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Seznam zkratek a chemickych znacek

ATP adenosintrifosfat

ADP adenosindifosfat

Bis-Tris bis-(2-hydroxyethyl)-imino-tris-(hydroxymethyl)-methan

BSA hoveézi sérovy albumin

bp part basi

CoQ koenzym Q

COX cytochrom c oxidasa

CO; oxid uhliéity

2D dvourozmémy

DMEM kultivaéni médium (obsahujici L-glutamin, pyruvat
sodny a 4,5 g/l glukosy)

DNA deoxyribonukleova kyselina

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

EGTA kyselina ethylen glykol bis-(8-aminoethyl ether)
N,N,N’,N’- tetraoctova

FADH, redukovany flavinadenosindinukleotid

HEPES N-2- hydroxyethylpiperazin-N’-ethan sulfonova
kyselina

HCl kyselina chlorovodikova

Hsp ,,Heat shock proteins“ (proteiny teplotniho Soku)

H,0 voda

IR infraCervena oblast

LM lauroyl maltosid (n-dodecyl B-D-maltosid)

KCl chlorid draselny

KH,PO4 dihydrogenfosfore¢nan draselny

MB2 mitochondrialni pufr

mRNA messengerova ribonukleova kyselina

NADH redukovany nikotinadenosindifosfat

NaCl chlorid sodny

Na,HPO4.12H,0 dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného

NaOH hydroxid sodny

OXPHOS systém oxida¢ni fosforylace

PAGE polyakrylamidova gelova elektroforéza



PBS

PIC
PVDF
RNA
rRNA
SBG

SDS
TEMED
Tricin
Tris
Triton X-100
tRNA
Tween 20

Seznam veli¢in a jednotek

A
AU

Cl’l’l2

g

g
h

kDa

<

mg/ml
ml

mM

fyziologicky roztok pufrovany fosfatem
proteinovy inhibi¢ni koktejl
polyvinylidenfluorid

ribonukleova kyselina

ribosomalni ribonukleova kyselina
Serva blue G barvivo

dodecylsulfat sodny

N, N, N’, N’- tetraethylendiamin

N, tris(hydroxymethyl)-aminoethan
bis[2-hydroxyethyl]-tris[hydroxymethyl)methylamin
p-isooctylphenoxy-polyethoxyethanol
transferova ribonukleova kyselina

polyoxyethylensorbitanmonolaurat

angstrém, jednotka délky (1 angstrém = 107" m)
arbitrami jednotka (bez vazby na jednotku systému SI)
centimetr ¢tvereéni, jednotka velikosti plochy

gram, hmotnostni jednotka

gravitaéni zrychleni (9,81 m.s)

hodina, ¢asova jednotka

kilodalton, jednotka pro molekulovou hmotnost proteinii
(1 dalton = 1u = 1,660 53.10%" kg)

molarni, vyjadfuje molaritu roztoku (jednotka mol/l)
miliampér, jednotka proudu

miligram, hmotnostni jednotka

miligram na mililitr, jednotka hmotnostni koncentrace
mililitr, objemova jednotka

milimolérni, vyjadfuje molaritu roztoku (jednotka
mmol/l)

milimetr, jednotka délky

nanometr, jednotka vinové délky

pocet otacek za minutu



uw/ml

pg/ml
pm
°C

Vysvétlivky
Alexa Fluor 680

(goat-anti-mouse IgG)
asemblace

Housekeepingové geny

Chaperony

knock-out genu
PIC

substratovy chanelling

sekunda, ¢asova jednotka

jednotka na mililitr, penicilinova jednotka (vyjadiuje
penicilinovou aktivitu 0,6 pg penicilinu G)

volt, jednotka napéti

objem, zakladni jednotkou je litr

mikrogram na mililitr, jednotka hmotnostni koncentrace
mikrometr, jednotka délky

Celsilv stupen, jednotka teploty

sekundami protilatka proti my$imu imunoglobulin G
(kozi, znacena fluorescenéné)

sestavovani

udrzovaci geny nutné pro fungovani organismu
proteiny, které pomahaji bilkovinam nalézt prostorové
uspofadéani odpovidajici nativni konformaci, zabratiuji
bilkovinam svinout se pfed¢asné a brani intermoleku-
larnim interakcim je$t€ nesbalenych bilkovin a tim i
jejich precipitaci

vyfazeni genu

smes proteasovych inhibitorti pro uZiti se savéimi
burikami a tkafiovymi extrakty

SloZeni: Aprotinin, Leupeptin, Bestatin, EG64, Pepstatin,
AEBSF - 4-(2-aminoethyl)benzensulfonylfluorid
pfimy pienos substrati (intermediatt) k cilovému

enzymu



Seznameni s problematikou

Mitochondrialni oxidaéni fosforylace je velmi diilezita metabolickd drdha z hlediska
produkce ATP u vé&tSiny eukaryotickych organismi. Probihd ve vnitini mitochondrialni
membranég, kde se nachazi oxida¢né fosforylaéni systém - dychaci fetézec. Dychaci fetézec je
tvofen enzymovymi komplexy, které spolu ve vnitini mitochondrialni membrané asociuji za
tvorby strukturné vysSich jednotek zvanych respiratni superkomplexy. V sav€ich
mitochondriich jsou tyto superkomplexy sloZeny z respira¢nich komplext I, Il a IV.

Cilem této studie bylo zjistit, v jakém mnoZstvi se superkomplexy v riiznych mySich tkénich
nachazeji a jaké je jejich sloZeni vzhledem k fyziologické funkci a energetickému obratu dané
tkan€. Pro analyzu jsme pouzili rizné elektroforetické metody (BN-PAGE, 2D BN-
PAGE/SDS-PAGE, 2D BN-PAGE/BN-PAGE) v kombinaci s Western blotem a imunodetekci
specifickymi protilatkami. ProtoZe vétSina popsanych superkomplexti obsahuje cytochrom ¢
oxidasu (COX), zaméfili jsme se na vyskyt COX v superkomplexech v mitochondriich
izolovanych z jater, srdce, mozku, svalu a fibroblasti kontrolnich my8i a COX-defektnich
mySi s knock-outem SURFI genu. Absence Surfl proteinu, specifického asemblaéniho
faktoru COX, zpisobuje deficit COX riizné intenzity v jednotlivych tkanich. Ziskané
vysledky jsme porovnali s lidskymi fibroblasty, kontrolnimi a od pacienta s defektem COX
zplsobenym mutaci SURFI genu, které jsme analyzovali stejnym zpiisobem.

Zjistili jsme, Ze v mySich tkéanich jsou pfitomné superkomplexy I-III, a II-IV, jak u
kontroly, tak u COX-defektnich myS$i. Superkomplex I-III,-IV byl pfitomen v malém
mnoZstvi pouze v mysich fibroblastech. V mitochondriich z COX-defektnich mysi bylo
mnozstvi superkomplexu III;-IV sniZené, zatimco mnozZstvi I-III, se od kontroly vyrazn&
neliSilo. COX byla pfitomna hlavné v monomerni i dimerni form& a jeji mnoZstvi v
mitochondriich COX-defektnich my3i bylo snizené. V mitochondriich z lidskych fibroblasti
byl detekovan superkomplex I-III,-IV a III,-IV a deficit COX se vyrazné projevil jako sniZené
mnozZstvi COX-superkomplexti u pacienta.

NaSe vysledky ukazuji na tkafiové a druhové specifické rozdily v asemblaci a kompozici

respira¢nich superkomplexi v savéich mitochondriich.



1. Uvod

1.1 Mitochondrie

Mitochondrie jsou pfitomny téméF ve viech eukaryotnich buiitkach — u rostlin, Zivo¢ichil a
ve vét§in& niZ¥ich eukaryontl (n&€ktefi prvoci jsou amitochondridlni, jako naptiklad Giardia,
Entamoeba, Trichomonas...). Jsou mistem velkého po¢tu metabolickych drah a slouZi jako
hlavni producenti ATP — univerzalniho energetického paliva. Podle endosymbiotické teorie
primitivni anaerobni eukaryonta (nebo prokaryonta) byla schopna endocytovat aerobni
purpurové bakterie (pozdé&j§i mitochondrie). Bakterie se adaptovaly na nové podminky, tj.
vnitini prostfedi hostitele, a zakaly Zit se svym hostitelem v endosymu. Fuzi purpurovych
fotosyntetizujicich bakterii fadicich se mezi Eubacteria s buitkami vyvojové vétve Urkaryota
doslo ke vzniku eukaryont obsahujicich mitochondrie [1]. Ustavena symbi6za vedla ke ztraté
pifebyte€nych geni, pfenosu genii z bakterie do jadra a k nasledné distribuci genii mezi dvéma
genomy, jadernym a mitochondridlnim [3]. Eukaryontni butika zaji$t'uje mitochondriim jejich
rozmnoZovani a proteosyntézu. Tento vzijemny vztah je nyni tak silny, Ze Zadna eukaryonta
nemohou pteZit bez mitochondrii a fotoautotrofni eukaryonta jsou kromé mitochondrii také
Zivotné¢ zavisla na chloroplastech.

Obecné jsou mitochondrie podobné svou velikosti a tvarem bakteriim a jsou obvykle
zobrazovany jako podlouhlé ovalné utvary o velikosti 0,5-1 um (obr. 1). Zrychlené zabéry
Zivych bun€k ukazuji mitochondrie jako pozoruhodné& pohyblivé organely, které neustile
méni tvar a polohu. V buiice jsou pfitomny ve velkém mnoZstvi a ve spojeni s mikrotubuly
cytoskeletu mohou vytvatet dlouhé pohybujici se feté€zce. V jinych butikach zistavaji vazany
v jednom misté, aby dodavaly ATP pfimo do mist jeho vysoké spotfeby. Obsahuji svou
vlastni DNA a RNA a uskute&iiuji transkripci a translaci pomoci vlastnich ribosomi, které jim
umoZiiuji syntetizovat proteiny kddované mitochondridlni DNA (mtDNA).

Kazd4d mitochondrie ma dvé membrany tvotené fosfolipidovou dvojvrstvou, vnitfni a
vnéjsi, které odde€luji dva mitochondridlni kompartmenty — vnitfni prostor zvany matrix a,
mnohem uZ8i, zevni mezimembranovy prostor. V mitochondralni matrix jsou lokalizovany,
kromé& enzymi Krebsova cyklu, mitochondridlni DNA, ribosomi a dal§ich komponent, také
proteiny tepelného Soku (chaperony - proteinovych rodin hsp70 a hsp60), které spolu
s extramitochondridlnimi chaperony katalyzuji transport a zm&ény konformace prekurzorovych
proteinti smé&fujicich do mitochondrie [4]. Chaperony udrZuji tyto proteiny v rozvinuté forme
a umozZiiuji tak jejich transport pies translokatory (TOM a TIM) umisténé v mitochondrialnich

membranach. K transportu a k Upravam pfenaSeného proteinu je potfeba energie, proto pfi

10



téchto procesech dochazi ke spotiebé ATP. Hladkd vnéjSi membrdna obsahuje mnoho
molekul transportniho proteinu zvaného porin, ktery tvofi vodné kandly napfi¢ dvojnou
vrstvou lipidl, a zaji§tuji propustnost membrany pro vSechny molekuly do ~ 5 kDa.
Membrana dale obsahuje proteiny komplexu TOM esencialni pro import jadern€-kédovanych
mitochondridlnich proteind. Ve vné&j§i membrané se vyskytuji enzymy metabolismu mastnych
kyselin, fosfolipidd a lipidd. VnitFni membrdna tvoii fadu zahybi zvanych kristy (obr. 1),
které zasahuji do prostoru matrix, zna¢né zvé&tSuji povrch vnitfni membrany a tim i plochu pro
energetickou produkci. Vnitini membrana obsahuje vysoky podil fosfolipidu kardiolipinu a je
prakticky impermeabilni pro ionty a také pro vétSinu malych molekul. VétSina proteint
zanofenych ve vnitfni mitochondridlni membrané jsou enzymy dychaciho fetézce a aerobni
fosforylace, coZ jsou flavoproteiny, cytochromy, H'-ATP4za a ubichinon (koenzym Q). Také
jsou zde pfitomny enzymy prodluZujici fetézce mastnych kyselin po¢inaje 16C. Dale se v ni
véZi i n€které koenzymy enzymi reagujicich v matrix. ProtoZe je vnitfni membrana propustna
jen pro malé molekuly bez naboje, jsou zde umistény pfenaSee ionti, ATP, ADP,
aminokyselin a mastnych kyselin, které umoZituji vstup téchto vybranych molekul do/z matrix
[1,4]. Vnitfni mitochondridlni membrana obsahuje dale dva proteinové translokatory TIM22 a
TIM23. TIM23 transportuje jaderné-k6dované mitochondridlni proteiny s N-koncovou
signalni sekvenci do matrix. TIM22 zprostfedkovava inzerci né€kterych proteinti do vnitini
mitochondridlni membriny, jmenovité transportnich proteind jako ADP/ATP translokator
nebo fosfatovy transportér. Ve vnitfni membrané se nachazi také OXA1l komplex, ktery
zprosttedkovava inzerci proteind vnitfni mitochondridlni membriny syntetizovanych

v mitochondrii.

Obr. 1 3D model
mitochondrie ziskany
elektronovou tomografickou
mikroskopii (pfevzato z [2])

Matrix

Kristy

Vnéjli membrina
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1.2 Dychaci Fetézec

Mitochondrie zpracovéavaji acetylové skupiny v cyklu kyseliny citronové, pii¢emz
produkuji NADH a FADH, - aktivované nosi¢ové molekuly nesouci vysokoenergetické
elektrony, které jsou dile vyuZivany systémem oxidaéni fosforylace (OXPHOS).
Elektrontransportni fetézec zajistujici oxidagni fosforylaci se nachdzi v mnoha kopiich ve
vnitini mitochondridlni membrané a je znam jako dychaci fetézec (obr. 2) [4]. Proteiny
mitochondridlniho elektrortansportniho fetézce jsou seskupeny do né&kolika velkych
enzymovych komplext. Kazdy komplex zahrnuje transmembranové proteiny, které kotvi cely
proteinovy komplex pevné ve vnitini mitochondridlni membrané. Mezi tyto komplexy patfi
komplex I (NADH-CoQ oxidoreduktasa), komplex II (sukcinat-CoQ oxidoreduktasa),
komplex III (cytochrom bc; komplex) a komplex IV (cytochrom c¢ oxidasa). Kazdy
z komplexl obsahuje kovové ionty a dalsi prostetické skupiny, které tvofi drahu pro priichod
elektroni komplexem. Z elektronovych akceptori NADH a FADH, jsou elektrony
transportovany pfes komplex I a II na dvou-elektronovy pfenased koenzym Q (CoQ).
Elektrony jsou dile pfenaSeny prostfednictvim komplexu III z koenzymu Q na dal$i jedno-
elektronovy pfenae¢ cytochrom c, jenZ zaji$tuje transport elektronti na koneény akceptor
komplex IV. Komplex IV véiZe molekulu kysliku, kterd je nasledné redukovana na vodu.
Transport elektronti v dychacim fetézci zadind z mista nejniZ§iho redoxniho potencidlu od
NADH (-0,315 V) nebo FADH, (+0,03V) ke kysliku, mistu s nejvy$§im redoxnim
potenciadlem (+0,815V) a podle chemiosmotické teorie [5] je spojen s translokaci protonti
z mitochondridlni matrix do mezimembranového prostoru. Zmény redoxniho potencialu jsou
spojené s pumpovanim protond pfes komplex I, IIl a IV. Komplex II, ktery transportuje
elektrony ze sukcinitu pfes FADH; na koenzym Q nevykazuje aktivitu protonové pumpy.
Tato linearni posloupnost elektronového transportu byla poprvé popsana z vysledkii méfeni na
kyslikové elektrodé [6].
Volna energie uvolnénd v prib&hu elektronového transportu je uchovdna ve formé
protonového gradientu nap#i¢ vnitini mitochondrialni membranou. Elektrochemicky potencial
protonového gradientu (ApH") je nasledn& vyuZit ATP synthasou (FoF; ATPasou) pro
fosforylaci ADP. ATP je pak transportovano do cytosolu ptes ADP/ATP ptfena$e. Protonovy
gradient je také vyuZivan pro transport metaboliti a makromolekul napf#i¢ membranou a k
tvorbé tepla misto ATP. Produkce tepla je umoZnéna fyziologicky v hnédé tukové tkani diky
pfitomnosti rozpfahovaciho (uncoupling) proteinu (UCP1), ktery se vyskytuje
v mitochondriich savci a jinych vyS$8§ich eukaryot [7]. Do uncoupling proteinové rodiny patfi
dale UCP2, UCP3, UCP4, BMCP1. Fyziologicka role t&chto proteini je vét§inou neznama, i
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kdyZz za experimentilnich podminek bylo moZné ukazat jejich schopnost rozpfahovat
mitochondrialni respiraci a disipovat protonovy gradient [8].

Dychaci fetézec obsahuje také dalsi dehydrogenasy, glycerolfosfit dehydrogenasu [9] a
flavoprotein vazajici acetyl CoA — dehydrogenasu [10].

Obr. 2 Schéma systému oxidaéni fosforylace (pfevzato z [11])

Schéma obsahuje respira¢ni proteinové komplexy (komplex I, II, III, IV, V), které transportuji elektrony
z NADH nebo FADH; na kyslik. Napfi¢ vnitfni mitochondridlni membrany dochazi ke vzniku protonového
gradientu, ktery je ndsledn& vyuZivin F,F, ATPasou pro fosforylaci ADP, ATP/ADP antiport (30 kDa
ATP/ADP pfenasetem) a transport anorganického fosfatu (30 kDa fosfitovym pifenaSeem) do mitochondrie.
MiiZe byt také disipovéan ve forme tepla uncoupling proteinem 1.

1.3 Komplexy dychacfho Fet&zce
1.3.1 Komplex I (NADH-CoQ oxidoreduktasa)

(NADH + CoQox — NAD" + C0Qred)

NADH-CoQ oxidoreduktasa je nejvétsi proteinovy komplex vnitfni mitochondrialni
membrany (~ 900 kDa), obsahuje jednu molekulu redoxné aktivni prostetické skupiny flavin
mononukleotidu (FMN) a Sest aZz sedm Fe-S klastrii, které se podili na elektronovém
transportu. V savéich mitochondriich je sloZen nejméné ze 43 podjednotek, pfiCemZ savei
mitochondridlni genom kdduje 7 podjednotek a zbyvajici jsou kddovany jadernym genomem.
Fe-S klastry komplexu I jsou binuklearni (2Fe-2S) nebo tetranuklearni (4Fe-4S), na které se
koordinatné vazi &tyfi sulfhydrilové skupiny cysteini [12]. Komplex I obsahuje dva
binuklearni klastry N1a, N2b a &tyti tetranukledrni klastry N2, N3, N4 a N5 [13].

FMN a ubichinon jsou koenzymy komplexu I a oba mohou zaujmout aZ tfi oxida¢ni stavy.
Jsou schopny pfijmout a uvolnit bud’ jeden nebo dva elektrony, jelikoZ jejich semichinonové
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formy jsou stabilni. Sou&asti molekuly CoQ je hydrofobni Fetézec, ktery je zapustén do
fosfolipidové dvojvrstvy vnitini mitochondridlni membrany. U savci je tento hydrofobni
fetézec tvofen deseti izoprenoidnimi jednotkami a koenzym je proto nazyvan také CoQio [12].
Mechanismus elektronového transportu komplexem I neni pfesné znam. Elektrony z NADH
jsou nejspi¥ nejprve pfenaseny na dvouelektronovy akceptor FMN, ktery pfevadi elektrony
jeden po druhém na Fe-S klastry, a to nejprve na Nla, nasledné na zbyvajici klastry, kdy N2
klastr pfenasi elektrony na CoQ. Vzniklé semichinoidni formy CoQ jsou vazany na
membranu [14]. Pfitomnost téchto radikalti se zdd byt nezbytnd pro reakce spojené s
transportem elektrond na komplexu I, protoZe rozpfaZeni dychaciho fetézce, které zptisobuje
sniZenou produkci volnych radikalid, neovlivituje pfitomnost semiubichinonti [15].

