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ANOTACE

Tato bakalafska prace popisuje mitochondrie, jejich vliv na buné¢nou smrt a jejich zanik.
V uvodni ¢asti jsou stru¢né popsany zakladni informace a evolu¢ni vyvoj mitochondrii,
dale jejich struktura, transport proteinu pies mitochondrialni membrany, dynamika, a
pfedev§im funkce mitochondrii se zaméfenim na syntézu ATP. V druhé kapitole je
popsana bunéfna smrt, apoptéza a nekroza. V prvni cCasti této podkapitoly jsou
Bcl-2, a dale byly popsany ob¢ cesty apoptozy. V tieti kapitole je popsana mitoptoza tedy
program smrti postihujici mitochondrie. V prvni ¢asti je struny popis mitoptodzy vnitini
a vnéjsi mitochondridlni membrany. V druhé Casti je vysvétlen mechanismus uvoliiovani
mitochondrii z buiikky a mitoptéza spojend s likvidaci mitochondrii uvnitt buiky.
V posledni kapitole jsou popsana mitochondrialni onemocnéni zpisobena mutacemi

V mitochondrialni DNA.

KLICOVA SLOVA
Mitochondrie, mtDNA, apoptoza, mitoptoza, ATP



TITLE
Mitochondria-dependent Cell Death

ANNOTATION

This bachelor thesis describes mitochondria, their influence on cell death and their
demise. In the introductory part is the basic information and evolutionary development of
mitochondria are briefly described, as well as their structure, protein transport across
mitochondrial membranes, dynamics, and especially mitochondrial function with a focus
on ATP synthesis. The second chapter describes cell death, apoptosis and necrosis. In the
first part of this subchapter are described basic information about apoptosis, the most
important proteins involved in it, caspases and Bcl-2, and the two pathways of apoptosis.
In the third chapter is described mitoptosis, a death program affecting mitochondria. In
the first part is given a brief description of mitoptosis of the inner and outer mitochondrial
membrane. The second part explains the mechanism of mitochondrial release from the
cell and the mitoptosis associated with the destruction of mitochondria inside the cell. In
the last chapter are described mitochondrial diseases caused by mutations in
mitochondrial DNA.

KEYWORDS
Mitochondria, mtDNA, apoptosis, mitoptosis, ATP
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1. UVOD

Mitochondrie  jsou  semiautonomni  bunéné  organely, vyskytujici
se Vv eukaryotickych buiikéch. Zékladnéd strukturu mitochondrii tvofi dvé membrany.
Vnéj$i membrany je znacné porovitd, skutecnou bariéru predstavuje spiSe vnitini
Zakladni funkci mitochondrii je produkce a uvoliiovani energie pro organismus. Pocet
mitochondrii v bunice zavisi na jeji aktudlni energetické potiebe.

Bunééna smrt predstavuje jeden z klicovych fyziologickych procesu. Ackoli
pro jednotlivou bunku piedstavuje kone¢ny bod existence, z hlediska mnohobunééného
organismu je proces bunééné smrti jednou z determinant urcujicich spravny vyvoj
jedince, homeostazu tkani i organu a pteziti celého organizmu.

Termin mitoptéza oznacuje programovanou smrt neboli likvidaci mitochondrii
Vv zivé bunce. Mitoptdéza miize mit riznou podobu, bud’ mtize dojit k mitoptdze vnitini
membrany, vné&j$i membrany nebo smisené forme.

Mitochondrialni onemocnéni je oznacCeni pro poruchy mitochondrialniho
dychaciho fetézce, coz je jedina metabolicka draha v buiice, ktera je pod dvoji kontrolou
mitochondridlniho genomu a jaderného genomu. Z genetického hlediska miiZeme
mitochondrialni onemocnéni rozdé€lit na poruchy zplsobené mutaci v mitochondrialni

DNA av DNA.
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2. TEORETICKA CAST
2.1 MITOCHONDRIE

2.1.1 Zakladni informace a evolué¢ni vyvoj mitochondrie

Mitochondrie pfedstavuji membranou ohrani¢ené semiautonomni organely
obsahujici enzymatické systémy, jez produkuji zékladni energii bunky ve formé
makroergnich fosfatovych vazeb. Nachazeji se prakticky ve vSech buiikach a ve vSech
Castech buiky. V jedné bunce se jejich pocet pohybuje podle aktualné potfebného
mnozstvi energie od nékolika set az po mnoho tisic. Mitochondrie se podili na celé fad¢
procesu dulezitych pro pieziti bunky (Schenkel, 2014). Mitochondrie hraji zasadni roli
Vv produkeci energie, anabolickém a katabolickém metabolismu a v cestach programované
bunééné smrti, lze je snadno purifikovat z modelovych organismi a defekty
V mitochondridlnich proteinech mohou mit dramaticky vliv na funkce buné€k a organti
(Heazlewood, 2003).

Protoze mitochondrie nelze syntetizovat de novo, musi vznikat z jiz existujicich
a musi se predavat z generace na generaci. Nakonec vsechny existujici mitochondrialni
linie sahaji az k davné endosymbioze alfa-proteobakterie do archebakterialniho hostitele
(Aanen et al., 2014). Mitochondrialni DNA (mtDNA) ma vysokou miru mutaci a dédi
se nemendelovskym zpisobem pouze od matky (Stewart et al., 2008). Otcovska mtDNA
je degradovana béhem oplodnéni. Bylo zjisténo, Ze k odstranéni paternalni mtDNA
béhem oplozeni pfispiva mitofagie a endonukleaza G (Yan, 2019).

Predpoklada se, Ze mitochondrie vznikly z volné Zijicich alfa-proteobakterii, které
si vytvorily symbioticky vztah s hostitelskou buiikou. Pro tento scénaf nyni existuji
presvédcivé fylogenetické dikazy, podpotené fakty, ze mitochondrie maji vlastni DNA,
ozna¢ovanou mtDNA, a Ze n€které mitochondridlni proteiny maji rovné€z bakterialni
ptivod. Podobné jako u bakterii jsou tyto organely spojeny vn&j$i a vnitini membranou.
Vnéjs$i membrana umoznuje vyménu metabolitl mezi vnitini membranou a cytosolem,
ale také miZze mitochondrie uzavftit pred uvolitovanim Skodlivych latek do cytosolu, jako
jsou reaktivni formy kysliku (ROS) a mtDNA. Nicmén¢ v subtoxickém mnozstvi slouzi
mitochondrialni ROS po uvolnéni do cytosolu jako signalni molekuly (Barto/ak-Suki,
2017).
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2.1.2 Struktura mitochondrie

Tvar mitochondrii je na fezu nejcastéji valcovity nebo elipticky. Zakladni
strukturu mitochondrii tvoii dvé lipidoproteinové membrany, pfi¢emz vnitini z nich
je ziasena V Kristy. Fosfolipidy jako jedna z hlavnich tfid lipida v lipidové dvojvrstve
membran bunck a organel jsou zodpovédné za udrzovani strukturdlni integrity bunky
| prostorové oddéleni subcelularnich komparmentt. Hlavni t¥idy fosfolipidu, které
se nachazeji v mitochondrialni membrané, jsou podobné ostatnim membranam, jedna
se o fosfatidylcholin, fosfatidyletanolamin, fosfatidylnositol, fosfatidylserin a kyselina
fosfatidova, nékteré jsou vyhradné soucasti mitochondrialni membrany jako naptiklad
kardiolipin a fosfatidylglycerol (Schenkel, 2014). Vnitini prostor mitochondrie vypliuje
gelovitd mitochondridlni matrix obsahujici fadu enzyml, mtDNA, mitochondridlni
granula, ribozomy, kapénky lipida a glykogenova granula (obr. 1). Mezi vnéjsi a vnitini
membranou je zevni prostor 0 velikosti 8-10 nm. Ob& mitochondrialni membrany

se zna¢né 1isi svou strukturou a slozenim (Walther, 2009).

Mezimembranovy Vneéjsi Kristy
prostor membréna
Matrix ‘
Ribozomy Césti Vnitini
ATP membréna
syntazy
Granula
DNA

Obrazek 1: Stavba mitochondrie u zivo¢ichi. (Upraveno dle Frey, 2000)

Vnéjsi membrana je topologicky jednoducha a lisi se tvarem v zavislosti na tom,

zda je mitochondrie v buiice nebo izolovana v suspenzi (Mannella, 2006).
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Vngjsi mitochondridlni membrana zprostiedkovava cetné interakce mezi
mitochondridlnim metabolickym a genetickym systémem a zbytkem eukaryotické buiiky.
Obvykle obsahuje 8-10 % vSech proteint organely. Vné&jsi mitochondrialni membrana
ma homogennéjsi strukturu, obsahuje podstatné méné kardiolipini. VSechny znamé
proteiny ve vnéjsi membrané jsou koédovany v jadie a syntetizovany na cytoSolickych
ribozomech. (Walther, 2009).

