomny jen stopy
hemopoetickych bunék. Tkan byla barvena Hematoxylinem a Eosinem.

Procenta [%] representuji podil hemopoetickych bunék.
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4.2. Izolace mitochondrii z jaterni tkané

Ze 20 vzorki fetalni jaterni tkan€ (J1 — J20) byly izolovany mitochondrie. Ze 100 — 350
mg tkané bylo ziskano 40 — 170 pul mitochondridlni frakce. Koncentrace proteint
v izolovanych mitochondriich se pohybovala od 5,93 do 26,43 mg/ml (tab. 4.2. str. 60,
61). Déle byl vypo¢ten vytéZzek mitochondrii, ziskany z fetalni jaterni tkané€, a hodnoty
byly porovnany s vytéZnosti mitochondrii z postnatalni jaterni tkané¢ a s vytéZkem
mitochondrii z fetdlni a postnatalni svalové tkané diive provedené v nasi laboratofi.
V jaterni tkéni se vytéZek mitochondrii ve fetalnich a postnatalnich vzorcich nelisil, ve
svalové tkani byl vytéZzek mitochondrii ve fetalnich vzorcich zna¢né sniZeny ve srovnani

s vytéZkem z postnatalnich vzorka.

tab. 4.1 Vytézek mitochondrii

Vytézek mitochondrialniho proteinu
[ng mitochondrialniho proteinu/pg tkané]
fetalni tkan postnatalni tkan
0,003 + 0.0015 0,0746 + 0.0424
sval
n=15 n=15
L 0,008 + 0.0038 0,0083 + 0,0043
Jatra
n=20 n=10

4.3. Stanoveni aktivit enzymu dychaciho Fetézce, citratsyntasy,
pyruvatdehydrogenasy

U vsech 20 vzorkii mitochondrii z jaterni tkané byly méteny aktivity enzymiit OXPHOS,
CS a katalyticka aktivita PDH (tab. 4.2 str 60; 61, 4.3. str. 61). Nena$li jsme vztah mezi
aktivitami enzymt komplexu I, II, I+III, II+III, III, IV, CS, PDH a ¢asem od indukce
k potratu, mezi aktivitami enzymii a hmotnosti plodu a mezi aktivitami enzymu a délkou
skladovani materialu pfi — 80°C (data neuvedena).

Primémé hodnoty aktivit, komplexta I, II, III, IV, PDH a kontrolniho enzymu CS
v mitochondriich a komplexu IV a CS v homogenatu, zjisténych v souboru vzorki jaterni
tkané od potracenych déti byly porovnany s primérnymi hodnotami aktivit naméfenymi
v souboru jaterni tkané od déti, které zemftely ve stafi 14 dni — 8 let (graf 4.1, str. 57;

graf 4.3, str. 59). Primérna hodnota aktivit enzymi dychaciho fetézce I, I, III, IV, CS a
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PDH v mitochondriich i v homogenatu ve fetdlnich jatrech byla niZ$i nez aktivity
v postnatalnich jatrech. Statisticky vyznamné niZ$i jsou aktivity vSech komplex(i mimo
komplex III a IV. Nejvice je patrny rozdil aktivit mezi fetdlnimi a postnatalnimi jatry u
komplexu II.

Zjisténé hodnoty aktivit komplexu I, I, III, IV, CS a PDH v mitochondriich a komplext
IV a CS v homogenatu byly rozdéleny podle délky gestace do tii skupin: 12 — 17 tyden,
18 — 20 tyden, 20 — 28 tyden a hodnoty byly porovnany mezi sebou (graf 4.2. str. 58, graf
4.4. str. 59). Zavislost enzymové aktivity na tydnu gestace ve tfech skupinach byla
studovana z dvodu vylouceni vlivu zmén hemopoetické aktivity jaterni tkané v prib&éhu
gestace. B€hem gestace aktivita klesala u komplexu I (statisticky vyznamné) a pozvolna
u komplexu III (statisticky nevyznamné). Mirny narust aktivity druhé skupiny (18 — 20
tyden) vzhledem k aktivitdm zjiténym v prvni skupin€ (12 — 17 tyden) a nésledny
pokles u tfeti skupiny (21 — 28 tyden) byl zaznamenam u komplexu II, IV, PDH a CS

v mitochondriich, ale nebyl gtatisticky vyznamny.
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NQR* SQR

[nmol/min/img]
[nmol/min/mg]

fetdlni jatra postnatalni jétra fetalni jatra postnatalni jatra

[nmol/min/mg]
[nmol/min/img]

fetalni jatra postnatalni jatra fetalni jatra postnatalni jatra

*
Ccs* PDH

[hmol/min/mg]
[nmol/min/mg]

fetélni jatra postnatélni jatra fetalni jatra postnatalni jatra

graf 4.1 Srovnani primérnych aktivit NQR (komplex I), SQR (komplex II), QCCR
(komplex III), COX (komplex IV), CS (citratsyntasa) a PDH
(pyruvitdehydrogenasa) v mitochondriich izolovanych ze vzorki jaterni
tkané od potracenych déti v gestaénim staFi 12 - 28 tydnu
s prumérnymi aktivitami v mitochondriich od starSich kontrol (n = 10).
Enzymové aktivity ve fetalnich jatrech jsou statisticky niz3i u NQR, SQR, CS a
PDH (p < 0,05%).
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graf 4.2

Srovnani prumérnych aktivit NQR (komplex I), SQR (komplex II),
QCCR (komplex III), COX (komplex IV), CS (citratsyntasa) a PDH
(pyruvatdehydrogenasa) u tFi skupin ziskanych rozdélenim souboru
vzorki jaterni tkané potracenych déti podle délky gestace : 12 — 17
tyden (n = 6), 18 — 20 tyden (n = 7), 21 — 28 tyden (n = 7). Statisticky
vyznamny byl pokles aktivity s vékem u NQR (p < 0,05%).
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graf 4.3 Srovnani prumérnych aktivit enzymi COX (komplex IV) a CS

(citratsyntasa) ziskanych v homogenatech fetalnich jaternich tkani (n = 19)
s prumérnymi aktivitami v homogenatu starSich kontrol (n = 10). Enzymové

aktivity ve fetalnich jatrech jsou statisticky niZs$i u obou enzymi (p < 0,05%*).