Obr. 3 Rekonstrukce 3D struktury komplexu I, elektronovd mikroskopie (pfevzato z
[16])

Membranovd doména komplexu I je orientoviana horizontdln&, matrixové rameno sméfuje nahoru.
Viditelna je uzka stopka spojujici globularni doménu matrixového ramene s membranovou doménou. Lipidova
dvojvrstva, do které je komplex I &aste&n& zanofen, je vyzna&ena bilou &erchovanou &arou.

1.3.2 Komplex II (sukcinat-CoQ oxidoreduktasa)

(FADH; + CoQox = FAD + C0Qred)

Komplex II, 120 kDa enzym, katalyzuje oxidaci sukcinitu na fumarat a elektrony
uvolnéné pfi této reakci prenasi na CoQ. Je sloZen ze ¢&tyf podjednotek, z nichZ jednu
pfedstavuje sukcinat dehydrogenasa, enzym citratového cyklu[12]. Za enzymatickou aktivitu
komplexu II jsou zodpovédné dvé hydrofilni podjednotky SDH1, SDH2 a dv&é malé
hydrofobni podjednotky SDH3 a SDH4. VSechny podjednotky jsou kédovany jadernym
genomem [17]. Fe-S klastry komplexu II (S1 2Fe-2S, S2 4Fe-4S, S3 3Fe-4S) jsou
lokalizovany v Fe-S proteinu SDH2. Podjednotky SDH3 a SDH4 formuji membranovou
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kotvu enzymu a obsahuji vazebné misto pro CoQ a cytochrom bse. Pfesna funkce tohoto
cytochromu neni jasna, aviak ze studii na Caenorhabditis elegans vyplyva, Ze se podili na
elektronovém transportu na CoQ a zamezuje produkci volnych radikald [18]. Vazebna mista
pro ubichinon se nachézi ve struktufe SDH3 podjednotky, kterd ma ubichinon reduktasovou
aktivitu [19].

Standardni redoxni potencial pro elektronovy transport ze sukcinatu na CoQ neni dostatedny
pro tvorbu volné energie nezbytné pro ATP syntézu. Komplex II viak umoZituje zapojit do
elektrotransportniho Fet&zce tyto elektrony s relativné vysokym potencidlem a v tom spociva
jeho duleZitost. Redukci ubichinonu na ubichinol katalyzuji jesté dalsi dva enzymy vnitfni
mitochondridlni membrany. Jedna se o glycerol-3-fosfat dehydrogenasu z glycerofosfatového
¢lunku a flavoprotein ubichinon oxidoreduktasu podilejici se na oxidaci mastnych kyselin.
Zvy3uji tak vykon oxida¢ni fosforylace pomoci ¢innosti komplexu Il a IV [12].

b,

Obr. 4 Struktura komplexu Il z Escherichia coli (ptevzato z [20])
Podjednotky komplexu II jsou oznateny barvami, &erné Sipky oznaduji redoxni centra komplexu II.
(Struktura komplexu II byla vytvofena na zéklad® idajii z Proteinové Databanky (http://www.rcsb.org))

15



1.3.3 Komplex III (cytochrom bc; komplex)

(CoQreq + cytochrom ¢, — CoQox + cytochrom cyeq)

Komplex III pfenasi elektrony z redukovaného CoQ na cytochrom ¢ a biologicky
funkéni je ve formé& dimeru (480 kDa). Komplex III je sloZen z 11-ti podjednotek, z nichz 3
obsahuji redoxni centra. Jedna se o podjednotku cytochrom b obsahujici ve své struktufe dva
typy hemd, a to hem bsq; (bk), jehoZ absorpéni maximum je pfi vinové délce 562 nm, a hem
bsss (br) s absorpénim maximem 566 nm. Dalsi jsou podjednotka cytochrom c;, obsahujici
jeden hem c, a Rieskeho protein (ISP) obsahujici 2Fe-2S klastr [12]. Mezi malé podjednotky
patti Corel a Core2, jejichZ funkce je doposud nejasna. In vitro experiment vSak ukazal, Ze
tyto podjednotky maji peptidasovou aktivitu a odstépuji mitochondridlni pre-sekvenci [21].
Dal$i malé podjednotky obsahuji vazebné misto pro CoQ, nebo uleh¢uji elektronovy pfenos z
2Fe-2S klastru k cytochromu c;.

Transmembranovou &ast dimeru komplexu III tvofi 13 transmembranovych helixti kazdého
protomeru. Osmi helixy pfispivd cytochrom b, zbylé helixy naleZi membranovym kotvam
cytochromu c; a ISP proteinu. Matrixova ¢&ast komplexu III je tvofena strukturné
homolognimi podjednotkami Corel, Core2 a podjednotkou 6 a 9.

Mechanismus elektronového transportu spojeny s translokaci protonti (H") je znam jako Q
cyklus. V tomto cyklu podstupuje CoQ (ubichinon - Q) dvoustuptiovou redukci pfes stabilni
meziprodukt semichinon. Semichinon (QH.) je redukovin na vnitfni strané membriny na
hydrochinon (QH;) komplexem 1. QH; difunduje k cytosolové strané membrany a redukuje
cytochrom by za uvolnéni H'". K translokaci druhého H* dochazi, redukuje-li dale semichinon
na cytosolové strané cytochrom c;. Cytochrom c¢; odevzda elektron rovnou na volny
elektronovy pfenased cytochrom c. Q difunduje na stranu matrix, cytochrom bx redukuje
cytochrom br na matrixové strané a Q je cytochromem br redukovan na QH. s ptivodni
absorpci H' z matrix [12].
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Obr. § Strukturni model dimeru komplexu III (pfevzato z [22])

Polypeptidy jsou znizornény jako barevné pasky, hemy ve své struktufe a Rieskyho Fe-S protein jako
klubka. Barevné je zde vyznaleno 5 z 11-ti podjednotek, jejichZ sekvence byla nalezena. Vrchni &ast molekuly
se nachizi v mezimembrinovém prostoru mitochondrie (tvofena vé&t¥i &isti cytochromu ¢, a ISP proteinu),
prostfedni &ast je zanofena ve vnitfni membrang (z 13-ti transmembrénovych helixd kazdého bc, monomeru) a
spodni nejvétsi ast je pfitomna v matrix (tvofena podjednotkami 6, Core 1, Core 2 a &sti podjednotky 7).

1.3.4 Komplex IV (cytochrom c oxidasa)

Cytochrom ¢ oxidasa (COX) je termindlnim enzymem dychaciho fetézce
lokalizovanym ve vnitini mitochondridlni membrané, kde pfenasi elektrony z redukovaného
cytochromu ¢ na molekularni kyslik. Patfi do skupiny oxidas a obsahuje hem a, hem a3 a
mé&d’naté ionty. Aktivni misto COX je tvofeno hemem a; a blizce asociovanym méd’natym
iontem (Cug) [23].

V membran€ se COX miiZe vyskytovat jako monomer (~205 kDa) nebo dimer (~410 kDa) a
katalyzuje jednoelektronovou oxidaci &tyf po sob& nasledujicich molekul cytochromu c
s ptivodni &tyfelektronovou redukei jedné molekuly kysliku [12]:

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

Tato exergonickd reakce je spfaZena s tvorbou elektrochemického potencidlu na vnitfni

mitochondridlni membranég, tvofeného pH gradientem a membranovym potencialem gradientu

17



protonii. Elektrochemicky potenciél je vytvafen jak spotfebou protond p¥i redukci molekuly
kysliku na vodu, tak i aktivnim &erpanim protond pfes membranu. Nejéast&j$i uddvana
stechiometrie protonového transportu je 1 H' / 1 e [24].

Savéi COX je sloZena ze 13 podjednotek. TFi nejvétsi podjednotky (I, II a III) jsou
kodovany mitochondridlni DNA. Jsou homologni podjednotkdm prokaryotické COX a
formuji katalytické jadro enzymu. Zbyvajicich 10 podjednotek (IV, Va, Vb, Vla, VIb, VIc,
Vlla, VIIb, VIIc a VIII) bylo zabudovano do struktury COX b&hem eukaryotické evoluce a je
kédovano jadernym genomem. Na struktufe transmembranové ¢&asti enzymu se podili
podjednotky IV, Vla, Vic, VIla, VIIb, VIic a VIII jednim helixem, COXI 12-ti helixy, COXII
dvéma helixy a COXIII sedmi helixy. Extramembranova &ast na cytosolické strané membrany
je dotvifena podjednotkou VIIb, na strané matrix podjednotkami Va a Vb. 10 jaderné
koédovanych podjednotek se pfimo netiastni elektronového transportu nebo protonového
pfenosu, ale vétSina studii na kvasinkovém ¢&i savéim modelu udava, Ze jsou zapojeny do
sestavovani enzymu z podjednotek a regulaci jeho aktivity. Na struktufe COX se také podili
osm molekul fosfolipidd (i molekuly fosfatidylethanolaminu a pét molekul
fosfatidylglycerolu) t&€sné asociovanych s COX prostfednictvim solnych mistkt a vodikovych
vazeb [25]. V krystalové struktufe COX z mitochondrii hovéziho srdce bylo nalezeno né€kolik
molekul lipidu kardiolipinu. Prostfednictvim jedné molekuly kadriolipinu dochazi k vazb&
dvou monomenii COX za vzniku dimeru.

U savcii byly nalezeny dvé& tkatiové specifické izoformy podjednotek VIa, VIIa, VIIIL. U lidi je
podjednotka VIII jen v jedné izoformé, taktéZ podjednotka VIla u potkand. Srde¢ni izoformy
podjednotek (VIaH, VIIaH, VIIIH) jsou exprimovany v srde¢ni tkani a kosternim svalstvu,
zatimco jaterni izoformy (VIaL, VIIaL, VIIIL) se vyskytuji ve viech tkanich. V srde¢ni tkani
a kosternim svalstvu plodu jsou exprimovany prenatalné jaterni izoformy podjednotek Vla,
Vlla, aZ po narozeni jsou nahrazovany srde¢nimi izoformami [26].

Transport elektrond z cytochromu ¢ na kyslik je zaji§fovan dvojici hemu a + a3 a dvojici
mé&d’natych kationtli Cuy a Cug. Jak uz bylo fe€eno, redoxni centra s vy$§im potencidlem hem
a3 a Cup vytvali binuklearni centrum pro vazbu molekuly kysliku. Pfijetim dvou elektronti
dochazi k redukci obou kovovych iontli a naslednou redukci molekuly kysliku pfes peroxy —
intermediaty. Pfijetim tfetiho elektronu vznikd ferryl intermediat, ¢tvrty elektron navrati
systém do pilivodniho oxidovaného stavu a dojde k uvolnéni dvou molekul vody. Hem a a
Cup, majici niZ8i potencidly, zprostiedkovavaji transport elektronl z vazebného mista pro
cytochrom ¢ do binuklearniho centra [12]. Tento proces je spojen s translokaci 4 H™ z matrix
do cytosolu prostfednictvim dvou hydrofilnich kanali D a K [27].
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Obr.6 Krystalov4 struktura dimeru COX z mitochondrii hovéziho srdce (pfevzato z [26])
Na cytosolové strané je znizornén cytochrom ¢ (tmavé modrd). Ve struktufe jsou mitochondridlng
kédované podjendotky I, II a III oznadeny Zluté, ostatni jadern& kédované podjednotky jsou oznaleny riznymi
barvami. Hemy ¢, a a a; jsou vyznadeny &erné, kovové ionty oranZové, Cu, a Cug modfe. Na levém monomeru
je schematicky pfibliZzena chemick4 reakce probihajici na COX. Na levém monomeru jsou popsany jaderng
kédované podjednotky a vazebnd mista pro reguladni sloZky ATP nebo ADP a 3,5-dijodothyronin (3,5-T>).

1.3.5 Komplex V (ATP synthasa)

Volni energie elektrochemického gradientu protond na mitochondridlni membrané je
vyuZita pfedev$im proton translokujici ATP synthasou k syntéze ATP. ATP synthasa (~620
kDa) je enzymovy komplex vnitini mitochondrialni membrany a je sloZzena ze dvou funk&nich
sektort F, a F; spojenych dvéma stopkami (obr. 7) [12]. Sav¢i enzym je sloZen ze 16-ti typid
podjednotek, véetné regulatni podjednotky IF,. F; je hydrofilni proteinovy komplex sloZeny
z podjednotek a3, B3, v, 8, &, zatimco hydrofobni transmembranovy proteinovy komplex F, je
sloZeny z podjednotek a, b, co, d, e, f, g, Fs, AGL a OSCP. Podjednotky a a A6L jsou
kédovany mitochondridlni DNA, ostatni podjednotky jsou kédovany jadernou DNA (nDNA)
[28].

F, pfedstavuje katalytickou &¢ast enzymu pro syntézu ATP, ale sama o sobé& katalyzuje pouze
ATP hydrolyzu. Jeji hlavni &ast je tvofena hexametrem a3 B3. Na rozhrani a a f podjednotek
se nachazi vlastni 3 katalyticky aktivni mista. Podjednotky a a P jsou uspofadany stfidave
tvotice globularni katalytickou doménu, ktera obklopuje y podjednotku. Centralni stopku F;
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&asti tvoli v, 8, € podjednotky. Podjednotky y a 8 jsou vazany na ,,prstenec” z ¢ podjednotek
F, ¢asti a tvofi &ast centralni stopky [29].

F) a F, subkomplexy jsou dale spojeny periferni stopkou sloZenou z OSCP proteinu (protein
zodpovédny za citlivost enzymu viidi oligomycinu), Fe, b a d podjednotek. Periferni stopka je
v kontaktu s vrcholem F, &asti a zabraituje tak jeji rotaci. OSCP se rozklada podél povrchu F;
smérem k F, &asti. Podjednotky d a Fg interaguji s b podjednotkou. OSCP-b-d-F subkomplex
vytvati separovanou doménu a v molekule enzymu zastava funkci statoru [30,31].

Hydrofobni transmembranovy F, subkomplex je sloZeny ze dvou &asti. Prvni ¢ast, napojend
na centrilni stopku, je tvofena prstencem zdeseti ¢ podjednotek (c-prstenec) [32].
Podjednotky ¢ jsou nazyvany také jako DCCD vazajici proteolipidy. Jsou citlivé na v tucich
rozpustné karboxylové ¢&inidlo DCCD (dicyklohexylkarbdiimid), které navazdnim na c
podjednotky inhibuje &innost ATP synthasy [21]. Druha &ast, spojena s c-prstencem, je
sloZena z dal§ich membrinové vazanych podjednotek, mezi které patfi podjednotky a, A6L a
pravdépodobné také e, fa g [33].

ATP synthasa je protonova pumpa a pracuje jako reverzibilni molekularni stroj. C-prstenec F,
&asti a y podjednotka centrélni stopky pfedstavuji rotor, zatimco protonovy kanal je tvofen jak
¢ tak a podjednotkami F, &asti. Mechanismus tvorby ATP je zaloZen na transformaci
potencialu protond v konformaéni energii. Protony protékajici protonovym kanalem zpusobuji
rotaci 10-ti podjednotek ¢ spolu s podjednotkami F; centralni stopky. Podjednotka y, kolem
které se nachazi a; B; hexamer, tak zplsobi svym rota¢nim pohybem konforma¢ni zmé&ny
v katalytickych a nukleotidvazajicich mistech na B podjednotkiach. B¢hem jednoho rota¢niho
cyklu se zmé&ni konformace kazdé P podjednotky v jinou konformaci, diky které¢ se méni
afinita vazebného mista v podjednotce (obr.8).
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centralni stopka

MGATP ™™ MgADP

Obr. 7 Struktura sav&i ATP synthasy (pfevzato z [34])

Savéi ATP synthasa je tvofena 16-ti podjednotkami. Fosfatovy pfenase¢ (PIC) a adenin nukleotidovy
pfenase¢ (ANC) s ATP synthasou funkéné a zfejmé& i strukturn€ asociuji. ATP synthasa/PIC/ANC
superkomplex byl nazvan jako ATP synthasom.

Obr. 8 Energeticky zdvisly mechanismus vazebnych zmén pro syntézu ATP
(ptevzato z [12])

F, obsahuje tfi shodné hererodimery podjednotek a a B, které spolu navzajem interaguji, ale lii se v
konformaci. 1-vazba ADP a P; k mistu L, 2-energeticky zavisla konforma&ni zména pfeméni vazebna mista
LnaT,TnaOaOnalL, 3-sytnéza ATP v mist&¢ T a uvolnéni ATP z mista O. Enzym se po dalSich dvou
cyklech tohoto sledu vraci do plivodniho stavu.

1.4 Biogeneze komplexii dychaciho Fetézce
1.4.1 Biogeneze komplexu I

Sestavovani savéiho komplexu I probihd postupnym pfipojovanim asemblagnich
intermediatd sloZenych z n€kolika podjednotek, které vznikaji pfednostn€. Pro asemblaci
lidského komplexu I byly doposud navrZeny 4 modely, které se shoduji na vzniku periferniho
a membranového ramene, ktera se nevytvateji nezavisle, ale pomoci membranoveé ukotveného

subkomplexu periferniho ramene (tzv. le$eni). Asemblace komplexu I vyZaduje pfitomnost
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chaperond, tzv. asembla¢nich fakorti, které nejsou souéasti findlni struktury. Identifikovany
byly PTCD1 (funkce zatim nezniama), NDUFAF1 (pfechodné asociuje s intermediaty
v prvnich krocich asemblace), B17.2-L a nedavno identifikovany faktor Ecsit, ktery byl
nalezen v 500-850 kDa chaperonovém komplexu, stejné jako NDUFAFI1, a je nutny pro
stabilitu NDUFAF1. Vice faktofii zatim nebylo moZné identifikovat diky pfechodnym
vazbam na podjednotky a jejich pravdépodobné tidasti i v jinych dé&jich [35].

nejmind

NOUFS2

nouru

lej-h! nJ-M
-womouo. ] ‘ W“ . ‘
nejménd pdldlﬂky
NO1 komplex I
v-brﬂvﬁ.né hter-edhy

- intermedidty

Obr. 9 Model asemblace lidského komplexu I (pfevzato z [35])

Tento model se v zdsadé podobd asemblaci komplexu I ostatnich organismii. Zikladem je vznik
subkomplexu z jaderné kédovanych podjednotek zakotveného v membrané (subkomplex je tvofen minimdaing
podjednotkami NDUFS2 a NDUFS3 a v membrané je ukotven vazbou pfinejmensim na podjednotku ND1, kterd
je pfitomna v dal$im asemblainim intermedidtu tvofeného ND podjednotkami), na ktery se vaZi zbyvajici
podjednotky za tvorby membranového a periferniho ramene. Vznikly 400/500 kDa membranov& vazany
intermediét obsahuje pravdépodobné také podjednotky NDUFS1, NDUFS7, NDUFS8 a ND2, ND3, ND6.
Asemblace pokratuje pfipojenim NDUFB8, NDUFA9 a pravdépodobné¢ i NDUFV1, NDUFV3 a NDUFS6
podjednotky. Cely holoenzym je pak dotvofen navazanim pfinejmen$im NDUFV2, NDUFS4 podjednotek.

1.4.2 Biogeneze komplexu I1
Komplex II, na rozdil od ostatnich komplexi dychaciho fetézce, je sloZen z nejméné
podjednotek (Etyf jaderné kédovanych podjednotek), aviak o jeho asemblaci je zndmo malo.

