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ANOTACE

Bakalafska prace se zabyva cytochromem c a jeho funkci v eukaryotické
bunice. V uvodu prace je popsana mitochondrie, jeji struktura a funkce. DalSi
kapitoly jsou zaméfeny na elektron transportni fetézec a jeho jednotlivé
komplexy jako jsou cytochrom c reduktdza/oxiddza a samotny cytochrom c.
U cytochromu ¢ je popsana jeho struktura, role v oxidacni fosforylaci, stejné tak
jako u cytochrom c¢ reduktazy a oxidazy. Dale je popsana jeho konformacni
dynamika, antioxida¢ni ucinky, uCast béhem apoptézy, a nakonec jeho
interakce s toxiny. Vysvétleny jsou zakladni principy pFfenosu elektrond
cytochromem c¢ vdychacim fetézci a vznik kyslikovych radikalt v mitochondrii.
Velka pozornost je vénovana uc€asti cytochromu c v apoptdze buriky. Podrobné
je popsan mechanismus aktivace apoptézy, dale uvolnéni cytochromu c
zmitochondrie a tvorba apoptozomu. V zavéru prace je objasnén princip

ovlivnéni cytochromu c a celého dychaciho fetézce toxiny.

KLICOVASLOVA

Mitochondrie, dychaci fetézec, cytochrom c¢, cytochrom c¢ reduktaza,

cytochrom c oxidaza, apoptdza.



ANNOTATION

The bachelor thesis deals with cytochrome c and its function in eukaryotic
cells. The introduction describes mitochondria, its structure and function.
Following chapters are focused on electron transport chain and respiratory
complexes like cytochrome c reductase/oxidase and finally cytochrome c. The
structure of cytochrome c as well as of cytochrome c reductase and oxidase is
described including roles in oxidative phosphorylation. In addition, conformation
dynamics of cytochrome c, antioxidant effects, participation in apoptosis and
modulation of its activity by toxins are described. In the bachelor thesis, basic
principles of electron transfer by cytochrome c¢ in the respiratory chain are
explained including reduction of oxygen radicals in mitochondria. Great
attention is paid for participation of cytochrome c in apoptosis. The activation
mechanism of apoptosis is described in detail, i.e. release cytochrome c from
mitochondria and formation of apoptosome.

KEY WORDS

Mitochondria, respiratory chain, cytochrome c¢, cytochrome c reductase,

cytochrome c oxidase, apoptosis.
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UvoD

Burika je zakladni funkéni a stavebni jednotkou vSech Zivych organismi
vyjma nebunéCnych jako jsou viry, viroidy, virusoidy a priony. Kazda burka
obsahuje mnozstvi organel, které jsou umisténé v cytoplazmé. Jednou
z nejduleZitéjSich organel jsou mitochondrie, které jsou pfitomny vkazdé
eukaryotni burice. V mitochondriich se uskuteCriue oxidacni metabolismus
eukaryotickych bunék za u€asti enzym(. Mitochondrie tedy predstawuji jakousi
buné&nou elektrarnu.

Cytochrom c (cytC) ma dulezitou ulohu pfi pFfenosu elektrond mezi
komplexem Il a IV velektronovém transportnim fetézci, diky tomu ma
nepostradatelné misto v buné€ném metabolismu. Cytochrom ¢ se dale ucastni

programované bunécné smrti a je antioxidantem.
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1. MITOCHONDRIE

Mitochondrie jsou hlavnim mistem syntézy ATP vaerobnich burkach,
kde jsou sledem oxidaCnich reakci zpracovany substraty az na konecny
produkt, kterym je jiz zminény ATP. Mitochondrie jsou tvofeny matrixovym
prostorem, ktery obsahuje velké mnozstvi enzymu citratového cyklu a beta-
oxidace, vtésné blizkosti wvnittni membrany se nachazeji ctyfi komplexy
elektronového transportniho fetézce, ATP syntaza a specifické pfenasece
metabolitd. Mitochondrie maiji, zejména pro ionty, velmi permeabilni vn&jsi
membranu amezimembranovy prostor. Syntéza ATP (oxidaCni fosforylace)
je zavisla na strukturalni integrité mitochondrie. Elektrony vzniklé pfi oxidaci
substratu jsou pfivadény do elektronového transportniho fetézce na komplexy |,
I a poté jsou prenaseny na komplex lll, IV a koneCnym akceptorem elektronu
je kyslik. Komplexy |, lll a IV jsou tzv. redox pumpy a pfenos elektronu pres tyto
jednotlivé  komplexy zpusobuje pfesun protond zmatrix pFfes vnitfni
mitochondrialni membranu do mezimembranového prostoru za vzniku
elektrochemického protonového gradientu. Poslednim enzymem je ATP
syntaza, diky které jsou syntetizovany molekuly ATP za vyuziti proudu protont
z mezimembranového prostoru do matrix skrze tento enzym. Na tomto pfenosu
se podii tzv. protonmotivni sila vznikajici diky protonovéemu gradientu,

ktery zde vznikl ucasti pfedesSlych enzymu. (Sherratt, 1991).

1.1. STRUKTURA

Mitochondrie jsou od cytoplazmy oddéleny dvojitou membranou,
ktera obklopuje matrixovy prostor obsahujici mitochondriaini DNA. Vnitfni
membrana tvofi vchlipeniny, tzv. kristy, a to zdOvodu zvétSeni reaké&niho
povrchu membrany (obr. 1). Struktury kontaktnich mist wnitini a vnéjsi
membrany jsou variabilni a jejich pocCet je ovlivnén pfFitomnosti
adenosindifosfatu (ADP) nebo napfiklad toxinu jako je atraktylosid (inhibitor
oxidacni fosforylace). Kontakty jsou tvofeny specifickymi interakcemi mezi
komponentami wvnitfrni a vnéjSi membrany jako napfiklad napétové Fizenymi

iontovymi kanaly a adenin nukleotidovymi translokazami (Brdiczka et al., 2006).
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Obrézek 1: Mitochondrialni struktura (Petersen, 2013).

DalSi morfologické aspekty mitochondrialni dynamiky zahrnuji zmény
velikosti b&hem procesu Stépeni nebo fuze. Abnormality tohoto procesu vedou
k vytvofeni nadmérné velkych, segmentovanych mitochondrii. Tyto zmény
umoziuji tvorbu sférické mitochondrie zvané mitochondrialni sféroidy,

které obklopuji cytoplazmu a dalSi organely (Ding et al., 2012).

1.2. FUNKCE

1.2.1. OXIDACNi FOSFORYLACE

Mitochondrie jsou mistem, kde se vyskytuji hlavni enzymatické systémy
zpracovavajici produkty metabolickych drah sacharidq, lipidG a proteint vedouci
k ziskani energie ve formé& ATP. Sacharidy, lipidy i proteiny mohou byt
katabolizovany na acetylkoenzym A (acetyl-CoA) vstupujiciho do citratoveho
cyklu, ktery probiha v matrix. Sacharidy vstupuji do Krebsova cyklu ve formé
pyruvatu, ktery wvznikda po pfedchozi glykolyze v cytosolu. Pyruvat
dehydrogenaza napomaha za pfitomnosti kysliku pfeméné pyruvatu na
acetyl-CoA. Mastné kyseliny lipida jsou pfevedeny beta-oxidaci na acetyl-CoA
v mitochondriich, u aminokyselin se uplatiiuji enzymy katalyzujici jejich
pfeménu na pyruvat, acetyl-CoA nebo pfimo na meziprodukty citratoveho cyklu.

Produktem oxidace acetyl-CoA jsou mimo jiné tfi molekuly NADH* a jedna
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molekula FADH2, které pfinaseji elektrony do elektronového transportniho
fetézce (ETC). Elektronovy transportni fetézec je tvofen komplexy, kterymi jsou
komplex | (NADH dehydrogenaza), komplex |l (sukcinatdehydrogenaza),

komplex Il (cytochrom c reduktdza, bci komplex) a komplex IV (cytochrom C

oxidaza).
4H-

NADH NAD*
+H Succinate Fumarate ;

A 2H

+2H
NADH Succinate be, complex Cytochrome ¢ ATP synthase

dehydrogenase  dehydrogenase oxidase

Obrazek 2: Komplexy dychaciho fetézce (Hosler et al., 2006).

