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Abstrakt

Mitochondriadlni pér piechodné propustnosti (mPTP) je vysoce evoluéné
konzervovany kanal nachdzejici se ve vnitini membrané¢ mitochondrie. Tento pér je
neselektivné propustny pro molekuly o hmotnosti mensi nez 1,5 kD. Otevieni poru
v disledku napf. zvySené koncentrace Ca** nebo reaktivnich forem kysliku (ROS) a
naslednd depolarizace membrany muize vést k naruSeni protonového gradientu, sniZeni
produkce ATP a nésledn¢ i k bunécné smrti.

Smrt bunky v disledku otevieni mPTP je patofyziologickym jevem, ktery provazi
napf. ischemickd onemocnéni a neurodegenerativni poruchy, jako je Alzheimerova nemoc
nebo Huntingtonova choroba.

Studium slozek a funkce mitochondridlniho poéru ptechodné propustnosti je
vyznamné pro vyzkum mechanismu onemocnéni, kter¢ vede k vyvoji vhodnych
farmaceutik a snizeni mortality a morbidity pacientt.

Tato prace shrnuje vyvoj vyzkumu struktury a funkce kanalu za fyziologickych a

vybranych patologickych podminek a stru¢né popisuje nékteré experimentalni metody.



Abstract

The mitochondrial permeability transition pore (mPTP) is highly evolutionarily
conserved channel found in the inner membrane of mitochondria. This pore is non-
selectively permeable for molecules below 1,5 kD. Consequences of the pore opening due
to an increase of Ca*" or reactive oxygen species (ROS) and following depolarization of the
membrane involve a disruption of the proton gradient, decrease in the production of ATP
and prevalently a cell death.

Death of a cell as a result of the mPTP opening is a physiopathological mechanism
which follows ischemic diseases and neurodegenerative disorders such as Alzheimers and
Huntingtons disease.

Study of a structure and function of mPTP is essential for the research of
mechanisms and progression of diseases, and it is crucial for the development of
responding drugs and an overall decrease in the morbidity of the patients.

This work compiles the course of the research into structure and function of the
channel under physiological and pathological conditions and briefly puts down some of the

experimental methods.
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1. Uvod

1.1. Stavba a funkce mitochondrii

Mitochondrie je semiautonomni organela s dvojitou membranou nachéazejici se
v drtivé vétsing€ eukaryot'. Jeji velikost se pohybuje mezi 0,5 — 1 pm. Mitochondrie
pravdépodobné vznikla fagocytézou prokaryotické bunky, cemuz nasvédCuje nejen
pfitomnost dvojité membrany, ale i cyklické mitochondridlni DNA (mtDNA) nachazejici
se v jeji matrix. Tato mtDNA obsahuje 37 gend, které koduji mitochondridlni tRNA, rRNA
i proteiny .

Vnéjs$i membrana mitochondrie (OMM) je v kontaktu s cytosolem buiiky, mé
porézni charakter a je propustnd pro molekuly do 5 kDa. Vnitini membrana mitochondrie
(IMM) tvoii Cetné zahyby tzv. kristy, které vyrazné zvétsuji jeji plochu. Vnitini membrana
propousti pouze malé neutrdlni molekuly jako vodu, oxid uhlicity a kyslik. K transportu
ostatnich latek slouzi slozit¢ kontrolované pfenasSece. Do struktury vnitini membrany je
inkorporovano mnoho proteint, které tvoifi az dvé tfetiny celkové hmotnosti
fosforylace (OXPHOS), ale 1 mitochondrialni por ptechodné propustnosti (mPTP). Mezi
membranami se nachazi tzv. mezimembranovy prostor (IMS). Slozeni obsahu IMS se lisi
nejen od cytosolu bunky, ale i od matrix mitochondrie. V matrix se odehrdvd mnoho
dilezitych biochemickych procesti jako je B-oxidace mastnych kyselin nebo cast
mocovinového cyklu. Do matrix je transportovan pyruvat, ktery je pyruvatdehydrogenasou
pfeménén na acetylkoenzym A (CoA). Acetylkoenzym A vstupuje do Krebsova cyklu, kde
dochazi k postupné oxidaci a dekarboxylaci kyseliny citronové, vzniku GTP a uvolnéni
redukénich ekvivalenti’.

Vnitini membrdana mitochondrie je mistem syntézy ATP cestou oxidacni
fosforylace. Energie ukladana do makroergickych vazeb této molekuly je pohonem pro
vétSinu katabolickych i anabolickych déji. Nicmén€ mitochondrie nema pouze tuto funkci.
V matrix mitochondrie se tvofi prekurzory pro syntézu makromolekul, jako jsou
nukleotidy, lipidy nebo hem*. Kromé dtleZité ulohy v metabolismu buiiky je mitochondrie
také mistem regulace bunécné smrti, homeostaze vapniku, genové exprese, diferenciace a
projevl starnuti buiiky. Také zde dochazi k produkei vétSiny reaktivnich forem kysliku
(ROS)’. Jelikoz se tato prace predevsim vénuje problematice mPTP, dile budou podrobnéji

popsany ty funkce mitochondrie, které velmi izce souvisi prave s timto porem.



1.1.1. Dychaci retézec

Ve vnitini membrané mitochondrii se naléza pét enzymovych komplexti (komplex
[-V) systému oxidacni fosforylace (OXPHOS), které se podili na redoxnich reakcich,
jejichz vysledkem je ptenos protonit do IMM, redukce molekul kysliku na vodu a nasledné
tvorby molekul ATP vyuzivajici protonmotivni silu vzniklého protonového gradientu.

Komplex I nebo také NADH:ubichinon-reduktasa je nejvetsi z komplext dychaciho
fetézce’. Dochazi zde k oxidaci protonového prenasee NADH a nasledné redukci
koenzymu Q. Energie pochazejici z téchto déju je téZ pouZita na ptenos 4 H® z matrix do
mezimembranového prostoru. Mechanismus tohoto procesu je stale predmétem diskuzi.

Komplex II je kromé ucasti v dychacim fetézci také integralni ¢asti Krebsova cyklu
a dochazi zde k oxidaci sukcinidtu na fumarét. Elektrony jsou pfes molekulu FAD
pfeneseny na komplex II a nésledné téz pouzity k redukci koenzymu Q za ucasti
cytochromu c.

Ubichinol:ferrocytochrom:c:oxidoreduktasa nebo také komplex III je mistem
prenosu elektront z ubichinolii na cytochrom ¢. Mimo to zde dochazi také k pienosu 4 H*
do mezimembranového prostoru. Cytochrom ¢ nese pouze jeden elektron, a tedy k zpétné
oxidaci jednoho ubichinolu na ubichinon je potifeba dvou cytochromi c.

Cytochrom c¢ je maly hemovy protein vyskytujici se na povrchu membrany, ktera je
v kontaktu s mezimembranovym prostorem. Pii prevzeti elektronu dochazi k redukci
hemového Fe’"na Fe*".

Komplex IV neboli cytochrom:c:oxidasa obsahuje kovové ionty Fe’* a Cu*.
Z jedné molekuly kysliku a ¢tyf elektronii vdzanych na cytochrom ¢ zde dochazi ke vzniku
dvou molekul vody a opét k pfenosu 2 H” do mezimembranového prostoru’.