COX vhomogenitu CS vhomogenéitu
— 80 — %0 39,24
g’ 61,62 g’ 40 |
£ ix
3 3 2]
0 A T 0 - T
12T-17T 18T-20T 21T-28T 12T-17T 18T-20T 21T-28T
graf 4.4  Srovnani primérnych aktivit enzymi COX (komplex IV) a CS

(citriatsyntasa) v homogenatu tii skupin ziskanych rozdélenim souboru
vzorku jaterni tkané potracenych déti podne podle délky gestace: 12 — 17
tyden (n = 6), 18 — 20 tyden (n = 7), 21 — 28 tyden (n = 7). Nebyl prokazan vliv

hemopoeze na aktivitu enzymd.
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4.4. Proteinova analyza

Ke stanoveni mnozstvi proteinil a podjednotek dychaciho fetézce byly pouzity 3 metody:
,Blue Native”, dvojrozmémé elektroforéza a SDS — PAGE s western blotem. Nejprve
bylo prostiednictvim ,,Blue Native“ a dvojrozmémé elektroforézy doloZeno sniZené
mnozZstvi proteinti. Pro podrobné;jsi analyzu byla optimalizovana SDS — PAGE s western

blotem a naslednou detekci proteint pomoci

protilatek. ,Blue Native”“ elektroforéza byla
(kDa) provedena u J20 (20T) (obr. 4.3). Z obrazku je
patrné rozdéleni na  jednotlivé multiproteinové

komplexy dychaciho fetézce. Komplex I je jen malo

»‘ ‘_ 670 patrny. Dvojrozmérna elektroforéza byla provedena
440 také u J20 (obr. 4.4 str. 63). Tato metoda umoziiuje
230 sledovat jednotlivé komplexy rozdélené na

140 podjednotky. Z obrazku je patrné snizené mnozstvi

jednotlivych komplexti u fetdlnich jater pacienta
oproti kontrole.

Pro piesnéj$i analyzu mnoZstvi proteinti byla

vybrana metoda SDS — PAGE s néslednym western

blotem a imunodetekci.

obr. 4.3 ,,Blue Native“ elektroforéza. Byla provedena ,Blue Native* elektroforéza
komplexi dychaciho fetézce u vzorku fetalni jaterni tkané¢ J20 (28+3T) a
posnatalni jaterni tkané ve staii 3 mésice. 20 pg proteinu solubilizovaného
pomoci laurylmaltosidu bylo rozdéleno na 6 — 15 % gradientovém gelu a
barveno Coomassie Briliant Blue R. Vlevo je oznaCena pozice komplexil
OXPHOS L II, IV, a V.
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K Blue-Wative Bage J20

Tsicine-SDS-PAGE
Tricipe-SDS-PAGE

obr. 4.4: ,Blue Native“/Dvojrozmérna elektroforéza
Dvourozmérna elektroforéza komplexiit OXPHOS z jaterni fetalni tkané J20
ve stafi J20 (28+3T) a postnatalni jaterni tkané ve véku 3 mésicu (K). Jaterni
mitochondrie (20 pg proteinu) byly analyzovany v prvnim rozméru pomoci
Blue Native a vdruhém rozméru pomoci SDS — PAGE. Gely byly

vizualizovany stfibfenim.

Optimalizace metody:

Nejprve byla provedena optimalizace metody pro jaterni tkan. K dispozici bylo jen
omezené mnoZzstvi mitochondrii z fetalnich jater, proto byly k optimalizaci metody
pouzity vzorky jaterni tkan€ od zralych kontrol. Signdl protilatky proti podjednotce
Cox1 byl detekovan na membrané obsahujici 2,5 pg proteinu srde¢ni tkané, 5 pg
proteinu svalové tkan€é a 10 pg proteinu jaterni tkané. Z obr. 4.5, str. 64, je patrny
nejsilngj$i signdl u srde¢ni tkané, prestoze obsahoval nejméné proteinu. Déle byla
provedena optimalizace mnozstvi aplikovaného proteinu vhodného pro detekci
pfislusnych podjednotek. Na gel byly aplikovany mitochondrie o koncentraci 1,2 - 10 pg
proteinu na ,slot“. Byla vybrana optimalni koncentrace proteinu 4 — 5 ug proteinu na
,.slot“ (obr 4.6, str. 64). 4 pg proteinu na ,,slot“ od vzorki J1, J7, J14 a kontroly byly
pouzity k optimalizovani mnoZstvi pouzivanych protilatek (viz tab. 3.5, str. 49 ; tab. 3.6;
str. 49).
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Pozdg&ji se ukazalo spravné&jsi aplikovat mnoZstvi vzorki do ,,slotd* nikoliv podle stejné
koncentrace proteinu, ale podle stejné koncentrace proteinu vnéj$i mitochondridlni
membrany — porinu. Pfi stejné koncentraci proteinu ve vzorcich se mnoZstvi porinu lisi
(obr. 4.7, str. 65). Mitochondridlni protein porin lze vyuZzit jako ukazatel mnoZstvi

mitochondrii.

© <u
| S &0
S LW
| g %
e o

obr. 4.5 Proteinova analyza pomoci western blotu srdeéni, svalové a jaterni tkané

od ditéte zemielého ve staii 8 let. Koncentrace proteinu ve ,slotu“ byla
usrde¢ni tkan€ 2,5 pg, u svalové tkan€¢ 5 pg a ujaterni tkané 10 pg.
Koncentrace primarni protilatky proti podjednotce komplexu IV Cox! byla

1 pg/ml.

1 2 3 45 6 78 910 ng]

obr. 4.6 Optimalizace koncentrace proteinu pro proteinovou analyzu pomoci
western blotu. Do ,,sloti“ bylo naneseno 1 — 10 pug proteinu od stejného
vzorku jaterni tkané od ditéte zemielého ve staii 8 let, k detekci byla
pouzita protilatka proti podjednotce komplexu IV Cox5a o koncentraci

0,05 pg/ml.