Kromé komplexu Il se vSechny komplexy U€astni pfenosu protond z matrix
do mezimembranového prostoru (obr. 2). RozloZeni protond kolem vnitini
membrany wytvafi silny protonovy gradient, tzv. protonmotivni silu, protony
se vraceji zmezimembranoveho prostoru do matrix pfes wvnitfni membranu,
konkrétné pfes ATP syntazu a roztali jeji rotor za vzniku ATP z ADP a Pi
(Stock et al., 1999).

1.2.1.1. Komplexy elektronového transportniho retézce

Komplex | je nejvétSim enzymem ETC tvarem pfipominajici pismeno
L.Velka cast je zakotvena ve vnitini membrané a kratSi raménko vyCniva
do matrix mitochondrie. Komplex | vaze NADH na distalni konec hydrofilniho
ramene a prenasSi dva elektrony, jeden po druhém, pomoci
flavinmononukleotidu a sedmi FeS klastrd na ubichinon, ktery lezi mezi rameny.
Redukce ubichinonu na ubichinol (obr. 3) wyvola konformacéni zmény
vmembranové Casti komplexu | jejichz vysledkem je prenos Ctyf protonu pres

membranu do mezimembranového prostoru (Lenaz et al., 2006).
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Obrazek 3: Reverzni redukce ubichinonu na ubichinol.

Komplex Il je dalS§im mistem vstupu elektroni do dychaciho Fetézce.
Dochazi k oxidaci sukcinatu na fumarat a prenosu elektronl pres tfi FeS klastry
na ubichinon. Komplex Il neni protonovou pumpou, a proto pfimo nepfispiva
k tvorbé elektronového protonového gradientu (Huang et al., 2013).

Komplex |l jak napovida oznaCeni bci komplex, je dimer slozeny
zcytochromu c1 a cytochromu b. V komplexu Il je oxidovan ubichinol diky
¢emuz jsou pfenasSeny 2 protony do mezimembranového prostoru. Elektrony
z ubichinolu jsou pfeneseny pfes cytochrom ci1 a cytochrom b na transportni
cytC, ktery transportuje elektrony na cytochrom c¢ oxidazu (komplex V).

Komplex IV je akceptorem elektroni od cytC a preda je molekule kysliku
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za redukce na vodu. Béhem tohoto procesu jsou do mezimembranoveho
prostoru pfeneseny 4 protony (Crofts et al., 1998).

Komplex V wyuziva energii ulozenou ve formé elektrochemického
protonového gradientu k preméné ADP na ATP. Jedna se o komplex tvofeny
18 podjednotkami s celkovou hmotnosti 600 kDa. Cast ATP syntazy
soznadenim F1 se sklada zetfi a atfip katalytickych podjednotek. Cast F1
je spojena s prstencovou podjednotkou ¢ Fo Casti vioZzenou do membrany,
slozené z 12 ¢asti, pomoci centralniho a periferniho stonku. Protony prochazeji
membranou pres protonovy kanal a roztali prstencovou podjednotku c
a centralni stonek. F1 Casti je zabranéno rotaci zakotvenim pomoci periferniho
stonku (Chaban et al., 2013).

1.2.1.2. Cytochrom c reduktaza

Cytochrom c reduktdza (znama také jako komplex I, bc1 komplex) je
enzymem prenaSejicim  elektrony, za souCasné tvorby protonového
membranového gradientu, nachazejici se na vnitfni mitochondrialni membrané.
Tento enzym je stfedni slozkou dychaciho fetézce. Komplex Il obsahuje ftfi
hlavni podjednotky s aktivnimi redox centry, kterymi jsou cytochrom b,
cytochrom c1 a Rieskeho [2Fe-2S] protein. Mitochondrialni bci1 komplex je
dimer, jehoz kazda Cast je slozena z 11 rGznych polypeptidovych podjednotek.
Jadrem bc1 komplexu jsou podjednotky 1 a 2, které jsou Cleny rodiny protein(
zpracovavajicich peptidy, coz znaci, ze cytochrom c reduktaza by mohla mit
dvé funkce v€etné importu proteinl do matrix (lwata et al., 1998).

Komplex |l katalyzuje pFenos elektrond z ubichinolu na cytC, ktery je
schopen pfenést vzdy pouze jeden elekiron, a spojuje tento elektronovy pfenos
s pfenosem protond pfes vnitfni mitochondrialni membranu. Enzym ma dvé
oddélena chinonova vazebna mista (Qo — misto oxidace chinolu, Qi — misto
redukce chinolu), ktera jsou lokalizovana na opacnych stranach vnitini
membrany. Vazebné misto Qose nachazi na vnéjSi a Qi na vnitfni strané
membrany a jsou vzajemné propojeny transmembranovou elektronovou
drahou. Katalyticky mechanismus komplexu Illl je pomérné sloZity a je znam
jako Q-cyklus (Crofts, 2003).
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Mechanismus Q-cyklu spoCiva v oxidaci ubichinolu v P-centru pfi vnéjSim
povrchu vnitini mitochondrialni membrany v rozvétvené reakci, béhem které se
prfenasi jeden elektron na Rieskeho protein a druhy na bL hem cytochromu b.
Elektron na Rieskeho proteinu je nasledné pfenesen na cytC a elektron
bLhemu je pfenesen na bu hem, ktery dale redukuje ubichinon na
ubisemichinon v N-centru. Bé&hem oxidace druhé molekuly ubichinolu je
ubisemichinon redukovan na ubichinol elektronem pfichazejicim z bn (obr.4)
(Rottenberg et al., 2009).

Pokud dojde k inhibici pFfenosu elektron0 zbL na bx hem dochazi
ke vzniku superoxidovych aniontl. Pfenos elektrond je inhibovan bud poruchou
rozloZzeni membranového potencialu nebo antimycinem, ktery blokuje reoxidaci
hemu bn, coz vede k hromadéni elektroni na bL hemu. Superoxidové anionty
jsou tvofeny reakci Kkysliku s ubisemichinonem, ktery je formovan bud
pfenosem jednoho elektronu zubichinolu na Rieskeho protein nebo redukci

ubichinonu redukovanym bL hemem (obr. 4) (Rottenberg et al., 2009).

A B Wil

2 H 2 H Q-
A Y 7w
. ; , LS . "
E1--qi|5|:l - QH, ---= Q C, -:E-ISP —=— QH, Q IP
a & =
\ b : bL/ —
A L . —
L e Y — E
Y -
QH, b —>Q b, =
A Ant = ¥
: QT
2 H

Obrazek 4. Mechanismus Q-cyklu, A — normalni funkce Q-cyklu. B — tvorba superoxidu pri
poruSe prenosu elektroni mezi hemy b a bu. PIné Sipky znazoriuji pfenos elektront v reakci,
pferusované Sipky naznacuji pohyb ubichinonu a ubichinolu mezi reak ¢nimi centry komplexu
bci, uvolnéni a prijeti protont v N- a P-centru nebo redox zmény ubichinonu, ubichinolu
a kysliku. Dvojité ¢ary schématu B predstavuji nemoznost prenosu elektronti z bL na bH diky
zméné membranového potencialu a inhibici reoxidace bH antimycinem (Rottenberg et al.,
2009).
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Béhem kompletniho Q-cyklu se dvé molekuly ubichinolu oxiduji na dva
ubichinony, ale jedna zmolekul ubichinonu je redukovana na ubichinol.
Cytochrom c1, FeS protein a dva hemy cytochromu b jsou dvakrat redukovany
areoxidovany. Reakce na P-centru je vprvni i druné Casti Q-cyklu identicka.
Na N-centru bx hemu je béhem prvni Casti cyklu redukovan ubichinon
na ubisemichinon a vpribéhu druhé c¢asti cyklu je ubisemichinon redukuje
na ubichinol (Brandt et al., 1994).

1.2.1.3. Cytochrom c oxidaza

Cytochrom ¢ oxidaza, zvana také jako komplex IV, je sloZzena ze 13
podjednotek s pfibliznou hmotnosti 200 kDa, které katalyzuji pfenos elektronu
zcytC na molekulovy kyslik. CytC oxidaza je dalSi podjednotkou elektronového
transportnino fetézce pfispivajici ke vzniku protonoveého gradientu, ktery ma
také zasadni vyznam pro zachovani schopnosti mitochondrie vyménovat
metabolity a ionty s okolnim cytosolem a ostatnimi organelami (Popovi¢, 2013).