Komplexy jsou za sebou usporadany tak, ze jejich redoxni potencial vzristd a
piebytecna energie je vyuzita na pienos protoni do IMS, ¢imz vznika protonovy gradient,
jenz je nasledné vyuzit na poslednim proteinovém komplexu OXPHOS, komplexu V (ATP

syntasa), k syntéze makroergickych molekul ATP * (viz Obr.1, str.3).
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Obrazek 1: Schéma Krebsova cyklu a mitochondriidlniho dychaciho Fetézce. Schéma
Krebsova cyklu s vyznacenymi enzymy (modie).V Krebsové cyklu dochazi k redukci
koenzymu nikotinamidadenindinukleotidu (NAD/NADH) a flavinadenindinukleotidu
(FAD/FADH,) (Cerveng), které jsou reoxidovany na proteinovych komplexech dychaciho
fetezce (OXPHOS) I (CI) a II (CII). Elektrony z redukovanych koenzymil jsou pieneseny
na ubichinol (Q). Komplex III (CIII) je mistem redukce cytochromu c a reoxidace
ubichinolu zpét na ubichinon. Cytochrom c pfenasi elektrony na komplex IV (CIV), kde je
redukovan kyslik na vodu. Béhem téchto d&u dochazi k pumpovani protoni do
mezimembranového prostoru, a tim vznikéd protonovy gradient, jenz je hnaci silou syntézy
ATP z ADP a Pi na komplexu V (CV), téz nazyvaného ATP syntasa’.



1.1.2. ATP syntasa

Struktura a funkce tohoto posledniho enzymového komplexu OXPHOS je pro
pochopeni problematiky mPTP velmi diilezitd, a proto ji je vénovano vice pozornosti.

Mitochondrialni ATP syntasa je paty enzymovy komplex dychaciho fetézce, ktery
vyuziva protonmotivni sily rozdilu pH mezi matrix a intermembranovym prostorem
mitochondrie k syntéze molekul ATP®. Velikost bovinni ATP syntasy je ptiblizné 584 kDa
a sestavd z patnicti ruznych proteini. ATP syntasa se skldda ze dvou hlavnich
podjednotek. Podjednotka F,;, kterd se nachdzi v matrix mitochondrie, je pfipojena
centralni a periferni stopkou k F, podjednotce, jez je inkorporovana do membrany.
Exergonicky pasivni transport protoni podjednotkou F, vyvolava rotaci podjednotky y.
Tento pohyb zplisobuje konformaéni zmény podjednotky F; (konkrétné podjednotek a a 8
), které vedou k syntéze molekul ATP z ADP a Pi*.

Periferni stonek je tvofen proteinem senzitivnim na oligomycin (OSCP) a
podjednotkami b, d a F,;. N-konec OSCP se véze na N-konce jedné nebo vice a a f8
podjednotek ¢asti F; a jeho druhy konec interaguje s C-koncem podjednotky b periferni
stopky’. Podjednotky d a F; jsou taktéZ spojeny s podjednotkou b, ktera je pravdépodobné
dvéma transmembranovymi f helixy s hydrofobni smy¢&kou inkorporovana do membrany®.
Nicméné doposud neni zcela jisté, jak pfesné je periferni stonek spojen s ostatnimi
podjednotkami.

Podjednotka F; se sklada z proteini a,B,y,5 a € vpoméru a;fB;y,6,€ a jeji
celkova hmotnost je 371, 73 kDa. Staticka ¢ast domény je tvoiena podjednotkami a a f3,
které jsou stiidavé vedle sebe usporddany kolem alfa helixu centrdlniho stonku.
Katalyticka mista se nachazeji na podjednotkach S na rozhrani a;f3; Podjednotky a nemaji
katalytickd mista, ale na urcité sekvence aminokyselin se sekundarni strukturou jak a -
helixti tak B -vlaken se vazi nukleotidy®. Na podjednotce F; se nachazeji vazebna mista pro
divalentni kationty. Za fyziologickych podminek se jedna o hofe¢naté ionty, ovSem pfi
specidlnich podminkach tyto ionty mohou byt nahrazeny jinymi divalentnimi ionty,
napiiklad ionty vdpenatymi. Tato vyména mize byt signadlem pro dal$i konformaéni zmény
zahrnujici protein OSCP'. Centralni stonek je sloZen z proteinti y, d a € které spojuji F; a
Fypodjednotkou.

Podjednotka F se nachazi ve vnitini membrané mitochondrie, ¢imz je jeji studium
znacn¢ ztizeno. Znamé je to, ze je tvofena tzv. c-kruhem, tedy kruhovitym utvarem

tvofenym deseti podjednotkami c¢. U obratlovell je c-kruh tvofen pouze osmi



podjednotkami. V centru kruhu se nachdzeji glutamatové zbytky, jejichz protonaci a
naslednou deprotonaci dochazi k rotaci''. Béhem rotace o 360° stupfiii dojde k syntéze 3
molekul ATP". F, podjednotka je tvoiena téz podjednotkami a, které jsou kodované
v mtDNA. Proteinové podjednotky A6L, g, f a e jsou soucasti pouze savci Fy podjednotky
(viz Obr.2 str.6)".

I kdyz jsou monomery ATP syntasy aktivni, studie ukazaly, ze ATP syntasa tvofi
dimery, a dokonce 1 oligomerni uskupeni, které¢ zvysuji jeji enzymatickou aktivitu. Tvorba
oligomert piispiva ke spravné modelaci krist vnitini mitochondrialni membrany*.

ATP syntasa je regulovdna piedev§im dostupnosti substratu a spravnym
protonovym gradientem. Pii zméné pH ¢i nedostatku ADP, mize dojit k hydrolyze ATP na
ADP obracenim mechanismu ATP syntasy, a to ztoho diivodu, aby nebyl porusen
protonovy gradient a pfirozeny membranovy potencidl. Ten je vyznamny nejenom pro
spravnou funkci dychaciho fetézce, ale 1 pro transport dulezitych latek do matrix
mitochondrie, a tak mtze dojit k narusSeni dalSich bioenergeticky vyznamnych procesu.
Hydrolyticka c¢innost ATP syntasy generuje namisto energie ve formé ATP energii
tepelnou’.

Protein IF, je regulac¢ni faktor branici pravé hydrolyze pfi zméné¢ pH uvnitt
mitochondrie. Pii hodnoté pH < 6,7 se konformace toho proteinu zméni na homodimer,
ktery je svymi N-konci schopen vazat dvé F; domény. Pii pH > 8 je IF1 inaktivni a tvofi
vys§i struktury (nejastéji tetramery). Protein inhibuje hydrolyzu, ale neovliviiuje
pravdépodobné syntézu ATP™.

Struktura ATP syntasy byla posledni desetileti hojné studovana pievazné pomoci
elektronové mikroskopie. Touto technikou spojenou se znacenim protilatkami bylo
objeveno, ze oligomerni komplexy ATP syntasy jsou pravdépodobné spojeny s pienaseci
latek nezbytnymi pro syntézu ATP, tedy s adenin nukleotidovym pienaSecem (ANT) a

prenasecem fosfatu (PiC)".
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Obrazek 2: ATP-syntasa. F, podjednotka ATP syntasy je inkorporovana do wvnitini
membrany mitochondrie (IMM) a sklada se z proteint ¢, q, e, f, g a A6L. Podjednotka F;
smétfuje do vnitinitho prostoru mitochondrie matrix, je slozena z proteini o,f3,y,8a ¢.
Proteiny y,8a ¢ tvofi centrdlni stonek, ktery spojuje obé podjednotky. Statické spojeni
obou podjednotek je zajisténo perifernim stonkem skladajicim se z proteini b,d, Fs a
proteinem senzitivnim na oligomycin (OSCP). ATP syntasa vyuzivéa rozdilu koncentrace
H" iontll mezi matrixem a mezimembranovym prostorem (IMS) k syntéze ATP'*.



1.1.3. Bunécna smrt a mitochondrie

Dalsi velmi dilezitd role mitochondrie spociva v regulaci bunééné smrti.
Regulatory bunétné smrti jsou situovany v mezimembranovém prostoru nebo na
mitochondridlnich membréanach.

Podminkou pro spusténi procesu apoptézy vnitini cestou aktivace je uvolnéni
cytochromu ¢ z mezimembranového prostoru do cytosolu. Cytochrom ¢ v cytosolu aktivuje
formaci apoptozomd, proteinovych komplexii schopnych aktivovat prokaspazy na aktivni
kaspazy a tim spousti signalizani kaskadu vedouci k fragmentaci chromosomi a smrti
buiiky. Apoptdza je Setrna cesta likvidace buiiky, kterou neprovazi zanét'e.