Mezimembranovy prostor mitochondrii je uzavien vnéjsi a vnitini membranou
organely. Vzhledem k tomu, ze ob& mitochondrialni membrany jsou od sebe vzdaleny jen
nékolik nanometrii, je mezimembranovy prostor mitochondrii pomérné malym oddilem
bunky. Nicméné slozky mezimembranového prostoru plni fadu kliCovych funkci
v riznych procesech, naptiklad pfi transportu proteint, elektroni nebo iontd kovi, pfi
sestavovani proteinil vnitini membrany, pfi bunééném dychani a dalSich metabolickych
procesech. Kromé toho je v mitochondridlnim mezimembranovém prostoru
sekvestrovano né¢kolik apoptotickych slozek, dokud jejich wuvolnéni nespusti
programovanou bunéénou smrt (Herrmann, 2007).

Vnitini membrana, kterd ma vétsi povrch nez vnéjsi membrana, obsahuje prvky
oznacované jako kristy (Mannella, 2006). Uvniti mitochondrii se mohou kristy vyznamné
pretvafet v reakci na podnéty a stresy prostfedi. Naptiiklad dostupnost energeticky
bohatych substrati moduluje architekturu mitochondridlnich krist, coz nasledné ftidi
sestavovani respira¢nich komplext a bunéény rist zavisly na mitochondriich (Bartoldk-
Suki, 2017). Vnitini mitochondridlni membrana je aktivnim mistem pro elektronovy
transportni fetézec a produkci adenosintrifosfatu (ATP). Interakce mezi fosfolipidy
a proteiny je dileZitd zejména ve vnitini mitochondridlni membrané. Vyznamnou ¢ést
proteinii asociovanych s vnitini membranou tvoii proteiny zapojené do oxidativni
fosforylace a jejich aktivita zadvisi na fosfolipidovém sloZeni membrany. Zmény
ve slozeni fosfolipidi mohou ovlivnit mitochondrialni dychani, coz je spojeno s fadou
lidskych onemocnéni, jako je naptiklad ischemie a srde¢ni selhani (Schenkel, 2014).

Mitochondrie jsou vnitin€ usporadany do krist, invaginaci vnitini mitochondrialni
membrany, které se mohou dynamicky reorganizovat v zavislosti na riznych podnétech,
jako jsou zmény energetickych pozadavkii nebo apoptotické signaly, a stavaji se vice Ci
mén¢ kompaktnimi (Cogliati, 2016). Tvorba a udrzovani téchto struktur je slozity proces,
ktery vyzaduje ti¢ast mnoha proteinti, véetné systému mitochondrialnino kontaktniho
mista a systému usporadani krist (MICOS) a fazniho proteinu atrofie zraku typu 1

(OPAT). MICOS a OPAL1 jsou Siroce spojovany s regulaci architektury krist, konkrétné
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na krista junction (Cogliati, 2016). Komplex MICOS byl piivodné charakterizovan a z
velké ¢asti studovan u kvasinek, kde se skladd ze Sesti podjednotek: Mic10/MINOSI,
Mic12/Aim5, Mic19/CHD3, Mic26/Apo0O, Mic27/ApoOL a Mic60/Mitofilin. U savci je
Micl3/QIL1. Vsechny tyto podjednotky jsou transmembranové proteiny, s vyjimkou
Micl9 a Mic25. Mic60 a MiclO jsou zakladnimi podjednotkami dvou podkomplexti
tvoricich architekturu MICOS (obr. 2). Z jedné strany se Mic60 piimo dotyka Micl9 a
Mic25, zatimco zbyvajici podjednotky se sdruzuji s Mic10. Mic10 interaguje s Mic26 a
Mic27 a je stabilizovan QIL1. Bylo prokazano, ze Mic10 je schopen vyvolat zakfiveni
membrany i1 v nepfitomnosti ostatnich podjednotek MICOS. Oba podkomplexy jsou
nezbytné pro tvorbu a stabilizaci krist na krista junction. Modul Mic60/Mic19 je rovnéz
spojen s vnéjsi mitochondrialni membranou. Bylo totiz prokazano, Ze Mic19 tvoii mustek
mezi Mic60 a podjednotkou SAMS50, proteinem vn&j$i membrany, ktery reguluje import
a sestavovani B-barevnych proteinti (Protasoni, 2021), a vytvafi tak tésna kontaktni mista
vnéj§i a vnitini mitochondridlni membrany. S timto spojenim vn&§i a vnitini
mitochondridlni membréany jsou specificky spojeny 1 dalsi proteiny, napiiklad Metaxin-1
a 2 a DNAJ homolog podrodiny C ¢len 11 (Huynen, 2016). Tyto interakce vytvareji
specifické prosttedi uzavieného ptiloZzeni obou membran ptiznivé pro import proteini a
transport lipida a fosfolipidli. Imunoprecipitacni experimenty ukazuji, Ze Mic19 1 Mic60
interaguji s OPAL. OPAL je protein vnitini mitochondrialni membrany s dvoji tlohou v
dynamice a architektufe mitochondrii, podili se na mitochondrialni fzi vnitini membrany
a ucastni se remodelace krist. Bylo totiz prokazano, ze OPA1 stoji v Cele a je epistaticky
vici Mic60 a je jedingm regulatorem $itky a praméru a poctu krist (Protasoni, 2021).
A konec¢né se predpoklada, ze tvorba okraju Krist souvisi také s dimerizaci ATP syntazy.
Dimery komplexu V se totiZ nachazeji na vrcholu krist a pfi zruSeni dimerizace vnitini
mitochondrialni membrany ztraci typickou tubuldrni organizaci krist a misto toho vytvari

cibulovité struktury, coz je typicky rys spojeny s deregulaci MICOS (Paumard, 2002).
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Obrazek 2: Komplex MICOS v misté spojeni krist. (Upraveno dle Protasoni, 2021)

Struktura mtDNA se vyrazné 1isi od struktury jaderné DNA, nicméné podobné
jako bakteridlni chromozom tvoii mtDNA téméf u vSech metazoi uzavieny kruh
dvouvldknové DNA. Smysluplné a protismyslné vlakno mtDNA se nazyvaji tézké a lehké
vldkno. V lidskych buitkdch se mtDNA skldda z 16 569 part bazi a koduje 37 gend,
véetné 13 polypeptidi, dvou ribozomalnich RNA (rRNA) a 22 transferovych RNA
(tRNA). Jeden polypeptid a osm tRNA se nachazi na vlakné lehkém a ostatnich
12 polypeptidi, dvé rRNA a 14 tRNA jsou kédovany vlaknem tézkym. MtDNA obsahuje
také nekodujici oblast, kterd se nazyva vytésiovaci smycka a ukryva témet vSechny
znamé replikace a transkripce mtDNA. Ttinact polypeptidi je zékladni podjednotkou
komplext oxidativni fosforylace I, III, IV a V a jsou nezbytné pro jeji ¢innost (obr. 3).

Mitochondrialni rRNA a tRNA piedstavuji stroj pro syntézu 13 peptida (Yan, 2019).
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Obrazek 3: Schematické znazornéni mitochondrialni DNA. Kazdy gen kodujici protein
je oznacen barevnym pruhem a vSechny geny kodujici podjednotky stejného komplexu jsou
znazornény stejnou barvou. rRNA jsou oznaceny zluté a tRNA sed¢. (Upraveno dle Protasoni,
2021)

2.1.3 Transport proteinu pres mitochondrialni membrany

Mechanismy transportu proteind a iontl pres vnéjsi a vnitfni mitochondridlni
membrany se v mnoha ohledech lisi (Protasoni, 2021). Vnitini mitochondrialni
membrana je mnohem méné propustnd neZ vnéjSi membrany a je charakterizovana
a-helikalnimi transportnimi proteiny, jako jsou proteinové translok4zy a dalsi pfenasece
metaboliti a iontl. Vnéj$i mitochondridlni membrany naopak obsahuje proteiny
vytvarejici kanaly, jako jsou B-barrel transmembranové hydrofilni pory, které umoziuji
prichod prekurzorovych proteinii, malych hydrofilnich metabolitli a iontd.