Cytochrom ¢ oxidaza je komplex oligomernich membranovych proteind
slozenych z polypeptidovych podjednotek kédovanych nuklearnimi
i mitochondrialnimi geny. NejrozsahlejSi 3 podjednotky cytC oxidazy tvofi
katalytické a strukturni jadro enzymu zahrnujici vSechny redox aktivni
koenzymy a jsou kédovany mitochondrialni DNA (mtDNA). Tyto zakladni
podjednotky obsahuji hem a prostetické skupiny, obsahujici ve své molekule
atomy Zeleza, potfebné pro katalyzu (Marceau et al., 2015).

Nejvétsi podjednotkou je Cox1 (cytochrom ¢ oxidaza 1), jedna se o vysoce
hydrofobni protein, ktery je slozeny ze 12 transmembranovych helix( spojenych
kratkymi  extramembranovymi  smyCkami. Tato podjednotka koordinuje
katalytickou stranku enzymu a tvofi dvé cesty prenosu elektronu,
tzv. D- a K-cestu (Wikstrom, 2000). NejmensSi a nejméné hydrofobni
podjednotkou jadra enzymu je podjednotka Cox2 (cytochrom c oxidaza 2).
Sklada se zvelkého polarniho C-konce, ktery vyénivd do mezimembranového
prostoru, atransmembranového a-helixu kotviciho podjednotku ve vnitini
membrané. C-konec Cox2 je tvofen deseti spletenymi B-barely koordinujicimi
CuA centrum a pfedstavuje vazebné misto pro cytC. Podjednotka Cox3

(cytochrom c¢ oxidaza 3) je podobné jako Cox1 silné hydrofobni protein
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prochazejici vnitini membranou pomoci sedmi transmembranovych helixu.
Nenese zadné prostetické skupiny a pfimo se neuc€astni prenosu protonu
(Tsukihara et al. 1996).

Cytochrom c¢ oxidaza je dullezitym enzymem vdychacim fetézci.
Katalyzuje pfenos elektrond zcytC na molekulovy kyslik, ktery je redukovan
na vodu. Reakce je pohanéna pfenosem Ctyf protonu pfes membranu (obr. 5A).
Celkem je tedy pfes vnitfni membranu pfeneseno osm nabitych €astic, protoze
cytochrom ¢ prenasi elektrony zvnéjSi strany vnitfni mitochondrialni membrany,
ale protony pohanéjici redukci kysliku na vodu pochazeji z matrix mitochondrie.
Cytochrom c oxidaza obsahuje Ctyfi redox aktivni kofaktory, jmenovité se jedna
o dva atomy meédi tvofici tzv. Cua, nizkospinovy hem-a a hemové asz-Cus
binuklearni centrum. Cua je akceptorem elektrond zcytC, elektrony jsou
pfeneseny pfes hem a na binuklearni centrum kde dochazi k viastni redukci

kysliku na vodu.
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Obrazek 5: Cytochrom c oxidaza. A — celkova reakce, prijem elektron(l z cytC je spojen
s prfimem proton(i z matrix, redukce kysliku je doprovazena pfenosem protond pfes membranu
do mezimembranového prostoru, B — katalyticky cyklus se znazoménim presunu protont a
elektrond (Wikstrém, 2000).

Béhem katalytického cyklu (obr. 5B) pfijima plné oxidovany enzym (O)
jeden elektron, coz vede k wytvofeni jedno-elektronové redukovaného enzymu

(E). DalSi prenos elektronu tvofi dvou-elektronové redukovany stav (R),
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ktery mize vazat kyslik. Pfes slouCeninu A dochazi k vytvofeni tzv. redox stavu
(P), ktery existuje ve dvou formach. Dvou-elektronové redukovany Pm a po ffeti
redukci se jedna o Pr. Nasledné cyklus pokracuje rozStépenim molekuly kysliku
na jednotlivé atomy a po pfijeti dvou protont se tvofi prvni molekula vody.
Druhy atom Kkysliku pokraCuje dal za tvorby oxoferryl (F). Vstup Cctvrtého
elektronu do cyklu vede k postupnému zavedeni dvou protond do vznikajici
molekuly vody. Pfes hydroxylovy meziprodukt (H) dochazi k tvorbé piné
oxidovaného enzymu (O) a cyklus se opakuje (Michel, 1998).

1.2.2. KALCIOVA SIGNALIZACE

Mitochondrie komunikuje s cytosolem za u€elem uzpUsobit tvorbu energie
vzavislosti na energetickych potfebach buiky. Komunikace je primamné
zajiSténa kalciovou signalizaci mezi cytosolem a matrix. BunéCna kalciova
signalizace je nejrozSifengjSim zpusobem oviadani procesu, které jsou spojeny
S vySSimi  energetickymi naroky, jako jsou napfiklad sekrece, kontrakce,
pohyblivost nebo elektricka vzruSivost bunky. VSechny tyto déje vyzaduiji
zvySeny pfisun energie, ktery je obvykle spojen se zvySenou koncentraci
vapniku v burce. Mitochondrie jsou schopny vychytavat Ca2* mitochondrialnim
kalciovym uniportem, coz je selektivni kanal vnitini membrany pro Ca?*.
ZvySeni lokalni koncentrace Ca?* podpofi jeho pfijem mitochondriemi a snizi
swj elektrochemicky potencial pfechodem do matrix. ZvySeni koncentrace Ca2*
v matrix aktivuje limitujici slozky Krebsova cyklu — napfiklad enzym
isocitratdehydrogenazu. Tyto procesy zvySuji tvorbu NADH, ktera vstupuje
do dychaciho fetézce, dochazi ke zvySeni respirace a zvySené tvorbé ATP
(Spat et al., 2009).

2. CYTOCHROM C

Cytochrom ¢ je pfiblizné 12 kDa téZzky, nuklearné kddovany
mitochondrialni protein slozeny ze 104 aminokyselin sjednou hemovou
skupinou, kterd nese atom Zeleza. Jedna se o multifunkéni enzym, ktery je
zapojen do Zivotn& ddleZitych pochod(i burky. Ugastni se prenosu elektrond

v elektronovém dychacim Fetézci diky pfechodu Zeleza mez oxidacnimi stavy
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Fe?* a Fe3* a je tedy nezbytnou Casti procesu ziskavani energie. Elektrony jsou
pomoci cytC prenaseny mezi cytochromem bc1 (komplex lll) a cytC oxidazou.
Cytochrom c je rovnéz nezbytnym pfi tvorbé apoptozomu a rozvoji apoptozy.
Mez dalsSi funkce cytC patfi napfiklad antioxidacni aktivita v burice (Babbitt et

al., 2016).

2.1. STRUKTURACYTOCHROMUC

Cytochrom c je maly protein obsahujici charakteristickou sekvenci CxxCH,
skladajici se ze 104 aminokyselinovych zbytk a hemovou skupinu. Dva hlavni
helixy, N- a C- terminalni helixy, se protinaji v blizkosti svych center na jedné

strané hemové roviny.

C-helix

60’'s-helix

Obrazek 6: Molekulova struktura cytochromu c, v centru atom Zeleza obklopeny atomy dusiku
ve vazbé na M80 a H18 (Hutchings et al., 2013).

Hemova prosteticka skupina je kovalentné vazana prostfednictvim
thioetherovych vazeb na cysteiny 14 a 17 tésné za koncem N terminalniho
helixu. Terciarni strukturu na této strané hemové roviny dotvafi nepravidelné
usporadana Cast fetézce tvofena zbytky 19 az 38 a proximalni hemovy ligand

His 18. Na druhé strané hemové roviny je =zakfiveni tvofeno rozsahlymi
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nepravidelné uspofadanymi segmenty, dvéma kratkymi helixy a distalnim
hemovym ligandem Met80 (obr. 6). Hemova skupina cytochromu ¢ neni pouze
redox centrem proteinu, ale je také zasadni pro udrZeni struktury cytC.
Odstranéni hemu z molekuly zplsobi naruSeni a ztratu velké ¢asti sekundarni
struktury. Hemova skupina tvofi rozsahlé interakce s okolnim proteinem (Kang
et al., 1999).