1.4.3 Biogeneze komplexu II1

Tvorba komplexu III je koordinovany proces, v prib&hu kterého dochédzi ke tvorb&
specifickych asembla¢nich intermediatii. Zatim nejpfesnéj§i popis asemblace komplexu III
pochazi ze studii komplexu v kvasinkach Saccharomyces cerevisiae. Nejprve cytochrom b
vytvafi subkomplex s podjednotkami Qcr7p a Qcr8p, ktery nasledné vaZze Core 1 a Core 2
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proteiny. Cytochrom c; zatim vytvai dal§i subkomplex s Qcrép a Qcr9p. Vznik dvou
separovanych subkomplexii chrani jednotlivé podjednotky pfed moZnou proteolyzou. Jeste
pted zabudovanim Rieskeho FeS proteinu a Qcr10p do struktury se cytochrom b a cytochrom
¢ subkomplexy spoji v jeden cytochrom bc, subkomplex. Komplex III dale vytvafi dimer,
jako svoji funk&ni strukturu. Proces asemblace vyZaduje fadu jadern€ kodovanych
asemblagnich proteind. Identifikovany byl Besl protein (Beslp), lidsky analog je Besl L,
patfici do AAA proteinové rodiny, ktery se ucastni inkorporace Rieskeho FeS proteinu a
Qcrl0Op k cytochrom bc; subkomplexu. Jeho vazba a disociace ztohoto asemblaéniho
intermediatu je fizena ATP hydrolyzou [36]. Jedna se tedy o ATP dependentni chaperon.
Mezi dalsi specifické asembla¢ni faktory patfi Cbp3p a Cbp4p, majici funkce chaperoni [37].

1.4.4 Biogeneze komplexu IV

Tvorba COX z jednotlivych podjednotek probiha postupné a je spojena se vznikem
n€kolika asembla¢nich intermediatti (obr.10). Tento proces neni spontinni a vyZaduje fadu
pomocnych jaderné& kédovanych asemblaénich faktorli, které se Glastni ve vSech krocich
COX biogeneze od regulace exprese mitochondrialng a jadern& kédovanych podjednotek,
zabudovani hemu a a médi do podjednotek COX1 a COX2 az do vzniku celého COX
holoenzymu a jeho nasledného vazani do oligomernich forem. Na biogenezi kvasinkové COX
se podili vice neZ 20 faktort a asi u 16-ti z nich existuje sav&i homolog. Nejlépe je popsana
funkce u OXA1, COX 10, 11, 15, 17, SCOI1, SCO2 a SURFI1 [38]. Ve fazich vzniku S,
intermediatu se u¢astni COX 10, COX15, COX17, COX 11, SURF1 a ve fazich nasledujicich
SURF1, OXA1l, COX18, COX 17, SCO1 a SCO2.

Cox17
Coxte {
L ‘
Cox4 4-8a Cox2-Cu, Cox3
Onadl __
Cox18 \
> 1-48a 124-8a > 83 P CcO holoenzym
T [ ([
Heme & H.moo. Coxb, Coxtbd, Coxfa,
' Cox8c, Cox7a/b, Cox7a/b
? Cox7c, Coxs
c...qo c.?’"
Cox1?

Obr. 10 Schéma asemblace lidské cytochrom c oxidasy (pfevzato z [39])
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Asembladni intermediat S1 obsahuje podjednotku COX1, S2 subkomplex vznikid po inkorporaci
heterodimeru z podjednotek IV a Va. Po pfipojeni podjednotky COX2 za&ina zabudovani jaderné kédovanych
podjednotek Vb, VIb, Vic, VIIb, VIic a VIII za vzniku subkomplexu S3. Sestavovani COX kon¢i po navazani
dvou poslednich podjednotek VIa a Vlla, které umoZiuji dimerizaci COX.

1.4.5 Biogeneze ATP synthasy

Na asemblaci ATP synthasy se podili fada asemblaénich faktorii a tento proces je
zatim nejlépe prozkouman u kvasinek. Mechanismus tvorby savéi ATP synthasy neni pfesné
znam. Asemblace F; &asti je nejspi§ v savéich burikach analogicka asemblaci v kvasinkach
diky strukturni podobnosti F, ¢asti u savci a kvasinek, coZ neplati v ptipadé F, &asti, ktera je
u savcl sloZena z vice podjednotek. Schéma asemblace ATP synthasy je znazornéno na
obrazku 11. U kvasinek bylo identifikovano 5 asemblaénich faktori (chaperonového typu) se
substratové specifickou funkci. Atp 11p a Atp 12p interaguji s podjednotkami B; a a; a
umoZiiuji tak tvorbu F, &asti. Fmc 1p faktor stabilizuje a udrzuje aktivitu Atp 12p pfi zvySené
teploté. Atp 10p a Atp 22p se podili na tvorbé F, &asti, kdy Atp 10p se uéastni posledniho
kroku asemblace, a to inkorporace podjednotky 6 do F, &asti. U savcid byly nalezeny
asemblatni faktory Atp 11 a Atpl2 a homology kvasinkového faktoru ATP 23 pro
zabudovani podjednotky a. Naopak kvasinkové F,-specifické faktory ATP 10 a ATP 22 u
savcl chybi [28].

Obr. 11 Schéma asemblace lidské ATP synthasy (pfevzato z [28])

Prvnim krokem pti asemblaci sav¢i ATP synthasy je tvorba F, &asti z a3 a B; podjednotek a nasledné se
formuje F, &ist. Na podjednotku ¢, vdzanou v membrang, se postupné pkipoji pevna stopka, tvofena
z pfisluinych podjednotek, a dale se na podjenotku ¢ vaZe F, &4st. Asemblace konti inkorporaci mitochondridlng
kédovanych podjednotek a a A6L.

24



1.5 Modely dychaciho Fetézce

Pro uspofddani enzymi respirainiho fetézce ve fosfolipidové membrané byly
navrZeny dva modely - model tekutého stavu (,,Fluid state“ model) a model pevného stavu
(,,Solid state* model).
,Fluid state“ model dychaciho fetézce je pfedstavovan voln¢ difundujicim komplexem I a
komplexem IV ve vnitfni mitochondrialni membréang, kde je elektronovy transport uskute¢nén
na zakladé nahodnych kolizi komponent dychaciho fetézce a malych elektronovych nosi¢u.
Tato teorie je podporovana diky moZnosti purifikace viech péti komplexti dychaciho fetézce
v jejich fyziologicky aktivni formé.
Z mnoha divodi je viak stile vice uznivanym modelem ,,Solid state model, kde jsou
substraty pfimo sméfovany z jednoho enzymu na druhy, jelikoZ (i) pfi izolaci OXPHOS
komplexti dochazi ke ko-purifikaci vice neZ jen jedné oxidoreduktasy, (ii) opakované
experimenty dokazuji vy$§i elektrontransportni aktivitu, pokud jsou OXPHOS komplexy
pfitomné v pfesné definované stechiometrii, (iii) bodové mutace v genech kédujicich primarni
strukturu podjednotek jednoho OXPHOS komplexu ovliviiuji stabilitu ostatnich respira¢nich
komplexdi, (iv) ,flux control“ experimenty poukazuji na pfitomnost v&tSich jednotek, neZz
samotnych OXPHOS komplexi, (v) superkomplexy sloZené zvice neZ jednoho typu
OXPHOS komplexu je moZno znazornit pomoci nativni elektroforézy nebo sacharidovou
gradientovou centrifugaci, (vi) elektronova mikroskopie odhalila rizné asociace OXPHOS
komplexii v respiraénich superkomplexech.
Podobnymi experimentdlnimi postupy byla potvrzena existence superkomplexi
v mitochondriich kvasinek a savci i v riiznych typech bakterii.
Na ziaklad€ ,Fluid state“ modelu tedy nelze vysvétlit fadu experimentdlnich pozorovani,
nicméné interakce OXPHOS komplexti nejsou jednoduSe ,,pevné®, ale je zde uvaZovana
jakasi dynamicka rovnovaha (pfirozenost) [40,41].

1.6 Superkomplexy dychaciho Fetézce

Komplexy dychaciho fetézce jsou stavebni kameny strukturné a funk&né vétSich jednotek
zvanych superkomplexy, které jsou pfitomny naptiklad v bakteridlnich membranach, fasach,
houbach, rostlinich a v savéich mitochondriich. Jednotlivé typy popsanych superkomplexi
pfedstavuji dimer ATP synthasy (prokazatelné nejstabilnéj$i u fas Chlamydomonas a
Polytomella), 1,111, (1ll;-dimer) superkomplex (poprvé popsan u Arabidopsis), 11121V,
(IV) - jedna aZ dv& kopie monomeru komplexu IV) superkomplex (vyskytujici se hlavné v

25



kvasinkach ) a [|II[,IV;4 superkomplex, zvany téZ respirasom (prvné& izolovany ze sav¢ich
hovézich mitochondrii) [40]. Hlavni komponenta spojujici komplex III a IV dohromady u
Saccharomyces cerevisiae a v savéich mitochondriich je kardiolipin [42,43]. V lidskych
mitochondriich byla nalezena stabilizace komplexu I pomoci vazby na komplex III.
Superkomplexy jsou vé&tinou stabilni vii¢i sonikaci, ale jsou zato citlivé na vétSinu detergentl
[42].

Soudasné pfedstava je, Ze superkomplexy funguji jako reguladni jednotky respirace a mezi
vyznamnou funkci superkomplexi patfi substritovy ,chanelling”, kterym urychluji
elektronovy transport. Intermediity dychaciho fetézce jsou tedy pfimo sméfovany ke
specifickym enzymiim a neuplatiiuji se zde moZné kompetice s jinymi enzymy. Pfedpoklada
se, Ze ,,volné“ elektronové pfenasete ubichinon a cytochrom c¢ jsou pravé fizeny timto
chanellingem. Na zakladé pevné vazby cytochromu css; k superkomplexu je extrémni forma
substratového chanellingu cytochromu ¢ ptitomna u Paracoccus denitrificans [42].
Substratovy chanelling byl téZ prokizan u kvasinek Sacharomyces cerevisiae. Experimentalng
(in vitro) a elektronovou mikroskopii bylo nicméné zjiiténo, Ze substratovy chanelling
pravdépodobné nenastdvd v ptipad€ superkomplexu I-III, jelikoZz pfedpokladané vazebné
misto pro redukci ubichinonu ve struktufe komplexu I a vazebné misto pro oxidaci ubichinolu
ve struktufe komplexu III nejsou v takové blizkosti, ktera by zajistila urychleni elektronového
transportu. Substritovy chanelling je naopak mozZny v ptipadé superkomplexu II>-IV., kde
jsou vazebna mista pro cytochrom ¢ u komplexu III a IV v dostatené blizkosti [40].

U sav&ich mitochondrii probih4 substratovy chanelling u &4sti elektronového transportu, &ast
je zprostfedkovana difundujicimi elektronovymi pfena$ei. Pfedstava supramolekularniho
uspofadani  OXPHOS systému je takovd, Ze respiratni komplexy netvoli vZdy
superkomplexy, jelikoZ koncentrace jednotlivych komplexl ve vnitfni membrané je odli¥na.
S nejveétsi pravdépodobnosti zde koexistuji volné a asociované komplexy. MnoZstvi téchto
forem je nejspi$ regulovano dosud nepoznanymi faktory, mezi néZ muZe patfit i kardiolipin
[40]. Otazkou je, do jaké miry maji tyto stavy fyziologicky vyznam z hlediska energetické
funkce mitochondrii.

Superkomplexy dale (i) uréuji ultrastrukturu vnitfni mitochondridlni membrany, (ii) zvySuji
stabilitu OXPHOS komplexd, (iii) zvy$uji kapacitu pro inzerci proteinii vnitfni
mitochondrialni membrany [40] a (iv) existuje také domnénka, Ze stabilni superkomplexy by
mohly zamezovat tvorbé& reaktivniho intermedidtu semiubichinonu, jelikoZ jeho interakci
s molekulou kysliku vznika nebezpe&ny superoxidovy anion radikal, ktery je zapojen do
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patologickych procesi mitochondridlnich onemocnéni. Tato potencidlni schopnost
superkomplexl viak jest& nebyla experimentaln€ ovéfena [44].

1.6.1 Kardiolipin

Kardiolipin (CL) je minoritni tetra acyl fosfolipid, poprvé izolovany z hov&ziho srdce.

CL v eukaryotech obsahuje ve své struktufe pfevazné 18-ti uhlikaté nenasycené fet€zce
mastnych kyselin (MK). Tato (18:2)s konfigurace kyselinovych fetézci je zodpovédna za
vysokou afinitu CL k proteinim vnitfni mitochondridlni membrany. V sav¢&ich butikach je CL
pfitomen hlavné ve vnitfni mitochondridlni membrané jako esencidlni lipid pro optimalni
funkce mnoha enzymi a transportnich proteind zapojenych do mitochondrialniho
energetického metabolismu. U prokaryot je lokalizovan v bakteridlni cytoplasmatické
membrang. Zmény v kompozici fetézcd MK, zmény ve struktufe CL (peroxidace) nebo
sniZeni mnoZstvi CL (hydrolyzou endogennimi fosfolipasami) vedou k riznym patologickym
zmé&nam spojenym s mitochondridlni dysfunkci.
Ptitomnost CL je nezbytna pro fadu mitochondridlnich procesti. Tento fosfolipid ma unikatni
schopnost interagovat s proteiny a ma vyznamnou roli v udrZovani fluidity a osmotické
stability vnitfni mitochondridlni membrany. CL je potfebny pro spravné strukturni uspofadani
a aktivitu respiraénich komplexi zapojenych v oxida¢ni generaci ATP a pravdépodobné se
ptimo podili na funkci cytochromu bc,, zabraiiuje osmotické nestabilit¢ a rozpfaZeni vnitfni
mitochondridlni membrany. CL také elektrostaticky ukotvuje cytochrom ¢ do wvnitini
mitochondridlni membrany a muiZe tak proto mit dileZitou regulaéni roli pfi uvoltiovéani
cytochromu ¢, ¢imZ dochdzi ke spusténi apoptické drahy buiiky. CL je dale nezbytny pfi
mitochondridlni biogenezi a p¥i asemblaci respiraénich superkomplexii [45].

CL specificky a pevné asociuje s komplexem III a IV, ¢imZ umoZiiuje organizaci
dychaciho feté€zce prokaryot a eukaryot do superkomplext. Komplexy III a IV formuji
superkomplex — heterodimer sloZzeny z homodimeri téchto komplexd. Superkomplex IIL-IV,
je stabilni p¥i vy$8ich koncentracich digitoninu a lze jej zobrazit nativni elektroforézou.:
Experimentalné bylo zjiSténo, Ze jakmile dojde k odstranéni CL z komplexu III (nebo
komplexu IV), strukrura komplexu se rozrusi a komplex tak nasledné ztraci svou funkci. U
kmene kvasinek snulovou expresi kardiolipin synthasy (crdld kmen) bylo zjisténo, Ze
nedochazi kasociaci komplexd v superkomplex IIL-IV,. Detekovany byly pouze
homodimery komplex. MnoZstvi superkomplexu III,-IV, je zavislé na obsahu CL
v mitochondrii a CL je tedy nezbytny pro interakci komplexu III a komplexu IV in vivo.
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Redoxni komplexy v mitochondriich a v bakteriich jsou asemblovany prostfednictvim
kardiolipinem obohacenych domén. Dutiny vzniklé zakotvenim transmembranovych helixi
cytochromu c; a cytochromu b jsou pravdépodobnym mistem pro interakce komplexu IIl a IV.
CL vyplituje tyto dutiny a umoZiiuje tak amfipatické spojeni mezi komplexy [43].

1.6.2 Charakterizace struktury OXPHOS superkomplexi

StéZejnim bodem pro strukturni charakterizaci respiraénich superkomplexil je jejich
solubilizace neiontovymi detergenty. Stabilni superkomplexy lze ziskat pouZitim klasickych
detergentd Tritonu X-100 a digitoninu. Nejvhodné&j$i metodou pro separaci a znazornéni
superkomplexti je modrd nativni elektroforéza (BN-PAGE) &asto pouZivand v kombinaci
s SDS elektroforézou (SDS-PAGE) ve druhém rozméru, kdy dochazi k disociaci
superkomplexii na podjednotky [46].
Timto postupem bylo identifikovano mnoho superkomplexd v riiznych typech organismi,
pfiemZ mnoZstvi a stabilita té€chto superkomplexid se li§i u jednotlivych organismi.

Superkomplexy lze také znazornit pomoci elektronové mikroskopie [40].

Dimer ATP synthasy

Dimer ATP synthasy (~1300 kDa) byl poprvé popsin u kvasinek. Tento
superkomplex je spojen pomoci tfi specifickych podjednotek e, g, a ka bylo zji§téno, Ze
delece genu kodujiciho podjednotku g narufuje nejen dimerizaci ATP synthasy, ale také
vyrazné méni mitochondrialni ultrastrukturu .
Elektronova mikroskopie struktury dimeru ATP synthasy z hové&zich mitochondrii, kvasinek a
Polytomelly (obr.12) potvrdila domnénku, Ze tento dimer je zodpovédny za formovani krist,
jelikoZ interakce monomeri ATP synthasy zpisobuje vznik lokalnich ohybd vniténi
mitochondridlni membrany. Mutanty s defektem ATP synthasy tak nemaji typické kristy a

jejich mitochondrie jsou zvétSené.
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Obr. 12 Dimer ATP synthasy Polytomelly (ptevzato z [40])
Snimek byl pofizen elektronovym mikroskopem. Superkomplex obarven 1% uranylacetitem.

I-III; superkomplex

I-III, superkomplex (~1500 kDa) je zatim nejlépe popsan u vys§i rostliny Arabidopsis
thaliana (obr.13). Pomoci BN-PAGE byl u Arabidopsis odhalen také superkomplex I-11L.
Elektronova mikroskopie poskytla 2D projekci tohoto superkomplexu z mitochondrialni
matrix, kterd ukazuje postranni asociaci dimeru komplexu III s membranovou &asti komplexu
I obklopujici komplex III, v mist& interakce, jehoZ struktura neni pfesn€ zndma. V porovnani
se sav¢im I-III; superkomplexem je membrinova &ast komplexu I mimé& delSi, coZ mize
vysvétlovat specialni stabilitu tohoto superkomplexu u Arabidopsis [40].
Existuji jisté strukturni odli$nosti I-III, superkomplexu savci a rostlin. Zatimco sav¢i I-111;
superkomplex je charakteristicky svym trojihelnikovym tvarem, rostlinny I-III, superkomplex
byl zobrazen ve tvaru V, coZ je dano zna¢né odli$nou podjednotkovou kompozici rostlinného

komplexu I od savéiho [47].

i
|
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Obr. 13 Superkomplex I-111, z Arabidopsis thaliana (ptevzato z [47])

a-Superkomplex I-III;. Do snimku je inkorporovina rentgenova struktura komplexu III (modry) a
elektronovou mikroskopii pofizeny snimek komplexu I (Zluty). Casti komplexu I vyskytujici se u Arabidopsis
jsou zvyraznény oranZové, zelenou linkou jsou znazorn&ny hydrofilni domény komplexu III uvnit¥ matrixu. b-
Snimek superkomplexu I-11I, Arabidopsis potizen elektronovym mikroskopem (barveni 1% uranylacetitem).
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LII>-1V;.; superkomplex ‘
Prvni strukturni model tohoto superkomplexu byl neddvno popsan u kvasinky
Saccharomyces cerevisiae. Elektronova mikroskope odhalila 2D projekce I1I-IV; (~650 kDa)
a III,-IV, (~850 kDa) superkomplexi, kde se monomery komplexu IV vaZi svou konvexni
stranou na dimer komplexu III (obr. 14). Druha strana kaZdého monomeru pfedstavuje
vazebné misto pro dimerizaci, coz miZe vést k oligomerizaci superkomplexu. Veskery
komplex IV v mitochondriich kvasinek je vazan do superkomplext. Hlavni funkce lIL-IV;
superkomplexu je, Ze tvoii ,,leSeni“ pro efektivni elektronovy transport mezi komplexem III a

IV prostfednictvim cytochromu c, ktery se &asteéné na superkomplex véaze [48].