Lidskda mtDNA obsahuje pouze 37 genti, zatimco se odhaduje, Ze mitochondrialni
proteom se sklada piiblizné z 1200 proteint (Sickmann, 2003). V dusledku toho je vétsina
potiebnych proteini kdédovana jadernymi geny, piekladdna v cytosolu a transportovana
do organely. Nové¢ syntetizované proteiny nesouci mitochondridlni cilovy signal jsou totiz
transportovany do vnéjsi mitochondridlni membrany pomoci chaperoni a podle povahy
jejich signalu mohou byt vloZeny do vné&j$i mitochondridlni membrany, importovany
do mitochondrialniho mezimembranového prostoru nebo transportovany do vnitini

mitochondridlni membrany translokaz. Na vnéj$i mitochondridlni membranu zajist'uji
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transport proteini dva hlavni komplexy: komplex translokace vnéjsi membrany (TOM)
a komplex pro tfidéni a sestavovani beta-barrel proteintl ze strany mezimembranového
prostoru do vnéjsi membrany (SAM) (Protasoni, 2021). Pii vkladani proteinti do vné&jsi
mitochondrialni membrany se integralni proteiny obsahujici jednu nebo vice rozpinacich
Sroubovic neimportuji, ale vkladaji se do vnéjsi membrany prostfednictvim pocatecni
interakce s TOM70, zatimco [-barrel proteiny prochazeji pres a nasledné jsou
transportovany chaperony do SAM. Hlavni slozkou SAM je SAMS50, B-barrel protein,
ktery interaguje s novym proteinem, piizpusobi se jeho sklddani a vlozi jej lateralné
do membrany (Stroud, 2011).

Proteiny lokalizované v SAM mohou mit rizny osud: mohou projit modifikacemi,
které maji stabilizovat protein a zabranit retrogradnimu transportu, napiiklad vloZenim
hemové skupiny nebo oxidaci cysteinovych zbytkli za ucelem vytvoteni disulfidového
mustku cestou Mia40. Kromé toho mohou byt modifikované proteiny se specifickym
cilovym peptidem smérovany do vnitini mitochondridlni membrany nebo matrix
prostfednictvim translokazy vnitini membrany 23 (TIM23).

Proteiny, které maji byt vloZeny do vnitini mitochondridlni membrany, jsou
dopraveny chaperony mezimembranového prostoru TIM9-10 do komplexu wvnitini
mitochondrialni membrany insertdza/translokaza TIM22, coz je hlavni cesta pro import
polytopnich proteinii vnitini membrany. Import prostfednictvim TIM22 vyzaduje
mitochondridlni membranovy potencidl, ktery je zodpovédny za elektroforeticky ucinek
na kladné nabité¢ cilové sekvence téchto proteinti, ale neni fizen ATP. A kone¢né
konzervovany = membranovy  protein  zprostiedkovava  vkladani  jadernych
I mitochondrialné kodovanych prekurzord do vnitini mitochondrialni membrany
(Protasoni, 2021).

V piipadé proteinti cilenych na matrici se na tomto procesu podili translokdza
TIM23 a transport pohdnéji tfi rizné sily: membranovy potencial, zvysujici se afinita
prekurzorovych proteint ke slozkam na trans strané translokazy ve srovnani s afinitou
na cis stran¢ a motoricka sila generovana pii hydrolyze ATP chaperonem mtHsp70 a jeho

ptidruzenymi podjednotkami (Demishtein-Zohary, 2017).

2.1.4 Mitochondrialni dynamika
Mitochondrie jsou dynamické organely, které tvoii slozitou sit’ trubicovitych

struktur (Garone, 2018). Podléhaji protichtidnym fézim a Stépenim, aby vytvofily
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specifickou morfologickou sit mitochondrii podle energetickych potieb bunky,
metabolického stavu builky nebo aby se prizpisobily bunéénym podnétim.
Mitochondrialni flze umoziiuje organelam sdilet metabolity, proteiny a mtDNA
a hyperfuzni morfologie mitochondrii je spojena s obrannym mechanismem, ktery
zvySuje preziti buniky. Naproti tomu, zatimco fragmentace mitochondrii je casto
spojovana s mitochondrialni dysfunkci a bunénou smrti, je tento proces také nutny pro
pohyblivost mitochondrii nebo segregaci poskozenych casti retikula k degradaci
prostiednictvim procesu znamého jako mitofagie (Pickles, 2018).

Mitochondrialni dynamika je fizena proteiny guanosintrifosfatazy (GTPazy)
patficimi do rodiny proteini dynamin, kde hydrolyza GTP vede ke strukturdlnim
zménam, které nasledné Fidi remodelaci membran (Kraus, 2017). Béhem
mitochondridlniho déleni dochdzi k zuZeni tubulu a rozs$tépeni membrany jedné
mitochondrie na dvé samostatné organely prostiednictvim naboru cytosolické GTPazy
dynamin-related/-like protein 1 do mist kontaktu mitochondrie a endoplazmatického
retikula, a to prostfednictvim interakce s fission proteinem 1 a mitochondridlnim fission
faktorem (Garone, 2018). V téchto mistech Drp1 oligomerizuje do prstencové struktury
a po hydrolyze GTP pohani mitochondrialni déleni. Mitochondrialni fuze naopak probiha
dvoustupniovym mechanismem, kdy GTPazy mitofusin 1 a 2 lokalizované ve vnéjsi
mitochondridlni membrané zajistuji fizi vnéj$i mitochondridlni membrany a GTPaza
OPA1l zodpovida za fazi vnitini mitochondridlni membrany. Tvar a dynamika
mitochondrii opét Gizce souvisi s jejich bioenergetickym stavem. Selhavajici mitochondrie
se obvykle jevi jako fragmentované v dusledku ptfevahy Stépného aparatu, zatimco
mitochondrie hyperfuzuji jako obranny mechanismus proti autofagii v podminkach
stresu, vcetné bioenergetického stresu. Kromé toho se vyskytuji specifické poruchy
nékterych hlavnich aktérii mitochondridlniho déleni nebo flize mohou byt spojeny
se selhanim oxidativni fosforylace a zejména u nékterych mutaci OPA1 s akumulaci
vicendsobné odstranénych druhi mtDNA a vicenasobnymi defekty aktivit komplexu
dychaciho fetézce. Kromé své profuzni role ptisobi OPA1 také jako utésnovac krist
junctions a reguluje uspofadané rozmisténi Komplexi elektronového transportniho
fetézce podél mitochondrialnich krist (Protasoni, 2021). Zmény v mitodynamice jsou
proto v soucasné dobé povazovany za soucast moznych pficin nedostatku oxidativni
fosforylace a bioenergetického selhani vedouciho k mitochondridlnimu onemocnéni.

Mitochondrie se musi v bunice pohybovat a jejich lokalizace je kli¢ova pro rizné

funkce, jako je napiiklad bunééné déleni (Frederick, 2007). Rizeny transport
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mitochondrii probiha na mikrotubularnich vlédknech, obvykle prostfednictvim
motorickych proteinti vytvarejicich silu, které jsou klasifikovany do tfi rodin: myoziny,
kineziny a dyneiny (Protasoni, 2021). Milton, syntabulin a GTPaza Miro byly
identifikovany jako molekuly specifické pro mitochondrie, které se podileji na transportu
zalozeném na mikrotubulech (Frederick, 2007).

Mitochondrialni transport mé zasadni vyznam pro staly pfisun zdravych
mitochondrii generujicich ATP ve spravny C¢as a na spradvném misté, zejména
V neurondlnich bunkéach, kde se organely musi pohybovat na dlouhé vzdalenosti podél

axonu, od buné¢ného téla k presynaptickému terminalu (Zheng, 2019).

2.1.5 Funkce mitochondrie

Eukaryotické bunky si udrzuji slozitou wvnitini strukturu, aby mohly plnit
specializované ukoly, jako je migrace, kontrakce a déleni bunék, a také reagovat na rizné
chemické a mechanické podnéty z prostredi. VSechny tyto ¢innosti vyZaduji energii, ktera
je primarné produkovana mitochondriemi. Kromé¢ této ustfedni role mitochondrie také

fidi apoptozu a ptispivaji k pufrovani vapniku a produkci ROS (Bartoldk-Suki, 2017).

2.15.1 Syntéza ATP

V  mitochondriich se nachdzeji hlavni enzymatické systémy pouZzivané
k dokonceni oxidace cukru, tukt a bilkovin za vzniku vyuzitelné energie ve formé& ATP.
Kazdy z téchto tii substrati mize byt katabolizovan na acetylkoenzym A (acetyl-CoA),
ktery pak vstupuje do prvniho z téchto procest: cyklu kyseliny citronové, probihajiciho
v mitochondrialni matrix. Cukry vstupuji do mitochondrii jako pyruvat poté, co prosly
glykolyzou v cytosolu. Pyruvatdehydrogenaza usnadnuje jeho pfeménu na acetyl-CoA.
Beta oxidace pfeménuje mastné kyseliny na acetyl-CoA uvnitf mitochondrii, zatimco
existuji rizné enzymy pro preménu specifickych aminokyselin na pyruvat, acetyl-CoA
nebo pfimo na jednotlivé meziprodukty cyklu kyseliny citronové (Osellame, 2012).