2.2. ROLE CYTOCHROMUC V OXIDACNiI FOSFORYLACI

Cytochrom ¢ je lokalizovan v mitochondrialnim mezimembranovém
prostoru a jeho funkci je pfenos elektronl zbci komplexu na cytC oxidazu.
V tomto kroku redukovany cytC prenasi vzdy jen jeden elektron. K redukci
molekuly kysliku na vodu jsou potfebné Ctyfi elektronové pFenosy. V intaktni
burice je tento krok rozhodujicim o rychlosti ETC za fyziologickych podminek
(Dalmonte et al.,, 2009). Pfenos elektronu z cytC na kyslik pfes cytC oxidazu
vede ke konverzi kyslku na vodu s uvolnénim energie AG?= -100 kJ/mol,
ktera je pfiblizné dvojnasobna s porovnanim energie uvolnéné pfi reakcich
katalyzovanych komplexy | a lll (Hinkle et al., 1991).

Mechanismus pfenosu elektroni mezi proteiny a role proteind vtomto
procesu je oblasti aktivniho vyzkumu. Cytochrom c peroxidaza, katalyzuje
redukci organického hydroperoxidu (ROOH) ve tfikrokové reakci, jejimz

vysledkem je oxidace dvou molekul CytC (Voet et al., 1990).

2.3. KONFORMACNIDYNAMIKA CYTOCHROMUC

Cytochrom ¢ se sklada zpéti a-helixd vzajemné spojenych Q smyckami.
Hemova skupina je kovalentné vazana k polypeptidu dvéma thioetherovymi
vazbami Cysl4 a Cysl7. Na atom Zeleza v molekule hemu jsou vazany ligandy,
Ctyfi atomy dusiku a zbytky His18 a Met80. Tyto strukturni prvky jsou bézné
uvdech mitochondrialnich cytC. Cytochrom c je sloZzen zpéti kooperativné
slozenych podjednotek s rdznou termodynamickou stabilitou, které podstupuiji
skladani a rozkladani stupriovité. Terminalni N- a C-helixy jsou misty nejvétsi
stability, zatimco smyCka obsahujici Met80 je nejlabilnéjSim usekem.

Cytochrom ¢ je znamy pfijimanim riznych alternativnich konformaci. Pfi nizkém
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pH a vysoké salinitt se z cytC stava tzv. molten globule (skoro nativni
konformace proteinu), coz je stav, kdy dochazi k pfeméné terciarni struktury,
nicméné sekundarni struktura zlGstava do znacné miry zachovana. Substituce
ligandll je Casto doprovazena konformacnimi zménami cytC. Pokud dojde
ke zvySeni pH, slabé vazany ligand Met80 je nahrazen Lys73 nebo Lys79,
coz ma za nasledek vySSi stupen odhaleni hemové skupiny. V pfitomnosti urea-
nebo guanidinhydrochloridu je v rozlozeném proteinu v blizkosti neutralniho pH
Met80 nahrazen His26 nebo His33, zatimco His18 zlistava ve vazbé
s hemovou skupinou. Kromé béznych denaturaCnich latek (kyseliny, mocCovina,
GuHCI) ma mnoho jinych latek schopnost destabilizovat nativni strukturu cytC

(napf. alkoholy, mastné kyseliny atd.) (Muenzner etal., 2014).

2.4. CYTOCHROM CJAKO ANTIOXIDANT

Mezi nejCastéjSi reaktivni formy kysliku patfi superoxid (O27), peroxid
vodiku (H202) a hydroxylovy radikal (*OH). Termin reaktivni formy Kkysliku
(ROS) zahrnuje nékteré zmnoha molekul obsahujicich kyslik, které maji silny
sklon k zaplnéni svého valencniho orbitalu elektronem uvolnénym zjiného
alternativniho zdroje, anebo téch, které jsou v pfitomnosti pfechodnych kowu
nestabilni (napf. H202). Tyto molekuly jsou vysoce reaktivni a poskozuji DNA
i jiné struktury a vkonecném dusledku cely organismus (Korshunov et al.,
1999).

Reaktivni formy kysliku jsou tvofeny v mitochondrii jako vysledek ETC.
Reakce prenaSejici elektrony vyskytujici se vjednotlivych komplexech ETC
odhaluje redox meziprodukty vedlejSim reakcim, které mohou mit za nasledek
pfimy pfenos elektront na kyslik. Hlavnimi misty produkce ROS jsou komplexy
l, I a redukovany ubichinolovy zbytek (Han et al., 2003).

Bylo dokazano, ze volny cytC zastava také roli antioxidantu vramci oblasti
vnittni membrany, diky tomu, Ze je schopen uvolnit volny neparovy elektron
ze superoxidu a timto zpUsobem obnovit molekulu kysliku (O2) (Korshunov
etal,, 1999). Extrahovany elektron mize byt nasledné wvyuzit k tvorbé energie
prostfednictvim pfevodu na cytC oxidazu, ¢imz se redukovana forma cytC
oxiduje. V kontrastu k neutralizaci superoxidu, ktera vyzaduje oxidovany cytC,

konverze peroxidu vodiku je efektivni vobou, oxidovaném i redukovaném
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stavu cytC. Vzhledem ktomu, Zze cytC neustale prochazi oxidacné/redukénim
cyklem béhem respirace vburnce, mohou probihat obé detoxikacni reakce.
Spojeni neutralizace ROS s redox schopnosti cytC z néj Cini jeden z nejlepSich

antioxidantd bunky (Hittemann et al., 2011).

3. ROLE CYTOCHROMU C V APOPTOZE

Cytochrom ¢ kromé své ucasti v oxidacni fosforylaci vystupuje také jako
proapopticky faktor, ktery je uvolfiovan ze svého mista na vnéjSi strané vnitini
mitochondrialni membrany do cytosolu v ¢asné fazi apoptdzy. Po uvolnéni cytC
z mitochondrii dochazi k jeho vazbé s apoptickymi proteazy-aktivujicimi faktory
(Apaf). V této podobé napomaha konverzi prokaspazy 9 na jeji aktivni formu,
ktera nasledné aktivuje kaspazovou kaskadu, coz ma za nasledek usmrceni
buriky. UvoInéni cytC zmitochondrii je umoznéno nékolika mechanismy,
napfiklad pusobenim proapoptického proteinu Bax zBcl2 rodiny proteing,
které muze byt blokovano antiapoptickymi proteiny Bcl2 nebo Bcl-xL (Cai et al.,
1998).

3.1. APOPTOZA

Jako apoptézu oznaCujeme programovanou bunécnou smrt vyskytujici
se béhem wvyvoje, starnuti bunék nebo jako homeostaticky mechanismus
udrzujici zdravou buné&cnou populaci ve tkanich. Apoptdéza se vyskytuje také
jako obranny mechanismus bé&hem imunitnich reakci a pfi poSkozeni bunék
onemocnénim nebo jinymi Skodlivymi Vivy.

Béhem apoptéozy se bunka smrsti méni se tvar cytoplazmatické
membrany, ve finalni Casti se tvofi apopticka téliska. Apopticka bunka
nepoSkozuje své okoli na rozdil od nekrotické, pfi které burika bobtna
adochazi k ruptufe, coz zpusobi wliti jejiho intracelularniho obsahu do okoli
amuze zpUsobit zanétlivou odpoved (obr. 7). PFfi apoptéze se cytoskelet
zhrouti, jaderna membrana je poSkozena a jaderna DNA se fragmentuje.
Soucasti apoptdzy je také zména povrchu buriky, jsou na ném vystaveny znaky,
mezi které patfi napfiklad fosfatidylserin, které jsou pfi€inou rychlé fagocytézy

zprostfedkované nékterou ze sousednich bunék nebo makrofagem dfive, nez
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dojde kuniku bunéCného obsahu. Tim se zabrani poskozeni okolnich bunék,
ale také je umoznéna ,recyklace“ organickych sloZzek mrtvé burky. Aktivace
apoptozy je uskuteCnitelna dvéma rlznymi cestami, vnéjsSi a vnitfni cestou (Tait,
2008).

e R

I |
€ engulfed dead cell phagocytic cell

10 um

Obrazek 7: Fotografie elektronového mikroskopu, A — nekroticka burika na kultivacni misce,
B — burika po apoptdéze na kultivaéni misce, C — burika po apoptdze ve tkani (Alberts et al.,
2002).