64



1 2 3 4 5 6 7 8 9

w— v e GG | Porin

obr. 4.7 Detekce porinu ve vzorcich jaterni tkiané pomoci western blotu.
1 — 8 jsou vzorky fetalni jaterni tkané, 9 je vzorek jaterni tkané starsi
kontroly. Vzorky byly normalizovany na mitochondrialni protein.
Koncentrace proteinu kazdého vzorku je 4 pg/ml. Koncentrace titru

protilatky proti porinu byla 0,05 pg/ml.

Vysledek postupu optimalizace proteinové analyzy fetdlnich jater pro western blot
s naslednou imunodetekci:

Z 10 pl izolovanych mitochondrii z vzorkd fetalni jaterni tkan€ a jednoho vzorku
postnatalni jaterni tkédn€ byly pfipraveny vzorky pro Tricin SDS - PAGE.
Z 10 pl izolovanych mitochondrii bylo ptipraveno 200 — 300 pl vzorku o koncentraci cca
0,7 pug/ul. Bylo dilezilé pro celou $kélu protilatek nanaset vzorky danych jater z jednoho
zasobniho vzorku po celou dobu analyzy. Nejprve byla provedena Tricin SDS — PAGE,
kde vSechny vzorky byly naneseny v koncentraci 5 pg proteinu na ,,slot, proteiny z gelu
byly pfeneseny na PVDF membranu a provedena imunodetekce primarni protilatkou
proti porinu. Intensita signalu byla vyhodnocena programem Quantity — One. Po
dosaZeni stejného signalu porinu u v§ech vzorkl byly postupné detekovany podjednotky

komplexi OXPHOS a PDH.

Kvantifikace jednotlivych podjednotek:

U vzork fetalni jaterni tkané J3 ( gestacniho stafi 16+2 T), J6 (17+4T), J10 (18+2T), J12
(20+5T), J13 (21T), J16 (22+2T), J19 (24T) a postnatalni jaterni tkan€ ve stafi 3 mésice
byla provedena optimalizace na porin a imunodetekce (obr. 4.8, str. 67). Signaly
protilatek byly vyhodnoceny v programu Quantity — One (tab 4.4, str. 66). Intensity
signald jednotlivych protilatek u fetalnich jater byly porovnany se signdlem vzorku
postnatalnich jater, jehoZ intensita byla zvolena jako 100 %. Kvantifikace u vzorka

fetalni jaterni tkané J8 a J19 byla provedena, ale mnoZstvi proteinti bylo nizké, proto
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nebyly do tabulky zahrnuty. Hodnoty pro jednotlivé proteiny byly primérovany.
Mnozstvi podjednotek NDUFA9 (komplexu I) a SDHA (komplexu II) ve vzorcich
fetdlnich jater bylo téméf stejné jako u postnatalnich jater. Podjednotka CORE 2
(komplexu IIT) ve fetdlnich jatrech byla snizena na 58 %, podjednotky Cox1 na 64 % a
Cox2 na 40 % (mtDNA kodované podjednotky komplexu IV), podjednotka Cox5a na

47 % (nDNA koédovana podjednotka komplexu IV). Podjednotky F1-o a F1- byly
sniZzeny na 54 % a 21 % (komplex V). Podjednotka PDH-E2 byla sniZena na 52 % ve

srovnani se star$i kontrolou.

tab. 4.4. Kvantifikace signilu jednotlivych podjednotek komplexu OXPHOS
v analyzovanych vzorcich fetalni a postnatilni jaterni tkiné pomoci

programu Quantity — One. Signal kontrolniho vzorku representoval 100 %.

vzorek
(délka
gestace)
J3 (16+2)
J6 (17+4) 108 130 57 67 57 38 61 31 76
J12 (20+5) 138 133 64 87 36 44 39 14 94
J13 (217T) 101 97 47 64 26 32 28 10 67
J16 (22+2) 96 72 78 63 39 76 80 23 52
Primér % 108 106 58 64 40 47 54 21 65

NDUFAY (podjednotka komplexu 1), SDHA (podjednotka komplexu II), CORE 2 (podjednotka
komplexu Ill), Coxl, Cox2, Cox5a (podjednotky komplexu IV), Fl—a, FI-f; (podjednotky ATP
syntasy) a PDH-E?2 (podjednotka pyruvatdehydrogendsového komplexu)
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obr. 4. 8 Proteinova analyza vzorki fetilni jaterni tkané pomoci western blotu.
Vzorky J3 (16+2 T), J6 (17+4T), J10 (18+2T), J12 (20+5T), J13 (21T), J16
(22+2T), J19 (24T) a postnatalni jaterni tkan¢ ditéte zemielého ve stati 3 mésice
(kontrola). 3,5 — 7 pg (odpovidajici stejnému signalu na porin) proteinu bylo

rozdéleno tricine SDS — PAGE elektroforézou, pteneseno z gelu na PVDF



membranu a postupné detekovano jednotlivymi protilatkami. Byly pouZity
nasledujici protilatky od firmy Mitoscience o koncentraci [mg/ml]: Porin: 0,15;
NDUFA9: 0,022 (podjednotka komplexu I); SDHA: 0,015 (podjednotka
komplexu II), CORE 2: 0,025 (podjednotka komplexu III), Cox1: 0,015; Cox2;
0,025; Cox5a: 0,035 (podjednotky komplexu IV); Fl-a: 0,035, F2-3: 0,025
(podjednotky ATP syntasy) a PDH-E2: 0,75 (podjednotka pyruvat —

dehydrogenasového komplexu).

4.5. Kvantifikace mtDNA~*

Pomoci real — time PCR bylo analyzovano mnoZstvi mitochondridlni DNA ve vzorcich
fetalni jaterni tkané J4 (16+4T), J7 (18T), J3 (20+4T), J14 (21T), J15 (21+3T), J18
(23+2T), J19 (25+4T), J20 (28+3T) (graf 4.5, str. 69). Dva vzorky fetalni jaterni tkané
byly ve stafi 21 tydnt (hodnota byla spoéitana jako prumér), ostatni gestacni tydny
reprezentoval vZdy jeden vzorek. Obsah mtDNA byl normalizovdan na mnoZstvi nDNA
ve vzorku. Z grafu je patrny narist poctu kopii mtDNA se stoupajicim tydnem gestace na

hladiné vyznamnosti p < 0,05.