Obr. 14 I11,-1V,.; superkomplex Saccharomyces cerevisiae (ptevzato z [48])

A- TI1,-1V,, superkomplex s navazanym cytochromem c na komplex III. Cervend a modré Sipka znadi
protein QCR6 komplexu III a vazebné misto pro cytochrom ¢ na komplexu I'V. Helixy a smy&ky komplexii jsou
zvyraznény barevné. Prvni interakéni stranu komplexu III pfedstavuje cytochrom b (zelend), cytochrom c,;
(Cervend), podjednotka RIP1 (tyrkysova), QCR6 proteinové rameno (modré), podjednotka QCR7 (oranZova),
podjednotka QCRS8 (svétle fialova), podjednotka QCR9 (Zlutd), kardiolipin a fosfatydyl ethanolamin (cihlova) a
druhou interakéni stranu komplexu IV tvofi CoxI (tmavé modra), Cox II (zelend), Cox III (riizovd), Cox IV
{(purpurova), Cox VIc (hn&d4), Cox VIla (svétla oranzova) a Cox Vllc (svétle hn&da) podjednotky. A,-Zobrazeni
II,-IV_; superkomplexu elektronovym mikroskopem.

LI -1V 4 superkomplex

Tento superkomplex pfedstavuje nejvyssi formu asemblace OXPHOS komplexu a je
nazyvan téZ respirasom. Elektronov4 mikroskopie znazornila I-III,-IV, superkomplex (~1700
kDa) jako nepravidelny trojihelnik ve dvou riznych orientacich (prava a leva), pfi¢emz jedna
vzdy pfevaZzuje. Dva vyrazné velké vyb&Zky tvofi matrixové rameno komplexu I a dimer
komplexu III. Podé]l malého vybé&Zku tvoteného matrixovou doménou dimeru komplexu III je
rozprosttena membranova doména komplexu I. Komplex IV je umistén v opozici ku

matrixovému ramenu komplexu I. Zajimavé je, Ze komplex IV interaguje s ostatnimi
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slozkami superkomplext prostfednictvim mista, kterym jinak interaguje s dal§im monomerem
za tvorby dimeru. V membranové roviné byl superkomplex zobrazen ve tvaru pismene L
(obr. 15).

» A E

Obr. 15 2D mapa I-I11,-1V, superkomplexu poFizend elektronovou mikroskopii (pfevzato
z [41])

Na snimku jsou znazornény 2 moZné interakce komplexu III (Servend) a komplexu IV (zelend) v
I-ITI,-IV, superkomplexu. Zbyvajici &ast superkomplexu je komplex 1. A-komplex IV interaguje vétsi plochou

s komplexem I. B-komplex IV interaguje v&tsi &asti s komplexem III, s komplexem I je v minimalnim kontaktu.

Nedévno byla uspéiné& prezentovana 3D projekce superkomplexu I-III,-IV, z hovézich

srdeénich mitochondrii (obr. 16). Toto zobrazeni umozZnilo jednozna¢né urtit pozice a
orientace viech tfi komplexi v superkomplexu. Dale mohla byt piesné lokalizovana vazebna
mista pro cytochrom c a ubichinol ve struktufe jednotlivych komplext a tim bylo potvrzeno,
Ze vazebné misto pro mobilni elektronové nosi¢e jednoho komplexu je v uzké blizkosti
s vazebnym mistem druhého komplexu, coZ umoZiluje pHimy substritovy chanelling
v superkomplexu diky kratké difusni vzdalenosti mobilnich elektronovych nosiét.
Prostorové uspotadani komplexi superkomplexu I-III,-IV; odpovida uspofadani zji$t€nému
z 2D struktury. Navic byla zji§téna strukturni odli¥nost matrixového ramene individualniho
komplexu I od komplexu I v superkomplexu zplsobena konformaéni variabilitou jeho domén.
Také vazbou dimeru komplexu III do superkomplexu dochazi k jeho nepatrné zmeéné ve
struktufe. 3D mapa I-III,-IV; téZ ukazuje rozsihlé interak¢ni plochy komplexu III;, a IV
s komplexem I, ktery je tak udrZovan ve své stabilni konformaci [49].
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Obr. 16 3D mapa superkomplexu I-II1,-1V, izolovaného z hové&zich srde¢nich

mitochondrif (pfevzato z [49])
A, B - Zobrazeni superkomplexu I-III,-IV, podél membranové roviny. Komplex I-Zluty, komplex

III,-Cerveny, komplex I-zeleny. Vazebné misto pro cytochrom ¢ (oznaleno svétle modrym rameckem)
v komplexu III je vcytochrom c¢; podjednotce, v pfipadé komplexu IV interaguje cytochrom c s globuldrni
doménou podjednotky II. Vazebnd mista pro ubichinon jsou pro komplex I oznalena tmavé $edym a pro
komplex III tmavé modrym ramelkem. C - Superkomplex I-III,-IV, zobrazen z matrixové strany. D -
Superkomplex I-1I1,-IV, zobrazen z mezimembranového prostoru.

1.6.3 Stechiometrie komplexi v superkomplexech

Superkomplexy I-III, a I-III,-IV, z hovézich srde¢nich mitochondrii solubilizované
digitoninem byly v aktivnim stavu izolované nativni elektroforézou a strukturné
charakterizovany elektronovou mikroskopii. Vysledky ukazaly, Ze tyto dva superkomplexy
jsou strukturné pfibuzné, jelikoZ I-III; superkomplex je stavebnim zakladem pro vétsi
I-III;-IV, superkomplex.
Stechiometrie jednotlivych komplexii v superkomplexech ma také své funk&ni opodstatnéni.
Krystalicka struktura komplexu III napovida, Ze tento komplex je funkéni ve formé dimeru.
Tomu napovida i fakt, Ze dimer komplexu III je esencialni pro asemblaci a stabilitu komplexu
I. Oba monomery se totiZ vzijemné odli$uji ve vazebnych vlastnostech k cytochromu c,
vazebnym mistem, ve kterém probihad redukce ubichinonu, a elektrony jsou tedy pfenaSeny
mezi ekvivalentnimi hemy ve dvou monomerech.
Komplex IV je ve své krystalické struktufe také jako dimer, ale v superkomplexu I-III,-IV| se
vyskytuje jako monomer. Dimerizace komplexu IV ma tedy spi§ strukturni, nez funk¢&ni
opodstatnéni. Jak uz bylo zminéno, komplex IV asociuje s komplexem III;, a I prostfednictvim
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stejného mista, které je jinak mistem pro dimerizaci. Dochazi nejspi§ ke kompetici mezi
tvorbou dimeru nebo superkomplexu I-III,-IV,, pfi¢emZ komplex IV se vtomto velkém
superkomplexu miZe vyskytovat v 1-4 kopiich. DileZité vSak je, Ze komplex IV vysoce
stabilizuje I-II[,-IV; superkomplex, protoZe minoritni frakce superkomplexu I-III, po izolaci
disociuje na jednotlivé komplexy, zatimco I-III,-IV,; superkomplex ztlistava intaktni a aktivni.
Tyto poznatky naznaduji, Ze I-III,-IV; superkomplex by mohl byt fyziologicky vyznamnou

funkéni jednotkou respiraéniho fetézce sav€ich mitochondrii [49].

1.6.4 Superkomplexy sav¢ich mitochondrii

Funkéni asociace komplexu I a III byla dokdzana porovnanim katalytickych aktivit
téchto komplexd a aktivity vzniklého superkomplexu I-III, v zavislosti na solubilizaci
mitochondrii detergenty digitoninem a dodecylmaltosidem. Strukturni asociace komplexi I,
III a IV byla dokézana kvantitativni solubilizaci rliznymi detergenty a naslednou separaci
pomoci BN-PAGE. Naptiklad pfi solubilizaci mitochondrii Tritonem X-100 (vy3§im
pomérem Triton X-100/protein) byl separovan individudlni komplex I, III a IV a
superkomplexy, které obsahovaly monomerni komplex I, dimericky komplex III a rozdilné
mnozstvi komplexu IV (0 az 4 kopie). Pfi solubilizaci digitoninem byly pozorovany pouze
dva superkomplexy I-III, a I-III;-IV o hmotnostech 1500 a 1700 kDa. Pfedpoklada se, Ze se
tyto superkomplexy v nativnich mitochondridlnich membranach fetézi do jeste¢ vétich celki
[42].

1.6.5 Role superkomplexii v lidské fyziologii a patofyziologii

Superkomplexy I-III; a I-III-IV; byly identifikovany jako dva hlavni fragmenty
respirasomu ve zdravé lidské mitochondrii, ale ne vzdy u pacientd s mitochomdrialni
poruchou. Analyza bun&€k pacientli s nedostate¢né¢ asemblovanymi komplexy I nebo IV
ukazala, Ze tyto komplexy nejsou potiebné pro stabilitu ostatnich OXPHOS komplexii. Bylo
v8ak zjiSténo, Ze geneticky defekt zpisobujici zkraceni cytochromu b, ktery se projevuje
poruchou asemblace komplexu III, nésledné zplsobuje netiplnou asemblaci komplexu I [42].
Dochazi tedy ke vzniku kombinovaného komplex III/I defektu. U pacientii s deficitem
komplexu IV (nesoucich mutaci SURFI genu) bylo prokdzano rapidn€ sniZené mnoZstvi
komplexu IV a I-III-IV, superkomplexu, avSak mnoZstvi ostatnich komplexii nebylo

ovlivnéno a superkomplex I-III; byl detekovan ve zvySeném mnozstvi. Komplex I a III,
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v tomto piipadé formuji stabilni jadro respirasomu (I-III;), na které se posléze vaze komplex
IV. Na druhé stran&, primarni defekt komplexu I nebo komplexu III se u pacientd projevil
absenci tohoto stabilniho I-III, jadra. Defekt komplexu I se u pacienti vyznaCoval absenci
komplexu I, I-III, i I-II[,-IV, superkomplexu, ale normalni hladinou ostatnich komplext III,
IV a V. Ve tietim piipadé defekt komplexu III u pacientli zpisobil vyraznou redukci
komplexu III, ale mnoZstvi komplexu IV a V ovlivnéno nebylo. Komplex I byl detekovan jen
vmalém mnoZstvi pfitomném v I-II[-IV, superkomplexu, ale i toto malé mnoZstvi
asemblovaného komplexu I miZe byt dostadujici pro dosaZeni jeho poZadované aktivity.
Pfitomnost komplexu III je tedy nutna pro asemblaci a stabilitu komplexu I [44].

Jak v pfipadé normalnich mitochondrii, tak u mitochondrii s riznymi defekty respiraénich
enzymi, zlstava stéZejni otazkou, jaké mnoZstvi, rsp. podil, respiranich enzymi se nachézi

in vivo ve formé superkomplexi a jaky to ma funk¢ni vyznam.

1.7 Mitochondrialni onemocnéni

Dysfunkce enzymti OXPHOS spojené se snizenou produkci ATP vedou ke vzniku
velké skupiny tzv. mitochondrialnich onemocnéni. ProtoZe mitochondrie jsou svoji oxidaéni
fosforylaci primarnimi zdroji energie, jejich defekty nejvice postihuji organy s vysokymi
energetickymi naroky. Maternalng zd&déné nebo autosomaéln& recesivni choroby zpiisobené
mitochondridlnimi mutacemi se proto nejvice projevuji v mozku, svalech, srdci, jatrech,
ledvinach a S-buiikach pankreatu.
Respira¢ni fetézec je metabolicka draha kontrolovana jak mitochondridlni DNA tak jadernou
DNA. Mitochondrialni onemocnéni 1ze proto rozdélit na onemocnéni zpisobena mutacemi
v mtDNA, kterd podléhaji pravidlim mitochondridlni genetiky, na rozdil od onemocnéni

zpisobenych mutacemi v nDNA fizenymi pravidly autosomalni dédi¢nosti [50].

1.7.1 Mitochondrialni onemocnéni zpiisoben4 mutacemi v mtDNA

Lidskd mtDNA je kruhové, dvouvlédknova molekula o velikosti 16,569 kb vyskytujici se
v burice ve stovkéch az tisicich kopiich. Obsahuje 37 geni, a to 2 rRNA geny, 22 tRNA genil
a 13 strukturnich genid kdédujicich podjednotky komplexu I (ND1-ND4, ND4L, ND5 a ND6),
komplexu III (cytochrom b4), komplexu IV (COX I, COX II a COX III) a komplexu V (ATP6
a ATP8). Mutace mtDNA se obvykle vyskytuji jen v ur€itém poétu mtDNA a v buiice (ve
tkani) existuji spolu s normalnimi mtDNA. Jedna se o tzv. heteroplazmii. Po pfekrogeni

mnoZstvi mutovanych mtDNA dochézi k projevu mitochondridlniho onemocnéni. Prahova
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hodnota pro dany typ mutace v mtDNA je tkatiové specificka. Mutace mtDNA se déli na (i)
mutace naruSujici proteinovou syntézu a (ii) a mutace v genech kédujicich podjednotky

komplexi dychaciho fetézce . V tabulce 1 niZe jsou uvedeny piiklady né€kterych mutaci.

Mutace narusujici proteinovou syntézu
Mutace mtDNA Klinicky fenotyp
Delece mtDNA KSS, o¢ni myopatie, PS
Bodova mutace tRNAM (VUR) MELAS
Bodova mutace tRNA" MERRF
Jiné bodové mutace tRNA Rozmanité fenotypy
Mutace v mtDNA genech kodujicich podjednotky OXPHOS komplexii
Gen Klinicky fenotyp
ATP6 (komplex V) NARP, MILS
ND1, ND4, ND6 (komplex I) LHON
ND1, ND4 (komplex I) myopatie
Cytochrom b (komplex III) myopatie
COX III (komplex IV) myopatie

Tabulka 1 Pfiklady mutaci v mtDNA

KSS - Kearniiv-Sayriiv syndrom; PS - Pearsoniiv syndrom; MELAS - Mitochondriova encefalomyopatie
s laktatovou acidosou a pfithodami podobnymi zichvatim mrtvice; MERRF - Mutace proteinové syntézy
(Myoklonicka epilepsie s potrhanymi svalovymi vldkny); NARP - Neurogenni svalova ochablost s ataxii a
pigmentovymi zménami v sitnici; MILS — maternalné zdédény Leighiiv syndrom; LHON - Leberova dédi¢na

opticka neuropatie

1.7.2 Mitochondridlni onemocnéni zpiisobena mutacemi v nDNA

Tato onemocnéni jsou vice pocetnd, jelikoZ struktura a spravna funkce dychaciho
fetézce je pfisné kontrolovana pravé nDNA. nDNA koéduje nejen veSkeré podjednotky
komplexu II, vétSinu podjednotek ostatnich komplexti dychaciho fetézce, CoQ;o a cytochrom
c, ale také asembla¢ni faktory, které jsou potfebné pro biogenezi OXPHOS komplexi. nDNA
dale (i) fidi syntézu fosfolipidi vnitfni mitochondrialni membrany a guanosin trifosfatu
(podobnému dynaminu), ktery umoziiuje pohyb mitochondrii po mikrotubulech, (ii) kéduje
faktory fidici integritu a replikaci mtDNA, (iii) kéduje sloZky transportniho aparatu, ktery
umozZilyje transport jadern€ kédovanych proteinti z cytosolu do mitochondrii. Mutace genti
kodujicich podjednotky a asemblaéni faktory komplexii a s nimi spojend onemocnéni jsou

uvedeny niZe v tabulce 2.
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Mutace v jadernych genech kédujicich podjednotky a asemblacni faktory komplexii
Gen pro podjednotku Klinicky fenotyp
NDUF (komplex I) LS
SDHA (komplex II) LS
Gen pro asemblaéni faktor Klinicky fenotyp
BCSI1L (komplex IIT) GRACILE
SURF1 (komplex IV) LS
SCO1 (komplex IV) Hepatoencefalomyopatie
SCO2 (komplex IV) Kardioencefalomyopatie
COX10 (komplex IV) Nefroencefalomyopatie
COX15 (komplex IV) Kardioencefalomyopatie
ATP 12 (komplex V) Fatilni multisystémové novorozenecké onemocnéni (postihujici
mozek, jatra, srdce, svaly)

Tabulka 2 PFiklady mutaci nDNA
LS - Leightiv syndrom; GRACILE - Retardace riistu, aminoacidurie, zvy$eny cholesterol, laktatova acidosa,
brzké amrti

Z hlediska organizace dychaciho fetézce jsou zajimavé mutace nDNA zplisobujici
izolovany defekt jednoho enzymového komplexu, ktery se podili na formovani
superkomplexli. V tomto sméru je namisté zabyvat se otazkou, zda také dochazi ke zménam
ve sloZeni superkomplexd a do jaké miry. Nejfrekventovangjsi jsou mutace jadernych gent
kédujicich asemblaéni intermediaty komplexu IV, které se wiCastni pfi sestavovani tohoto
enzymu. Defekty ¢&i absence téchto asembla¢nich faktori vedou ke vzniku neuplnych forem

COX a s tim spojené sniZené aktivité enzymu a k poklesu mnozstvi COX holoenzymu.

1.7.3 Mitochondridlni onemocnéni spojené s poruchou asemblace COX

Defekty COX zpisobené mutacemi ve strukturnich genech mtDNA jsou popisovany
od roku 1995. Jedna se o &tyfi mutace genu podjednotky COX I, tii mutace genu podjednotky
COX II a ¢tyfi mutace genu podjednotky COX III [51]. Pro tyto mutace je charakteristicky
izolovany defekt COX. Podle uvaZované prahové teorie se projevi defekt enzymu aZ po
pfekro€eni prahu pro danou mutaci, coZ je vétSinou > 75 % heteroplazmie.
V poslednich letech bylo popsano mnoho patogennich mutaci lokalizovanych v jadernych
genech kédujicich COX specifické asemblaéni faktory SURF1, SCO1, SCO2, COXI10,
COX15 a LRPPRC (gen kdédujici mRNA vazebny protein). Jako prvni byly identifikovany
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mutace v SURFI genu, které zpiisobuji vazné a zaroven nejcastéjsi defekty COX projevujici
se poskozenim funkce dychaciho fetézce o riizné intenzité v riznych tkanich. S tim jsou také
spojeny zmény ve struktufe superkomplexii a jejich mnozZstvi, jelikoz COX je ve vétSiné

pfipadech jejich soucasti.

1.7.3.1 Surfl protein — asemblaé¢ni faktor cytochrom c oxidasy

Asembla¢ni faktory COX nejsou soudasti molekuly enzymu, ale jsou esencialni pro
jeho asemblaci. Geny kédujici bud’ asemblaéni faktory, nebo samotné podjednotky COX
pfedstavuji potencidlni kandidaty pro patologické zmény souvisejici s COX defekty.

SURF1 gen o délce 4,7 kb obsahuje devét exonl a je lokalizovan v tzv. surfeit lokusu —
genovém klastru $esti housekeepingovych genti na devatém chromosomu v oblasti 9934 [52].
SURF1 gen kdduje Surfl protein (Surflp) o délce 300 aminokyselin, ktery je nezbytny pro
asemblaci COX a funkci dychaciho fetézce. Role Surflp byla studovana na vSech trovnich
exprese COX. Nebyly nalezeny Zadné zmény mnoZstvi mitochondridlné nebo jaderné
kédovanych COX transkriptil, ani zmény v jejich translaci, coZ poukazuje na funkci Surflp
v pozdéjSich fazich exprese COX. Analyzou mitochondrii pacienti s defektem COX,
projevujicim se jako Leighliv syndrom, pomoci dvourozmémé elektroforézy BN-PAGE/SDS-
PAGE byla zjisténa akumulace nejmensich asemblaénich intermediati COX. Asemblace byla
pteru$ena ve fazi S2 intermediatu, coZ dokazuje, Ze Surflp se uplatiiuje pfi inkorporaci jedné
¢i vice podjednotek, mezi které mohou patfit COX II, COX III a vétSina jadern€ kédovanych
COX podjednotek [53].

V soucasnosti bylo popsano vice neZ 30 riiznych patogennich mutaci v SURFI genu. Vét§ina
z nich jsou nesmyslné mutace charakteristické vznikem pted€asného stop kodénu, nasleduje
translace nekompletnich forem Surflp, které jsou rapidné degradovany, nebo nestabilita
SURFI mRNA, ktera fidi syntézu proteinu [54]. VétSina mutaci byla shrnuta v praci
Pequignot a kol. 2001 [55] a stale jsou publikovany nové nalezené mutace SURF 1.