3.1.1. VNEJSICESTA AKTIVACE

Vnéjsi aktivaCni cesta je odpovédna za eliminaci nezZadoucich bunék
béhem wvyvoje, uCeni imunitnho systtmu a imunitnim systémem
zprostfedkované  odstranéni  nadoru. Aktivace je iniciovana ligaci
transmembranovych smrticich receptord. Konkrétnim pfikladem je Fas ligand,
také znam jako CD95 nebo APO-1, ktery se stal zakladem pro studium vnéjsi
aktivacni cesty. Béhem ligace vytvafi Fas-receptor mikroseskupeni na povrchu
burky, diky ¢emuz je umoznéno nékolika krokové pfijeti molekuly FADD (Fas-
vazany protein se smrtici doménou) na cytosolickou ¢ast Fas-receptoru. FADD
vaze pomoci homofilni interakce zymogeny kaspazy-8. Timto zplsobem vznika
smrt indukujici signalizacni komplex (DISC), ktery je iniciatorem aktivace
kaspazy-8 (obr. 8). Kaspaza-8 je vinaktivnim stavu monomer, pfi aktivaci
se tvofi dimer, coz tvofi kontrast s kaspazou-3 a -7, které jsou dimery jiz
vlatentni formé. Kaspaza-8 mulze byt nahrazena kaspazou-10, ktera je také
iniciatorem bunécné smrti zprostfedkované smrticimi receptory (Boatright et al.,

2003).
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3.1.2. VNITRNiCESTA AKTIVACE

Vnitfni  aktivaéni  cesta apoptézy  zahrnuje fady  receptory
nezprostfedkovanych podnétd produkuijicich vnitrobunécéné signaly,
kterymi jsou napfiklad posSkozeni DNA, poskozeni cytoskeletu, ztrata adheze,
inhibice syntézy makromolekul a podobné. Podnéty spoustéjici vnitfni cestu
apoptézy tvofi vnitrobunécné signaly, které mohou pusobit jak pozitivnim,
tak inegativnim zpusobem. Negativni signaly pusobi omezenim rdstovych
faktor, hormonl a cytokinl, coz mUze vést k selhani mechanismu potlacujicich
apoptozu. Mezi podnéty puUsobici poztivné muizeme mimo jiné zahrnout
napriklad radiaci, toxiny, hypoxii, virova onemocnéni nebo volné radikaly
(Lawen, 2003).

VSechny podnéty vedou ke zménam ve vnitfni mitochondrialni membrane,
jejichz vysledkem e otevieni mitochondrialnich pord, ztraté
transmembranového potencialu a vyplaveni dvou hlavnich pro-apoptickych
proteinl z mezimembranového prostoru do cytosolu. Prvni skupina je tvofena
cytochromem c, proteiny Smac/DIABLO a proteazou HtrA2/Omi. Tyto proteiny
aktivuji kaspazovou kaskadu. Cytochrom c vaze a aktivuje apopticky proteaza-
aktivujici faktor 1 (Apaf-1) a stejné tak i prokaspazu-9 za tvorby apoptozomu
(obr. 8) (Chai et al., 2000).

Druha skupina tvofena endonukleazou G a kaspazou aktivujici DNazu
(CAD) je zmitochondrie uvolnéna az béhem apoptdzy, kdy uz je jisté, Zze burka
apoptéze podlehne. Tyto apoptdézu wvyvolavajici faktory jsou pFemistény
do jadra, kde zpusobuji fragmentaci DNA a kondenzaci periferniho jaderného
chromatinu. Rizeni a regulace t&chto apoptickych mitochondridlnich pochodi
je zajiStovana pomoci Bcl2 rodiny proteinli, které jsou nejvyznamnéjsi pravé

svou ucCasti v regulaci apoptdzy (Elmore, 2007).
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Obrézek 8: Schématické zobrazeni apoptickych cest. U vnéjsi aktivacni cesty je mistem
aktivace kaspazy-8 DISC. Aktivni mista jsou zndzornéna hvézdou. Stimulace vnitini cesty vede
k aktivaci kaspazy-9 na apoptozomu (Boatright et al., 2003).

3.2. UVOLNENIi CYTOCHROMU C Z MITOCHONDRII

Dulezitym krokem apoptézy je uvolnéni cytC z mitochondrie, a to diky
permeabilizaci vnéjSi mitochondridlni membrany. Permeabilizace vnéjSi
membrany je vysvétlena nékolika rlznymi mechanismy. Prvni z mechanismg,
ktery se muze uplatnit jak pfi apoptéze, tak i pfi nekréze, zahrnuje indukci
zmény permeability vnéjSi mitochondrialni membrany diky otevieni
nespecifickych pord vnitini membrany nasledované zvySenym pfijmem tekutiny
do matrix vdisledku zvySeni osmotického tlaku v matrix. Nardst objemu matrix
vede Kk rupture vnejsi mitochondrialni membrany a uvolnéni

mezimembranovych proteint v€etné cytC do cytosolu.
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DalSi mechanismus permeabilizace vnéjSi membrany zahrnuje ucCast
proteini Bcl2 rodiny. Bcl2 rodina sestava zvice nez fficeti proteing,
které muzeme rozdélit do tfi skupin: Bcl2-like antiapoptické (napf. Bcl-2, Bel-xL,
Bcl-w, Mcl-1 a A1/Bfl-1), Bax-like proapoptické (napf. Bax, Bak a Bok/Mtd),
které jsou slozeny ze Ctyf Blc2 homolognich (BH) skupin a BH3-only
proapoptické (napf. Bid, Bim/Bod, Bad, Bmf, Bik/Nbk a BIk) skladajici se pouze
zkratkého motivu zvaného BH3, jak nazev napovida. BH3 proteiny tvofi
a pfenaseji apoptické signaly, které jsou tvofeny chybnymi buné&Cnymi procesy,
na dalSi Cleny Blc2 rodiny. Pfestoze nesou BH3 doménu, tyto proteiny interaguiji
bud s antiapoptickymi proteiny inhibujicimi jejich aktivitu a/nebo probiha jejich
interakce pfimo s multidoménovymi proteiny, jako je napfiklad Bax nebo Bak
a stimuluji  jejich aktivitu. Multidoménove proapoptické proteiny Bax, Bak
a v nékterych tkanich pravdépodobné i Bok jsou odpovédné za permeabilizaci
vnéjsi mitochondrialni membrany. OvSem pouha permeabilizace utvofenim
port ve vneéjsi mitochondrialni membrané nemusi byt dostacuijici, protoze cytC
je vazan kpovrchu vnittni membrany prostfednictvim kardiolipinu (CL)
(Martinou et al., 2011).

Béhem vazby cytC na mitochondrialni glycerolfosfolipid kardiolipin je cytC
schopen fungovat jako peroxidaza a podnécovat oxidaci CL, jedna se o dfive
neznamy casny krok apoptdzy. NaruSeni terciarni struktury proteinu a ztrata
vazby Met80 shemovou skupinou dava cytC novou funkci, ale presny
mechanismus transformace zUstava dosud nejasny. Tato aktivita je spojena
s uvolhovanim cytC do cytosolu a naslednou aktivaci kaspaz (Sinibaldi et al.,
2008).