V cyklu kyseliny citronové, zndmém také jako cyklus kyseliny trikarboxylové
nebo Krebstiv cyklus, se dvouuhlikovd acetylova skupina acetyl-CoA pienasi
na ¢tyfuhlikaty oxaloacetat a vznika Sestiuhlikatd molekula citrat. V sérii sedmi
naslednych enzymatickych krokli je citrat oxidovan zpét na oxaloacetat, pfiCemz
prebyte¢ny uhlik je odveden jako dvé molekuly oxidu uhlic¢itého a elektrony odebrané

Vtomto procesu jsou pieddny kofaktoriim nikotinamidadenindinukleotidu (NADH)
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a flavinadenindinukleotidu (FADH2). Oxaloacetat se nyni mize opét ucastnit cyklu,
zatimco uvolnénd volné energie je prenaSena NADH a FADH; do mitochondridlniho
elektronového transportniho fetézce.

Retézec pro prenos elektront, znamy také jako dychaci fetézec, se sklada z fady
vicesubjednotkovych proteinovych komplexti zabudovanych do vnitini mitochondridlni
membrany. Zde se elektrony odebrané z cyklu kyseliny citronové pomoci NADH
a FADH: pouzivaji k Cerpani protoni z matrix do mezimembranového prostoru, ¢imz
vznika rozdil potenciall pies vnitini mitochondridlni membranu. Tento rozdil potenciala
je nakonec pouzit k syntéze ATP v poslednim kroku oxidativni fosforylace (obr. 4).

NADH piindsi volnou energii do elektronového transportniho fetézce tim,
Ze se vaze na nejvetsi z respiracnich komplexti, NADH dehydrogenazu neboli komplex
I. Tento enzym ve tvaru pismene L obsahuje hydrofobni doménu zabudovanou do vnitini
mitochondridlni membrany a hydrofilni rameno vy¢nivajici do mitochondridlni matrix,
které obsahuje vazebné misto pro NADH. Cely komplex se skladd ze 45 podjednotek
ama hmotnost téméf 1 MDa (Hdattemann, 2001). NADH odevzdava dva elektrony,
odvedené z cyklu kyseliny citronové, na flavinovou mononukleotidovou prostetickou
skupinu obsazenou v hydrofilnim rameni komplexu I. Tyto elektrony jsou pak predavany
dolti ramenem ptes fadu Zelezitych sirnych klastri na redoxni nosi¢ koenzym Q rozpustny
v lipidech.

S prichodem elektronti z NADH komplexem je spojena translokace ¢tyi protonti
z matrix ptes vnitini mitochondrialni membranu. Nedavné studie komplexu | z Thermus
thermophilus a Escherichia coli poukdzaly na mechanismus translokace proton,
kdy pfenos elektronii vyvolava konformac¢ni zménu hydrofilniho ramene. Toto
mechanické napéti se pak prenasi na hydrofobni doménu, coz zpisobuje rekonfiguraci
proteinu astim spojené Cerpani protonti do mezimembranového prostoru (Efremov,
2010).

Zatimco NADH musi difundovat do komplexu I, aby mohl ptivadét elektrony,
které ptenasi, do elektronového transportniho fetézce, enzym katalyzujici redukci FAD
na FADH: v cyklu kyseliny citronové, sukcinatdehydrogendza, je sam soucasti
elektronového transportniho fetézce. Tento enzym o velikosti 123 kDa, znamy také jako
komplex II, je stejné jako komplex I umistén na vnitini mitochondridlni membrané
a obsahuje FAD jako prostetickou skupinu spolu s klastry Zeleza a siry, které napomahaji

predavani darovanych elektronti koenzymu Q (Zhou, 2011). Tento komplex, ktery je mezi
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komplexy dychaciho fetézce jedinecny tim, Ze je cely kodovan jadernou DNA,
neodcerpava z mitochondrialni matrix zadné protony.

Koenzym Q, redukovany bud’ komplexem I, nebo komplexem II, je schopen voln¢
difundovat vnitfni mitochondrialni membranou a odevzdavat své elektrony tfetimu
komplexu elektronového transportniho fetézce, cytochrom c reduktdze. Tento enzym,
nejmensi ze Ctyi komplext pro ptfenos elektronli, oxiduje koenzym Q a uvolnéné
elektrony pfedava dvéma molekuldm cytochromu c, ve vodé¢ rozpustného redoxniho
proteinu o hmotnosti 13 kDa, ktery hraje klicovou roli i v apoptdze. Dva protony ziskané
oxidaci koenzymu Q se ukladaji v mezimembranovém prostoru a dalsi dva protony jsou
translokovany z mitochondrialni matrix (Osellame, 2012).

Koneény osud elektronll piedanych v fetézci spociva v pfeméné kysliku na vodu.
K tomu dochazi v komplexu IV, cytochrom ¢ oxidaze. Ctyfi molekuly cytochromu ¢
odevzdavaji po jednom elektronu do aktivniho mista enzymu zelezo/méd’, kde se pak
katalyzuje vyroba dvou molekul H20 z jedné molekuly O2. Sou€asné s touto reakci jsou
z mitochondrialni matrix do mezimembranového prostoru opét odcerpany Ctyti protony
(Liu, 2011).

Jak elektrony putuji elektronovym transportnim fetézcem, jejich volna energie
klesa spolu s neustalym zvySovanim redoxniho potencidlu jejich nosi¢li, az nakonec
skonc¢i u kysliku s nejvétsim redoxnim potencidlem ze vSech. Energie uvolnéna pii cesté
elektronu po "schodisti" volné energie je zdrojem energie pro termodynamicky
nepiiznivé Cerpani protonu proti jejich koncentracnimu gradientu, ke kterému dochazi
v komplexech I, 111 a IV.

Po cyklu kyseliny citronové a elektronovém transportnim fetézci zbyva k pieméné
energie uloZzené v chemickych vazbach substrati na vSudypfitomnou "energetickou
meénu" ATP uz jen spojeni tohoto piiblizné 200 mV membranového napéti s fosforylaci
adenosindifosfatu (ADP) (Osellame, 2012). Enzymem odpovédnym za posledni krok
mitochondrialni oxidativni fosforylace je ATP syntaza (komplex V). Sklada se ze dvou
domén - doména FO pokryvé vnitini mitochondridlni membranu, zatimco doména F1
klesa do mitochondridlni matrix - coz dalo enzymu alternativni nazev FOF1
adenosintrifosfataza (ATPaza).

Mechanismus fungovani ATP syntdzy poprvé prokdzali Paul Boyer
a John Walker, coz vedlo k udéleni Nobelovy ceny za chemii v roce 1997 "za objasnéni
enzymatického mechanismu, ktery je zdkladem syntézy ATP". V tomto schématu funguje

ATP syntaza jako rotacni molekularni motor. Prodlouzena periferni stopka ukotvuje
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hlavu domény F1 k wvnitini mitochondridlni membrané a tvoii tak stator.
Transmembranovy protonovy kandl domény FO a asymetricka stopka vy¢nivajici uvnitf
hlavy domény F1 tvofi rotor. Staticka hlava domény F1 ma kvazi trojnasobnou rota¢ni
symetrii, pfiCemz kazdy prvek obsahuje vazebné misto pro ADP a fosfat. Jak protony
deponované v mezimembranovém prostoru elektronovym transportnim fetézcem proudi
po svém elektrochemickém gradientu pies doménu FO, rotor se otaci uvnitt hlavy statoru.
Jak rotujici stator postupné prochazi kazdym vazebnym mistem, dochazi
ke konforma¢nim zméndm, které ¢ini kombinaci vazaného ADP a fosfitu na ATP
energeticky vyhodnou (Nakamoto, 2008). Kazdé otoceni rotoru tak produkuje 3 molekuly
ATP.

Odhady poctu protonti, které musi projit ATP syntazou, aby vznikla jedna
molekula ATP, se pohybuji mezi 2 a 5. Extrapolace tohoto poctu pro urceni, kolik
molekul NADH nebo FADH2 je zapotiebi k vyrob¢ jednoho ATP, je obtizna, protoze
protony mohou unikat pies mitochondrialni membrany a rozptylovat svou energii jako
teplo. Odvadéni protoni z mezimembranového prostoru jinymi cestami nez ATP
syntazou se nazyva odpojovani. Odhaduje se, Ze na jednu molekulu NADH ptipadaji
3 molekuly ATP vzniklé oxidativni fosforylaci a na jednu molekulu FADH>2 2 molekuly
ATP. Mén¢ molekul ATP vznika oxidaci FADH3>, protoze komplex II nepienasi zadné
protony.