Velmi dilezitymi regulacnimi faktory apoptické smrti jsou proteiny z rodiny Bcel-2
(odvozeno z anglického B-cell lymfoma). Proteiny ztéto rodiny se nachazeji na vnéjsi
membrané¢ mitochondrie a jsou schopné tvofit kanal, ktery je propustny pro
mezimembranové induktory apoptdzy'’.

Na druhou stranu nekréza je morfologicky odliSnym procesem, zahrnujicim
bobtndni mitochondrie, ztrdtu membranového potencialu, naruseni funkce proteint fetézce
OXPHOS a tvorby ATP, doprovazené uvolnénim apoptickych  Cinitell
z mezimembranového prostoru mitochondrie. Mezi proteiny zpusobujici apoptdozu/nekrozu
nachdzejici se pravé vIMM patii cytochrom c, apoptézu indukujici faktor (AIF),
Smac/Diablo nebo proteasa G. Nekréza se od apoptézy vyrazné lisi tim, Ze jde o
nekontrolovanou buné¢nou smrt, ke které mize dochazet 1 z divodu nedostatku energie na
neinvazivni pribéh apoptickou cestou. Dochazi k ruptufe bunky a tniku cytosolu do
mezibunééného prostoru, coz mize mit za nasledek zanét a iniciaci signalizace bunécné
smrti u okolnich bunék. Nekrdza hraje roli v patologickych procesech provazejicich napf.
ischemicko-reperfuzni poskozeni, trauma nebo nékteré druhy neurodegenerativnich

onemocnéni 8.

1.1.4. Regulace homeostaze vapniku

Vapenaté ionty hraji roli v mnoha dulezitych signaliza¢nich kaskadach. Napiiklad
jsou nepostradatelné pifi genové expresi, svalovych stazich a pii pfenosu nervovych
signali. Za fyziologickych podminek je udrzovan velky koncentraéni rozdil mezi
intracelularnim prostorem (100 nM) a extracelularnim prostorem (az né¢kolik mM). Velmi
mald koncentrace v cytosolu bun€k je udrZzovana pomoci kalciovych prenasecli na

cytoplasmatické membrané a také regulaci jeho koncentrace bunécnymi organelami jako je



endoplazmatické retikulum (sarkoplazmatické retikulum ve svalovych buiikach), ale také
mitochondriemi nebo Golgiho aparatem .

Absorbci vapniku do mitochondrie umoziiuje Ca** uniport, ktery je mozné
inhibovat té¢zkymi kovy jako jsou lanthanoidy nebo rutheniova €ervenl. Z mitochondrie jsou
ionty vapniku do cytosolu transportovany Na/Ca** nebo H/Ca’* pumpami. Pfi
fyziologickych podminkach je koncentrace vapniku v mitochondrii velmi nizka, nicméné
pii poruSeni rovnovahy a nastoleni patologickych podminek je mitochondrie schopna
pojmout veliké mnozstvi vapniku a v disledku zmény koncentrace ionti muze dojit
k otevieni mPTP a prasknuti vné&j$i membrany, coz mé za nésledek spusténi nevratné

signaliza¢ni kaskady vedouci az k nekrotické smrti®.



2. Cil prace

Mitochondrialni pér piechodné propustnosti (mPTP) je vysoce evoluéné
konzervovany kanal uvnitf vnitini mitochondridlni membrany. Studium komponentt, které
generuji mPTP, stejné tak jako i ostatnich bilkovin a faktord, které jeho funkci mohou
ovliviiovat, je vyznamné pro objasnéni patofyziologie riznych onemocnéni. Cilem

bakaléiské prace bylo podat soucasny pohled na strukturu a funkci mPTP.
Dil¢i cile:

- popsat vyvoj predpokladané struktury mPTP se zaméfenim na navrhované modely a

jednotlivé strukturni prvky mPTP

- poskytnout informace o funkci mPTP za fyziologickych a vybranych patologickych

podminek

- ptedstavit pouzivané metody studia mPTP



3. Mitochondrialni por prechodné propustnosti

3.1.Uvod

Pred vice nez 40 lety bylo objeveno, Ze pokud se mitochondrie nachézi v prostredi

s vysokou koncentraci vapenatych iontl, dochazi k vyraznému bobtnani této organely '®.

21,22 l 23

V pozdéjsich studii Hawortha a Huntera®““a nasledné Cromptona a kol.” byla prokézano,
ze bobtnani mitochondrii pfi zvySené koncentraci vapenatych iontd je diisledkem otevieni
nespecifického poru, ktery propousti vesSkeré molekuly do velikosti 1,5 kDa nehled¢ na
jejich naboj**. Tento por byl nazvan porem prechodné propustnosti (mPTP) a od té doby je
zkoumana jeho funkce, struktura, aktivatory a inhibitory.

Ireverzibilni otevieni poru vede k naruSeni membranového potencidlu, celkovému
naruseni osmotické rovnovahy, homeostazy véapniku a kolapsu funkce enzymovych
komplexi ve vnitini membrané mitochondrie. Nasledkem miiZze byt ruptura vnéjsi
membrany mitochondrie, uvolnéni apoptickych faktor do cytosolu a smrt bunky?.
Nicméné béhem diferenciace a vyvoje tkané srdecniho svalu a nervové tkang je prechodné
otevieni tohoto kanalu zasadni***’.

Otevieni mPTP je prokazatelné indukovano zvysenou koncentraci vapenatych iont
v matrix mitochondrie a vysokou koncentraci reaktivnich forem kysliku. Je ale mnoho
dal$ich latek, které otevieni poru podporuji. Mezi né€ patii atraktylosidy, anorganicky fosfat
a mnoho dalSich, jejichZ piesny G¢inek neni zatim dostate¢né popsan®**.

Pfi onemocnénich nervové soustavy a srde¢niho svalu muize byt otevieni mPTP
fatalni a vést k nekrotické smrti buiiky a k propuknuti zanétu v okolni tkani®. Pokud
bychom nasli latku, kterd by zabranila patologickému otevirani mPTP, bylo by moZné tyto
nemoci efektivné 1é¢it. Jelikoz ovSem neni doposud jasna struktura mPTP, je velmi slozité
najit specifickou latku, kterd by tomuto procesu zabranila. V pfistich kapitolach je podan

ptehled vyvoje vyzkumu sktruktury mPTP a je nastinén smér dalSiho vyzkumu.
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3.2. Prvni model mitochondrialniho péru prechodné propustnosti

V roce 1998 bylo zjisténo ze cyklosporin A (CsA) je Gi€innym inhibitorem otevirani
mPTP pfi zvySené koncentraci vapenatych iontd™. Jako dal$i komponenty mPTP byly
navrzeny adenin nukleotidovy ptenaSe¢ (ANT), ktery se nachézi ve vnitini membrang
mitochondrie a tvoii uskupeni porovitého charakteru. Navic jeho reguladtory atraktylosid a
kyselina bongkrekova ovliviiuji bobtnani mitochondrie®!. Dal§i navrZené komponenty byly
napétoveé zavisly aniontovy kanal (VDAC), ktery se nachazi ve vnéjsi membrané
mitochondrie a propousti do mezimembranového prostoru mensi hydrofilni molekuly*, a
cyklofilin D (CypD), jedina znama mitochondridlni peptidylisomerasa, ktera také ovliviiuje

funkci mPTP?.