3.3. INTERAKCE CYTOCHROMUC S KARDIOLIPINEM

Vazba cytC na CL obsazeny ve wvnitfni mitochondrialni membrané je
fizena elektrostatickymi silami mezi negativné nabitymi fosfaty na CL
a poztivné nabitymi lyziny na cytC, ovSem svou roli hraji také hydrofobni
interakce. Cytochrom c se vaze na CL ve tfech oddélenych oblastech, jsou jimi
A-oblast tvofena Lys72, Lys73, Lys86 a Lys87, dalSim mistem vazby je
C-oblast (P-oblast) umisténa blizko Asn52. Posledni lokaci je L-oblast sloZena

zLys22, Lys 27, His33, Lys25 a His26, ktera se uplatiiuje pfi nizSi hodnoté pH.
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Spoustécim signalem preskupeni, indukovaného CL, je rozpad vodikové vazby
mezi His26 a Pro44. Zirata této vodikové vazby vyvolava prudké formovani
B-skladaného listu podél 40S Q-smyCky proteinu, nasleduje rozSifeni struktury
B-skladaného listu na pfilehlé 60S a 70S helixy. Tyto zmény vedou ke zméné
uloZzeni hemu a knaruSeni vazby Met80 s hemovou skupinou. Vysledkem
takoveho preskupeni je zvySeni mobility proteinu souvisejici se ztratou jeho

pavodni struktury (obr. 9) (lverson etal., 2004).

electrostatic docking breaking Fe-Met80 bond

protein insertion into the membrane

polypeptide unfolding CL insertion
on the membrane surface into the protein

conformational
‘} exchange

with the bilayer

l interactions of the C-terminal helix

membrane permeabilization and release of cyt ¢

Obrazek 9: Proces zmény struktury cytC béhem jeho vazby na CL (Muenzner et al., 2014).

3.4. CYTOCHROM CV CYTOSOLU

Cytochrom c je jednim zproteinl vyvolavajicich apoptdézu vyskytujicich
se vmezimembranovém mitochondrialnim prostoru. Po apoptickém stimulu je
cytC uvolnén do cytosolu, kde v pfitomnosti ATP (efektivnéji v pfitomnosti

deoxyATP, dATP) zprostfedkovava alosterickou aktivaci a hepta-oligomerizaci
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apoptického proteaza-aktivujiciho faktoru 1 (Apaf-1), tvoficiho komplex znamy
jako apoptozom (obr. 10). Apoptozom je schopen vazat sedm dimer(
prokaspazy-9 a vést je k jejich viastni Castecné proteolyze €imz je aktivuje. Tyto
procesy jsou prisné regulovany proteiny teplotniho Soku (HSPs), a nakonec
vedou ke katalytické pfeméné prokaspazy-3 a dalSich kaspaz na jejich aktivni
formy, které eventualné pfispivaji k morfologickym a biochemickym zménam
doprovazejicich apoptéozu. DalSi proteiny uvolnéné 2z mitochondrii bé&hem
apoptézy usnadnuji pribéh kaspazové kaskady pomoci neutralizace kaspazy
inhibujicich proteini  znamych jako IAPs (inhibitory apoptickych proteinu).
V zavislosti na typu bunky, navic mitochondrie obsahuji prokaspazy
vmezimembranovém prostoru. Proteolyticka aktivace takovych prokaspaz
probiha béhem jejich uvolnéni do cytosolu a vyZzaduje denitrosylaci
katalytického cysteinoveho zbytku, tento proces mlze byt usnadnén
souCasnym Unikem HSPs. Ackoliv aktivované kaspazy jsou vyznamnym
mediatorem bunécné smrti a nezbytné pro ziskani nékolika charakteristickych
morfologickych rysl apoptdzy, jejich inhibice chrani bufku pfed smrti pouze
pfechodné. Pfi ireverzibilni permeabilizaci vnéjSi mitochondridlni membrany
probiha bunécna smrt bez ohledu na kaspazovou aktivitu, nicméné pfi poruse
kaspazoveé aktivity mize byt apoptéza opozdéna (Ow et al., 2008).

Zakladni dvé funkce cytC (aktivace kaspaz a prenos elektronu) sidli
vriznych C&astech proteinu. Substituce atomu Zeleza v hemové skupiné rusi
cytochromem c¢ zprostfedkovany pfenos elektronud, ale nema vliiv na schopnost
cytC spoustét kaspazovou aktivitu. Ztoho vyplyva, Zze se redox a proapopticka

aktivita cytC fidi odliSnymi biochemickymi principy (Garrido et al., 2006).

3.5. APOPTOZOM

Tvarem apoptozom pfipomina sedmi paprscCité kolo s centralni osou,
které obsahuje kaspazu-9 navazanou na doménu Apaf-1. V klidovém stawu je
Apaf-1 kompaktni molekulou s kaspazu vazajici doménou (CARD) skrytou mezi
dvéma wybéZzky (dvémi WD40 Sroubovicemi). Cytochrom c, jehoZz velikost
je srovnatelna s CARD, wytésni CARD s naslednou linearizaci molekuly.
Po navazani ATP dojde ke Zzformovani apoptozomu, coZz je rozhodujicim

krokem k aktivaci kaspazy (obr. 10). Ve stawu s navazanou kaspazou
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je centralni ¢ast apoptozomu pomérné neuspofadana, takze pfesné umisténi
avazba molekul kaspazy-9 nelze ur€it. Na urCitych zobrazenich se objevuje
tvarem hamburger pfipominajici Castice vypadajici jako dva apoptozomy
svirajici mezi sebou kaspazu-9. Tento mechanismus pFedstavuje aktivaci
kaspazy-9 prostfednictvim dimerizace. Ztoho duvodu je mozné, ze apoptozom
funguie tak, Ze zvySeni lokalni koncentrace kaspazy-9 prekracujici urCitou
hodnotu aktivuje tvorbu dimeru (Ledgerwood et al., 2009).

Stress stimuli

Apai-1 %W l
oo ONNiNe

(&)
% Cytochrome ¢ Mitochondria

dATP/ATP
dADP/ADP

Active caspase-3

Apoptosome

Key @ Cytochrome ¢ ORPP ATP ” wWD40
Orr ADP == NOD @ CARD

Obrazek 10: Cytochromem c¢ podminéna tvorba apoptozomu a aktivace kaspaz (Ledgerwood et
al., 2009).

3.6. DOPAD MUTACICYTOCHROMU C NA AKTIVACIKASPAZY

Asociace cytC sApaf-l je pfiCinou zmény nukleotidu a tvorby
apoptozomu. Mutace cytC oslabujici jeho interakci s Apaf-1 maji negativni
nasledky na funkci apoptozomu. Mutace zplUsobena zménou aminokyseliny

vietézci cytC zpUsobuji markantni snizeni proteazové aktivity. Zména rozlozeni
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povrchoveho naboje c¢ytC, zejména zabudovanim nabité aminokyseliny
do prfevazné hydrofobniho prostfedi ma na vazbu s Apaf-1 nepfiznivé Ucinky.
(Zhou et al., 2015).

3.7. VAZBA CYTOCHROMUC S PROTEAZU-AKTIVUJICIiMI
FAKTORY

Cytochrom ¢ je sevien na rozhrani oligopeptidd WD1 a WD2, které jsou
soucasti Apaf-1, konkrétné vybézki WD40, jejichz jednotlivé aminokyseliny jsou
zakonCeny tryptofan-asparagovou kyselinou. Tyto oligopeptidy se skladaiji
zlaz 7, respektive 8 az 15 podjednotek WD40 domény tvofici Apaf-1.
Propojeni mezi cytC a WD2 obsahuje specifi¢téjsi interakce, nez spoj cytC
s WDL1 (obr.11).
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/ lle81
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Obrazek 11: Vazba cytC s Apaf-1. A) cytC prfesné zapadajici, jak tvarem, tak nabojem mezi
WD1 a WD2. B) Schématické znazoméni interakce mezi cytC a WD1 a WD2. C) Detail
propojeni cytC s WD2. D) Detail spojeni mezi cytC a oblasti na rozhrani WD1 a WD2. E) Detail
spojeni cytC s WD1 (Zhou et al., 2015).

Na spojeni cytC s WD2 maji podil tfi vodikové vazby a van der Waalsovy

sily. Nejvétsi vyznam ma vodikova vazba mez postrannim fetézcem Thr1087
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lokalizovaném na WD2 a karbonylovym kyslkem Gly56 na cytC, které
se vzajemné nachazeji vtésné blizkosti. Postranni fetézce Lys39 a GIn42
cytochromu ¢ mohou poskytnout dvé vodikové vazby s karbonylovym kyslikem
Phe1063 a postrannim fetézcem Glu1045. Dale, Pro76 cytochromu ¢ umoZzriuje
pfimé spojeni van der Waalsovymi interakcemi s indolovym kruhem Trp1179
zWD2. Propojeni WD1 a cytC zahrnuje vodikové vazby mezi GIn12,
resp. Lys72 cytochromu c a GIlu700, resp. Asp902 na WD1. Aminokyseliny
Pro76 alle81 tvofi van der Waalsovy sily poutajici pfilehlé struktury WD2,
respektive WD1. Navazani cytC k Apaf-1 je kliCové v procesu aktivace kaspaz

a nasledné apoptoze (Cheng et al., 2015).