* Analyza mnoZstvi mtDNA pomoci real — time PCR byla provedena byla ve spolupréci

s Mgr. Martinou Pejznochovou z Laboratoie pro studium mitochondriélnich poruch .
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graf 4.5. MnoZstvi mtDNA v jaterni fetalni tkani v zavislosti na délce gestace.
MtDNA byla analyzovana pomoci real — time PCR v 8 vzorcich fetalni jaterni
tkané gestacniho staii 16 — 28 tydni (2 vzorky byly ve stafi 21 tydnu, ostatni
gestacni tydny representoval vzdy jeden vzorek) a jednoho postnatalniho vzorku
jaterni tkané stafi 1 mésic. Obsah mtDNA byl normalizovén na mnozstvi nDNA

ve vzorku. Vzristajici trend byly statisticky vyznamny na hladiné p < 0,05.
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5. Diskuze

Vyvoj mitochondridlniho metabolismu je tkanoveé i druhové specificky. Obecné lze fici,
Ze probiha pozvolna po celou dobu gestace a k nejvétsim zménam dochazi v obdobi tésné
pfed narozenim a bezprostiedné po ném. V izolovanych mitochondriich z fetalni a
neonatélni potkani jaterni tkané byla publikovana fada studii energetického metabolismu
se shodnym zavérem, Ze potkani jaterni mitochondrie se stavaji plné funkéni az
bezprostiedn€¢ po narozeni [73, 74]. Valcarce prokazal, Ze maturace jaternich
mitochondrii zavisi na postnatalni syntéze komplexd dychaciho fetézce [75]. Na
zvifecich modelech (potkani, skot, prase) [76-78] bylo provedeno mnoho studii vyvoje
energetického metabolismu i v fadé dalSich tkani, ale studie na lidskych tkanich byly
publikovany jen ojedinéle [79-82]. Studim vyvoje mitochondrialniho metabolismu u
¢lovéka je stale obtizné zejména pro nizkou dostupnost materidlu a naro¢nost na
provedeni odbéru tkan€. Nase studie pfinasi nové informace o stavu mitochondrialniho

energetického metabolismu v jaterni tkani u ¢lovéka v prenatalnim obdobi.

Odbér materialu

Odbér jaterni tkan€ ve vSech ptipadech probéhl v ¢asovém rozmezi od 0,5 — 2 hod po
prob&hlém potratu a ihned zmraZen v tekutém dusiku. Ve studii na potkanim modelu, kde
autofi analyzovali postmortalni zmény aktivity COX v zavislosti na ¢ase v mozku, srdci,
ledvinach, plicich a jatrech bylo zji§t€no, ze ztrata aktivity COX byla nejrychlejsi
vjaterni a plicni tkéni [83]¢ Rychly odbér tkdn€ je nezbytny z dlivodu eliminace
sekundarniho poskozeni vzorku vlivem proteolytické aktivity. Odebrané vzorky byly do
doby zpracovani skladovany pii — 80°C, ale byly zpracovavany s riznym Casovym
odstupem (3dny — Slet). Nebyly nalezeny statisticky vyznamné zmény v aktivitach

komplext dychaciho fetézce; CS a PDH v zavislosti na dobé skladovani.
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Histologicka analyza

Hematopoeticka funkce jaterni tkan€ v prenatalnim obdobi a piitomnost hematopoetické
tkané ve fetalnich jatrech jiz byla dobfe popsana v literatuie [84]. Fetalni jatra jsou tedy
smési riznych typl buné€k: hepatocytl , hemopoetickych bun¢k v rizném stadiu vyvoje
a zralych erytrocyti. Vzhledem k tomu, Ze vzorky jaterni tkan€ byly k dispozici jen
v zmraZeném stavu a v jen omezeném mnozstvi, nebylo jiZ mozné oddélit hepatocyty a
hemopoetické buiiky, jak bylo provedeno v praci na potkanich fetdlnich jaternich
mitochondriich, kde hepatocyty byly oddéleny od prekurzori krevnich elementli na
sachar6zovém gradientu [64]. Studovali jsme, zda pifimé€s mitochondrii
hematopoietického pltvodu ovliviiuje aktivity komplexi dychaciho fetézce. Analyza
urovné hematopoeze ve vzorcich jaterni tkané rtizného gestaéniho stafi prokazala
nejvyssi (az 50 %) obsah hematopoietickych bun¢k okolo 20. tydne gestace, ve vzorku
z 23. tydne gestace klesala. Vysledky histologické analyzy vzork jaterni tkan¢ z naSeho
souboru jsou v souladu s literaturou [84]. Jaterni tkan zacind byt hematopoeticky aktivni
kolem 6. gesta¢niho tydne. Hematopoeza je nejvétsi od 12. tydne a zaCatkem tietiho
trimestru t€hotenstvi hematopoetickou funkci postupné piebira kostni dien. Vysledky
histologické analyzy jsme korelovali s aktivitami komplexti dychaciho fetézce a
pyruvatdehydrogenasy. V na$i studii nebyl zjistén vliv urovné hematopoeze na aktivitu

enzymu dychaciho fetézce, CS a PDH.

Izolace mitochondrii z jaterni tkiné

Ve studiich s laboratornimi potkany bylo popsano, Ze fetdlni a neonatalni jaterni tkan
obsahuje vyrazné méné mitochondrii na buiikku ve srovnani s jaterni butikou dospélého
jedince [73]. Uvadi se, Zze vytéZek mitochondrialniho proteinu z fetalni jaterni tkané je
hruba polovi¢ni ve srovnani s vytéZkem z neonatélni jaterni tkan€¢ a 20 % ve srovnani s
izolaci mitochondrii ze zralé nativni jaterni tkan€ s pouzitim sacharézového gradientu.
Pocet mitochondrii na jednu buiiku v jaterni tkani u potkand po narozeni stoupa [64].
Primérny vytéZek mitochondrialniho proteinu v naem experimentalnim souboru fetalni
jaterni tkané byl srovnatelny s vytéZkem v souboru kontrolni zralé jaterni tkané.
S nejvétsi pravdépodobnosti byl vytéZzek jaterniho mitochondridlniho proteinu zatizen

pfimési mitochondrii hemopoetického pivodu. Obecné nizsi vytézek mitochondridlniho
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proteinu v jaterni tkani (vytéZek do 1 %) v naSem souboru muze byt ovlivnén izolaci ze
zmraZzené tkané a velmi malym vstupnim mnoZstvim materidlu ve srovnani s udaji
publikovanymi na zvifecich modelech (vytézek 5 %).