Pfi studii fibroblastl tii pacientti s Leigh syndromem (LS) bylo sekvenéni analyzou
SURFI genu odhaleno 7 heterozygotnich mutaci, z nichZ 6 bylo novych. Jednalo se o inzerci,
nesmyslnou mutaci, sestfihovou mutaci intronu 7 a 3 mutace zpisobujici substituci
aminokyselin modifikujici Surflp. Transkripce COX geni byla normalni, pfi¢emzZ translace
nebo stabilita asemblovanych subkomplexi byla naru$ena [56].

Gly'* je lokalizovan ve vysoce konzervovaném regionu SURFI genu a mutace G385

A(Gly'**- Glu), zpiisobujici deficit COX, poukazuje na jeho zésadni roli pro strukturu a
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202

funkci Surflp. Asp®® je konzervovany u savcii a substituce G618 C (Asp*’>—> His) je nejspi3

polymorfismus, jelikoZ tato substituce byla nalezena vZdy v jedné alele u dvou kontrol. Dalsi

246

mutaci je T751 C ménici Ile”™ na Thr. V této pozici je striktn€ konzervovana hydrofobni

aminokyselina ve viech eukaryotech a n&kterych bakteriich a nahrazeni Ile***~ Thr narusuje 8

% na Thr ptedstavuje

strukturu enzymu ve vSech vy$8ich eukaryotech. Substituce Ile
molekularni defekt zplsobujici onemocnéni, protoZe hydrofobni aminokyselina nebo S
struktura jsou nezbytné pro funkci Surflp [56].

Zkraceni Surf 1 proteinu je zapfi¢inéno velmi ¢astou mutaci charakteristickou pro LS, a to 10-
bp deleci (TCTGCCAGCC) spojenou s AT inserci v pozici 326 zptsobujici nesmysiny kodén
v misté mutace. Dalsi takovou mutaci je 4-bp (CTGC) inserce v pozici 589 také obsahujici
stop kodén. Bylo popsano je$té¢ dalSich 9 mutaci (posunovd mutace, inserce a delece)
tvoficich pfedCasny stop koddén [57-59]. Na udrovni mist sestfihu byly pozorovany 3
sestiihové mutace, a to na donorovém misté sestfihu intronu 4 [57], intronu 5 [58,59], intronu
3 [59] aintronu 7 v jedné alele [56].

Dale byla popsana sestfihovd mutace zptlsobujici ztratu exonu 8 [60] a tfi nové mutace
v lymfoblastickych burikdch u japonskych pacienti s Leigh syndromem [61]. Mutace

C574— T zpisobujici zménu konzervovaného argininu 192 na tryptofan (Arg'*

- Trp) byla
popsana ze screeningu ¢eskych pacientd [62]. Geneticky screening 65-ti ¢inskych pacienti
s Leigh syndromem odhalil u osmi ptipadd mutaci SURFI s pievahou substituce G618 C
(Asp>®- His).

Absence Surflp tedy zplsobuje vaZzné defekty COX spojené se snizenou hladinou
COX podjednotek, sniZenou aktivitou enzymu v riznych tkanich pacientt (na 1 — 20 % oproti
kontrole) a pokles mitochondridlniho membranového potencidlu, coZ negativné ovliviiuje
syntézu ATP. Na zékladé poruchy asemblace je v mitochondridlnich membranach bunék
pacientl sniZené mnoZstvi enzymu a akumuluji se asembladni intermediaty COX. Tyto
strukturni zmény maji za nasledek pozménéné elektron — a proton — transportni vlastnosti
enzymu. Mutace SURFI genu se klinicky projevuji jako vySe zminény Leighdv syndrom (LS)
[63].
Leighiv syndrom neboli subakutni nekrotizujici encefalomyopatie je progresivni
neurodegenerativni autosomalné recesivni onemocnéni. Choroba nej¢astéji propuké v prib&hu
prvniho roku po narozeni a je charakteristickd celkovou psychomotorickou retardaci,
bilateraln¢ symetrickymi 1ézemi v podkorové oblasti mozku, zaskuby ¢i zatménim v oéich.
V krvi i cerebrospinalni tekutiné je zvySena hladina laktatu (laktatova acidosa). Onemocnéni

je fatalni, pacienti vétSinou umiraji po opakovanych respiraénich infekcich na
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kardiorespira¢ni selhani mezi tfetim aZ patym rokem Zivota [64]. Mimo mutaci v SURF! genu
je Leighliv syndrom zplsoben bodovymi mutacemi v genech pro mitochondrialni tRNA a
defekty dalSich mitochondridlnich enzymi, a to pyruvat dehydrogenasy, ATP synthasy,
NADH-ubichinon oxidoreduktasy a sukcinat dehydrogenasy.
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2. Cil prace

Pomoci elektroforetickych metod a s vyuzitim specifickych protilatek charakterizovat
respiraéni superkomplexy v mitochondriich z mySich tkéni (srdce, jatra, sval, mozek,
kultivované fibroblasty) a z lidskych fibroblastii. Specifické cile prace byly:

1) charakterizovat specifické sloZzeni superkomplexii dychaciho fetézce v riiznych

tkanich kontrolnich mysi (dale kontrola)

2) jelikoZ se cytochrom c oxidasa ¢asto vyskytuje v respiraénich superkomplexech,
snaZili jsme se zjistit, jak ovliviiuje sniZzené mnoZstvi COX sloZeni, mnoZstvi a
sestavovani superkomplexti v mySich tkénich se selektivnim COX-defektem na
podkladé poruchy asembla¢niho proteinu Surfl (dale COX-defektni mysi)

3) pro analyzu fady mitochondridlnich chorob se pouZivaji fibroblasty a proto bylo
naSim dal$im cilem charakterizovat superkomplexy v mitochondriich z kontrolnich
mySich a lidskych fibroblasti

4) dale jsme se snazili nalézt zmény ve vyskytu a sloZeni superkomplexii ve
fibroblastech z COX-defektnich mysi a ve fibroblastech od COX-defektniho pacienta
s mutaci SURFI genu
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3. Pouzité pristroje a chemikalie

PouZité ptistroje a chemikalie jsou sepsany v pfiloze této diplomové prace.

4. Experimentalni ¢ast
4.1 Experimentalni modely

Jako experimentalni model byly pouZity mitochondrie izolované z tkani mysi (jatra,
srdce, mozek, kosterni sval a fibroblasty), a to z kontrolnich mysi a z my3i s izolovanou COX
deficienci zptisobenou absenci Surflp na zaklad€ knock-outu. Mysi s knock-outem SURFI
genu byly vytvofeny v laboratofi prof. M. Zevianiho (Istituto Neurologico Carlo Besta, Milan,
Italie) [65] na zakladé inzerce loxP sekvence do exonu 7 my$iho SURFI genu.
Dale byly pouzity kultury koZnich fibroblastd od pacienta se SURFI mutaci projevujici se
jako Leightliv syndrom. Pacient byl smiSeny heterozygot s obémi mutovanymi alelami, prvni
alela obsahovala inzerci AT na pozici 312 vedouci ke vzniku pfed€asného stop kodonu a
druha alela deleci 18 bp vedouci k poruSeni sestfihu a vynechani exonu 8 [63]. Lidské
fibroblasty byly kultivoviny v DMEM médiu s 10% fetalnim hovézim sérem a 20mM
HEPES o pH 7,5 v pfitomnosti penicilinu o koncentraci 10 u/ml a streptomycinu o
koncentraci 10 pg/ml. Kultivace probihala v termostatu pti 37°C v atmosféte s 5% CO..
Imortalizované mysi fibroblasty byly kultivovany v pfitomnosti antibiotika geneticinu o
koncentraci 50 pg/ml. Jako kontrolni material byly pouZity fibroblasty od jedinci bez

mitochondrialnich onemocnéni.

4.2 1zolace mitochondrii z myS$ich tkani
Izolace mitochondrii ze vSech tkéani byla provedena pti 4 °C, pro centrifugaci byla

pouzita chlazen4 centrifuga Sigma BK18.

4.2.1 1zolace mitochondrii ze svalu

Vzorek svalové tkané byl zvazen ve vychlazeném KP médiu (150 mM KCl, 2 mM
EDTA, 50 mM Tris-HCI, PIC (1:500), pH 7,4) a nastiihan na malé kousky na Petriho misce
poloZené na ledu. Po nastfihéni byla svalova tkan pfenesena ve $pi¢ce pipety do sklenéného
homogenizéru a rozmixovdna  pomoci sondy o priméru 8 mm
na ultrathoraxu KIA (2-krat 15 sekund na stupeil 4), a poté zhomogenizovina pomoci

teflonového pistu (pfi 600 rpm 5-krat tahem pistu). Ziskany 5% homogenat byl rozpipetovan
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do 2 ml zkumavek eppendorf a centrifugovan 10 minut pfi 600 g. Ziskany postnuklearni
supernatant byl centrifugovan 10 minut pfi 10 000 g. Sedimentované mitochondrie byly
promyty v K médiu (150 mM KCl, 2 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI, pH 7,4) a je$té jednou
stoéeny 10 minut pfi 10 000 g. Po resuspendovani sedimentu v malém objemu K média byla

stanovena koncentrace proteinu ve vzorku metodou podle Bradfordové.

4.2.2 1zolace mitochondrii z jater

Jaterni tkan byla rozstfihana na malé kousky a po proplachnuti v STEAP médiu (250
mM sacharosa, 10 mM Tris, 2 mM EDTA, PIC (1:500), pH 7,2) zvéZena (2 mys$i jatra ~ 2 g).
Poté byla tkai po ¢astech homogenizovana v homogenizétoru teflon/sklo 6-8-krat tahem pistu
pti 600 rpm. Vznikly 10% homogenat byl centrifugovan 10 minut pti 800 g pro odstranéni
jader a zbytki tkané. Postnuklearni supernatant byl zfiltrovan ptes gazu, centrifugovan 15 min
pi1 5200 g a vyflotovana bila tukova vrstva byla odstranéna. Ziskany sediment obsahujici
mitochondrie byl resuspendovan v poloviénim objemu STEAP média a centrifugovan 10
minut pfi 13 000 g. Pelet byl jednou promyt v STEAP médiu a opé&t stogen 10 minut pfi
13 000 g. V posledni fazi izolace byl pelet resuspendovan v STE médiu (250 mM sacharosa,
10 mM Tris, 2 mM EDTA, pH 7,2), 1g tkan& v1 ml STE, a zhomogenizovan v men$im
homogenizéru 4-5-krat tahem pistu. Koncentrace proteinu ve vzorku jaternich mitochondrii

byla stanovena metodou podle Bradfordové.

4.2.3 Izolace srde¢nich mitochondrii

Mitochondrie ze srde¢ni tkang byly izolovany stejnym postupem, jako z jaterni tkang,
jen po stoeni 10% homogenatu pfi 600 g se postnuklearni supernatant rovnou centrifugoval
pii 13 000 g.

4.2.4 1zolace mitochondrii z fibroblastii [66]
4.2.4.1 Sklizenf bunék:

Kultiva¢ni médium bylo slito do kadinky a uschovano na ledu. Adherované buriky na
dn¢ lahve byly proplachnuty 5 ml PBS (0,14 M NaCl, 5 mM KCl, 8 mM Na,HPO,, 1,5 mM
KH,PO4, pH 7,2-7,3). Po odsani PBS byl k buitkim ptidin TE roztok (2% trypsin s 2%
EDTA), 1,5 ml na plochu dna kultivagni lahve 75 cm?, a buiiky byly inkubovany p#i 37°C,
dokud se nezataly odlupovat. Do kazdé lahve bylo poté ptidano asi 5-10 ml kultivaéniho
média a buiiky byly slity do 15 ml centrifugadni zkumavky sarstedt. Dno lahve bylo
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nékolikrat oplachnuto médiem, aby se uvolnily ve$keré buiiky. Spojené sebrané buiiky byly
centrifugovany za pokojové teploty 5 min pfi 1800 rpm na Centrifuze Cenatur 2. Sediment
byl resuspendovan v ledovém PBS, objem vzorku byl doplnén PBS do 15 ml a opét sto€en 5
min pfi 600 g. Sedimentované buriky stejného typu byly resuspendovany v malém objemu
PBS, resuspendované pelety byly: spojeny do jedné pfedvazené zkumavky sarstedt a
centrifugovany 5 min pfi 600 g. Po odsani supernatantu a zvaZeni zkumavky s peletem byla

vypoctena hmotnost peletu.

4.2.4.2 1zolace mitochondrii

Zvazeny pelet byl resuspendovan v desetinasobku objemu 10 mM Tris pufru, ktery
obsahoval inhibitory proteas (PIC) v poméru 1:500. Resuspendované builky byly posléze
homogenizovany v homogenizéru teflon/sklo pfi 600 otackach 8-krat tahem pistu.
K homogenatu byla ihned pfidana 1/5 objemu 1,5 M sacharosy a po dikladném promichani
na vortexu byl homogenat centrifugovan 10 min pfi 600 g. Po centrifugaci byl supernatant
obsahujici mitochondrie uschovéan na ledu, sediment byl resuspendovan v ptivodnim objemu
SEKTP (250 mM sacharosa, 40 mM KCl, 20 mM Tris-HCl, 2 mM EGTA, pH 7,6, PIC
(1:500)) a rehomogenizovan pfi 800 rpm 5-krat tahem pistu. Homogenat byl nasledné
centrifugovan 10 min pfi 600 g a vznikly supernatant byl spojen se supernatantem z minulé
centrifugace. Po 10-ti minutové centrifugaci spojenych supernatantii pfi 10 000 g byl pelet
resuspendovan v 500 pul SEKTP a naposled centrifugovan 10 min pfi 10000 g. Pelet
obsahujici mitochondrie byl poté opét resuspendovan v 500 ul SEKTP, pro stanoveni
koncentrace proteini byl odebran 1 a 2 ul mitochondrii do 1 ml destilované vody.

Mitochondrie byly uchovany pii -70 °C pro dal$i analyzu.

4.3 Stanoveni koncentrace proteini podle Bradfordové [67]

Nejprve byly pfipraveny standardni roztoky pro kalibraéni kifivku podle tabulky 3
nafedénim standardniho roztoku BSA o koncentraci 0,2 mg BSA/ml H20. Vzorky byly
stanovovany v dubletech, vzdy 1pl a 2 pl vzorku doplnéné do 1 ml destilovanou vodou.
Nejprve byly vzorky 20 s sonikovany (microtip, intenzita 20%) a posléze bylo pifidano ke
kazdému vzorku a ke kalibraénim vzokim BSA standardu 250 pl Bradfordova roztoku (Bio-
Rad protein assay, katalogové &islo 500-0006). Roztoky byly promichany na vortexu a po
dvou minutaich byla proméfena jejich absorbance pifi vinové délce 595 nm na

spektrofotometru Eppendorf Bio Photometr v kyveté s délkou optické drahy 1 cm.
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VBSA (},Ll) VH20 (ml)
0 1,00
20 0,98
40 0,96
60 0,94
80 0,92
100 0,90

Tabulka 3 P#iprava Kkalibraénich roztokii pro stanoveni koncentrace proteini ve vzorku podle

Bradfordové

4.4 Separalni elektroforetické metody

Rizné typy elektroforetickych separaci mitochondridlnich proteini na
polyakrylamidovém gelu ve spojeni s imunochemickou detekci technikou Western-blotu jsou
uéinnymi postupy pro analyzu zmeén proteinového obsahu nebo sloZeni podjednotek
mitochondridlnich proteint. Tyto proteiny mohou byt separovany pii nativnich nebo
denaturujici podminkach nebo jejich kombinaci [68].

PAGE (polyakrylamidova gelova elektroforéza) vyuZiva polyakrylamidovy gel jako
elektroforetické médium. Smés akrylamidu a bisakrylamidu polymerizuje pomoci volnych
radikalt poskytovanych peroxosiranem amonnyn (AP), ktery zplsobuje $t€peni vazeb O-O.
K urychleni polymerizace se pouziva volna zasada TEMED, ktera katalyzuje tvorbu volnych
radikali peroxosiranu amonného [69].

Modra nativni polyakrylamidova gelova elektroforéza (BN-PAGE) se pouZiva pro
separaci multiproteinovych komplexi pfi nedenaturujicich podminkach. Pfi analyze proteint
dychaciho fetézce, od 10 kDa do 10 MDa, jsou intaktni multipodjednotkové komplexy
separovany bez ztraty enzymatické aktivity. Tato metoda vyuZiva aniontového barviva
Coomassie blue G-250, které se vaZe na povrch viech membranovych p}oteinﬁ a posouva
jejich izoelektricky bod (pI) k negativn€j$im hodnotam. Proteinové komplexy tak migruji
k anodé pii elektroforéze pii pH 7,5 bez ohledu na jejich pl a separuji se podle své velikosti.
Nejlepsi separace je dosaZzeno v gelu s polyakrylamidovym gradientem se sniZujici se
velikosti poérd. Dochézi tak ke sniZeni migraéni rychlosti proteinii na zakladé hmotnosti
proteint [70]. Proteiny se diky svym negativné nabitym povrchiim vzajemné odpuzuji, ¢imz
Jje minimalizovana jejich agregace. Po navazani Coomassie blue ztrati membranové proteiny
také sviij povrchovy hydrofobni charakter a tim se stanou rozpustnymi ve vodé. Pro analyzu

mitochondrialnich komplexti se solubilizuji mitochondrie pomoci neiontovych detergentd,
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jako digitonin, lauroyl maltosid (LM) nebo Triton X-100, které maji rozdilnou schopnost
zachovat slabé, nekovalentni interakce mezi komplexy [71].

SDS elektroforéza (SDS-PAGE) probiha pfi denaturaénich podminkach. Separuji se
véechny nekovalentné véazané polypeptidy podle své molekulové hmotnosti. Jednim
z nejuzivangjich systémi je Tricin-SDS, kdy se dobfe separuji proteiny i o niZ$i molekulove
hmotnosti [72]. SDS je anionogenni tenzid, ktery denaturuje terciami strukturu proteind
rozrusenim vodikovych vazeb a rozvine jejich molekuly do linearnich fetézcd. Disulfidicke
mistky tvofené z postrannich sulfhydrilovych zbytkd cysteind jsou dale rozst€peny
redukénim thiolovym ¢&inidlem 2-merkaptoethanolem. Rozvinuté aminokyselinové fetézce
pak navazanim SDS zmeéni svou prostorovou konformaci a vkomplexu sSDS tvofi
globularni &astice. Naboj bilkovin je upln€ pfekryt zdpornymi dodecylsulfaitovymi anionty,
takze se pii elektroforéze uplatiiuje jen tvar a velikost molekul. Obecné€ plati, Ze na 1 g
proteinu se vaze 1,4 g SDS. Pohyblivost molekul je zde nepfimo uméma jejich relativni
molekulové hmotnosti [73].

Kombinaci nativni elektroforézy v prvnim rozméru a SDS elektroforézy ve druhém
rozméru (BN-PAGE/SDS-PAGE) vznikaji 2D polypeptidové mapy, které poskytuji
komplexni informace o sloZeni individuélnich komplext a jejich mnoZstvi v analyzovaném
vzorku [68]. Na zaklad¢ této metody bylo odhaleno, Ze komplexy mitochondridlniho
respiraéniho fetézce jsou spojovany do superkomplexi nebo respirasomd, strukturnich a
funkénich jednotek respirace. Tato metoda byla uspé$né aplikovana pro analyzu zmén v
komplexech OXPHOS u mitochondridlnich encefalomyopatii, pro analyzu deficience
cytochrom c¢ oxidasy v klinickych studiich a zmé&n v mitochondridlnich proteinech u
Parkinsonovy choroby a u Alzheimerovy choroby [74].