4. INTERAKCE CYTOCHROM C OXIDAZY S TOXINY

4.1. KYANID

Kyanid muze mit vice toxickych mechanisml. Nejlépe prozkoumanym
a pravdépodobné nejdllezitéjSim pusobenim kyanidu je jeho negativni viiv
na vyuziti kysliku burikou, coZz vede kchemické asfyxii. Otrava kyanidem
je zpusobena neschopnosti bunék wyuzit kyslk, spiSe nez poruchou
zasobovani kyslikem. V tomto ohledu se kyanid liSi od oxidu uhelnatého, ktery
zpUsobuje poruchy pfenosu kysliku ke tkanim. Poskozeni wyuZiti kysliku
burikami zplUsobené kyanidem je paradoxné spojeno se zvySenou koncentraci
kysliku vkrvi a venozni krev je okysliCena témér stejné jako arterialni, protoze
burky nejsou schopny tento kyslik vyuzit (Nelson, 2006).

Kyanid je silné toxicka latka zpUsobujici histotoxickou anoxii s rychlym
nastupem diky inhibici oxidacni fosforylace. Kyanid se vaze na asz-Cus
binuklearni centrum cytC oxidazy, Cimz inhibuje wyuziti bunéného kysliku
atvorbu ATP. Bufka se proto musi spolehnout na swj anaerobni
metabolismus, béhem kterého vznika laktat uvolfiovany do krve a v porovnani
s aerobnim metabolismem vznikda malé mnozstvi energie ve formé ATP,
coz vede k bunécné smrti (obr. 12). BEhem inhibice cytC oxidazy iniciuje kyanid
kaskadu reakci vedoucich k poskozeni vSech tkani vtéle, nejvice vSak funkce
srdce, nervové soustavy, a nakonec i ke smrti, pokud neni inhibice vCas

zvracena. Vysledkem inhibice elektronového transportnino fetézce kyanidem je
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zvySena produkce reaktivnich forem kysliku podjednotkami dychaciho fetézce |
a ll. Vdasledku tvorby ROS vnika intenzivni oxidaéni stres, ktery pfispiva

k poskozeni burnky (Leavesley et al., 2008).

Aerobic Anaerobic
Metabolism Metabolism

Impaired Respirationin a
Cyanide-Poisoned Cell

Fe2* Fe2*
Cytochrome oxidase \
Fe®* Fe3*-HCN

2HY + 2 02_’ H20

f Lactic acid/
metabolic acidosis
and + 02 Use
Oxidative —
metabolism
responsible l

for generating
\ ATP Cell Death

Obrazek 12: Kyanid inaktivuje mitochondrialni cytochrom c oxidazu, ¢imz inhibuje bunécné
dychani (Nelson, 2006).

Vétsina lidi je vystavena velmi nizké koncentraci kyanidu z pfirozenych
zdroju, jako jsou kyanogenni potraviny (napf. glykosidy) a z umélych zdroju jako
je cigaretovy kouf. Napfiklad koncentrace kyanidu v krvi kufaka je 2,5krat vysSi
nez u nekufaka. Existence mechanisml detoxikace nejsou prekvapujici,
vzhledem ktomu, Ze Kkyanid se pfirozené vyskytuje v prostfedi. Primarnim
endogennim mechanismem detoxikace je metabolismus probihajici v jatrech,
kde zkyanidu za katalyzy rhodanazou (sulfotransferazou) vznika thiokyanatan,
coz je netoxicka slouCenina vyloucena moci. V dalSi cesté metabolismu
se kyanid vaze na hydroxokobalamin (vitamin B12a) a tvofi kyanokobalamin
(vitamin B12), ktery je vylouCen mocCi a kyanid se oxiduje na thiokyanatan a dalSi
netoxické latky (obr. 13) Timto mechanismem Ize detoxikovat pouze velmi malé
mnozstvi kyanidu, pfiblizné 0,017 mg kyanidu na 1 kg télesné vahy za minutu
(Broderick et al., 2006).
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Obrézek 13: Hlavni endogenni prostfedky k detoxikaci a odstranéni kyanidu z organismu.

Vazba kyanidu s cytC oxidazou je slozith a zavisi na redoxnim stavu
enzymu. Za normalnich podminek cytC oxidaza redukuje Kkyslk na vodu
na asCuB binuklearnim centru. Tato reakce tvofi membranovy protonovy
gradient a tvofi membranovy potencial, ktery pohani tvorbu ATP v komplexu V.
Binuklearni centrum mulze existovat voxidovaném, redukovaném anebo
CasteCné redukovaném stavu. V plné redukovaném stavu s Zelezem ve stawu
Fe?* a médi ve stawu Cu* se na cytC oxidazu vaze kyslk a enzym prenasi
elektrony zcytochromu c¢ na molekularni kyslik. Pfestoze kyslik je schopen
se vazat pouze na plné redukované binuklearni centrum, kyanid interaguje
s komplexem IV voxidovaném, redukovaném i CasteCné redukovaném stavu.
NejsilnéjSi vazbu tvofi kyanid s Caste€né redukovanym a3-CuB centrem,

nejslabsi s oxidovanym (Leavesley et al., 2008).

4.2. OXID DUSNATY

Oxid dusnaty (NO) je stejné jako kyanid schopny vazat se na binuklearni
centrum cytC oxidazy a za fyziologickych podminek se pfedpoklada, Zze NO
je endogennim modulatorem oxidacni fosforylace. V mitochondriich je NO
produkovan konstitutivné exprimovanou mitochondrialni NO syntazou. Oxid
dusnaty produkovany mitochondrii se vaze na redukovany hem as a inhibuje

funkci cytC oxidazy. Inhibice je kompetitivni s kyslikem a stoupa se snizujici
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se koncentraci kysliku. Pfestoze se NO s vysokou afinitou vaze na hem as,
muUze se také vazat na oxidovany Cus, kde je metabolizovan na dusitan (Santi
et al., 2003).

Nadbytek kyanidu antagonizuje vazbu NO na binuklearnim centru cytC
oxidazy. V pfitomnosti kyanidu je tvorba vazby NO na cytC oxidazu 1000krat
pomalejSi nez vijeho nepfitomnosti. Pokud jsou pfitomny oba toxiny neinhibuji
cytC oxidazu aditivné, ale NO snizuje inhibici zprostfedkovanou kyanidem.
Kyanid je pomoci NO presunut zbinuklearniho centra a NO je pfeménén
na dusitan (NO?%). Vazba kyanidu na cytC oxidazu je umoznéna po preruseni

vazby NO s cytC oxidazou nebo jeho pfeméné na dusitan (Pearce et al., 2003).

4.3. AKROLEIN

Akrolein je vSudypfitomnou toxickou latkou vyskytujici se v prostredi,
zejména v cigaretovém koufi. Jedna cigareta obsahuje 25-140 ug akroleinu.
Akrolein je také toxickym metabolitem tvofenym biotransformaci allylalkoholu
(2-propen-1-ol) a allylaminu. Akrolein je také tvofen peroxidaci lipidd, ktera je
vysledkem poskozeni polynenasycenych mastnych kyselin diky pUsobeni
volnych radikall. Tyto alkany vykazuji cytotoxicitu a genotoxicitu odtazenim
bunécnych nukleofilnich skupin  vyskytujicich se na proteinech,
aminofosfolipidech nebo nukleovych kyselinach (Sun et al., 2006).

Tkanové hladiny akroleinu byvaji zvySeny bé&hem neurodegenerativnich
onemocnéni, jako je napfiklad Alzheimerova nemoc. Skodlivé uginky akroleinu
se projevuji prostfednictvim generovani ROS a peroxidace lipidd. Antioxidanty
maji schopnost redukovat akroleinem indukované poSkozeni bunécné
membrany a bunécnou smrt. BEhem normalni bunééné respirace jsou z1-2 %
elektrond proudicich do elektronového transportniho fetézce tvoreny
superoxidové radikaly. Produkce radikall se zvySuje pfi poSkozeni funk&nosti
elektronového transportnino Fetézce. Akrolein naruSuje spravnou funkci
dychaciho fetézce, zcCehoz vyplyva, ze akrolein podporuje produkci ROS
(Hochman et al., 2014).