3.2.1. Adenin nukleotidovy prenase¢

Adenin nukleotidovy pifenase¢ je proteinovy komplex sloZzeny ze dvou jednotek
nachdzejici se ve vnitini membrané¢ mitochondrie. Hlavni funkce tohoto enzymu je
zprostfedkovat vyménu ATP a ADP mezi cytosolem a matrix a tim zaprvé zasobovat
matrix molekulami ADP, tedy udrzovat v chodu proces oxidacni fosforylace, a zadruhé
zachovavat spravny membranovy potencial®>.V lidském genomu se nachdzeji geny pro
Ctyti izoformy ANT a to ANTI, ANT2, ANT3 a ANT4. Exprese téchto izoforem se lisi
v ruznych tkanich. ANTI se exprimuje hlavné ve svalové a srdecni tkani, ANT2 se nachazi
v proliferujicich bunikach. ANT3 je ptitomen ve vSech tkanich a posledni izoforma ANT4 se
exprimuje pouze ve varlatech. V mySich lze najit pouze tfi izoformy ANT, a to ANTI
exprimujici se v srdci a ve svalech, ANT2, které lze naleznout ve vSech tkdnich a ANT3,
které miizeme naleznout pouze v tkani varlat *.

Adenin nukleotidovy ptfenasec je mozné pozorovat ve dvou konformacich. V c-
konformaci je protein svym aktivnim mistem oto¢en do mezimembranového prostoru,
zatimco v m-konformaci sméfuje aktivni misto na stranu membrany, kterd je v kontaktu
s matrix mitochondrie. Zménu konformace, a tedy pifenos nukleotidi, ovliviiuje
koncentrace ADP a je regulovana kyselinou bongkrekovou a atraktylosidy®. ANT byl
zkoumén v prostfedi s vysokou koncentraci vapenatych iontli a bylo zjiSténo, ze zvySené
koncentrace vapniku v kombinaci s proteinem nachazejicim se v c-konformaci vedou
k zvySeni permeability membrany. Tato konformace je stabilizovana pfitomnosti
atraktylosidu, na druhou stranu pii zvySené koncentraci ADP a kyseliny bongkrekové,

které stabilizuji m-konformaci proteinu, nebyl pozorovan dopad zvySené koncentrace
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vapenatych iontli na propustnost membrany*. Dale se pomoci afinitni chromatografie
prokézalo, ze ANT se vaze na CypD, ale pokud je zaroven ptitomny cyklosporin A (CsA),
tak k navazani nedochazi®. Tyto pokusy vedly k piesvédceni, ze ANT opravdu musi byt
soucasti mPTP, az do chvile, kdy byl proveden experiment s mitochondriemi izolovanych
z mysich jater, v nichz byla exprese geni pro ANT potlacena (konkrétné geny pro dva
izotopy ANT1 a ANT?2). U téchto mitochondrii nadéle dochazelo k otevirani mPTP, ackoliv
koncentrace vapenatych iontl potiebna pro indukci proudu musela byt az tiikrat vyssi nez
v piipadé kontrolnich mitochondrii*’.

Vérohodnost tohoto pokusu je predmétem diskuzi, jelikoz nedoslo k ovlivnéni ani
jinych funkci ANT, které jsou pro funkci mitochondrie nezbytné. Pravdépodobnost, ze
doslo k expresi ANT4, jako kompenzace k umlCenym genim pro ostatni izoformy i
v tkénich, ve kterych se bézn¢ neexprimuje, je nezanedbatelna.

Role adenin nukleotidového ptfenaSec je v soucasnosti velmi spornd. Je ziejmé, ze

ma piimy efekt na aktivitu mPTP, ale mechanismus G¢inku je neznamy.

3.2.2. Cyklofilin D

Cyklofilin D (CypD) je peptidyl-prolyl cis-trans isomerasa nachéazejici se v matrix
mitochondrie. V lidském genomu je kédovana genem PPIF, ktery je soucasti jaderné
DNA?*, Cyklofilin D je jediny mitochondrialni cyklofilin, nicméné& v lidském organismu se
nachazi 16 typl téchto isomeras a aktivita vétSiny téchto enzyml je inhibovéna
cyklosporinem A*, Napiiklad v cytosolu bufiky dochazi pfi vzniku komplexu CypD —
CsA kinhibici fosfatasy kalcineurinu, kterd ma velmi vyznamnou roli pii aktivaci T-
lymfocytd*'. V roce 2005 byl proveden experiment* za pouziti mySich mitochondrii s
utiSenym genem pro CypD Ppif a bylo prokdzano, Ze pokud izomerasa neni v mitochondrii
pfitomna, k otevieni poru pii bézné koncentraci vapenatych iontl nedojde. Je ovSem nutné
zminit, ze jak v mitochondriich neobsahujicich CypD, tak v mitochondriich, kdy je
izomerasa deaktivovand CsA, muzeme pozorovat aktivitu mPTP pii vysokych
koncentracich vapenatych ionti®. Nadale je ov§em otdzkou, na jaky protein se CypD pfi
aktivaci mPTP véze a za jakych podminek. Bez této informace je t€zké vytvoftit specificky
1€k, jelikoz CsA béhem cesty do mitochondrie reaguje i s dal§imi izomerasami v cytosolu,
coz miize mit pro buniku nezddouci ucinky. Za ucelem vyhnout se imunosupresivnimu
ucinku CsA bylo vyvinuto n¢€kolik analogickych slou¢enin napt. MeVal-4-Cs, NIM811 a

Debio 025, které nereaguji s kalcineurinem***. Jejich Gi¢inky se nadale testuji.
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3.2.3. Napétové zavisly aniontovy kanal

Napétove zavisly aniontovy kandl (VDAC) se nachdzi ve vné&j$i membrané
mitochondrii velké vétSiny eukaryotickych organismd*. Schopnost kanalu véazat
hexokinasu znaéi tGzkou provazanost s metabolickymi pochody buiiky?. Afinitni
chromatografie prokazala, ze ANT se vaze k CypD v komplexu s proteinem VDAC*
(Obr.3 str.14, leva strana). Tento pfedpoklad byl dale provéfovan, ale nedafilo se ziskat
7adné uspokojivé vysledky. V roce 2007 byl proveden experiment” s mitochondriemi
izolovanymi ze srdce mysi, v jejichz genetickém kodu byla potlacena exprese gent pro
Ctyfi izoformy porinového kanalu VDAC. Tyto mitochondrie byli podrobeny riiznym
podminkam, které maji za standardnich okolnosti za nasledek otevieni mPTP a bobtnani
mitochondrii. Po zjisténi, ze mitochondrie neobsahujici VDAC reaguji stejné jako
mitochondrie kontrolni, se doSlo k zadvéru, ze ani VDAC nemuze byt soucasti struktury

mitochondrialniho poru pifechodné propustnosti.

3.2.4. Fosfatovy prenasSec (PiC)

Mitochondridlni fosfatovy pfenaSe¢ se nachazi ve vnitini membrané mitochondrii.
Jak uz ndzev napovida, jeho hlavni funkci je ptenos fosfatovych zbytkd, velmi dulezitych
pii oxidacni fosforylaci. Tato transportni funkce se ukéazala byt také vyznamna pro
homeostazu vapniku a ztohoto diivodu je fosfatovy pienaseC zkoumdan v souvislosti
s mPTP.

Fosfatovy ptrenasSec se stal kandidatem na strukturni ¢ast mPTP, jelikoz se vaze na
CypD. K tomuto poznatku se doslo pfi experimentu na glutathion Sepharose s gluthathion
s-transferasou navazanymi molekulami CypD. Na zéklad¢ zjisténi, ze molekuly CypD maji
schopnost vazat PiC, byl sestaven novy model mPTP* (Obr.3, str.14, prava strana).