Dalsi, velmi uZite¢na metoda, pro analyzu sloZeni superkomplexi je dvourozmérna
elektroforéza vyuZivajici BN-PAGE v prvnim i ve druhém rozméru, pfi¢emz se 1i8i detergenty
pouZivanymi v prvnim a ve druhém rozméru. Velmi jemny detergent digtonin v prvnim
rozméru umoziiuje zachovat i nejslabsi interakce mezi OXPHOS komplexy. Ty se naopak
rozrudi siln€jSim detergentem, napiiklad LM, ve druhém rozmé&ru. Superkomplexy pak

disociuji na jednotlivé intaktni komplexy poptipadé na specifické subkomplexy [46].
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4.4.1 Nativni elektroforéza (BN-PAGE)
4.4.1.1 Priprava vzorki

Mitochondrie byly po centrifugaci resuspendovany v MB2 pufru (1,5 M e-
aminokapronova kyselina, 150 mM Bis-tris, 0,5 mM EDTA, pH 7,0) a néasledné
solubilizovany neiontovymi detergenty digitoninem a LM. K pfisluinému mnoZzstvi
mitochondrii resuspendovanych v MB2 pufru byl pfidan 3% roztok digitoninu do poZadované
koncentrace 4 nebo 8 mg digitoninu/mg proteinu a 10% roztok LM do poZadované
koncentrace 1 nebo 4 mg LM/mg proteinu. Objem vzorkld s MB2 pufrem a detergentem byl
pfipraven tak, aby kone¢na koncentrace proteinu pro jaterni, srde¢ni, svalové, mozkové
mitochondrie byla 2 mg/ml a pro mitochondrie z fibroblasti 1,5 mg/ml. Vzorky byly 15 min
inkubovany pfi 0°C za ob¢asného promichéani (vortex). Membranové proteiny uvolnéné do
solubilni faze byly poté oddéleny od zbytkti membran centrifugaci 20 min pii 20 000 g.
K supernatantu byla nasledné pfidana 1/20 objemu 5% SBG.

4.4.1.2 Pracovni postup
Elektroforéza byla provadéna v MiniProtean II vertikalni elektroforetické aparatute, gely

byly pfipraveny podle tabulky 4.

Zaostfovaci 4% gel Separaéni 5% gel |Separacni 12% gel

2,50 ml 5,00 ml 5,00 ml 5,00 ml
3xGB 0,82 ml 1,65 ml 1,65 ml 1,20 ml
AB 0,20 ml 0,40 ml 0,50 ml 1,65 ml
H,O 1,45 ml 2,87 ml 2,82 ml 0,80 ml
Glycerol - - - 1,30 ml
AP 30,00 ul [ 60,00 pl 30,00 pl 7,00 ul
TEMED | 3,00 ul 6,00 ul 3,00 pl 2,00 ul

Tabulka 4 Pfiprava gelii pro BN-PAGE

Separa¢ni gel s gradientem akrylamidu 5-12 % byl pfipraven a aplikovan pomoci rotaéni
peristaltické pumpy a misi¢e gradientti mezi skla podvrstvenim pod cca 1 cm destilované
vody do vySky asi 2 cm od horniho okraje skel. Po zpolymerovani gelu a odsati vody byla
mezi skla nalita vrstva 4% zaostfujiciho gelu, do niZ byl zasunut hiebinek pro vytvofeni
jamek pro vzorky. Po zpolymerovani gelu byly do jamek, vyplnénych modrym katodovym
pufrem, nanaSeny podvrstvenim vzorky obsahujici poZzadované mnoZstvi proteinu, nebo

standard (,HMW Calibration Kit for Native Electrophoresis*) pro uréeni molekulovych

46



hmotnosti separovanych proteini. Elektroforéza nejprve probihala pfi 45 V, a jakmile vzorky
domigrovaly do separaéniho gelu, napéti bylo zvyieno na 90 V. Gely se separovanymi
proteiny byly dale pouZity pro Western-blot (8ast 4.5) nebo k barveni (¢ast 4.7) pro detekci

separovanych proteind.

4.4.2 2D elektroforéza BN-PAGE/SDS-PAGE, pracovni postup

Nedenaturujici nativni elektroforéza v prvnim rozméru byla provedena stejnym
zpuisobem, jaky je popsan vySe, mnoZstvi nanaSen¢ho proteinu bylo 20 pg. Po ukonceni
separace byl gel nafezan na jednotlivé prouzky a uskladnén pti -20°C. Pied provedenim SDS
elektroforézy ve druhém rozméru byly prouZzky gelu 1 hodinu inkubovany v roztoku
obsahujicim 1% SDS a 1% merkaptoethanol. Tento krok zajistil wplnou denaturaci
proteinovych komplexd nezbytnou pro nasledujici separaci jejich podjednotek. Prebytek
merkaptoethanolu byl z prouzkii odstranén promytim v destilované vod¢. Jednotlivé prouzky
byly nasledn€¢ horizontalné¢ umistény mezi skla MiniProtean II vertikalni elektroforetické
aparatury asi ve vzdalenosti 5 mm od horniho okraje skel. Separa¢ni 10% gel byl nanesen
mezi skla do vy$ky 0,5 cm od prouzku gelu a pievrstven destilovanou vodou. Po jeho
zpolymerovani a odsani destilované vody byl nanesen 4% stacking gel aZ po okraj skel a do
levého horniho rohu byl zasunut uzky plastovy prouZek o $ifce 3 mm pro vytvofeni jamky pro
standard. Gely pro SDS elektroforézu byly pfipraveny podle tabulky 5. Po zpolymerovéni
gelu a naneseni standardu (,,PageRuler Prestained Ladder) do jamky probihala nejprve
separace pii 45 V, a jakmile proteiny doséhly separa¢niho gelu, napéti bylo zvy$eno na 90 V.

Po ukonceni separace byl gel pouZit pro Western-blot (Cast 4.5).

Zaostfovaci 4% gel | Separani 10% gel

5,00 ml 10,00 ml
AB 0,40 ml 2,00 ml
3xGB 1,20 ml 3,30 ml
Glycerol - 1,00 ml
H,O 3,36 ml 3,64 ml
AP 40,00 pl 50,00p1
TEMED 4,00 pl 6,00 pl

Tabulka 5 P¥iprava geli pro SDS-PAGE
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4.4.3 2D nativni elektroforéza (BN-PAGE/BN-PAGE), pracovni postup

Elektroforéza byla v prvnim rozméru provedena stejnym postupem, jako u BN-
PAGE/SDS-PAGE, pouze mnoZstvi nanaseného proteinu bylo 25 ug. Ve druhém rozméru
byla pouZita také BN-PAGE, ale s detergentem LM. Pii na$ich experimentech se ukazal byt
uéinné&jsi postup, kdy proteiny separované v gelu byly jesté pied separaci ve druhém rozméru
inkubovany 1h v 0,02% roztoku LM a LM uZ nebyl pfidavan do katodového pufru. Prouzky
gelu byly posléze horizontaln€é umistény mezi skla a po zpolymerovani gradientového (5-
12%) gelu a 4% zaostfovaciho gelu byl do jamky ve stacking gelu nanesen standard. Na 2D
proteinové mapé byly komplexy ve volné formé po solubilizaci digitoninem lokalizovany na

diagonale, komplexy solubilizované LM ze superkomplexd migrovaly pod diagonalu.

4.5 Western-blot a imunodetekce na PVDF membrané

Western-blot v kombinaci s imunodetekci proteinii navazanych na PVDF membranu
pfedstavuje velmi citlivou a specifickou metodu pro detekci a kvantifikaci proteind. Po
elektroforéze jsou proteiny pieneseny polosuchym elektrotransferem z gelu na PVDF
membranu, na jejimZ povrchu jsou naadsorbované molekuly analyzovanych proteini volné
pfistupné pro protilatky. Pfed samotnou specifickou detekci proteind polyklonalnimi nebo
monoklonalnimi protilaitkami musi byt zablokovana volnd vazebna mista na membrané. V
naSem postupu jsme provadéli blokovéni roztokem suSeného mléka rozpusténého v PBS.
Polosuchy elektrotransfer probiha mezi dvéma horizontalnimi grafitovymi elektrodami. Na
navlh¢enou anodu se naskladaji v pufrech namocené filtra¢ni papiry, membrana a gel dle
postupu popsaném niZe a prekryji se katodou. Po spusténi elektrického proudu migruji
zaporn€ nabité proteiny v elektrickém poli k anod¢ a véZi se na PVDF membranu [73].
Nasleduje imunodetekce proteind zakotvenych na membran€ pomoci priméarich protilétek,
vizualizace komplexd protilatka-protein je uskuteénéna pomoci sekundamich protilatek

konjugovanych s peroxidasou nebo s fluorescenéni znackou.

4.5.1 Elektrotransfer na PVDF membranu

Ihned po elektroforéze byl gel ekvilibrovan 15 min v pufru III. PVDF membrana
(Immobilon-P od Millipore) o velikosti 7x10 cm byla smo¢ena 15 s ve 100% methanolu, poté
2 min v ultradisté vod¢ a ekvilibrovana 5 min v pufru III. Na grafitovou anodu navlhéenou
pufrem I bylo postupné navrstveno 6 filtranich papirti (Whatmann 3 MM o velikosti 7x10
cm) smocenych 30 s v pufru I, 3 filtraéni papiry smocené 30 s v pufru I, PVDF membrana
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ekvilibrovana v pufru II, gel ekvilibrovany v pufru III a 6 filtraénich papiri smo&enych 30
s v pufru III. Vzduchové bubliny mezi vrstvami, které by branily elektrotransferu proteind
z gelu na PVDF membranu, byly opatrné vytladeny pouzitim sklenéné zkumavky jako
valeC¢ku. Nasledné byla na horni vrstvu filtra¢nich papird pfiloZzena grafitovd katoda
navlhéena pufrem III. Elektrotransfer na PVDF membranu probihal 1 hodinu pfi 120 mA (0,8

mA/lcm? membrany). PVDF membréna byla poté ususena na filtraénim papite.

4.5.2 Imunodetekce na PYDF membrané [75]

Suchi membrana byla 2 min ekvilibrovana ve 100% methanolu a dal$ich 5 min v PBS
(0,15 M Na(Cl, 0,02 M Na,HPO,, pH 7,4). Poté byla membrana blokovana 1 hodinu v 10%
roztoku mléka v PBS. Zbytky mléka byly z membréany odstranény 2-krat oplachem membrany
v PBST (0,3% Tween 20 v PBS). Nasledn€ byla membrana 2 hodiny inkubovana s koktejlem
primarnich protilatek rozpusténych v PBST (Tabulka 6). Po oplachnuti membrany 3-krat 10
min v PBST byla membrana dal8i hodinu inkubovana se sekundarni fluorescenéné znafenou
protilatkou Alexa Fluor 680 goat-anti-mouse IgG (Molecular Probes). Nasledoval 3-krat
10min oplach membrany v PBST a po 10 min oplachu membrany v PBS byla provedena
detekce fluorescendné znacenych proteini na PVDF membrané. Pro detekci byl pouZit
fluorescen¢ni scanner Odyssey obsahujici diodovy laser, ktery snimé emisi fluorescenéniho

zafeni v IR oblasti [76]. Mé&feni bylo provadéno pii excitaci 680 nm a emisi 700 nm.

Protilatka Velikost | Katalogové |Vyrobce Redéni protilatky v

proti antigenu | &islo PBST

podjednotce |(kDa) protilatky

(komplex)

NDUFB6 (I) 17 MS 108 MitoSciences 1:2000

NDUFS6 (I) 30 MS 112 MitoSciences 1:2000

Corel (III) 49 A-21362 Molecular 1:2000
Probes

COXI(1V) 57 MS 404 MitoSciences 1:1000

Tabulka 6 PouZité primarni protilitky (monoklonalni, mysi) proti podjednotkim komplexi dychaciho

Fetézce
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4.6 Kvantifikace respiraénich komplexii ve volné formé a v superkomplexech
Kvantifikace mnoZstvi antigenu byla provedena v programu Aida Image Analyzer
3.21. Pro kvantifikaci byly pouzity vysledky z analyz mitochondridlnich komplexd pomoci
2D BN-PAGE/SDS-PAGE elektroforézy. Detekce fluorescenéniho signalu Alexa Fluor 680
pomoci scanneru Odyssey vykazuje prakticky linearni nardst fluorescence vzhledem
k mnoZstvi znadeného proteinu, a to vrozmezi né€kolika fadd [76]. Signal detekovanych
podjednotek jednotlivych komplexti je tak Umémy mnoZstvi téchto komplexi. Grafické

vyhodnoceni kvantifikace bylo provedeno v programu Microsoft Excel.

4.7 Barveni gelii Coomassie blue R-250 barvivem

Separované proteiny pomoci BN-PAGE byly také detekovany obarvenim Coomassie
blue R-250 barvou. V této studii bylo barveni Coomassie vyuZito pro kontrolu u¢innosti
solubilizace mitochondrii riznymi koncentracemi digitoninu a LM (vysledky, ¢ast 5.1).
Ihned po elektroforéze byl gel 40 minut barven v barvicim roztoku (0,06 M Coomassie blue
R-250 barva, 45% methanol, 9% kyselina octova) a po uplynuti této doby byl odbarven ve
fixovacim roztoku (25% methanol, 8% kyselina octova), ktery byl né&kolikrat vyménén pro
rychlej$i odbarveni gelu.

Pripravy a sloZeni pouZitych roztokii pro jednotlivé metody jsou uvedeny v protokolech

v pFiloze k této diplomové praci.
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S. Vysledky

5.1 Solubilizace respira&nich komplexii lauroyl maltosidem a digitoninem

Ukelem t&chto pokust bylo zjistit optimalni koncentraci digitoninu pro solubilizaci
proteinti ze vzorku svalovych mitochondrii (Obr. 17). Po separaci proteini pomoci BN-PAGE
a po obarveni gelu Coomassie blue R-250 bylo patrné, Ze pfi pouZiti LM o koncentraci 1 a 4
mg/mg proteinu byly pfitomné respiradni komplexy do molekulové hmotnosti (Mh.) cca 670
kDa, odpovidajici jejich monomernim, popfipadé dimernim formam. Pfi pouZiti digitoninu
byly pfitomné i vé&t§i formy odpovidajici superkomplexim. Solubilizace komplexti
digitoninem o koncentraci 8 mg digitoninu/mg proteinu vedla k lepSi separaci a zaostfeni
detekovanych proteinovych prouzki v gelu. Obdobny profil byl ziskin u svalti z kontrolnich
mysi (+/+) i u svali z COX-defektnich mysi (-/-).

LM 1LM 1LM4 LM 4 Dig 4 Dig 4Dig 8Dig 8
kDa H+ - [+ -]~ )+ <[~ [+ -

Hil-V

A

Obr. 17 Nativni elektroforéza mitochondrii z mysi svalové tkdné

Byly analyzovéany vzorky svalovych mitochondrii z kontrolnich (+/+) a COX-defektnich (-/-)
mysi (~ 25ug proteinu), solubilizované riznym mnoZstvim digitoninu (4, 8 mg dig/mg proteinu) a pro
srovnani i vzorek mitochondrii solubilizované lauroyl maltosidem (o koncentraci 1, 4 mg LM/mg
proteinu). Separované proteinové komplexy odpovidaji podle Mh. superkomplexim (I-I1I,-1V,, I-III,,
MI-1V), komplex I (I), komplex V (V), komplex III (III;) a komplex IV (IV). Velikosti pouZitych
standardii jsou uvedeny v kDa na levé strané& obrazku.
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5.2 Analyza sloZeni superkomplexii v myS$ich tkdnich pomoci 2D BN-PAGE/SDS-PAGE
elektroforézy

Pro studii byly pouZity mitochondrie z riznych tkani COX-defektnich mysi (-/-)-a
kontrolnich mysi (+/+). Jednalo se o srdce, stehenni sval, jatra, mozek a kultivované
fibroblasty. Proteinové komplexy z mitochondrii solubilizovanych digitononem byly po
separaci v prvnim rozméru nativni elektroforézou analyzovany ve druhém rozméru SDS
elektroforézou, kdy doSlo k jejich rozpadu na jednotlivé podjednotky. Separované proteiny
byly nasledné& pfeneseny z gelu na PVDF membranu elektroblotem a detekovany koktejlem
monoklonalnich protilatek, ktery obsahoval protilatku proti NDUFB6 podjednotce komplexu
I, Core 1 podjednotce komplexu III a COX I podjednotce komplexu IV. Z vysledkii byla
patrna podobnost tfi skupin tkani (i) srdce a sval, (ii) jatra a mozek a (iii) fibroblasty, které se
li§i intenzitou mitochondridlniho metabolismu, mitochondridlnim obsahem, mnoZstvim
respira¢nich komplexi a jejich enzymovou aktivitou [77].
V srdeénich (obr.18) a svalovych mitochondriich byly detekovany superkomplexy I-1II, a
III;-IV, chybél vSak superkomplex I-III,-IV. MnoZstvi monomeru COX bylo u COX-
defektnich mysi sniZeno, ale superkomplex I-III, a ¢aste¢né i superkomplex II-IV ziistaly
zachovany. V obou pfipadech byly také detekovany asembladni intermediidty COX, a to
v nepatrném mnoZstvi u kontroly a ve vétSi mife u COX-defektnich my$i. U jaternich (obr.19)
a mozkovych mitochondriich byly vysledky podobné, COX se taktéZ nachizela ve formé
monomeru, dimeru a v superkomplexu III,-IV, opét zde byl pfitomny superkomplex I-III; a
Zadny I-III,-IV superkomplex. Nebyly zde viak pozorovany Z4dné asembla¢ni intermediaty
COX a celkové mnoZstvi komplexi se zdilo byt men$i, hlavné oproti srdenim
mitochondriim. Mitochondrie z fibroblastl (obr. 20) se od ostatnich odli§ovaly nejvice. U
kontroly i COX-defektnich my$i byly detekovany superkomplexy I-1II, a I-III,-IV a v pfipadé
kontroly je§t¢ superkomplex III-IV. Mitochondrie z fibroblasti od COX-defektnich mysi
vykazovaly nejvétsi defekt COX, akumulaci asemblaénich intermediati COX, absenci dimeru
COX a HI,-IV superkomplexu.
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Elektroforsticky rozlifené formy:
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Obr. 18 2D elektroforéza BN-PAGE/SDS-PAGE mySich srde¢nich mitochondrii

Byly analyzovany digitoninem (8 mg dig/mg proteinu) solubilizované vzorky srde&nich
mitochondrii kontroly (+/+) a COX-defektnich my$i (-/-). Po detekci na PVDF membran€ smési
protilatek proti komplexu I, III a IV byly identifikovany superkomplexy I-III, a III,-IV, komplex IV ve
vysSich proteinovych komplexech, komplex I (I), dimer komplexu III (III,), dimer komplexu IV (IV,),
komplex IV (IV), a asemblaéni intermediaty. Velikosti pouZitych standardi o molekulové hmotnosti
(Mh.) v kDa jsou v prvnim i ve druhém rozméru uvedeny v kDa po stranach obrazku.
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Elektroforeticky rozisené formy:

B roaktivita s protildtkami proti podjednotiém:

- »komplexu Il
-3 komplexu IV

» komplexu |
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-»komplexu IV

- —»komplexu |

Obr. 19 2D elektroforéza BN-PAGE/SDS-PAGE mysich jaternich mitochondrii
Digitoninem (8 mg dig/mg proteinu) solubilizované vzorky kontroly (+/+) a COX-defektnich
mysi (-/-) byly analyzovany jako srde&ni mitochondrie (obr. 18). Identifikovany byly superkomplexy
I-1II; a ITL,-IV, komplex IV ve vys§ich proteinovych komplexech, komplex I (I), dimer komplexu III
(II1y), dimer komplexu IV (IV,), komplex IV (IV). Asemblaéni intermedidty COX detekovany nebyly.
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Elektroforeticky rozil§ené formy:
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Obr. 20 2D elektroforéza BN-PAGE/SDS-PAGE mitochondrii z myS$ich

fibroblasti

Digitoninem (8 mg dig/mg proteinu) solubilizované vzorky fibroblasti z kontroly (+/+) a
COX-defektnich my3i (-/-) byly analyzovéiny stejn&, jako srdedni mitochondrie (obr. 18). Byly
identifikovany superkomplexy I-III,-IV, I-III; a III,-IV, komplex I (I), dimer komplexu III (III,), dimer
komplexu IV (IV;), komplex IV (IV) a asemblaéni intermediaty COX.