Pro demonstraci tkanové rozdilnosti jsme uvedli hodnoty vytéZkli mitochondrii pro
svalovou tkan u €loveka, zjisténé drive v nasi laboratofi. Ve svalové tkani byl nartist
vytézku mitochondrii izolovanych ze svalu dospélych kontrol 90 % ve srovnani
s vytéZkem mitochondrii z fetdlniho svalu. Ve svalové tkani u prasat byl zji$tén narist

mitochondrialniho proteinu z 1. do 5. dne po narozeni o 94 % [77].

Stanoveni aktivit komplexi dychaciho Fetézce, citratsyntasy a pyruvatdehydro —

genasy

Pramér aktivit komplexu I naméfenych ve vzorcich jaterni tkan€ z potrati byl sniZeny
na 62 % proti primérné aktivit¢ naméfené v postnatalni jaterni tkani, u komplexu II
byl sniZeny na 22%, u CS na 53% a PDH na 68%. Rozdil mezi aktivitou ve fetdlni a
postnatélni jaterni tkani byl nejvétsi u komplexu II. Rozdily v aktivitdich u komplexu III a
IV vobou porovniavanych skupinidch naSeho souboru nebyly statisticky vyznamné,
prestoze mély stoupajici trend jako vySe jmenované enzymy.

Ve studii na fetalni tkani ¢lovéka, kde byla porovnavana jaterni tkan od 8 potrati ve 20 —
28 tydnu gestace ve srovnani s 2 dospélymi kontrolami ve véku 35 a 50let, byl zjistén
dvojnasobny nartst aktivity COX [79]. U potkanti byl také pozorovan dvojnasobny
narist aktivity COX ve fetalni jaterni tkani ve srovnani se zralymi kontrolami [75].
Statisticky vyznamny v naSem souboru byl narust aktivit i v homogenitu: u COX
dvojnasobny, u CS trojnasobny.

Nase nalezy jsou v souladu s vysledky ve svalové tkani ¢lovéka, kde byly srovnavany
aktivity komplexii dychaciho fetézce, CS a pyruvatdehydrogenasy v souboru 13
neinfekénich potratt v 15 — 26 tydnu gestace a kontrolniho souboru 20 déti ve vé€ku 0,5 —
2 let [85]. Statisticky vyznamné rozdily v narGstu aktivity byly ve svalu nalezeny u
komplexu I, II, III, IV dychaciho fetézce a kontrolniho enzymu citratsyntasy. Ve svalu
nebyla statisticky vyznamna pouze zména aktivity PDH.

Ve fetalni jaterni tkani jsme nenalezli statisticky vyznamnou korelaci mezi vahou plodu a
aktivitami komplexti dychaciho fetézce, CS a pyruvatdehydrogenasy (vysledky nejsou

v praci uvedeny).
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Ve svalové tkani byla pozitivni korelace nalezena pouze u aktivity COX v zavislosti na
hmotnosti plodu [85]

V prubéhu gestace v jaterni tkani naSeho souboru statisticky vyznamné klesala aktivita
komplexu I. Naopak ve svalu s délkou gestace vyznamné stoupala aktivita COX a CS
[82]. Vzhledem k tomu, Ze u komplexu II dychaciho fetézce, CS a PDH nebyly
pozorovany statisticky vyznamné zmény v aktivitdich v zavislosti na délce gestace, ale
jejich aktivity se vyznamné liSily ve srovnani se star§imi kontrolami, zda se, Ze nejvétsi
zmény v aktivitach probihaji ihned po narozeni nebo bé€hem prvnich tydni Zivota. Ve
studiich s laboratornimi potkany bylo publikovano, Ze po podani inhibitoru proteosyntézy
cykloheximidu bylo dosaZeno nejvétsi (téméf totalni) inhibice v nartistu postnatalni
aktivity u komplexu Il, zatimco napfiklad u komplexu IV bylo pozorovano pouze mirné
sniZzeni aktivity ve srovnani sexperimentem bez inhibitoru [61]. U potkani byl ve
svalové tkani zjistén narist aktivity komplexu IV, CS a PDH znizkych hodnot,
naméfenych bezprostiedné po narozeni, na hodnoty téméf dosp€lého jedince na konci
tiettho tydne Zivota [86]. V mozkové tkani u potkanil byl popsan nartst aktivity

cytochrom c oxidasy a ATP syntasy v prvnich 4 tydnech postnatalniho Zivota [87, 88].

Proteinova analyza — optimalizace metody

Kombinaci ,,Blue Native” elektroforézy v prvnim rozméru a SDS elektroforézy
v rozméru druhém vznikd 2 — D polypeptidova mapa. Poskytuje informaci o slozeni a
mnozZstvi komplexu v analyzovaném vzorku. Tato metoda se pouziva pro ,.screening®

sloZzek komplexit OXPHOS u pacientd s podezienim na mitochondridlni onemocnéni.

Proteinova analyza v jaterni tkani u extrémné nezralych plodd nebyla doposud v nasi
laboratofi provedena, proto bylo nutno metodu nejprve optimalizovat. Pro naSe pouZiti se
ukazalo nejvhodnéjsi aplikovat 4 — 6 pg proteinu jaterni tkan€ na ,.slot“. Po zjisténi
skute€nosti, Ze pfi stejné koncentraci proteinu ve vzorcich se signal pro porin li8i, byly
v8echny vzorky normalizovany na porin. Porin je slozkou vnéj$i mitochondrialni
membrany a pouziva se jako marker po¢tu mitochondrii [43].