Nasledné byly provadény pokusy na mysSich s umlé¢enymi geny pro transkripci
tohoto prenasece a doSlo se k zavéru, ze ani tento por formujici protein neni hlavnim
komponentem mPTP*. Diky tomuto podezieni se vSak doSlo k zjisténi zavislosti

propustnosti poru na koncentraci fosfatovych zbytka®,’'.
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Obrazek 3: Prvni model mitochondrialniho poéru prechodné propustnosti.
Schéma nalevo znazorfiuje prvni navrh na strukturu poéru skladajici se z adenin
nukleotidového pienaSece (ANT) inkorporovaného do vnitini membrany mitochondrie
(IMM), napétové zavislého aniontového kandlu (VDAC) nachazejiciho se ve vngjsi
membrané mitochondrie (OMM) a cyklofilinu D (CypD). Moznost, Ze je VDAC soucést
poéru byla ale pozdé€ji vyloucena a byla navrzena dal$§i moznost zahrnujici fosfatovy
pienasec (PiC) (prava strana obrazku) 3.
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3.2.5. Role komplexu I

Pravdépodobnost otevieni mPTP se zvysuje s rostoucim elektronovym tokem pies
komplex I dychaciho fetézce™. Toto zjisténi vedlo k objevu, Zze mPTP je né&jakym
zpusobem regulovan chinony, pravdépodobné pies specifické vazebné misto™. Je mozné,
ze s aktivitou komplexu I souvisi také nadprodukce ROS, které jsou nepochybné dilezitym
regulaénim faktorem zkoumaného poru. K nadprodukci ROS dochdzi pfi reversnim toku
elektront skrz komplex I. Tento reverzni tok je pozorovan pfi oxidaci sukcinatu a indukuje

otevieni mPTP>.

3.2.6. Translokatorovy protein

Translokatorovy protein (TSPO) se nachazi ve vnéjSi membran¢ mitochondrie.
Poprvé byl pozorovan v roce 1977 v buiikach mysi nervové tkané* jako periferni receptor
pro benzodiazepin, sekundarni receptor pro diazepam. Nasledujici vyzkumy ukdazaly, ze se
vyskytuje ve vSech mySich buiikdch a dostal nazev translokatorovy protein®’. TSPO
zprostiedkovava transport cholesterolu a protoporfyrinu IX do matrix mitochondrie a
predpokladalo se, ze se Ucastni néjakym zpisobem i regulace mPTP, jelikoz hladina
cholesterolu v mitochondrii je také faktorem, ktery ovliviiuje indukei bunééné smrti. Navic
protoporfyrin byl prokdzan jako induktor otevieni poru®. Proto byl TSPO moznym
kandidatem na strukturni slozku poru, nicméné ablaci gena transkribujicich tento protein
bylo dokézano, Ze neni nezbytnou a esencidlni slozkou potifebnou pro formaci tohoto
kanalu, a Ze dokonce ani nehraje roli v jeho regulaci®. Nicméné endogenni a syntetické

ligandy TSPO jako naptiklad Bz-423 ptimo ovliviuji funkci ATPasy®.
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3.3. Druhy model mPTP

Na sedmnacté evropské bioenergetické konferenci® vroce 2012 bylo poprvé
diskutovano, ze strukturalni slozkou mPTP by mohl byt paty komplex dychaciho fetézce,
ATP syntasa. Z provedenych experimentii bylo zcela jasné, Ze CypD ma esencialni ulohu
v regulaci poru, a proto bylo provérovano s jakymi dalSimi proteiny vnitini membrany
mitochondrie CypD interaguje. Pomoci imunoprecipitace a nasledného pienosu
tzv.Western blottingem bylo potvrzeno, ze CypD se vaze na periferni stonek ATP syntasy.
Také se ukdzalo, ze k vazbé CypD je zapotiebi urCité koncentrace Pi a toto spojeni
vyznamné snizuje aktivitu ATP syntasy®* Kazda ¢ast periferniho stonku byla samostatng
imunoprecipitovdna a vystavena pusobeni CypD. Vysledkem tohoto experimentu je
poznani, ze mistem vazby CypD a periferniho stonku je na protein sensitivni na
oligomycin (OSCP), a Ze inhibitor aktivity ATP syntasy, benzodiazepin-423 (Bz-423), se

kompetitivné vaze na stejné misto na OSCP%¢¢4,

3.3.1. Kruh c-podjednotek ATP syntasy tvori mitochondrialni por
prechodné propustnosti

K ptesveédceni, Ze kruh ¢ podjednotek ATP syntasy je pravdépodobnym strukturnim
komponentem mPTP vedlo pozorovani, ze purifikované podjednotky c, které byly vlozeny
do liposomu, spontanné tvoii vodivostni kanal®. V dal§im experimentu® byla méfena
pomoci kalceinu aktivita mPTP v buiikach s potlacenou expresi genu pro podjednotku ¢
ATP syntasy. Pro indukci mPTP byl pouzit ionomycin a vapenaté ionty. V téchto bunikach
byla pozorovana sniZzend senzitivita mPTP na kalcium. TéZ byly pfipraveny bunky
neobsahujici mitochondrialni DNA, kterd kdéduje informaci pro syntézu podjednotky a
ATP syntasy. Reakce téchto bun¢k na zvySenou koncentraci vapenatych iontl v matrix
mitochondrie byla stejna jako u bun¢k kontrolnich, tedy doslo k otevieni mPTP pii aplikaci
bézné koncentrace vapenatych iontli. D4 se tedy predpokladat, Ze podjednotky a nemaji na
formaci mPTP vliv (Obr.4 str.17).

Vyse popsané pozorovani bylo vyvraceno v roce 2017%. Tii geny kodujici
podjednotku ¢ ATP syntasy ATP5G1, ATP5G2 a ATP5G3 *® byly v bufikdch uml¢eny a
nasledné byly mitochondrie podrobeny vlivim latek béZné indukujicich otevieni poru.

Nebylo pozorovano odlisné chovani zmutovanych bunék od bunék kontrolnich.
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Kruh podjednotek ¢ byl podrobné¢ zkoumén v rliznych organismech a vysledky
poukazuji na to, ze vnitini prostor tohoto kandlu je tvofen hydrofobnimi postrannimi
fetézci aminokyselin. Tyto podminky v podstaté vylucuji to, ze by mohla dutina kruhu

podjednotek ¢ fungovat jako nespecificky propustny kanal ©.

mPTP zavien§ Matrix mPTP otevieny

ATP syntasa

af e g AbL

Mezimembranovy prostor

Obrazek 4: Schéma mitochondridalniho poéru prechodné propustnosti
tvoreného kruhem c¢ podjednotek. Kruh podjednotek ¢ ATP syntasy, nachazejici se ve
vnitini membrané¢ mitochondrie (IMM), tvoii za pfitomnosti cyklofilinu D (CypD) a
vapenatych iontd por prechodné propustnosti. Fosfatovy pienaSe¢ (PiC) a adenosin
nukleotidovy ptenase¢ (ANT), které jsou v komplexu s ATP syntasou maji regulacni
funkci™
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3.3.2. Hypotéza dimeru ATP syntasy formujici mPTP

Navazani CypD na dimer ATP syntasy, které je podminéno pfitomnosti
anorganického fosfatu (Pi), utlumuje castecné jeji aktivitu, ktera je opét obnovena pfi
aplikaci CsA. V mitochondriich s utlumenym genem pro transkripci CypD neni stimula¢ni
efekt CsA na katalytickou aktivitu komplexu pozorovan’'.

Toto pozorovani reakce ATP syntasy na CypD, které neni nepodobné reakci mPTP
na CypD, vedlo k domnénce, Ze by dimery ATP syntasy mohly za urcitych podminek
ztratit svoji enzematickou aktivitu a nabyt funkci kanalu prfechodné propustnosti. Vazebné
misto pro CypD se nachazi v oblasti helixu 3 a helixu 4 podjednotky OSCP*. Stejna oblast
je dulezitd pro vazbu proteinu Bz-423, ktery, jak uZz bylo zmifovano, je inhibitorem
aktivity ATP syntasy®. Fakt, Ze v oblasti, kde pusobi induktor PTP CypD, pisobi i
inhibitor enzymatické aktivity ATPasy Bz-423 vedl k dalSim experimentiim, které mély
provéfit, jak jsou tyto dva jevy spojeny. Tento piedpoklad se prokazal a opravdu protein
Bz- 423 zvysuje citlivost mPTP na Ca*". Déle bylo zkoumano, zda mnoZstvi podjednotky
OSCP ovliviiuje senzitivitu kanalu na otevieni péru. Experiment potvrdil, Zze zvySené
mnozstvi exprimovanych podjednotek OSCP, zvySuje citlivost kandlu na otevieni
indukované vapenatymi ionty.