Krom¢ uniku protont, ktery odpojuje membranové napéti od produkce ATP,
mohou z komplext elektronového transportniho fetézce unikat elektrony. Predcasny tinik
elektronit umoziuje jejich pfechod pfimo na kyslik, misto aby byly pfedany kysliku
za vzniku vody v komplexu IV, ¢imz vznika superoxid. Superoxid je vysoce reaktivni
ajako takovy je pro bunku vysoce toxicky a zpisobuje takzvany "oxidaéni stres".
Oxidac¢ni stres se podili na mnoha patologickych stavech, od aterosklerdézy a diabetu
aZ po neurodegenerativni onemocnéni a rakovinu, a pfedpoklada se, Ze hraje vyznamnou

roli pti starnuti (Osellame, 2012).
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Obrazek 4: Syntéza ATP. Bioenergetika elektronového transportniho fetézce a Krebsova cyklu.
Komplex I-V (CI-V). (Upraveno dle Osellame, 2012)

2.1.5.2 Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku jsou nedilnou soucdsti mnoha bunécnych drah, které
urcuji odpoveéd’ bunék na poruchy bunécné fyziologie, prestoze nadmérné nebo nevhodné
lokalizované ROS poskozuji buiiky. ROS funguji jako antimikrobidlni efektorové
molekuly a jako signalni molekuly, které reguluji takové procesy, jako je transkripcni
aktivita nuklearniho faktoru kappa, tvorba DNA extracelularnich pasti neutrofil
a autofagie. Hlavnimi zdroji bunéénych ROS jsou mitochondrie
a nikotinamidadenindinukleotidfosfat oxidazy (NOX) (Dan Dunn, 2015).

Tvorba ROS v mitochondriich je zptisobena oxidaci metabolickych meziprodukti
elektronového transportniho fetézce a je ptisné regulovana, aby se zabranilo oxida¢nimu
poskozeni bunécnych procesi. Mitochondrialni ROS (mtROS) vznika v elektronovém
transportnim fetézci ve form¢e superoxidu, pficemz za hlavni zdroj je ¢asto povazovan

komplex | (Sabharwal, 2014). Piesto je obtizné pfifadit tvorbu mtROS v bufice
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ke konkrétnimu komplexu v elektronovém transportni fetézci. Quinlan a spolupracovnici
ukézali, ze na produkci mtROS se mohou vyznamné podilet komplexy 2-oxokyselinova
dehydrogenaza a pyruvatdehydrogenaza (Quinlan, 2014).

Cytosolické ROS, které maji ptivod v mitochondriich nebo jsou produkovany
NOX, mohou stimulovat dal§i produkci ROS prostiednictvim aktivace izoforem
proteinkindzy C a kindz rodiny Src, které jsou citlivé na redox. V neutrofilech
a endotelialnich buikach vede aktivace proteinkinazy C a proonkogen cSrc mtROS
po jeji translokaci do cytosolu k produkci ROS pomoci NOX2. V cévnich endotelidlnich
buiikach bylo zjisténo, ze ROS produkované NOX2 v reakci na signalizaci
angiotenzinu I zpisobuji zvySenou produkci mtROS v navaznosti na aktivaci
mitochondridlniho ATP-senzitivniho K* kanalu zprostfedkovanou proteinkinazou C. Je
vSak dulezité poznamenat, ze NOX4, ktery miZe byt v reakci na angiotenzin II zvySené
regulovan, se lokalizuje v mitochondriich a miize pfimo ovliviiovat produkci mtROS.

Hlavnimi faktory regulace mtROS jsou enzymy odstranujici ROS, které eliminuji
nadbyte¢né ROS. Tti Superoxid dismutazy (SOD) usnadiiuji pfeménu superoxidu
na peroxid vodiku. SOD1 se nachazi v mezimembranovém prostoru i v cytosolu, SOD2
je zaméfena na mitochondrialni matrix a SOD3 je ukotvena v extracelularni matrix (Dan
Dunn, 2015). Po pifeméné superoxidu na peroxid vodiku provadéji katalaza,
peroxiredoxiny a glutathionperoxidazy zavérecny redukéni krok, pii kterém preméiuji
peroxid vodiku na vodu. Kromé své enzymatické aktivity se nedavno ukézalo, ze SOD1
pusobi jako transkrip¢ni faktor v reakci na celkové zvyseni bunéénych ROS. Po vystaveni
bunék peroxidu vodiku se SODI piemistil do jadra, navadzal se na promotory a zvysil
expresi gentl zapojenych do oxidativni rezistence a reparace (Tsang, 2014).

Zmény bud’ exprese, nebo lokalizace téchto enzymil pravdépodobné moduluji
mtROS, a tim reguluji rizné signalni drahy. Mezi faktory, které se podileji na této
prostorové segregaci, patii napét'oveé zavislé aniontové kanaly (Dan Dunn, 2015). Protoze
superoxid je membranové nepropustny, musi bud’ vznikat pfimo v cytosolu, nebo
difundovat ptes porovy komplex, aby se mohl podilet na bunééné signalizaci nebo mit
jakykoli jiny u€¢inek mimo mitochondrie.

Ackoli produkce mtROS byla dfive povaZzovana za pouhy nahodny vedlejsi
produkt metabolismu kysliku v mitochondriich, nyni je jasné, ze ROS pfispiva k riznym
signalnim draham (Collins, 2012). V zavislosti na kontextu a spoustécich podnétech mutize
produkce mtROS vést k riznym bunéénym reakcim, jako je bunééna adaptace na hypoxii,

bunécna diferenciace, autofagie, zanét nebo imunitni odpovéd’. K nadprodukci mtROS
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muze dochazet i v nepfitomnosti infekce a je spojovéana s ristem nadorti a hypertenzi.
Zatimco role mitochondrii a mtROS v imunitnich reakcich zacind byt dobie
zdokumentovana, mechanisticka souvislost mezi imunitni signalizaci a produkci mtROS

neni dosud jasné objasnéna (Dan Dunn, 2015).

2.1.5.3 Mitochondrialni vapnikova signalizace

Mitochondrie neustdle komunikuji s cytosolem a koordinuji rovnovahu mezi
energetickymi pozadavky buniky a produkci energie oxidativni fosforylaci. To je fizeno
pfedevSim prostfednictvim signalizace vapniku mezi cytosolem a matrix. Bunétna
signalizace Ca?* je zasadni pro vétSinu forem bunéenych "aktivaénich stavi": Ca?*
signaly Fidi vétSinu procesi, které jsou spojeny se zvySenymi naroky na energii - Sekrece,
kontrakce, motilita, elektrickd excitabilita - vSechny tyto procesy vyzaduji zvysSené
zasobovani energii a jsou obvykle spojeny se zvysenim koncentrace cytosolického Ca?*.
Mitochondrie exprimuji cestu pro pfijem Ca?*, mitochondrialni vapnikovy uniporter, coz
je Ca?* selektivni kanal ve vnitini mitochondridlni membrané. Vzestup lokalni
koncentrace cytosolického vapniku podpoii pifjem Ca?* v mitochondriich, protoze Ca®*
se pohybuje po gradientu elektrochemického potencidlu do matrix. Vzestup koncentrace
Ca?* v matrici aktivuje tfi rychlost limitujici enzymy Krebsova cyklu - pyruvat,
a-ketoglutarat a NAD-isocitrat dehydrogenazu. Zda se, ze vzestupem vapniku v matrici
dochazi také k regulaci ATP syntazy, 1 kdyz mechanismus ziistava nejasny. Tyto procesy
spolecné vedou ke zvySeni zasobovani dychaciho fet€ézce NADH, zvySeni respirace
aVvkonecném disledku ke zvySeni rychlosti syntézy ATP. Vzestup cytosolického
vapniku také aktivuje glutamat/aspartitovy transportér na vnitini mitochondrialni
membrang, ¢imZ se zvySuje prisun substratu, coz je cesta, kterd nevyzaduje specifické
mitochondridlni vychytdvani Ca?', a je tedy nezavisld na bioenergetické kompetenci
mitochondrii. Takto tyto cesty spolupracuji, aby elegantnim a jednoduchym zptsobem
sladily p¥isun a potiebu energie. Ve vétsiné bunék je vyplavovani Ca?* z mitochondrialni
matrix fizené vyménikem Na*/Ca?" relativné pomalé, takze zména vapniku v matrici
daleko presahuje zménu cytosolického vapniku a metabolicka odpovéd’ pravdépodobné
odpovida casovému prubc¢hu zmény vapniku v matrici. K vyrovnavani nabidky
a poptavky po energii dochazi v del§Sim Casovém méfitku pfinejmenSim ve svalech,
kde je cvideni spojeno se zvysenim biogeneze mitochondrii zprostfedkovanym Ca?".
Aktivita, a tedy zvySena poptavka po energii, je opét signalizovana signaly cytosolického
véapniku, které interaguji prostfednictvim Ca?* / calmodulin-dependentni protein kindza
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kinaza B, aby aktivovaly peroxizomovy proliferator - aktivovany receptor gama
koaktivator la, a tak vedly ke zvySeni mitochondrialni hmoty ve svalech (Osellame,

2012).