Obvykle se v proteinovych studiich komplexi OXPHOS vysledek normalizuje na signal
komplexu II, ale v nasi studii byl komplex II jednim z objektd analyzy, proto jsme zvolili

porin.
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Ukonéeni SDS — PAGE zaviselo na dal$§im pouziti gelu. Pokud chceme pouzit gel pro
detekci proteinu men$ich nez 30 kDa, byla elektroforéza piferusena po ,,domigrovani®
proteinu 1 — 0,5 cm nad spodni okraj gelu, jinak byly vzorky nechany ,,migrovat” az na
konec gelu. Optimalni pouZiti jedné ,pfeblotované“ membrany je 2 x az 3 x. Pro
dosazeni co nejlepSiho vysledku je vhodné pouzit k oznaeni pfislusné membrany jen
jednu protilatku a po jejim ,,odstripovani“ pouZit protilaky proti podjednotkam o liSici se
molekulové hmotnosti. Z naSich experimentd vyplyva, Ze detekce protilatek na jedné
membrané je mozna u protilatek proti Cox2 nebo Cox5Sa zéaroveii z jednou z téchto
protilatek: NDUFA9, CORE 2, Cox1, ATP Fl-a, ATP F|— a porine. Dale je mozZna
kombinace porinu s jednou z nésledujicich protilatek: CORE, ATP Fl-a, ATP F1-f.
Protilatky proti SDHA a PDH — E2 bylo lepsi pouZivat jen samostatné.

Pfi proteinové analyze s pouZitim western blotu bylo pouZilo 2,5 pg proteinu srdeéni
tkané, 5 pg proteinu svalové tkané a 10 pg proteinu jaterni tkané od ditéte které zemfelo
ve véku 8 let. Signal podjednotky Cox1 byl vyrazné€ nejniZsi v jaterni tkani. Jaterni tkan
neobsahuje zdaleka tolik mitochondridlniho proteinu jako svalova a srde¢ni tkan. Je to
dano energetickou naro€nosti dané tkané - kapacita OXPHOS je u kazdé tkané jina a
proto se li§i po¢tem mitochondrii a aktiviou enzymid OXPHOS. Nejvétsi OXPHOS

kapacitu ma mozek, dale srde¢ni, svalova tkar, ledviny a endokrinni systém [89]

Kvantifikace mnozstvi jednotlivych podjednotek komplexi OXPHOS a PDH

Obsah podjednotek NDUFA9 (komplex I) a SDHA (komplex II) byl pfiblizn¢ stejny u
fetalnich a postnatalnich jater. Obsah podjednotky CORE (komplex III) byl oproti
postnatalnimu vzorku sniZen na 58%, podjednotky Cox1 (komplex IV) na 64 %, Cox2
(komplex IV) na 40 %, Cox5a (komplex IV) na 47 %. Ve studii s fetalni jaterni tkani u
¢lovéka byly studovany zmény u podjednotek COX. Zmeény v hladinach transkriptt
z fetdlniho do dospé€lého stavu byly vSak nalezeny pouze pro podjednotku VIb (3 x
nartst) VIIb (2 x narist) [79].

Obsah podjednotek ATP syntasy F;—a a F—f3 byl oproti postnatalnimu vzorku sniZeny na
54% a 21%. Nase vysledky jsou v souladu s literaturou. Ve studiich na potkanich
fetalnich jatrech bylo zjisténo, Ze hladina mRNA pro F|—§ a mRNA pro COIII+ATP6 — 8
dosahovala ve fetdlnich vzorcich poloviéni hodnoty pro zrala jatra a mnoZstvi proteinu

F—f bylo sniZeno na 15 % [75]. Ve studiich na mitochondriich izolovanych z potkanich
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fetalnich ledvin bylo pozorovano, Ze hladina podjednotky OSCP a F, ATPsyntasy je
v priibéhu gestace pfiblizné€ stejnd a vyrazn€ se méni az t€sn€ pied narozenim a po
porodu, kdy v prvnim dnu Zivota dosahuje 75 % hladiny dospélého jedince [90].
Obsah podjednoteky PDH-E2 byl sniZen oproti postnatalnimu vzorku na 65 %.
Valcarce [75] prokézal, Ze maturace jaternich mitochondrii zavisi na postnatalni syntéze

komplexi dychaciho fetézce.

Vztah aktivit enzymi a jejich mnoZstvi

Témer stejny nariist enzymové aktivity a mnozstvi proteind z fetalniho do postnatélniho
obdobi byl v naSem souboru zji§tén u PDH. Ve studiich na potkanech bylo popsano, Ze
bezprostfedné po narozeni v jatrech 2 x stoupa nejenom celkova aktivita PDH b&hem
prvni hodiny Zivota, ale paralelné stoupa i obsah v§ech podjednotek PDH [91].

Studie provedend na lidské svalové tkani ukazuje nardst aktivity PDHc a nartst
mnozZstvi proteinu podjednotek PDH-E1 a PDH-E2 v souboru star§ich kontrol oproti
hodnotdm nameéfenych v souboru vzorkl z fetalni svalové tkané [82]. Ve svalové tkani
potkana stoupala po narozeni aktivita PDHc do ukonéeni vyZivy mlékem od matky a
mnozstvi podjednotek PDH-E1 a PDH-E2 stoupaly po narozeni do tfetiho tydne Zivota
[86].

U komplexu III obsah byl protein pro podjednotku CORE 2 sniZen na 58 % ve srovnani
se zralou kontrolou, ale aktivita pfdstavovala 69 % starSich kontrol, u komplexu IV
prumérna aktivita ve fetalnich vzorcich byla 66 % hodnot zralych kontrol, ale proteinova
hladina pro podjednotky Cox1, Cox2, Cox5a dosahovala 64 %, 40 % a 47 %. Vyrazné
snizené mnozstvi nékteré z podjednotek dychaciho fetézce nezbytné¢ nemusi vést
k proporciondlnimu sniZeni aktivity odpovidajicviho komplexu. Jednim z vysvétleni je
mozZnost existence nadbytku podjednotek, které mohou mit regulacni roli v bunééném
metabolismu. Rozdily mohou také plynout z odlisnych ,treshlod* hodnot pro kazdou
tkan a individualni enzym [92]. Pro komplex III byla prokdzana vysokd hodnota
Htresholdu® (pfes 80 %) a tedy mozZnost velké reservy enzymové aktivity ve vsech
tkanich. V kardiocytech u potkani byla vyslovena domnénka o relativnim nadbytku
aktivity komplexu IV v neonatdlnim obdobi, ktera neodpovida jesté¢ zdanlivé nizkym
energetickym poZadavkim builkky vtomto obdobi. Specifickd aktivita COX