5.3 Analyza sloZeni superkomplexii v lidskych fibroblastech pomoci 2D BN-PAGE/SDS-
PAGE elektroforézy

Pro analyzu byly pouZity fibroblasty pacienta s mutaci SURFI genu zpusobujici
deficit COX s klinickymi projevy Leigh syndromu a kontrolni fibroblasty. Experimentalni
postup a detekce proteind na PVDF membrané byly provedeny stejnym zplisobem, jako u
mySich tkani. Vysledky analyzy mitochondrii z lidskych fibroblasti (obr.21) byly v mnoha
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znacich velmi podobné my$im fibroblastim. Detekovany zde byly, v pfipadé kontroly i
pacienta, superkomplexy I-III,-IV a III;-IV, mnoZstvi COX v mitochondriich pacienta bylo
vyrazné€ sniZeno oproti kontrole, naopak mnoZstvi asembla¢nich intermediati COX bylo
vysoké, chybél dimer COX a superkomplex III,-IV vykazoval také velmi nizky signal.
Veskery komplex I byl pfitomen v superkomplexu I-III;-IV. Superkomplex I-III; nebyl
detekovan pravdépodobné proto, Ze tvofi ,jadro“ vét§iho a stabilngjsiho I-IIL-IV

superkomplexu.

Elektroforeticky roziidené formy:
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Obr. 21 2D elektroforéza BN-PAGE/SDS-PAGE mitochondrii z lidskych

fibroblasti

Digitoninem (8 mg dig/mg proteinu) solubilizované vzorky od kontroly a od pacienta byly
analyzoviny jako mitochondrie z mysich tkini (obr. 18-20). Identifikovany byly superkomplexy
I-III-1V a III,-1V, dimer komplexu III (III,), dimer komplexu IV (IV,), komplex IV (IV) a asembla¢ni
intermediaty COX.
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5.4 Kvantitativni analyza jednotlivych forem komplexi dychaciho Fetézce

Ptitomnost riznych forem komplexi dychaciho fetézce ve vnitini mitochondrilni
membrané (monomery, homooligomery a heterooligomery) miiZe ovliviiovat jejich
katalytickou aktivitu, stabilitu, priib&h biochemickych reakci a tvorbu ATP podle potieb dané
butiky nebo tkan&. MnoZstvi respiratnich komplexi a jejich forem jsou odlidné v riiznych
tkanich. Nasim cilem bylo zjistit, v jakych formach se jednotlivé komplexy v mitochondrtich
z riznych tkani nachazeji, a které z nich a v jakém mnoZstvi se spojuji do superkomplexd.
Zabyvali jsme se rozdily ve sloZeni a vyskytu superkomplexd v mitochondriich z riznych
tkani kontrolnich my$i a COX-defektnich mysi a dale v mitochondriich z lidskych fibroblast

od pacienta s mutaci SURF/ genu a od kontroly.

5.4.1 Formy komplexu IV v mySich tkanich a lidskych fibroblastech

Ve vsech studovanych mysich tkanich, jak z kontrolnich (+/+), tak z COX-defektnich
mysi (-/-), se COX nachazela hlavné ve formé& monomeru. Tkané l1ze rozdé€lit podle distribuce
jednotlivych forem COX do dvou skupin.
V kontrolnich fibroblastech, mozkové a jaterni tkani se COX vyskytovala asi v 90 % jako
monomer (obr. 22). Pfitomnost dimerd nebo superkomplexti byla minimalni, éoi by mohlo
souviset scelkov€ niz§im obsahem respiraénich komplexi v mitochondriich. Ve vsech
pfipadech bylo celkové mnoZstvi COX sniZené u COX-defektnich mys$i. Nejvétsi zmény ve
vyskytu forem COX vykazovaly (-/-) fibroblasty, kde se masivné hromadily asembla¢ni
intermediaty COX (33 % oproti 1,3 % u (+/+)).
V mitochondriich srde¢ni tkan€ pfedstavovalo zhruba 49 % signalu pro (+/+) a 62 % signalu
pro (-/-) COX ve form& monomeru a ve svalové tkani asi 55 % pro (+/+) a 49 % pro (-/-) (obr.
23). V obou tkéanich pfevaZovala tvorba dimeru COX nad vazbou COX do superkomplexii. U
COX-defektnich mysi v disledku absence Surflp dochazelo k hromadéni vétsiho mnoZstvi
asemblaCnich intermediati COX (9 % z celkového signalu oproti 0,8 % u kontrol). Jejich
pfitomnost i u kontroly naznaduje, Ze asemblaéni intermedidty COX nebo volné COX
podjednotky jsou pfitomny v ur€itém nadbytku. Celkové mnoZstvi COX u (-/-) bylo sniZené
v srdci, ale ne ve svalu.
V mitochondriich z kontrolnich lidskych fibroblasti (obr. 24) se COX vyskytovala ze 64 % ve
form& monomeru a ze 27 % v superkomplexech. Deficit COX se u pacienta projevil velmi
nizkou hladinou COX holoenzymu (6,4 %), témé&f stejnym mnoZstvim COX superkomplexi,

Jako u zdravého jedince, a vysokym mnoZstvim asembla¢nich intermediatt (60 %).
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Obr. 22 Distribuce COX v jaternich, mozkovych a fibroblastovych my$ich mitochondriich

Formy COX u kontroly (+/+): monomer (M) >>> superkomplexy (S) > dimer (D), COX v jinych proteinovych
komplexech (JPK) se vyskytoval v mozkovych a jaternich mitochondriich. Formy COX u COX-defektnich mysi
(-/-): M >>> S, dimer COX se vyskytoval minimalné (mozek, jatra) nebo viibec (fibroblasty), vys§i procento
asemblaénich intermediati (AI) se vyskytovalo u mitochondrii z mozku a fibroblastd. Relativni distribuce

kalkulovana ze signalu pro COX I podjednotku komplexu IV.

SRDCE SVAL LIDSKE FIBROBLASTY
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A b s “w oo 3 X
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Obr. 23 Distribuce COX v srde¢ni a ve svalové Obr. 24 Distribuce COX

tkani mysi. v mitochondriich z lidskych fibroblasti.
Formy COX u kontroly (+/+): M>D > S > JPK > Formy COX u kontroly: M >S>D > AL
Al Formy COX u COX-defektnich mysi (-/-): M > Formy COX u pacienta: Al > S >> M,
D > AI > S > JPK. Distribuce kalkulovana ze COX dimer uplné¢ chybi. Distribuce
signalu pro COX L. kalkulovana ze signalu pro COX L
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5.4.1.1 COX superkomplexy v my$ich tkanich a lidskych fibroblastech

Kvantitativni analyza ukazala rozdily nejen v celkovém mnoZstvi superkomplexi, ale i
v mnoZstvi jednotlivych forem superkomplexd. Analyzované mysi tkdné lze podle vyskytu
COX v superkomplexech sefadit nasledovné:

srdce > sval > mozek > fibroblasty > jatra

Ve véech tkanich byl detekovan superkomplex III-IV, ve fibroblastech pak malé¢ mnoZstvi
superkomplexu I-III,-IV. Z hlediska funkce superkomplexi se pfedpoklada, Ze ¢im vice se
vaze COX do superkomplexi, tim je uéinn&jsi (rychlej§i) elektronovy transport a stim
spojeny vznik elektrochemického gradientu vyuZivaného k syntéze ATP. Toto je dileZité
hlavné pro tkané& s vysokou energetickou spotfebou, jako srdce a sval, kde je hlavnim zdrojem
ATP tvofené oxidaéni fosforylaci. V mitochondriich z tkani COX-defektnich mysi bylo ve
vSech piipadech pfitomno alespoii minimalni mnozstvi COX v superkomplexech.
V mitochondriich z lidskych fibroblastii se COX vyskytovala u kontroly ve velkém mnoZstvi
v superkomplexech I-II[,-IV a III,-IV. V mitochondriich pacienta se COX vazala pfednostné
do superkomplexu I-III,-IV misto tvorby dimeru, ktery nebyl viibec detekovan. Zachovanim
co nejveétsiho mnozstvi superkomplexti v mitochondriich s defektem COX tak muze, v daném
pfipad€, umoznit co nejvétsi efektivitu respirace. Je tedy mozZné, Ze pfi nedostatku COX

stoupa afinita vazebného mista COX pro I-III,.

5.4.2 Formy komplexu I v my$ich tkanich a lidskych fibroblastech

Komplex I se v mitochondriich z myS$ich tkani vyskytoval jako monomer a
v superkomplexu I-III,. U mitochondrii z mozku, srdce a jater (obr. 25), jak z kontroly, tak z
COX-defektnich mysi, pfevaZzoval ve formé& monomeru a do superkomplexu s komplexem III
se nejméné vazal v jatrech. Naopak tomu bylo v pfipadé mitochondrii ze svalu a fibroblastt
(obr. 26), kdy se v&ts8i mnoZstvi komplexu I vazalo do I-III, superkomplexu. Ve svalovych
mitochondriich z COX-defektnich mysi ptevaZzoval opét komplex I jako monomer.
Z vysledkt se da usoudit, Ze mnoZstvi monomeru i superkomplexu I-III; bylo u kontroly a
COX-defektnich mysi piiblizn€ stejné, takZe deficit COX nemél vliv na stabilitu a tvorbu
tohoto superkomplexu.
Veskeré mnoZstvi komplexu I v mitochondriich z lidskych fibroblasti bylo pfitomno v

I-1II-IV superkomplexu (obr. 27).
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Obr. 25 Formy komplexu I v mySich mozkovych, srde¢nich a jaternich mitochondriich.
Vyskyt komplexu I ve form& monomeru (M) a v superkomplexech (S) v mitochondriich z kontroly (+/+) a z
COX-defektnich mysi (-/-). Relativni distribuce kalkulovana ze signalu pro NDUFB6 podjednotku komplexu I.

SVAL FIBROBLASTY UDSKE RERCBLASTY
§ 200 io

++) ) “+H4) ) kontrola pacient
Obr. 26 Formy komplexu I v mysich Obr. 27 Formy komplexu I v lidskych
mitochondriich ze svali a z fibroblastu. firoblastech.
Vyskyt komplexu I (M, S) v mitochondriich z Vyskyt komplexu I (M, S) ve fibroblastech
kontroly (+/+) a z COX-defektnich mysi (-/-). od kontroly a od pacienta. Distribuce
Distribuce kalkulovana ze signalu pro NDUFB6. kalkulovana ze signilu pro NDUFB6.

5.4.3 Formy komplexu III v mySich tkanich a lidskych fibroblastech
Podle vyskytu forem komplexu III mohly byt studované mysi tkané rozdéleny opét do
dvou skupin. V mitochondriich z fibroblastd, mozku a svalu (obr. 28-A) se komplex III vazal

vice do superkomplexi, a to superkomplext I-III,, III,-IV, a v ptipadé¢ fibroblasti navic do
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superkomplexu I[-II-IV. U mitochondrii z COX-defektnich mysi se vSak komplex III
vyskytoval ve vé&t§i mife jako dimer, coZ miZe byt vysvétleno tim, Ze v disledku COX
deficitu byla omezena tvorba superkomplexu III-IV a komplex III tvofil superkomplex
hlavné s komplexem I a v piipadé fibroblasti superkomplex I-IIL-IV.

V srdeénich a jaternich mitochondriich (obr. 28-B) se komplex IIT u kontroly vyskytoval spie
jako dimer. U COX-defektnich mysi se ve srovnani s kontrolou vyskytoval ve formé& dimeru
mnohem vice, neZ v superkomplexexh, z diivodu deficitu COX.

V mitochondriich z lidskych fibroblastid (obr. 28-C) se komplex III vyskytoval téméf ze 73 %
v superkomplexech, a to u kontroly v III,-IV a I-II[,-IV a u pacienta v I-IIL-IV. Ve
fibroblastech pacienta chybél III,-IV superkompelx, protoze se COX pravdépodobné vazala
do vétsiho a stabilngjsiho I-III,-IV superkomplexu.

A B C

FIBROBLASTY MOZEK SVAL JATRA SROCE LIDSKE FIBROBLAST
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.T"- -E—‘." ‘g- 2 -1

il

) () 1) ) ) () @) ) ¢ ) kontrola pacient

Obr. 28 A: Formy komplexu III v mysich fibroblastech, mozku a svalu. Vyskyt komplexu III ve formé dimeru
(D) a v superkomplexech (S) u kontroly (+/+) a COX-defektnich my$i (-/-), B: Formy komplexu III (M, D)
v mysich jaternich a srde¢nich mitochondriich, C: Formy komplexu III (M, D) v mitochondriich z lidskych
fibroblasti od kontroly a od pacienta. Relativni distribuce kalkulovana ze signalu pro Core 1 podjednotku
komplexu III.

5.5 Identifikace jednotlivych OXPHOS komplexii v superkomplexech pomoci 2D BN-
PAGE/BN-PAGE elektroforézy

Pomoci dvourozmérné BN-PAGE/SDS-PAGE elektroforézy byla v superkomplexech
analyzovanych mysSich i lidskych mitochondrii odhalena pfitomnost podjednotek komplexi I,
III a IV. Pro analyzu sloZeni superkomplexti byla dale pouzita 2D BN-PAGE/BN-PAGE

elektroforéza, ktera byla vyvinuta prav€é pro tento el [46]. V pfitomnosti LM
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elektroforéza, ktera byla vyvinuta pravé pro tento udel [46]. V pfitomnosti LM
superkomplexy disociovaly na jednotlivé respiraéni komplexy, a po jejich separaci ve druhém
rozméru byly proteinové komplexy z gelu pfeneseny Western blotem na PVDF membranu a
detekovany stejnym koktejlem protilitek, jako pfi 2D BN-PAGE/SDS-PAGE.
V mitochondriich z mysich tkani byla odhalena pfitomnost superkomplexu I-III a III,-IV a ve
fibroblastech navic superkomplex I-III,-IV (obr. 29, 30). V mitochondriich z lidskych
fibroblasti se nachazely superkomplexy III-IV a I-III,-IV (obr. 31). Na zdkladé podobnosti
ziskanych vysledkd pro mitochondrie z my$iho srdce, svalu, jater a mozku jsou v této praci
porovnany vysledky z analyzy srde¢nich mitochondrii, které vlastné predstavuji i vysledky z
ostatnich t¥i zminénych my$ich tkini, a mitochondrii z mySich fibroblastil, které se od
ostatnich ligily.

Elektroforeticky roziiéené formy:
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Obr. 29 2D elektroforéza BN-PAGE/BN-PAGE komplext mySich srdeénich
mitochondrii

Byla provedena analyza proteinovych komplexi z mitochondrii, z kontrolnich (+/+) a z COX-
defektnich (-/-) mys$i, solubilizovanych digitoninem (8 mg dig/mg proteinu) v prvnim rozméru a ve
druhém rozméru v prostfedi LM. Komplexy na PVDF membrané byly detekovany pomoci smési
protilitek a fluorescenéniho scanneru Odyssey. Detekovany byly superkomplexy I-III, a II-IV,
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monomer komplexu I, nedisociovany superkomplex III,-IV, komigrace dimerd komplexu III a IV,
dimer komplexu III a monomer komplexu IV. U (-/-) byl detekovan superkomplex I-III,, slaby signal
nedisociovaného superkomplexu III,-IV a viditelny defekt COX. Podobné vysledky byly ziskany pro
svalové, jaterni a mozkové mitochondrie s men3imi rozdily v intenzitich detekovanych komplext ‘a
superkomplexidi. Pozice standardd pro prvni a druhy rozmér o molekulové hmotnosti (Mh.) v kDa jsou
uvedeny po stranich obrazki.

Elektroforeticky rozil§ené formy:
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Obr. 30 2D elektroforéza (BN-PAGE/BN-PAGE) komplexii myS$ich mitochondrii
z fibroblasti

Analyza digitoninem (8 mg dig/mg proteinu) solubilizovanych mitochondrii z fibroblastd
kontrolnich (+/+) a COX-defektnich (--) my$i byla provedena stejnym zpisobem, jako pro ostatni
tkané&. Detekovany byly superkomplexy I-IIL,-IV, I-III, a III,-IV, monomer komplexu I, nedisociovany
superkomplex III,-IV, komigrace dimeri komplexu III a IV, dimer komplexu III, monomer komplexu
IV a asembladni intermedidty COX. U (-/-) byl detekovan superkomplex I-III,-IV, I-III, a Zidny
superkomplex III,-IV a akumulace asembla&nich intermediati COX.
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Obr. 31 2D elektroforéza (BN-PAGE/BN-PAGE) komplexii lidskych
mitochondrif z fibroblasti

Digitoninem (8 mg dig/mg proteinu) solubilizované mitochondrie z fibroblastli od kontroly a
pacienta byly analyzoviny a detekovidny stejnym zpisobem, jako mitochondrie z mySich tkani.
Identifikovany byly superkomplexy I-III,-IV a nedisociovany III,-IV, dimer komplexu III a monomer
komplexu IV. Veskeré mnoZstvi komplexu I bylo pfitomno v I-III,-IV superkomplexu. U pacienta byl
detekovan  superkomplex I-III-IV, superkomplex I-IlI, a monomer COX chybély.



6. Diskuze

Proteinové komplexy mitochondridlniho dychaciho fetézce tvofi supramolekularni
utvary, neboli superkomplexy, které jsou slozeny zkomplexu I (NADH-CoQ
oxidoreduktasy), komplexu III (cytochrom bc; komplexu) a komplexu IV (cytochrom c
oxidasy). Pomoci elektroforetickych metod jsme charakterizovli sloZeni savéich
superkomplexli v mitochondriich z myS$ich tkani a v mitochondriich z lidskych fibroblastid a
porovnali jsme vyskyt jednotlivych typd superkomplexi z tkanové-specifického hlediska.
Analyzovali jsme také, jakou roli ma cytochrom ¢ oxidasa pii asemblaci superkomplexi a jak
ovliviiuje sniZzené mnoZstvi COX u COX-defektnich my3i a u pacientl s mutaci SURF/ genu
asemblaci a sloZeni superkomplexd.

Mitochondrie byly solubilizovany nizkou koncentraci jemného detergentu digitoninu
(8 mg dig/mg proteinu), v jehoZ pFitomnosti se zachovaly jemné protein-protein interakce.
Pouzitim siln&$iho detergentu lauroyl maltosidu dochézelo k naruSeni interakci mezi
komplexy a k rozpadu superkomplexi. Digitoninem solubilizované membranové komplexy a
superkomplexy jsme separovali pomoci modré nativni elektroforézy (BN-PAGE). SloZeni
jednotlivych superkomplexd jsme nasledné urdili pomoci dvourozmémych elektroforéz, a to
2D BN-PAGE/SDS-PAGE a 2D BN-PAGE/BN-PAGE.

Pouzitim 2D BN-PAGE/BN-PAGE jsme zjistili pfitomnost superkomplext I-III, a
[II,-IV v mitochondriich z my$iho srdce, mozku, svalu a jater a ve fibroblastech navic
[-1II,-IV superkomplex, ktery je ve vétSiné studii zmifiovan jako hlavni superkomplex
v sav€ich mitochondriich z hovéziho srdce [41]. V mitochondriich z lidskych fibroblastii jsme
nalezli II[,-IV a I-III;-IV superkomplexy. Ve srovnani s my$imi fibroblasty, kde se I-III,
superkomplex ukazal v majoritnim mnoZstvi, se ve$keré mnozZstvi I-III; vyskytovalo v
[-II,-IV superkomplexu, coZ znamena, Ze I-III, superkomplex je stavebnim zakladem pro
vEtsi a stabilng&)si I-I11,-IV, superkomplex [41]. Ve viech tkanich z COX-defektnich mysi a ve
fibroblastech od pacienta jsme nalezli sniZené mnozZstvi COX 1 COX superkomplexi
sriznou intenzitou. Detekované signaly vSak byly mnohdy velmi slabé, nékteré
superkomplexy nebyly lauroyl maltosidem uplné€ solubilizované, takZe se tato metoda jevila
jako méné citliva. 2D BN-PAGE/BN-PAGE byla poprvé piedstavena v praci od Schaggera a
Pfeifferové vroce 2000 [46]. Analyzou digitoninem solubilizovanych mitochondrii
z hové&ziho srdce a solubilizaci superkomplexi LM, pfitomnym v katodovém pufru ve druhém
rozméru, byly touto metodou identifikovany superkomplexy I-III, a I-II[;-IV,.3;. PouZitim

silngjdiho detergentu Tritonu X-100 misto LM byla navic detekovana asociace komplexii
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I-IV, ktera byla potvrzena analyzou superkomplexu I-III,-IV; z hovéziho srdce v praci od
Schaferové a kol. [41]. Pfi nasich experimentech jsme LM nepiidavali do katodového pufru,
ale nechavali jsme pfed druhym rozmérem prouZek gelu se separovanymi komplexy a
superkomplexy inkubovat v roztoku LM, protoZe se ukazalo, Ze tak dochézi k lepsi disociaci
superkomplexid. Nicméné I-III,-IV; superkomplex jsme detekovali v menSim mnoZstvi jen ve
fibroblastech, coZ miize poukazovat na nestabilitu tohoto superkomplexu, nebo je jeho
asemblace doCasna a jeho ustdleny stav se nachazi pod detekénim limitem na$i metody.
Diivodem rozdili v naSich vysledcich mohou byt také odli¥né podminky pfi izolaci
mitochondrii. V prib&hu izolaéniho postupu miize dochéazet k naruseni fyziologického stavu
mitochondrii, takZe rizné interakce mezi jednotlivymi komplexy, které jsme schopni
detekovat, zdaleka nemusi odpovidat skute¢nosti.