2.1.5.4 Syntézy hemu

Hem je porfyrin obsahujici zelezo, ktery je nezbytny v mnoha biologickych
procesech, jako je pienos a skladovéani kysliku, metabolismus 1é¢iv a steroidii, pfenos
signalu a zpracovani mikroRNA. Kromé toho je hem zac¢lenén do nékterych podjednotek
elektronového transportniho fetézce a je nezbytny pro bunééné dychani.

Syntéza této sloucCeniny probiha castetné v mitochondriich i v cytosolu
(Protasoni, 2021). Hem vznika vloZenim zelezitého Zeleza do tetrapyrrolového
makrocyklu protoporfyrinu IX, které katalyzuje enzym mitochondridlni matrix,
tzv. ferrochelataza. Protoporfyrin IX se vyrabi z glycinu a sukcinyl-CoA.

Vétsina produkce hemu probihd v erytroidnich progenitorech, po nichz nésleduji
jatra pro tvorbu enzymii obsahujicich hem (Ajioka, 2006). Cesta syntézy je u téchto dvou
bunécnych typti konzervovana, zatimco jeji regulace se 1isi. Mechanismus syntézy hemu
v jatrech ma rychly obrat, aby mohl rychle reagovat na zmény metabolickych pozadavki,

zatimco syntéza ve vyvijejicich se ¢ervenych krvinkach je vazana na dostupnost Zeleza.

2.1.5.5 Syntéza Fe/S klastru

Klastry Zeleza a siry (Fe/S) jsou prostetické skupiny s riznymi biologickymi
funkcemi. Rada enzymd, jako jsou glykosylazy, helikazy, primazy a enzymy dychaciho
fetézce, totiz pro svou aktivitu vyzaduje zaclenéni Fe/S center (Maio, 2015). Jak proteiny
obsahujici tato centra, tak proteiny, které jsou soucasti biosyntetického aparatu, jsou
vysoce konzervované u prokaryot i eukaryot, coZz naznacuje dileZitou roli pfi vzniku
zivota. Tyto kofaktory vznikly pravdépodobné v prostedi charakterizovaném nizkym
obsahem kysliku a koevolu¢né se vyvinuly, kdyZ se hladina kysliku v atmosféte zacala
zvySovat, coz vedlo k adaptaci anaerobnich elektronovych transportnich fetézci
pro aerobni prostiedi. VétSina Fe/S proteind obsahuje kosoc¢tverecny [Fe2/Sz], kubicky
[Fes/S4] nebo kubicky [Fes/S4] klastr. Nejcast€jSim proteinovym ligandem je cystein,
ale vazbu mohou tvofit také histidin, serin a arginin.

U kvasinek probiha syntéza Fe/S klastrii vyhradné v mitochondriich, ale Fe/S

klastr mtize byt také exportovan z mitochondrii pomoci specifického ABC transportéru
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ve vnitini mitochondridlni membrang (Protasoni, 2021). Ustiednim aktérem syntézni
dréhy, ktery se nachéazi v eukaryotickych mitochondriich, je tzv. enzym pro sestavovani
klastrii Zeleza a siry, ktery funguje jako leSeni pro pocateéni syntézu klastru [2Fe-2S].
Tento klastr bude zékladem pro tvorbu mitochondridlni i cytosolové skupiny Fe/S.
Sulfidové ionty pouzivané v tomto procesu se ziskavaji z postrannich fetézcti cysteinu
diky aktivit¢ enzym@ zvanych cystein desulfurazy (Roche, 2013), zatimco neni jasné,
jak je zelezo dodavano do enzymu pro sestavovani klastri Zeleza a siry, ackoli se na tom

muze podilet frataxin (Protasoni, 2021).

2.2 BUNECNA SMRT

Fyziologické mechanismy bunécné smrti vyuzivaji mnohobunééné organismy
kK vyvoji a morfogenezi, ke kontrole po¢tu bunék a jako obranou strategii k odstranéni
infikovanych, zmutovanych nebo poSkozenych bunék. Bunécnd smrt je nutna
pro normalni vyvoj téméf vSech mnohobunéénych organismut a bézné zahrnuje produkci
nadbyte¢nych bunék a odstranéni téch, které jsou postradatelné.

Pokud buiika v organismu odumie v disledku procesu, ktery je v tomto
organismu zakodovan za ucelem usmrceni vlastnich bungk, lze tuto smrt povazovat
za fyziologicky proces. Velka vétSina naSich bunék je piedurcena k tomu, aby zemiela
pravé takovym mechanismem. Relativn€ malo jich umira v disledku poranéni nebo
neschopnosti udrzZet si vlastni Zivotaschopnost. U ¢loveéka vznika kaZzdou sekundu asi sto
tisic bun€k mitézou a podobny pocet jich umira fyziologickym sebevrazednym procesem
zndmym jako apoptoza. VéEtSina bunck vzniklych béhem embryonalniho vyvoje savcl
projde fyziologickou bunéénou smrti pred koncem perinatalniho obdobi. BEhem naseho
Zivota projde stejnym osudem vice nez 99,9 % nasich bunék (Vaux, 1999).

Kdysi se mé¢lo za to, ze bunécna smrt je vysledkem jednoho ze dvou odlisnych
procest, apoptozy, znamé také jako programovana bunééna smrt (PCD) (D ‘arcy, 2019),
ktera vyzaduje energii (Tower, 2015) a nekrdzy, nekontrolovatelné bunécné smrti
(D arcy, 2019), ktera energii nevyzaduje (Tower, 2015). V poslednich letech vsak bylo
objeveno né¢kolik dalsich forem bunécné smrti, které zdiiraziiuji, Ze buitkka mize zemfit

nékolika riznymi cestami (D ‘arcy, 2019).
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2.2.1 Apoptéza

Kanonickou formou PCD je apoptdza, nékdy nazyvana PCD typu 1, pfi niz buiika
prochazi charakteristickou sérii molekularnich, biochemickych a morfologickych zmén.
Prvnimi viditelnymi zménami apoptoézy jsou smrSténi buiiky a kondenzace jadra
a chromatinu nazyvana pyknoza. Poté nasleduje fragmentace jadra a chromatinu zvana
karyorexe, krvaceni bunécné membrany, a nakonec rozpad buiiky na fadu membranovych
struktur zvanych apoptoticka téliska. Mala velikost apoptotickych télisek usnadiuje jejich
pohlceni blizkymi makrofdgy a dalSimi bunkami prostfednictvim fagocytozy,
kde se material dale rozklada ve fagolysozomech a recykluje. Protoze
se do intersticialniho prostoru neuvolfiuje zadny bunéény material a pohlcujici buiky
neuvoliuji zanétlivé cytokiny, nedochazi k imunitni reakci na apoptozu (Tower, 2015).

Pti apoptdze spoustéji vnitini nebo vnéjs$i podnéty fadu vysoce kontrolovanych
do apoptozy jsou kaspazy a B-bunéény lymfom 2 (Bcl-2), ucastni se vSech cest

apoptotické buné¢né smrti (Grilo, 2019).

2.2.1.1 Kaspazy

Kaspazy jsou rodinou endoprotedz, které jsou dilezitymi ¢lanky v regulacnich
sitich fidicich zanét a bunécnou smrt. Aktivace téchto enzymi je pfisn¢ kontrolovana
jejich produkci jako neaktivnich zymogent, které ziskavaji katalytickou aktivitu
po signdlnich udélostech  podporujicich jejich agregaci do dimeri nebo
makromolekularnich komplext. Aktivace apoptotickych kaspaz vede k inaktivaci nebo
aktivaci substratl a ke vzniku kaskady signalizac¢nich udélosti umoZznujicich fizenou
demolici bunécnych slozek. Aktivace zanétlivych kaspaz vede k produkci aktivnich
prozanétlivych cytokinil a podpote vrozenych imunitnich reakci na rlizné vnitini a vnéjsi
inzulty. Dysregulace kaspaz je zakladem lidskych onemocnéni vcetné rakoviny
a zénétlivych poruch.