Jak bylo zjiSténo, tak smér rotace ATP syntasy je také dulezitym faktorem, ktery
ovliviiyje citlivost poru na vapenaté ionty. Pokud je ATP syntasa v konformaci, ve které
hydrolyzuje ATP, je zapotiebi vétSi koncentrace vapenatych ionti k otevieni poru, nez
kdyz je v konformaci ATP syntetizujici®. Zdali se inhibitor zmény konformace ze
syntetizujici na hydrolyzujici, protein IF1, téz podili na regulaci otevieni mPTP, zatim
nebylo podrobeno vyzkumu.

Stejny experiment prokazuje, ze Bz-423 za piitomnosti vapenatych iontd otevird
vodivostni kandl tvofeny dimery ATP syntasy a pii pfidavku Mg**, ADP a inhibitoru ATP
syntasy y—imino ATP (AMP-PNP) se tento kanal opét zablokuje. Jelikoz dimery ATP
syntasy nebyly v komplexu s jinymi proteiny, nepiedpokladalo se, ze by na konduktivitu
kandlu mély vliv inhibitory ANT nebo PiC. Tento ptedpoklad byl experimentalné
potvrzen.

Podminky, pfi kterych doSlo k otevieni kandlu tvofeného dimery ATPasy, a byl
tedy zaznamenan proud, jsou shodné s témi, které indukuji otevieni mPTP a podporuji

teorii, ze dimery ATP syntasy tvoii mPTP.
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Predpoklad je takovy, Ze se kandl tvoii mezi dvéma F, podjednotkami ATP
syntasy, aktivita tohoto kandlu je ovlivnéna koncentraci vapenatych iontli v matrix
mitochondrie a mnoha dalsimi faktory jako Pi, oxidanty, pH, nukleotidy a koncentraci
manganatych ionti*** (viz Obr.5).

Lokace vazebného mista pro vapenaté ionty, podminky, pii kterych se vapenaty
iont vaze, a mechanismus konformac¢nich zmén, které teoreticky nasledné vedou ke zméné

funkce ATP syntasy, jsou velmi diskutovanymi tématy.

HS-SH .
" | | ca car | | st
Mg 55 88 Mg
ADP/ATP ADP/ATP

oo B

Obrazek 5: Schéma modelu mitochondridlniho péru piechodné propustnosti
tvoreného dimery patého proteinového komplexu dychaciho retézce ATP syntasy. K
otevieni poru tvofen¢ho dimerem ATP-syntasy za neucasti cyklofilinu D (CypD, Zlut¢)
(vlevo), je potieba vétsi koncentrace kalcia, nez v ptipadé, ze je CypD navazano na protein
senzitivni na oligomycin (OSCP), ktery je soucasti periferniho stonku (Cerveng) (vpravo).
Vazba CypD na OSCP je podporovéna piitomnosti fosfatovych zbytka. Otevieni mPTP je
inhibovano piitomnosti hoteénatych iontd (Mg*"), thioly a raciem substratu a produktu
ATP syntasy ADP/ATP. Iniciovéano je pfitomnosti vapenatych iontG®.
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3.4.Soucasné teorie

Zajimavym zjiSténim bylo, Ze je moZné detekovat propustnost membrany za
zvysené koncentrace vapenatych iontl i u bun¢k, v jejichz genomu doslo k umléeni genii
pro expresi podjednotky b a proteinu OSCP™. Vysledky tohoto experimentu nepodporuji
teorii, ze dimery ATP syntasy tvoii mitochondrialni por pfechodné propustnosti.

Nicméné validita tohoto pokusu byla zpochybnéna Bernardim”, jelikoz pfi
potla¢enim exprese geni pro velmi dulezité¢ jednotky ATP syntasy, mize byt funkce
enzymu vyrazné ovlivnéna.

Dalsi velmi zajimavy tkaz pomérné komplikujici situaci je existence peptidi, které
jsou slozenim velmi podobné b podjednotkdm ATP syntasy, a to i v buiikach s potlacenou
expresi pro tento gen. Pfi zkouméani RNA transkriptd se doSlo k zavéru, ze vlivem
alternativniho splicingu byla vytvofena mRNA kodujici protein velmi podobny
podjednotkam b, lisici se hlavné nepiitomnosti hydrofobni membranové ¢asti’.

Pokud se doslo k zavéru, Ze utiSenim gent pro jednotlivé ¢asti ATP syntasy se
nemuze dojit k relevantnimu pozorovani, je vice nez logické, ze dals$i vyzkumy smétuji ke
studiu strukturnich proteint s mutacemi specifickych aminokyselin, které jsou domnélymi
aktivnimi misty pro regulaci mPTP faktory jako vapenaté ionty, protony atd.

Dosud se podafilo prokazat, ze pokud zmutujeme vybrané histidinové zbytky
nachazejici se na OSCP, je ztracena citlivost mPTP na snizeni pH v matrix mitochondrie a
nedochazi k inhibici poru pii pH 6.5™.

Dale byly pozménény aminokyseliny ve vazebném misté pro dvoumocné kationty
B-podjednotky ATPasy. Tyto mitochondrie byly vystaveny plisobeni vapenatych iontl
spole¢né s ionomycinem, jenZ je ionoforem vapenatych iontd. V téchto podminkach doslo
u mitochondrii bez mutaci k otevieni kanalu, zatimco u zmutovanych mitochondrii
necitlivych na vapnik nebyla pozorovana zvySena propustnost membrany'’.

Na konci roku 2018 vySel ¢lanek Jasona Karcha a kolektivu, ktery popisuje prvni
absolutni zablokovani mPTP”. Jak uZ je zminéno vySe, delece nékterych &asti nebo
aplikace CsA, vzdy jen snizila citlivost poru na otevieni pii pisobeni vapenatych iontd.
Tentokrat se poprvé podatilo naprosto deaktivovat por, a to deleci genti pro vSechny typy
ANT a zéaroven deleci genu pro CypD Ppif. ANT byl vylouc¢en na zéklad¢ experimentl
Kokoszky a kolektivu®’, kteti ovsem potladili expresi genl pouze pro dvé izoformy ANT,
ackoliv mys$i DNA obsahuje tfi, jejichZz exprese se v ruznych tkénich lis§i. Na zakladé

pozorovani Karcha a kol. 1ze usoudit, Ze pokud je gen pro nékterou z izoforem zablokovan,
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exprese dalSich izoforem je zvySena. Pii potlaceni exprese vSech tii izoforem ANT bylo
pozorovano zéasadni snizeni citlivosti buniky na otevieni mPTP pfi aplikaci zvySujicich se
davek kalcia, ¢imz je vyvraceno tvrzeni z roku 2014.

Tento experiment podporuje teorii, Z2 mPTP nemusi byt pouze jeden, ale mizou
existovat dva pory s odliSnou strukturou. Tuto hypotézu podporuje fakt, Ze mPTP se mize
nachdzet ve dvou riznych napétovych stavech a bylo pozorovano bobtnani mitochondrie
s velkou a malou amplitudou®.

Nadaile je ovSem piesnd struktura tohoto poéru otazkou, kterou se snazi vyteSit
mnoho laboratofi po celém svété. Posledni experimenty naznacuji, ze spravnym voditkem

pro budouci vyzkumy, je prave piredpoklad dvou riznych kanalti s odliSnou strukturou.
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4. Metody analyzy fyzikalnich a chemickych vlastnosti

mitochondridlniho poru prechodné propustnosti

4.1.Zpisoby zkoumani elektrofyziologie mitochondridlnich membran

4.1.1. Fluorescenéni barviva

Fluorescenéni barviva jsou pouzivdna pro méfeni zmény membranového
potencidlu. Jsou hojné pouzivana rhodaminova barviva, mezi které patii Rhodamin 123
(Rho-123), ethylester tetramethylrhodaminu (TMRE) a methylester tetramethylrhodaminu
(TMRM) a cyaninova barviva, napfiklad JC-1. Barvivo se akumuluje v matrix
mitochondrie a se ztratou potencidlu IMM dochézi k Uniku a zhaSeni fluorescen¢niho
signalu 7" (Obr.7, str. 23).