Akrolein je schopen indukovat apoptézu prostfednictvim wvnitfni aktivacni
cesty a zpuUsobuje pokles membranového potencialu, nasledovany uvolnénim

cytC do cytosolu, kde tvofi apoptozom. Akrolein zpuUsobuje kondenzaci
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nuklearniho chromatinu a také ovliiviiue schopnost mitochondrii podiet
se na tvorbé energie prostfednictvim bunééného dychani (Moghe et al., 2015).

Oxidacni stres mitochondrii zpUsobeny akroleinem je zprostfedkovany
zvySenou produkci ROS a snizenim koncentrace antioxidantd, jako je napfiklad
glutathion. Konkrétné na glutathion je akrolein schopen se rychle navazat
a zpusobit jeho wvyCerpani. Vyrazné naruSeni aktivity adenin nukleotidové
translokazy (ANT), nejhojnéji se vyskytujicho jednoduchého proteinu
v mitochondrialni matrix, zpUsobené akroleinem doprovazi oxidacni stres
a inhibice dychaciho fetézce. Deficit ANT mulze vést k inhibici mitochondrialniho
elektronového transportniho fetézce, coz ma za nasledek dva pfimé ucinky
na oxidacni stres. Dochazi k podpofe tvorby ROS a sniZzeni rezistence
mitochondrie  vi¢i pro-oxidantim. Ztoho wvyplyva, Zze inaktivace ANT
je dulezitym faktorem, ktery pfispiva k celkovému rastu ROS po vystaveni
bunky akroleinu. Vzhledem ktomu, Ze akrolein neni schopen inhibovat pfimo
komplexy dychaciho fetézce (-V), muize byt inhibice ANT hlavnim, ne-li
jedinym mechanismem pulsobeni akroleinu na dychaci fetézec (Luo et al,
2005).

4.4. CERAMID

Pfirozené se vyskytujici ceramidy tvofi velké kanaly ve fosfolipidovych
membranach. Pfitomnost ceramidu zjedné nebo obou stran fosfolipidové
membrany vede ke zvySeni propustnosti membrany. Podobné kanaly se tvofi
také na mitochondrialni vnéj§i membrané. Ceramid neindukuje sekreci cytC,
ale pouze zvySuje propustnost vnéjsi mitochondrialni membrany
prostfednictvim tvorby kanali nespecifickych pro cytC, témito kanaly mohou
prostupovat vSechny proteiny s nizkou molekulovou hmotnosti. Ceramidové
kanaly umozniuji nejen uvolnéni cytC do cytosolu, ale také jeho zpétny tok
pfi jeho fyziologicky relevantnich koncentracich. Kanaly tvofené diky
pitomnosti ceramidu vjeho nepfitomnosti zanikaji. Uvolfovani cytC
indukované ceramidem je inhibovano zvySenou tvorbou antiapoptickych
protein Bcl-2. Proapopticky protein Bax neni nutny pro tvorbu kanall, ovsem
jeho pfitomnost zvySuje ucinnost ceramidem indukované apoptézy (Siskind,
2005).
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Ceramid muze wyviet swij u€inek na komplexy dychaciho fetézce
prostfednictvim  zmény hydrofobicity  vnitini  mitochondrialni  membrany
a modifikaci protein-lipidovych interakci. Lipidova slozka vnitini mitochondrialni
membrany hraje zasadni roli v udrZzeni struktury a funkénosti komplexi
dychaciho fetézce. Ceramidy pravdépodobné pravé zmeénou lipidové slozky
membrany ovliviiuji komplexy dychaciho fetézce podobné jako Ubytek
kardiolipinu. Dal8i mozZnosti pusobeni je, Ze ceramid miZe byt alosterickym
efektorem vazajicim se na jednotlivé komplexy dychaciho fetézce a tim ménit
jejich konformaci a aktivitu. Konkrétnim pfikladem je podjednotka 2 cytC
oxidazy, na kterou se vaze ceramid a ovliviiuje tak jeji funkénost (Kogot-Levin
et al., 2014).

4.5. OXID UHELNATY

Oxid uhelnaty (CO) je bezbarvy, nedrazdivy toxicky plyn bez zapachu
produkovan nedokonalym spalovanim uhlovodik(. Nicméné malé mnozstvi je
produkovano v organismu v prubéhu katabolismu hemoglobinu. Pokud se do
téla dostane exogenné velké mnozstvi CO, mlze dojit k otravé, a nakonec
i smrti. Oxid uhelnaty puUsobi cytotoxicky diky jeho schopnosti inhibovat cytC
oxidazu a tedy mitochondrialni respiraci. Oviem nizké mnozstvi CO podporuje
cytoprotekci  prostfednictvim  modulace jeho enzymatické aktivity. Nizka
koncentrace CO indukuje CasteCnou a/nebo reverzibilni inhibici aktivity cytC
oxidazy, €¢imz dochazi ke hromadéni elektrond v komplexu Il a tvofi se malé
mnozstvi ROS, které jsou dulezitymi signalizacnimi molekulami. Produkce ROS
v malém mnozstvi nezplUsobuje poskozeni bunék, které stale spotfebovavaji
kyslik a tvofi ATP (Almeida et al., 2015).

4.6. ETHANOL

Chronické pozivani alkoholu (ethanolu) vede ke snizeni obsahu a aktivity
cytC oxidazy. Konzumace alkoholu snizuje syntézu tfinacti mitochondrialné
kédovanych proteinl, které jsou slozkami komplexa |, lll, V a ATP syntazy.
Inhibice syntézy mitochondrialnich proteind je zpUsobena defekty mtDNA

a poklesem poctu funkénich mitochondrialnich ribozomu, které jsou nasledkem
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chronického pozivani ethanolu. Béhem intoxikace ethanolem dochazi ke vzniku
nadmérného mnozstvi ROS, které hraji dulezitou roli v poSkozeni cytC oxidazy
(Srinivasan et al., 2012).
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5. ZAVER

Cytochrom c je velice dulezitd soucast elektron transportniho fetézce diky
své schopnosti pfenaset elektrony mezi cytochrom ¢ reduktdazou a cytochrom c
oxidazou, C€imz umoznuje burikam tvorbu dostateCného mnozZstvi energie ve
formé& ATP. Cytochrom c¢ je ovSem dulezity i vmnoha dalSich Zvotnich
pochodech burky. Cytochrom c¢ je dulezitou soucCasti kaskady procesu
vedoucich k apoptéze a to béhem vnéjSi i vnitini cesty aktivace, kdy dochazi
k jeho uvolnéni z mitochondrie do cytosolu za nasledné tvorby apoptozomu.
Dale se cytochrom c podii na antioxidacni schopnosti bunék diky jeho
schopnosti uvolnit volny neparovy elektron ze superoxidu a tim obnovit
molekulu kysliku.

Cytochrom ¢ reduktaza (komplex ) pfenasi protony do
mezimembranového prostoru mitochondrie a pfedava elektron cytochromu c
k pfenosu na cytochrom ¢ oxidazu (komplex V). Cytochrom ¢ oxidaza vedle
komplexu |l pfenasi také protony do mezimembranového prostoru, Cimz
zvySuje protonovy koncentracni gradient, ktery je wyuzit ATP syntazou
(komplexV) ktvorbé ATP. Cytochrom ¢ oxidaza je akceptorem elektroni od
cytochromu c, které pfedava kysliku za jeho souCasné redukce na vodu.

Elektronovy transportni fetézec vCetné cytochromu ¢ mize byt oviiviiovan
mnoha toxiny. NejdUleZitéjSim a nejvice prozkoumanym toxinem pusobicim na
tyto struktury je kyanid, ktery inhibuje wyuzZiti kysliku komplexem V. DalSimi

toxiny jsou napfiklad oxid uhelnaty, oxid dusnaty, ethanol, nebo akrolein.
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