Kaspazy jsou endoproteazy, které¢ hydrolyzuji peptidové vazby v reakci, ktera
zavisi na katalytickych zbytcich cysteinu v aktivnim misté¢ kaspdzy a probihd pouze
po urcitych zbytcich kyseliny asparagové v substratu. A¢koli zpracovani zprostfedkované
kaspdzami mtize vést k inaktivaci substratu, mize také vytvafet aktivni signdlni
molekuly, které se ti€astni uspotadanych procest, jako je apoptoza a zadnét. Podle toho

byly kaspazy Siroce klasifikovany podle jejich zndmych roli v apoptéze (kaspazy 3, 6, 7,
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8 a 9) a v zanctu (kaspazy 1, 4, 5, 12). Funkce kaspéaz 2, 10 a 14 jsou hufe zaraditelné.
Kaspazy zapojené do apoptozy byly subklasifikovany podle mechanismu svého plisobeni
a jsou bud’ iniciatorové kaspazy (kaspazy 8 a 9), nebo exekuc¢ni kaspazy (kaspazy 3, 6
ar’).

Kaspazy se zpocatku vytvareji jako neaktivni monomerni prokaspazy, které
pro aktivaci vyzaduji dimerizaci a Casto i $tépeni. Sestaveni do dimerti usnadiiuji rizné
adaptorové proteiny, které se vazou na specifické oblasti v prodoméné prokaspazy.
Ptesny mechanismus sestavovani zavisi na konkrétnim adaptéru. Riizné kaspazy maji
ve svych prodoménach rizné domény interakce protein-protein, coz jim umoznuje
komplexovat se s riznymi adaptéry. Napiiklad kaspazy 1, 2, 4, 5 a 9 obsahuji kaspazovou
naborovou doménu, zatimco kaspazy 8 a 10 maji doménu efektoru smrti (Taylor, 2008).

Iniciaéni kaspazy aktivuji exekucni kaspazy, které¢ nasledné koordinuji svou
¢innost, aby znicily klicové strukturdlni proteiny a aktivovaly dalsi enzymy. Vysledkem
jsou morfologické znaky apoptozy, véetné fragmentace DNA a krvaceni membran.

Iniciaéni kaspdzy 8 a 9 normalné existuji jako neaktivni monomery prokaspdz,
které se aktivuji dimerizaci, nikoli §t€penim. Tento proces je zobecnén jako "model
indukované prokaspéazy", v némz signalni udélosti v hornim proudu indukuji dimerizaci
a aktivaci kaspazy. Dimerizace také usnadiiuje autokatalytické St€peni monomert
kaspazy na jednu velkou a jednu malou podjednotku, coz vede ke stabilizaci dimeru.

Nevhodné aktivaci exekucnich kaspaz 3, 6 a 7 brani jejich produkce
Stépeni mezi velkou a malou podjednotkou umoziuje konformaéni zménu, ktera spoji
dvé aktivni mista dimeru katetrizacni kaspazy a vytvoii funkéni zralou protedzu.
Po aktivaci miiZe jedna katetrizacni kaspaza $tépit a aktivovat dalsi katetrizacni kaspazy,

coz vede ke zrychlené zpétnovazebni smycce aktivace kaspaz (Mcllwain, 2013).

2.2.1.2 Bcl-2 proteiny

Apoptoza je piisn€ regulovana proteiny rodina Bcl-2, které ptisobi jak na tirovni
mitochondrii, tak na urovni pfed nimi a integruji signaly smrti a pteziti. Proteiny Bcl-2
sdileji rtizné stupné homologie v rdmci Ctyf konzervovanych oblasti ozna¢ovanych jako
domény Bcl-2 homologie (BH) 1-4. Na zakladé funkce je mizeme rozd¢lit do tii hlavnich
podtiid. Prvni podtiida zahrnuje antiapoptotické proteiny Bcl-2, B-bunéény lymfom extra
velky (Bcl-xL) a indukovany protein myeloidni leukemické bunky (Mcl-1), které
obsahuji vSechny ¢tyfi domény BH. Druha podtiida zahrnuje proapoptotické
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multidomény Bcl-2 asociovany X protein (Bax), Bcl-2 homologni antagonista/zabijak
(Bak) a Bcl-2 ptibuzny zabijeci protein vaje¢nikut, které obsahuji domény BH1, BH2
a BH3. Tieti podtiida zahrnuje proapoptotické ¢leny Bcl-2 spojeny agonista bunécné
smrti (Bad), Bcl-2 pusobici na smrt (Bik), Bcl-2 modifikujici faktor (Bmf)
a p53-upregulovany modulator apoptozy (Puma), které maji pouze doménu BH3, jsou
to tzv. BH3-only proteiny (Guicciardi, 2013).

Proteiny antiapoptotické podskupiny, Bcl-2, Bcl-xL a Mcl-1, pisobi
na membrany mitochondrii a endoplazmatického retikula, coz usnadiiuje hydrofobni
membranova kotva/cilovd doména v blizkosti karboxylového zakonceni vétSiny
homologt Bcl-2 a Sroubovice (helix 5 a 6 mezi BHI a BH2), u niz se piedpoklada
zasunuti do membran (Basasiez, 2008).

Ackoli vétsina homologti Bcl-2 inhibuje bunéfnou smrt, jedna podskupina
je klasifikovana jako proapoptoticka. Proapoptoticky Bax byl poprvé identifikovan jako
inhibi¢ni vazebny partner Bcl-2. Proapoptoticka funkce Bax se aktivuje v reakci na fadu
Skodlivych uddlosti uvnitf nebo vné buniky, coz zplsobuje, ze Bax prochazi
konformaénimi zménami, membranovou inzerci a oligomerizaci a vytvari kanal nebo
jinou strukturu v mitochondridlni vnéj$i membrané. VSeobecné se predpoklada, ze prave
tudy cytochrom c¢ opousti mitochondrie a spousti aktivaci kaspaz a bunécnou smrt.
Ukolem antiapoptotickych proteinti podobnych Bcl-2 je inhibovat své proapoptotické
partnery, coz vedlo k plvodnimu modelu reostatu, v némz rovnovdha mezi
protichiidnymi antiapoptotickymi a proapoptotickymi proteiny rodiny Bcl-2 urcuje osud
buniky. Ackoli pomér antiapoptotickych a proapoptotickych proteinti rodiny skutecné
obvykle koreluje s osudem buiiky, véetné ptileZitostné interkonverze antiapoptotickych
a proapoptotickych aktivit, existence dalSich Bcl-2 interagujicich proteind, identifikace
proteini podobnych Bcl-2, které nejsou schopny ovlivnit buné¢nou smrt, a rychle
rostouci seznam alternativnich neapoptotickych funkci ¢lenti rodiny Bcl-2, které mohou
mit vyznamny vliv na pfeziti bunek.

Tteti funk¢ni podskupina trojihelniku rodiny Bcl-2 je ozna¢ovana jako BH3-only,
protoze tyto proteiny maji pouze jeden ze Ctyf rdznych BH motivi. Motivy BH jsou
10-20 aminokyselinové oblasti s nejvétsi podobnosti aminokyselinové sekvence napiic¢
¢leny rodiny, ackoli identita sekvence BH muze byt nizka a véts§ina homologt Bcl-2 nema
alespont jeden motiv BH. Motiv BH3 proapoptotickych ¢lenid rodiny je nezbytny
pro jejich prosmrtné aktivity. Osm proteinii s pouze BH3 mé obecné velikost od 100

do 200 aminokyselin a jsou klasifikovany jako ¢lenové rodiny Bcl-2 na zaklade své
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schopnosti vazat a inhibovat antiapoptotické proteiny Bcl-2, ackoli jim chybi vyznamna
celkova aminokyselinova sekvenéni podobnost s proteiny Bcl-2 nebo mezi sebou
navzajem. Proteiny obsahujici pouze BH3 podporuji apoptézu pomoci jedné nebo obou
obecnych strategii. Bud’ se vazou a pfimo aktivuji Bax a Bak, nebo podporuji smrt
nepiimo tim, Ze vlozi svou Sroubovici obsahujici BH3 do hydrofobni drazky
na specifickych antiapoptotickych proteinech Bcl-2. Tento trojuhelnikovy model dale
vysvétluje, Ze antiapoptotické proteiny Bcl-2, z nichZz nejlépe charakterizovany
je Bcl-xL, chrani bunky tim, Ze vaZou a inhibuji pfimé aktivaéni proteiny obsahujici
pouze BH3 a multi-BH proapoptotické proteiny Bax a Bak. Krom¢ Sroubovice BH3
nejsou trojrozmérné struktury proteintt BH3-only vyfeseny, s vyjimkou antagonisty smrti
interagujici s doménou BH3 (Bid), ktery zaujima slozeni podobné Bcl-2, jez je spole¢né
pro ¢leny rodiny antiapoptotické i proapoptotické (Hardwick, 2013). Piedpoklada se tedy,
Ze proteiny obsahujici pouze BH3 jsou vnitin€ neusporadané, coz pravdépodobné odrazi
jejich dynamické funkce a podporuje to rozsahla prace (Hinds, 2007).