Pomoci 2D BN-PAGE/SDS-PAGE jsme ziskali detailn&j$i informace o sloZeni
superkomplexi a o formach COX. Detekované fluorescen¢éni signaly podjednotek
jednotlivych komplexd jsme déle pouZili pro kvantitativni analyzu jednotlivych forem
komplexti dychaciho fetézce. Kromé jiZz vy$e zminéného superkomplexu M-IV (a I-III-IV
ve fibroblastech) se COX v kontrolnich my$ich tkanich je$té vyskytovala ve form& dimeru,
v asociaci s jinymi proteiny a v mitochondriich ze srdce, svalu a fibroblastti byly detekovany
asemblacni intermediaty COX. Ve vSech mysich tkanich i v lidskych fibroblastech se viak
COX vyskytovala pfevaZn€ jako monomer a mnoZstvi COX superkomplexti zaviselo
pravdépodobné na energetické potieb& tkan€. Komplex I se v mySich tkanich vyskytoval
ptevazné jako monomer, vyjimkou byly fibroblasty, kde se komplex I vézal vice do
superkomplexu. V lidskych fibroblastech byl komplex I pfitomen jen v superkomplexech, coZ
potvrzuje jeho stabilizaci vazbou skomplexem III [44]. Komplex III se vyskytoval v
mysich jatrech a srdci spise ve formé dimeru a v mozku, svalu a fibroblastech, jak mysich, tak
lidskych, naopak vice v superkomplexech.

Odlidné formy COX jsme pozorovali ve tkanich z COX-defektnich mysi a ve fibroblastech od
pacienta s mutaci SURF! genu. SURF1 gen kéduje Surfl protein, ktery se podili na asemblaci
cytochrom ¢ oxidasy ve fazi S2 intermediatu, slozeného z COX I, COX IV a COX Va
podjednotek [52]. Pokud dojde k defektu SURFI genu, asemblace COX je neuplna, coz
zplsobi jeji snizenou aktivitu a nedostatetnou funkci projevujici se u lidi jako Leighdv
syndrom. Mutace pfimo vedou ke tkatiové specifickému poklesu hladiny COX holoenzymu a
redukct aktivity COX, doprovazené poklesem hladiny COX podjednotek a akumulaci
specifickych COX subkomplexi. COX subkomplexy (asembla¢ni intermediaty) byly

detekovany ve svalu, v srdci a v nejvétsi mife ve fibroblastech pacientd, zatimco v jaterni a
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mozkové tkani pfitomny nebyly [78]. Tyto zmény jsme pozorovali i v naSich experimentech,
takZe z vysledkd na$i prace lze usoudit, Ze deficit COX se projevuje v lidskych i mySich
tkanich podobn&. Ve tkanich z COX-defektnich mysi bylo nalezeno sniZené mnozstvi COX
holoenzymu, nejvyraznéji v mitochondriich z fibroblasti, a ve vétSin€ tkani, kromé jaterni,
jsme pozorovali akumulaci asembladnich intermediati COX, snejvétsi intenzitou ve
fibroblastech. SniZené mnoZstvi nebo uplna absence superkomplexu III,-IV (v piipadé
fibroblastd sniZené mnozstvi superkomplexu I-III,-IV) potvrdilo, Ze deficit COX ovlivnil
vyskyt COX superkomplexti. Na asemblaci I-III, superkomplexu vSak vliv nemél, jelikoz
mnozstvi I-III, v mitochondriich z kontrolnich tkani i z tkani COX-defektnich myS3i bylo
piiblizné stejné. Ve fibroblastech od pacienta se SURFI mutaci se COX vazala pfevazné do
superkomplexu I-III;-IV, mnoZstvi monomeru bylo minimélni a bylo zde nalezeno velké
mnoZstvi asembla¢nich intermediati COX. Fibroblasty, jak z COX-defektnich mysi, tak od
pacienta, se ukazaly byt nejcitlivéj$i na deficit COX diky nejvétsimu poklesu hladiny COX
holoenzymu a hromadé&ni asemblaénich intermediatd. Jak ale ukazuji naSe vysledky,
asemblaéni intermediaty COX jsou ptitomny i ve vét§in€ zdravych tkanich. Pfedstavuji faze
asemblace COX, které probihaji pomaleji z divodu inkorporace vétSich a sloZitéj$ich ¢asti
(hemy, Cua, Cup).

Tvorba superkomplexid velmi zavisi na mnoZstvi jednotlivych komplexi
v mitochondriich a také na energetické potieb& dané tkan& [77]. Jak potvrzuji nade vysledky,
mitochondrie srde¢ni a svalové tkané se vyznaduji nejvétsim obsahem respiraénich komplexd
a pravé zde se superkomplexy tvofily nejvice. Mitochondrie z jaterni, mozkové tkan& a
z fibroblasti obsahovaly naopak méné respiraénich komplexd a ty se do superkomplexd
spojovaly malo. MnoZstvi superkomplexi a jejich sloZeni je tedy tkatiové specifické a v
kazdé tkéni existuje jini rovnovéha mezi monomernimi a oligomernimi formami respira¢nich
komplexti. KaZdy komplex je nejprve sloZen z podjednotek do své monomerni formy, ve
které miiZze setrvat, nebo miZe dale vstupovat do sloZit&jsich funk&nich celkd. Asociace
respira¢nich komplexid do superkomplexii miiZe byt povaZzovana za dynamicky proces, kdy

pro kaZdou tkan je vyhodné&jsi jiny stav.
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7. Zavér

Na zakladé vysledkd na$i prace jsme zjistili, Ze v mitochondriich z my$i srdeéni,
jaterni, mozkové a svalové tkané jsou pifitomny v rizném mnoZstvi superkomplexy I-III; a
III,-IV. V mysich kultivovanych fibroblastech byly nalezeny superkomplexy I-1II,, III;-IV a
navic [-III,-IV superkomplex, ktery se v ostatnich my$ich tkanich nevyskytoval. To miZe byt
vysvétleno tim, Ze jeho formovani je vyznamné pro momentélni potieby dané tkan€, nebo je
tento superkomplex v ostatnich tkénich nestabilni. NaSe studie jasné prokazala tkanovou
specifiénost asemblace a sloZeni superkomplext.

Jednotlivé formy COX a jejich distribuce byly dale ovlivnény selektivnim defektem
biogeneze tohoto enzymu. U COX-defektnich mysi jsme ve vSech tkanich pozorovali snizené
mnozstvi COX holoenzymu, coZ mélo sou¢asn€ vliv na mnozZstvi II[,-IV superkomplexu a
I-III-IV superkomplexu v piipadé fibroblasti. Deficit COX v8ak neovlivnil sloZeni a
mnoZstvi I-1II, superkomplexu, které bylo ve tkanich z kontrolnich a z COX-defektnich mysi
srovnatelné.

Analyza mitochondrii z fibroblasti také ukazala mezidruhové rozdily v mnoZstvi COX-
superkomplexi, které bylo podstatné vy$si v lidskych fibroblastech, a to jak u kontroly, tak u
COX-defektnich fibroblasti. Rozdilné bylo také zastoupeni superkomplexli, protoZe
v lidskych fibroblastech vyrazné ptevazoval velky I-III,-IV superkomplex, zatimco v my$ich

fibroblastech ptevaZoval svym mnoZstvim I-III, superkomplex nad COX-superkomplexy.
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Priloha

3. Seznam pouZitych pristroji a chemikalii

3.1 Pouzité pristroje

Analytické vahy MM-120

Aparatura na Western-blot
Automatické pipety

(P 2, P 20, P 200, P 1000)

Centrifuga laboratorni

Centrifuga Centaur 2 MSE
Fluorescen¢ni scanner Odyssey
Homogenizér RZR 2041

Lednice

Magneticka michacka

Michacka SSL4

Mrazici box

pH-metr HI 902 s elektrodou HI 1230
Predvazky

Pumpa na nalévani gradientovych geli
Sada na elektroforézu MiniProtean II
Scanner CanoScan 9950F

Sklenény homogenizator s teflonovym pistem
Sonikator BANDELIN
Spektrofotometr BioPhotomet
Termostat B15

Vortex MS2 Minishaker

Zdroje napéti pro elektroforézu

AND, Japonsko
OMNIBIO, Ceska Republika

Gilson, USA

SIGMA, Némecko

Sanyo, USA

LI-COR, USA

Heidolph Instruments GmbH, Némecko
Zanussi, Italie

H+P Labortechnik AG, Némecko
Stuart scientific, UK

SANYO, Japonsko

HANNA instruments, UK

AND, Japonsko

Cole-Parmer Instruments, USA
Bio-Rad, Némecko

Canon, Japonsko

KONTES GLASS Co., USA
Sonoplus, Francie

Eppendorf, Némecko

Heraeus instruments, Némecko
IKA Works, INC., UK

Bio-Rad, USA



3.2 Pouzité chemikalie

Akrylamid

Alexa fluor 680 antimouse
e-Aminokapronova kyselina
Bisakrylamid

Bis-Tris

BSA

Bradfordovo ¢inidlo

Coomassie Brilliant Blue R-250
DMEM médium

Digitonin

Ethanol

Fetalni hovézi sérum

Geneticin (G 418 disulfatova stl)
Glycerol

Glycin

HEPES

HCl

Inhibitory proteas (PIC)

KCl

KH,PO4

EDTA

EGTA

Kyselina octova
Merkaptoethanol (monothioetylenglykol)
Methanol

NaCl

Na,HPO,4.12H,0

NaOH
N,N’-methylen-bisakrylamid
Laktino su$ené mléko (1,3 % tuku)
LM (dodecyl-B-D-maltosid)
Penicilin/streptomycin

Peroxosiran amonny

SERVA, Némecko

Molecular Probes, USA

99 %, SIGMA, Némecko
SERVA, Némecko

98 %, SIGMA, Némecko
Bioveta, Ceska Republika
Bio-Rad, USA

SIGMA, USA

PAA, UK

FLUKA, Svycarsko

99,8 %, Lachema, Ceskéa Republika
SIGMA, Némecko

SIGMA, Némecko

99 %, SIGMA, Némecko

99 %, REANAL, Mad’arsko
299,5 %, SIGMA, Némecko

35 %, Lach-Ner, Ceska Republika
SIGMA, Némecko

99,5 %, Lachema, Ceska Republika
99 %, Lachema, Ceska Republika
99 %, SIGMA, Némecko

=97 %, SIGMA, Némecko

99 %, Lach-Ner, sr.o., Ceska Republika

SERVA, Némecko

99,8 %, Penta, Ceska Republika
Lach-Ner, Ceska Republika

98 %, Lach-Ner, Cesk4 Republika
Lach-Ner, Ceska Republika
SERVA, Némecko

Promil, Slovenska Republika

99 %, FLUKA, Svycarsko
GIBCO, USA

Bio-Rad, USA



Protilatky proti podjednotkam komplexi:
- NDUFB6, NDUFS3, COX I MitoSciences, USA

-Core 1 Molecular Probes, USA
Sacharosa 99,5 %, SIGMA, Némecko
Serva Blue G barvivo SERVA, Némecko
Sodna siil dodecylsulfatu (SDS) 99 %, SERVA, Némecko

Standard molekulové hmotnosti ,,PageRuler Prestained Ladder*
Fermentas, Litva

Standard molekulové hmotnosti ,,HMW Calibration Kit for Native Electrophoresis*

Amersham, UK
TEMED SERVA, Némecko
Tricin 99 %, SIGMA, Némecko
Tris 99 %, SIGMA, Némecko
Tris-HC1 99 %, SIGMA, Némecko
Trypsin SIGMA, Némecko
Tween 20 SIGMA, Némecko



Pripravy a sloZeni pouZitych roztoki pro jednotlivé metody

4.2 Izolace mitochondrii z myS$ich tkani
e PouZith média :
K médium - 150 ml 1 M KCl, 100 ml 0,5M Tris-HCl, 4 ml 0,5 M EDTA, doplnit do 1000 mli
H,0, pH 7,4
KP médium - K médium + 1:500 PIC
STE médium - 85,5 g sacharosy, 20 ml 0,5 M Tris-HCI, 20 ml 0,1 M EDTA, doplnit do 1000
ml H,O, pH 7,2
STEA médium - STE s 0,5 mg/ml BSA (0,5 g/1000 ml)
STEAP médium - STEA + 1:500 PIC

4.2.4 1zolace mitochondrii z fibroblasti
4.2.4.1 Roztoky pro sklizeni bun&k (fibroblasti)

PBS 10x — 24 g NaCl, 1,2 g KCl, 8,4 g Na,HPO,.12 H;0, 0,6 g KH,PO,4, 300 ml
deionizované vody, pH 7,2-7,3/1M NaOH

PBS Ix — 300 ml PBS 10x doplnit do 3 1 deionizovanou vodou, pfefiltrovat pfes ridky
papirovy filtr (prvnich 200 ml vylit), sterilizace 20 min v autoklavu na 121 °C

Trypsin 2% — 20 g/1 v PBS 1x, pfe€isténi filtraci ptes 0,22pm filtr

EDTA 2% - 20 g/l v PBS 1x, pfecisténi filtraci ptes 0,22um filtr

TE - 5 ml 2% trypsinu + 2 ml 2% EDTA + 43 ml PBS 1x, pfecisténi filtraci pfes 0,22um filtr,
po filtraci pfidat 150 ml PBS 1x

4.2.4.2 Roztoky pro izolaci mitochondrii

SEKT - 250 mM sacharosa, 40 mM KCl, 20 mM Tris-HCl, 2 mM EGTA, pH 7,6
10 mM Tris pufr (s pFidavkem PIC (1:500))

SEKTP - SEKT s ptidavkem PIC (1:500)

1,5 mM sacharosa

4.4.1.1 Pfiprava vzorku pro BN-PAGE

e PouZité roztoky:
Standard molekulové hmotnosti (,, HMW Calibration Kit for Native Electrophoresis“) — 250
ng smési proteind, v jedné vialce, o sloZeni: Thyroglobulin (669 kDa), Ferritin (440 kDa),
Katalasa (232 kDa), Laktat dehydrogenasa (140 kDa), BSA (67 kDa)



(Ptiprava: 10pg standardu, 200 ul MB2, 15 pul 10% LM, 14 ul SBG)
MB?2 — (Mitochondrialni pufr) 1,5 M e-aminokapronova kyselina, 150 mM Bis-Tris, 0,5 mM
EDTA, pH 7,0

(Ptiprava: 0,5 ml 3xGB, 0,5 ml 2 M e-aminokapronové kyseliny, 4 pl 0,5 M EDTA)
SBG - (Vzorkovy pufr) 0,75 M e-aminokapronova kyselina, 5% SBG

(Ptiprava: 3,75 ml 2 M e-aminokapronové kyseliny, 0,5 g SBG, 10 ml H;0)
3% Dig — praskovy digitonin rozpustény v destilované vodg, 95°C
10% LM - pragkovy LM rozpustény v destilované vode

4.4.1.2 Pracovni postup BN-PAGE
e PouZité roztoky:
3x GB — (3x Gelovy pufr) 1,5 M e-aminokapronova kyselina, 150 mM Bis-Tris, pH 7,0
(Ptiprava: 10,5 g e-aminokapronové kyseliny, 3,14 g Bis-Tris, 100 ml H,0)
Katodovy pufr — 15 mM Bis-Tris, 50 mM Tricin, pH 7,0
(Ptiprava: 3,14 g Bis-Tris, 8,96 g Tricin, 100 ml H,0)
Modry katodovy pufr — katodovy pufr obsahujici 0,02% barviva SBG
(Ptiprava: 100 ml katodového pufru, 0,02 g SBG)
Anodovy pufr — 50 mM Bis-Tris, pH 7,0
(Ptiprava: 20,93 g Bis-Tris, 2000 ml H,0)
AB — (smés akrylamid/bisakrylamid) 48% akrylamid, 1,5% bisakrylamid
(Priprava: 24,0 g akrylamidu, 0,75 g bisakrylamidu, smés se rozpusti v 50 ml H,O pii
99,5 °C)
AP — 10% peroxosiran amonny (0,1 g/ml)

4.4.2 2D elektroforéza BN-PAGE/SDS-PAGE, pracovni postup
e PouZité roztoky pro SDS elektroforézu (Tricin-SDS-PAGE):

3xGB — (3x Gelovy pufr) 3M Tris HCl, 0,3% SDS, pH 8,45

(Ptiprava: 18,16 g Tris, 10 ml SM HCI, 0,75 ml 20% SDS, 50 ml H,0)
Katodovy pufr — 100 mM Tris, 100 mM Tricin, 0,1% SDS, pH 8,25

(Ptiprava: 12,11 g Tris, 17,92 g Tricin, 5 ml 20% SDS nebo 1 g SDS, 1000 ml H,O)
Anodovy pufr — 100 mM Tris-HCI, pH 8,9

(Ptiprava: 12,11 g Tris, 1000 ml H,0)



AB — (smé&s akrylamid/bisakrylamid) 48% akrylamid, 1,5% bisakrylamid
(Ptiprava: 24,0 g akrylamidu, 0,75 g bisakrylamidu, smé&s se rozpusti v 50 ml H,O pfi
99,5 °C)

AP — 10% peroxosiran amonny (0,1 g/ml)

Standard molekulové hmotnosti (PageRuler Prestained Ladder) — 10 rekombinantnich

proteini s molekulovou hmotnosti 10-17 kDa, 0,1-0,2 mg kazdého proteinu/ml

4.5.1 Elektrotransfer na PVDF membranu
¢ Diskontinualni blotovaci pufry:
Pufr I (Anodovy pufrI) - 18,1 g Tris, 50 ml methanol, 450 ml H,O, pH 10,4
Pufr II (Anodovy pufr II) - 1,51 g Tris, 50 ml methanol, 450 ml H,O, pH 9,0
Pufr III (Katodovy pufr) - 2,29 g Tris, 0,38 g glycin, 50 ml methanol, 450 ml H,O, pH 8,5

4.5.2 Imunodetekce na PYDF membrané
e Pouzité roztoky:
PBS - 0,15 M NaCl, 0,02 M Na,HPO,, pH 7,4 / NaOH
PBST 0,3 (PBS-Tween 0,3%) — 0,3% Tween 20 v PBS (1,5 ml/500 ml)
10% mléko (nizkotu¢né) v PBS — 5 g suSené¢ho mléka + 50 ml PBS

4.7 Barveni geli Coomassie blue R-250 barvou
Barvici roztok - 440 mg Coomassie blue R-250 barvy, 400 ml methanolu, 400 ml destilované
vody, 80 ml kyseliny octové (ledové)

Fixaéni roztok - 250 ml methanolu, 80 ml kyseliny octové (ledové), 650 ml destilované vody