v kardiocytech u 5-dennich zvifat dosahovala 76 % hodnot dospélych jedinci, zatimco
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CS pouze 33 % [93]. Vysledky proteinové analyzy u komplexu I a II dychaciho fetézce
nekoreluji s naméfenymi aktivitami. U komplexu I jsme pozorovali témét shodné
proteinové mnozstvi pro NDUFA9 pro podjednotku 39 kDa komplexu I ve fetdlni a
zralé jaterni tkéni. Aktivita u komplexu I se pohybovala okolo 62 % kontrolni skupiny.
Zdéa se, Ze pouze Cast pfitomného proteinu je aktivni. U komplexu I byla popsana
existence dvou kineticky a strukturné rozdilnych aktivnich a inaktivnich forem [94].
V intaktnich mitochondriich mohou reverzibilné¢ pfechéazet jedna v druhou. V uvahu také
ptichazi i mozZnost, Ze spektrofotometrickd metoda pro stanoveni komplexu I ve fetalni
jaterni tkéni neni dostateéné citlivd. Podobn€ jsme u komplexu II pozorovali téméf
shodné proteinové mnoZstvi pro podjednotku SDHA komplexu II u fetalni a zralé jaterni
tkané, ale aktivita u fetalnich vzorkd dosahovala pouze 22 % zralych kontrol. Pfi studiu
vlivu sloZeni lipidii mitochondridlni membrany byla prokézana souvislost mezi aktivitou
komplexti dychaciho fetézce a obsahem nenasycenych mastnych kyselin [95].Ve
fetalnich jatrech potkani bylo zjisténo, Ze vnitini mitochondridlni membrana obsahuje
velké procento nasycenych mastnych kyselin ve srovnani s dospélymi jedinci, coz
zplsobuje jeji snizenou fluiditu [96]. V mitochondriich izolovanych z potkanich testas
bylo zjisténo, Ze aktivita komplexu II, ale i komplexu I, vyznamé stoupa v zavislosti na

zvySujicimse obsahu polynasycenych mastnych kyselin vlivem diety [97].

Kvantifikace mtDNA

Doposud se jenom malo studii zabyvalo zmé&nami v mnoZstvi mtDNA béhem fetalniho
vyvoje ¢lovéka [81, 98], ale existuje mnoho studii zaméfenych na zménu v mnoZstvi
mtDNA béhem Zivota dospélého jedince. Gadaleta a kol. [99] popisuji narlst poctu
mtDNA s vékem v jatrech, srdci a mozku mezi dospélymi a starSimi potkany. V jaterni
tkani u potkanti byl nalezen nartst poétu kopii mtDNA u mladych jedinci ve stati 3 — 60
dni, pak pocet klesne a zistava stejny do 2 roku Zivota [100]. Ve svalové a srde¢ni tkani
u ¢lovéka byl prokazan nartst po¢tu mtDNA s vékem [101]. Garcia a spol. [81] nalezli
nardst mnozstvi mtDNA b&hem fetalniho vyvoje v srde¢ni tkani u loveka.

Nase vysledky svéd¢i pro pozitivni trend mezi mnoZstvim kopii mtDNA ve fetalni jaterni
tkani a tydnem gestace. Ve fetalni tkani z ledvin potkant byl pozorovan vyrazny nartst
poméru mtDNA/nDNA v pribéhu gestace, odpovidajici vyznamné replikaci mtDNA
v tomto obdobi. ZmnoZeni kopii mtDNA nemusi byt nutn€ zndmkou zvySeni poCtu

mitochondrii [90].
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6. Zavér

Provedli jsme enzymovou, proteinovou, molekularné¢ biologickou a histologickou

analyzu vzork jaterni fetalni tkané:

1. Byly izolovany mitochondrie ze 20 vzorkd jaterni tkdn€ od potracenych déti v

gestaénim stafi 12 — 28 tydnd.

2. V mitochondriélni frakci izolované ze vzorkl fetdlni jaterni tkéné€ byly analyzovéany
aktivity komplext I, II, I+III, II+III, III a IV dychaciho fetézce, kontrolniho enzymu
citratsyntasy a pyruvatdehydrogenasy. Primémé hodnoty specifickych aktivit
jednotlivych komplext ve skupin€ vzorki jaterni fetalni tkan€ ve stafi 12 — 28 tydnd byly
porovnany s hodnotami aktivit ve skupiné starSich kontrol. Aktivity komplexu [, II,
citraitsyntasy a pyruvatdehydrogenasy byly vyznamné sniZzené oproti hodnotam v
postnatalni tkani. Nejvétsi rozdil byl naméten u komplexu II. SniZzeni aktivity komplext
III a IV v mitochondridlni frakci nebylo statisticky vyznamné. Rozdily v aktivitach ve

fetalni a postnatalni jaterni tkani koreluji s vysledky pro svalovou tkar.

3. Byly nalezeny optimalni podminky pro proteinovou analyzu vzorkd fetalni jaterni
tkané pomoci western blotu. Pomoci optimalizované metody bylo analyzovano
proteinové mnozstvi pojednotek NDUFA9, SDHA,CORE 2, Cox1, Cox2, Cox5a, ATP
Fi-a, ATP F,—f, PDH-E2 a porin. MnoZstvi podjednotek bylo sniZzené oproti kontrolnim
hodnotam u podjednotek komplexu III, IV, ATP syntasy a pyruvatdehydrogenasy.

MnozZstvi proteinu bylo témét totoZzné s kontrolami u komplexti I a II.

4. Ve vzorcich fetalni jaterni tkané byla provedena analyza mnoZstvi mtDNA. MnoZstvi

mtDNA s rostoucim gestacnim staiim stoupalo.