Pro fluorescen¢ni stanoveni ROS se pouziva diacetat dichlorodihydrofluoresceinu
(H2DCF-DA). Molekula H,DCF-DA podléha oxidaci peroxidem vodiku, hydroxylovymi
radikaly ¢i peroxynitraty a vznika vysoce fluorescenéni dichlorofluorescein, jehoZ signal je

snadno detekovatelny™ (Obr.6).
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Obrazek 6: Mechanismus aktivace dichlorodihydrofluorescein diacetatu
(H,DCF) reaktivnimi formami kysliku (ROS)”.
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Dalsi metodou vyuzivajici fluorescenci je pouziti esterifikovaného kalceinu, jenz je
distribuovan do vSech organel buiiky v¢etné mitochondrie. Fluorescenci kalceinu je mozné
zhaSet divaletnimi ionty kobaltu, které ovSem neprojdou membranou mitochondrie.

Otevieni mPTP je pak mozné zaznamenat jako prudky pokles fluorescence mitochondrie

v disledku uniku barviva do cytosolu, kde jsou pfitomné kobaltnaté ionty®.

Laser

Obrazek 7: Detekce poklesu membranového potenciialu za pouziti tetramethyl
rhodamin esteru (TMRE) (A,C), sledovani produkce reaktivnich forem Kkysliku
(ROS) dichlorofluoresceinem (DCF) (B,C). Cerveny fluorescenéni signal TMRE je
zhdSen s klesajicim membranovym potencidlem. Na obrazku A jsou oznaceny
mitochondrie, na obrazku C vidime smiSeny signal DCF a TMRE. Pokud je signal Cerveny
nedoslo k produkci ROS a tedy vzniku fluorescentniho DCF a nedoslo ani k vyznamné
ztraté membranového potencialu. Zluty signal je vysledkem kombinace &erveného a
zeleného signélu, doslo tedy k produkci ROS, ale membranovy potencial byl zachovan. U
mitochondrii, které vykazuji pouze zelenou fluorescenci doslo ke ztraté membranového
potencilu provazeného produkci ROS. N zna¢i jadro buiiky®.
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4.1.2. Metoda teréikového zamku (patch - clamp)

Tato metoda pfedev§im umoznuje studium specifickych iontovych kandll za
danych podminek. Sklenénou mikropipetou mizeme ohranicit tak maly prostor membrany,
7ze se na ném opravdu nachazi pouze jeden pér a meéfit proud, ktery timto kandlem
prochézi. Metoda ma nékolik podob, pii nichz je mozné aktivitu poru meéfit in vivo nebo

muiZeme por piesunout do jiného prostredi a nadale méfit proud v ném .
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Obrazek 3: Priklad ziznamu méreni proudu metodou tercikového zamku.

Pomoci mikropipety byla ohraniCena oblast obsahujici jednotku ATP syntasy
v mitoplastech, kontrolnich (A) a mitoplastech obsahujici geneticky modifikovany protein
transferujici oligomycin (OSCP) (B,C). Na membranu bylo vlozeno napéti o velikosti 10
mV a pozorovan proud prochézejici kanalem pfi pridavku latek zptisobujici permeabilitu™.

4.1.3. Osmotické bobtnani

Osmotické bobtnani je proces, ktery mtize za kritickych podminek vést k apoptoze
€1 nekroze. V piipade, ze dojde k otevieni mPTP, do mitochondrie se mohou dostat
vSechny molekuly mensi nez 1,5 kDa*?. Mitochondrialni proteiny timto kanalem neprojdou
a zustdvaji v matrix mitochondrie, tudiz se vyrazné¢ zvysi onkoticky tlak, a ten je
vyvazovan vsttebavanim vody. Tento proces vede k nafukovani vnitini membrany, ktera
ma ovSem velkou rezervu, jelikoz je ve fyziologickém stavu slozena do krist. Fatalni pro
buiiku v pfipadé¢ osmotického bobtnani mitochondrie je prasknuti vnéj$i membrany a

uvolnéni apoptickych proteinti jako cytochromu c, AIF, Smac/ Diablo nebo endonukleasy
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G do cytosolu buiiky. Zda bude likvidace buniky pokra¢ovat nekroticky ¢i cestou apoptdzy
ur¢uje mnozstvi ATP, kterym buiika v dany moment disponuje *.

Pro porozuméni t€émto déjlim je nutné miru bobtnani métit. Jednim ze zptsobt je
méteni absorbance izolovanych mitochondrii. MnozZstvi svétla, jez projde mitochondrii je
pfimo umérné mife nabobtnani. Jinak feceno, ¢im je mira nabobtndni véEtsi, tim méné
svétla mitochondrie pohlti. Timto zpisobem se sleduje pokles absorbance mitochondrie

v disledku bobtnani a jeho zavislost na ¢ase® (Obr. 9).
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Obrazek 4: Graf zavislosti absorbance mitochondrii na ¢ase. Priibéh bobtnani
mitochondrii izolovanych z myS$ich jater po pfidavku Ca®" zachycen pomoci méfeni
absorbance pii 520 nm™.

Velmi vyuzivand je v poslednich letech metoda retencni kapacity pro kalcium
(calcium retention capacity — CRC). Tato metoda vyuziva specidlniho fluorescenc¢niho
barviva (Calcium green). Intenzita zatfeni CRC je zavisla na koncentraci vapenatych iontl
v cytosolu a molekuly tohoto barviva nepronikaji skrz mitochondridlni membranu.
Sledovanim intenzity zafeni tohoto fluorescen¢niho barviva tedy miizeme pozorovat kolik
vapniku mitochondrie vstfebala. Skokovym nartstem signdlu je pak moZné rozpoznat

otevieni mPTP a inik vapniku zpét do cytosolu®'
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Dalsi metoda pouzivé izotopové znacenou vodu a manitol, na zéklad¢ jejichz
poméru vyhodnocuje miru zmény mitochondrialniho objemu. Tato metoda ma tu vyhodu,
Ze neni potieba mitochondrie z buiiky izolovat®.

Pozorovat zmény objemu mitochondrie 1ze také mikroskopem, i kdyZz tato metoda
nese nckolik nevyhod. Pouziva se elektronova mikroskopie, fluorescenéni mikroskopie
s vysokym rozliSenim nebo kryoskopie. Je mozné pozorovat jednotlivé ¢asti organely a jeji
zmény, nicméné pouze in vitro. Pokud se snazime pozorovat zmény objemu in situ, je
nutné vzit v potaz, ze obraz, ktery nese mikroskop, je pouze dvoudimenziondlni, tudiz i
pomérné velkd zména objemu se na plosném zobrazeni organely neprojevi tak markantné.

Navic se plocha organely zobrazend mikroskopem muze zvétSovat ¢i zmenSovat na

zakladé zmény jejiho tvaru, ktery nemusi souviset se zménou objemu™.

4.2. Geneticke upravy
Velmi uZzite¢nou technikou pro zjisténi, jakou tlohu maji proteiny ve struktufe ¢i
regulaci mPTP je pfiprava mitochondrii s potlaCenou expresi genu pro protein, jeho
jednotku, ¢i jenom s pozménénym genetickym kodem pro expresi ur€itych aminokyselin.
K zakladnim poznatkiim se doslo ablaci genu Ppif, ktery kéduje CypD nebo gentt ANT I a
ANT 2, jez koduji izomery ANT®,
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5. Role mPTP v patofyziologii

Ireverzibilni otevieni mPTP je soucésti projevu mnoha onemocnéni. Jak uz bylo
zminovano, v disledku zvysSené koncentrace vapenatych iontli, membranového potencialu,
pH, ANT, Pi nebo ROS, dochazi k otevieni tohoto kanalu, naprosté ztrat¢ funkce
mitochondrie, uvolnéni cytochromu c, vapenatych iontli, apoptickych faktort a nasledné
apoptoze nebo nekroze®. Otevieni kanalu ale zapticifiuje i mnoho dalsich latek, o jejichz
mechanismu u¢inku toho dosud mnoho nevime. Patii mezi né¢ hormony $titné zlazy nebo

melatonin®’*2,

5.1. Kardiovaskularni onemocnéni

Béhem ischemicko-reperfuzniho poskozeni dochéazi ve fazi reperfuze k otevieni
mPTP vlivem zvySené hladiny ROS, poruSeni membranového potencidlu, a vykyvim
v pH*. Nasleduje smrt bufiky, a to apoptickou ¢&i nekrotickou cestou. Jakym zplisobem
dojde k zéniku buiiky ovliviiuje jeji aktualni stav, tedy mnozstvi ATP, délka otevieni
mPTP a také stafi buiky®. Bylo prokazano, Ze pii aplikaci CsA béhem prvnich 2-3 minut
reperfuze, se mira poskozeni tkdn¢ vyrazné snizi v dasledku inhibice otevieni mPTP.
Pokud je latka aplikovand po uplynuti této doby, jeji ucinky jsou mizivé. Dal§im
zkoumanym inhibitorem je sangliferin A, ktery na rozdil od CsA, nemé tendenci blokovat

funkci dalsich peptidyl-prolyl cis-trans izomeras™.

5.2.Neurodegenerativni onemocnéni
Mnoho neurodegenerativnich onemocnéni se vyznacuje podobnymi jevy, jako jsou
nadprodukce ROS, poruseni homeostazy kalcia, exitotoxicita, dysregulace funkce
mitochondrii a akumulace a nasledna agregace nefunk¢nich nebo zmutovanych proteind.
Tyto déje Casto vedou k otevieni mPTP a ndsledné smrti nervové buiiky a jsou casto
podminéné staiim buiiky®'. Mezi choroby, v jejichz patologickych procesech hraje mPTP
dulezitou roli, muiZzeme zahrnout Alzheimerovu chorobu, Parkinsonovu chorobu,

amyotrofickou lateralni skler6zu nebo Huntingtonovu chorobu.
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5.2.1. Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je chronické neurodegenerativni onemocnéni, jehoz
prvni pfiznaky se projevuji az v pokrocilém veku. Je zpisobeno nadmérnym hromadénim
tzv. amyloidl beta (Af), jez tvoii v buiikkach agregaty a fibrily a zpiisobuji tak smrt bunky.
Dalsi jev provazejici AD je fosforylace Tau proteint. Tau proteiny jsou proteiny, které se
vazi na mikrotubuly a jejich akumulace v buiikdch nervové soustavy je toxicka.

Piitomnost AB v bunikdch zvysSuje tvorbu ROS, poruSuju kalciovou homeostazu,
snizuje produkci ATP a néasledné dochazi k otevieni mPTP, uvolnéni apoptickych proteint
a smrti bunky’. Také bylo pozorovano, ze v bunkach postizenych AD, je zvySena
koncentrace CypD a buniky, které CypD neobsahuji, nepodléhaji apoptdze 1 za piitomnosti
kalcia a dalsich faktorl iniciujicich apoptdézu.

Jako u vétSiny chronickych neurodegenerativnich onemocnéni, je 1 u tohoto piipadu
mozné pouze potlaCovat ptiznaky této choroby, nikoliv ji definitivné vylécit. K vyvoji
farmak definitivné 1é¢icich tuto chorobu je nutné znat jeji pfesny mechanismus, ktery je

s velkou pravdépodobnosti velmi uzce spojen s funkci mPTP*.

5.2.2. Huntingtonova choroba

Huntingtonova choroba (HD) je dédi¢né dominantné autosomalni onemocnéni.
Obvykle se projevuje mezi 30-45 rokem Zzivota. Je zpilisobené zmnozenim tripletu CAG
bazi v genu, ktery koduje gen huntingtin®. Podet tripletd se pohybuje mezi 36 a 180 a
pocet zmnozeni piimo ovliviiuje zadvaznost onemocnéni a ¢as ndstupu prvnich piiznaku.
Mutace tohoto genu ma vliv na spravnou transkripci genti, na funkci proteasomu a posledni
studie polemizuji nad moznosti, Ze se zmutovany huntingtin piimo vaze na mitochondrii,
naruSuje homeostazu vapniku a tim indukuje otevieni mPTP a naslednou smrt buniky®.
V bunkach postizenych HD byla také zaznamendna zvySend hladina ROS, které téz
aktivuji otevieni mPTP. Dale huntingtin inhibuje expresi genu PGCla. To ma za nasledek
naruseni mnoha metabolickych procesti, napt. biogeneze mitochondrie a proteinii oxida¢ni
fosforylace. Mutace genu pro huntingtin vede k odumirani bunék ve striatu a nasledné i

v kortexu mozku*.
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6. Souhrn

V prvni casti prace jsou shrnuty zakladni vlastnosti, struktura a funkce
mitochondrie. Text popisuje podrobngji transport kalcia a jeho homeostazu v mitochondrii,
enzymové komplexy OXPHOS, ptedevsim ATP syntasu, a také signalizacni kaskady
vedouci ke smrti buriky, ve kterych hraje mitochondrie diileZitou roli.

Druhé ¢ast se zabyva vyzkumem mPTP. Otevieni tohoto kandlu nachazejiciho se ve
vnitini membrané¢ mitochondrie mize byt indukovano mnoha faktory napt. zvysSenou
hladinou vapenatych iontll v matrix mitochondrie nebo zvysenou hladinou ROS a vede ke
ztraté membranového potencidlu, dysfunkci metabolickych procesti probihajicich
v mitochondrii, uvolnéni proapoptickych proteini a nasledné k smrti buniky. Citlivost na
otevieni mPTP je znacné snizena pii interakci cyklického polypeptidu CsA s enzymem
CypD. Na zéklad¢ tohoto zjisténi byly navrhovany experimenty, jejichz cilem bylo odhalit
strukturu mPTP. Nejdiive byl navrzen model slozeny z ANT, VDAC a CypD. Od této
pfedstavy bylo upusténo po sérii experimentl, které prokazovaly, Ze v nepfitomnosti
proteini VDAC a ANT stale dochazi k otevieni poru. Podrobnéji byl zkouman i
proteinovy kanal PiC a TSPO, ale téz se prokazalo, ze strukturalnimi ¢astmi poru byt
nemohou, i1 kdyZ maji jisté regulacni ucinky. Po zjiSténi, ze CypD se vdZe na podjednotku
ATP syntasy OSCP, vznikly dal$i modely. Prvni navrh, jez pokladal za hlavni strukturalni
¢ast kruh c-podjednotek membranové domény ATP syntasy, byl zamitnut, jelikoz vnitini
prostiedi c-kruhu se zda byt hydrofobni, tudizZ nevhodné pro vytvoteni kanalu prichoziho
pro ionty. Dalsi hypotéza, jez predpoklada, Ze se por tvoii na rozhrani dvou ATP syntas,
nebyla zatim uspokojivé prokdzana ani vyvracena, a tak je debata na toto téma stale
oteviend. V soucasné dobé se diskutuje také o existenci dvou péri s podobnymi
vlastnostmi. Bylo totiz viibec poprvé docileno naprostého zavieni mPTP, a to deleci genti
pro vSechny tfi isoformy ANT a také genu pro CypD.

Posledni ¢ést se zabyva metodami vyzkumu a patologickymi procesy, ve kterych je
otevieni mPTP velmi podstatné.

Vyzkum zamétujici se na strukturu a funkci mPTP je proto nesmirné vyznamny
z ditvodu terapeutického uplatnéni pii vyvoji novych lééebnych postupli u rozli¢nych

patologickych stavi.
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