5. V jednotlivych vzorcich jaterni tkdn€ byla analyzovéana uroven hemopoeze. MnoZstvi
hemopoetickych bun€k bylo ve vzorku jaterni tkané gesta¢niho stafi 16 tydnia 25 % — 30
%, ve vzorku jaterni tkané getacniho stafi 18 tydnd 50 % a ve vzorku jaterni tkané

gestaéniho stafi 23 tydnt 10 %.
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6. Prace byla prezentovana na konferenci: Dédi¢né Metabolické Poruchy, 21.pracovné
dni, Slia¢, kvéten 17-19. 2006 (prezentace formou posteru) a na 8. Studentské védecké
konferenci 1.LF UK, Praha, ¢erven 22-23. 2007, (prezentace formou ptednasky).
Abstrakta viz. pfiloha.
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Studium maturace komplexu dychaciho retézce v jaterni tkani
v prenatalnim obdobi

Havlickova V, Stiburek L, Honzik T, Pejznochovd M, Magner M,, Hansikova H, Zeman J,

Klinika Détského a dorostového lékaistvi, Praha

Fetalni obdobi je charakterizovano rozsahlou kaskadou vyvojovych stadii, kterd jsou
kontrolovana genetickymi faktory i vlivy zevniho prostfedi. VétSina nemoci u velmi
nezralych déti jsou sekundarniho pivodu z divodu nezralosti riznych tkani i organel buiky
véetné¢ mitochondrialnich funkci. Maturace mitochondrialniho energetického systému muize u
novorozenctl s nizkou porodni hmotnosti vyrazné ovlivnit novorozeneckou morbiditu.

Cilem nasi studie bylo analyzovat aktivity, mnoZstvi a sloZzeni komplexi dychaciho fetézce
v jaterni tkani rizného gestacniho stafi

Metody: Mitochondridlni frakce byla pfipravena diferen¢ni centrifugaci ve vzorku odebrané
jaterni tkané u 9 velmi nezralych plodd (12-23 tyden gestace) bezprostiedné po potratu.
Kontrolni skupinu tvofilo 7 vzorki jaterni tkan€é od déti ve v€ku 2 mésice - 5 let, u kterych
nebylo prokdzdno mitochondridlni onemocnéni. Aktivity NADH:Q10 oxidoreduktazy
(komplexu I), sukcinat:Q10 oxidoreduktazy (komplexu II), Q10H2: cytochrom c reduktazy
(komplexu IIT), NADH:cytochrom ¢ oxidoreduktazy, (komplexu I+III), sukcinat: cytochrom ¢
reduktazy (komplexu II+III), a cytochrom ¢ oxidazy (komplexu IV) a kontrolniho enzymu
citratsyntazy byly méfeny spektrofotometricky. MnoZstvi a sloZeni jednotlivych komplext
dychaciho fetézce bylo analyzovano pomoci 2D-PAGE. Kvantitativni analyza obsahu
jednotlivych proteind oxidativni fosforylace byla provedena pomoci western blotu s vyuZitim
baterie specifickych protilatek.

Vysledky: Aktivity komplexu I, II, H+III, a I+1l-byly vyznamné snizené¢, komplexii I, III a
citratsyntazy mimé sniZzené a komplexu IV srovnatelné s aktivitami komplexd dychaciho
fetézce v kontrolni skupin€é. Blue-nativni elektroforéza prokazala signifikantné sniZené
mnozstvi komplexi I, III, IV a V ve srovnani s kontrolnim materialem.

Zavér: V tkanich velmi nezralych novorozenct je obtiZné rozliSit, zda zmény v aktivitach
dychaciho fetézce jsou zpusobeny priméarni (dédiénou) poruchou na urovni dychaciho
fetézce a nebo ziskany sekundarné z divodu nezralosti nebo vnéj$ich faktorl, jako je
naptiklad zvy$ena degradace proteini pii sepsi. Studie pfispiva ke zjisténi specifickych aktivit
a mnozZstvi komplexd dychaciho fetézce v jaterni tkani béhem vyvoje.

Podporovano GAUK 16/2004



STUDIUM MITOCHONDRIALNIHO ENERGETICKEHO METABOLISMU VE
FETALNIi JATERNI TKANI
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V tkénich nezralych novorozenci je obtizné rozliSit, zda zmény v aktivitdich dychaciho
fetézce (RC) jsou zplisobeny dédiénou poruchou nebo jsou ziskany sekundarné ptisobenim
zevnich faktort ¢i nezralosti.

Cilem studie bylo analyzovat aktivity, mnoZstvi a sloZzeni komplexti RC, citratsyntazy (CS) a
pyruvatdehydrogenazy (PDH) v jaterni tkani potracenych plodu rizného gesta¢niho stafi.
Material a metody: Soubor tvofilo 20 vzorkl jaterni tkan¢ odebranych bezprostiedné po
potratu plodu ve 12-28. tydnu gestace. Kontrolni skupinu tvofilo 10 autoptickych vzorki
jaterni tkdn€ od déti (0 - 8 let), u kterych nebylo prokdzano mitochondridlni onemocnéni.
Aktivity komplext I, II, III, IV dychaciho fetézce a CS byly méteny spektrofotometricky
v mitochondriich izolovanych ze zamrazené jaterni tkané. Aktivita PDH byla méfena
radioizotopoveé. MnoZstvi a slozeni jednotlivych komplexi RC a PDH bylo analyzovéano
pomoci 2D-PAGE a western blotu. mtDNA byla kvantifikovana pomoci real-time PCR.
Vysledky: Aktivity komplexi I, II, III, IV dychaciho fetézce, PDH a CS byly vyznamné
sniZzené v porovnani s aktivitami komplexti RC v kontrolni skupin€. Nejvyraznéjsi rozdily
byly nalezeny u komplexu I, II a CS. Mnozstvi komplexu L, II, III, IV, V a PDH bylo sniZené
ve srovnani s kontrolnim materidlem. MnoZstvi mtDNA stoupalo v zavislosti na tydnu
gestace.

Zavér: Z nasi studie vyplyva, Ze pro spravnou biochemickou diagnostiku mitochondrialnich
onemocnéni v jaterni tkani v neonatalnim obdobi, odbobné jako ve svalové tkani, jsou

nezbytné véku odpovidajici referen¢ni hodnoty. Podporovano IGA MZ NR-9410-3
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