Pievladajici model apoptozy Bcl-2, podle kterého jsou antiapoptotické proteiny
inhibovany, kdyz je jejich hlubokd vazebnd S$térbina obsazena BH3 Sroubovici
proapoptotickych ¢leni rodiny, je siln¢ podpoten ucinky malé molekuly ABT-737, BH3
mimetika navrzeného tak, aby obsadilo Bcl-xL zlabek (Oltersdorf, 2005). Derivaty
ABT-737 jsou v klinickych studiich jako protinddorové latky se slibnymi prvnimi
vysledky a hledaji se dalsi terapeutika specificka pro antiapoptoticky Mcl-1, na ktery
ABT-737 necili (Hardwick, 2013).

2.2.1.3 Vnéjsi cesta apoptozy

transmembranovymi receptory. Jednd se o receptory smrti, které jsou ¢leny nadrodiny
receptorti pro tumor nekrotizujici faktor (TNF) (Locksley, 2001). Clenové rodiny
receptor. TNF sdileji podobné extracelularni domény bohaté na cytein a maji
cytoplazmatickou doménu o délce ptiblizné¢ 80 aminokyselin nazyvanou "doména smrti".
Tato doména smrti hraje kliCovou roli pfi pfenosu signalu smrti z povrchu bunky
do nitrobunéénych signalnich drah. K dosud nejlépe charakterizovanym ligandim
a odpovidajicim receptorim smrti patii ligand syntetdzy mastnych kyselin/receptor
syntetazy mastnych kyselin (FasL/FasR), tumor nekrotizujici faktor alfa/tumor
nekrotizujici faktor receptor 1 (TNF-o/TNFR1), Apo3 ligand/receptor smrti 3
(Apo3L/DR3), Apo2L/DR4 a Apo2L/DR5.
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Sled udalosti, které¢ definuji vné&jsi fazi apoptdzy, je nejlépe charakterizovan
pomoci modeld FasL/FasR a TNF-o/TNFR1. V téchto modelech dochézi ke shlukovani
receptorti a vazbé s homolognim trimernim ligandem. Po vazb¢ ligandu se rekrutuji
cytoplazmatické adaptorové proteiny, které vykazuji odpovidajici domény smrti, jez
se vazou s receptory. Vazba ligandu Fas na receptor Fas vede k vazbé adaptorového
proteinu Fas-asociovana doména smrti (FADD) a vazba ligandu TNF na receptor TNF
vede k vazbé¢ adaptorového proteinu domény smrti spojend s receptorem TNF s naborem
FADD a proteinu interagujicim s receptorem. FADD se poté spoji s prokaspazou 8
prostiednictvim dimerizace domény efektoru smrti. V tomto okamziku se vytvofi signalni
komplex vyvoléavajici smrt, coz vede k autokatalytické aktivaci prokaspazy 8.

Jakmile je kaspédza 8 aktivovéna, spusti se provadéci faze apoptozy. Apoptozu
zprostiedkovanou receptory smrti lze inhibovat proteinem zvanym Kaspaza-8 a regulator
apoptdzy podobny FADD, ktery se navaze na FADD a kaspazu 8, ¢imz je z neucinni.
Dalsi bod potencialni regulace apoptézy zahrnuje protein zvany Toso, u néhoz bylo
prokazéano, ze blokuje apoptézu vyvolanou Fas v T buiikach prostfednictvim inhibice
zpracovani kaspazy 8 (EImore, 2007). Hlavni proteiny vn&jsi drahy apoptozy s béznymi
zkratkami (tab. I).

Tab. I: Proteiny vné&jsi drahy apoptozy.

Zkratka Nazev proteinu

TNF-a Tumor nekrotizujici faktor alfa

TNFR1 Tumor nekrotizujici faktor receptor 1
FasL Ligand syntetazy mastnych kyselin

FasR Receptor syntetdzy mastnych kyselin
Apo3L Apo3 ligand

DR3 Receptor smrti 3

Apo2L Apo2 ligand

DR4 Receptor smrti 4

DR5 Receptor smrti 5

FADD Fas-asociovand doména smrti

TRADD Doména smrti spojena s receptorem TNF
RIP Protein interagujici s receptorem

DED Doména efektoru smrti

Kaspaza-8 Cysteinyl asparagova kyselina-proteaza 8
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2.2.1.4 Vniti'ni cesta apoptézy

Intrinsické signdlni drahy, které iniciuji apoptdzu, zahrnuji rozmanitou Skalu
nereceptorovych podnéta, které¢ vytvareji intracelularni signaly pusobici pfimo na cile
V bunice a jsou iniciovany mitochondriemi. Podnéty, které iniciuji intrinsickou drahu,
vytvareji intracelularni signaly, které mohou ptlisobit bud’ pozitivné, nebo negativné.
Negativni signdly zahrnuji absenci urcitych ristovych faktorti, hormoni a cytokinti, které
mohou vést k selhdni potlac¢eni programi smrti, a tim ke spusténi apoptozy. Jinymi slovy,
dochazi k vysazeni faktort, ztrat¢ apoptotické suprese a ndsledné aktivaci apoptozy.
Mezi dalsi podnéty, které pisobi pozitivn€, patii mimo jiné zafeni, toxiny, hypoxie,
hypertermie, virové infekce a volné radikaly.

Vsechny tyto podnéty zplsobuji zmény ve vnitini mitochondridlni membrané,
kter¢ vedou k otevieni poéru mitochondridlniho pfechodu propustnosti, ztraté
mitochondrialniho transmembranového potencidlu a uvolnéni dvou hlavnich skupin
normalné sekvestrovanych proapoptotickych proteini z mezimembranového prostoru
do cytosolu (Saelens, 2004). Prvni skupinu tvoii cytochrom c, druhy mitochondrialni
aktivator kaspaz a serinova protedza HtrA2/Omi. Tyto proteiny aktivuji mitochondridlni
dréhu zéavislou na kaspaze. Cytochrom c se vaze a aktivuje apoptoticky protedzovy
aktivacni faktor 1 1 prokaspazu 9, ¢imz vznikd "apoptosom".

Shlukovani prokaspazy 9 timto zptisobem vede k aktivaci kaspazy 9. Uvadi se,
ze druhy mitochondrialni aktivator kaspaz HtrA2/Omi podporuji apoptézu tim, Ze
inhibuji aktivitu inhibitord proteinti apoptozy (IAP). Byly také identifikovany dalsi
mitochondrialni proteiny, které interaguji s IAP a potlacuji jejich plisobeni, avSak
experimenty s vyfazenim genll naznauji, Ze samotnd vazba na IAP nemusi byt
dostatecnym diikazem pro oznaceni mitochondridlniho proteinu jako "proapoptotického"
(Ekert, 2005).

Druhd skupina proapoptotickych proteini, faktor indukujici apoptdzu,
endonukledza G a kaspazou aktivovand DNAsa, se uvoliiuje z mitochondrii béhem
apoptdzy, ale jedna se o pozdni udélost, ke které dochazi az poté, co se buitka odhodla
k zaniku. Faktor indukujici apoptozu se premistuje do jadra a zpasobuje fragmentaci
DNA na ~50-300 kb kousky a kondenzaci periferniho jaderného chromatinu (Joza, 2001).
Tato Casnd forma jaderné kondenzace se oznacuje jako kondenzace "faze I".
Endonukledza G se také premistuje do jadra, kde $tépi jaderny chromatin za vzniku
oligonukleozomalnich fragmentli DNA. Faktor indukujici apoptoézu i endonukleaza G

funguji zpiisobem nezdvislym na kaspaze. Kaspazou aktivovand DNAsa se nasledné
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uvoliiuje z mitochondrii a pfemistuje se do jadra, kde po Sté€peni kaspazou 3 vede
k fragmentaci oligonukleozomalni DNA a vyraznéj§i a pokrocilej$i kondenzaci
chromatinu. Tato pozdé&jsi a vyraznéjsi kondenzace chromatinu se oznacuje jako
kondenzace "faze II".

Kontrola a regulace téchto apoptotickych mitochondridlnich dé&ui probiha
prostfednictvim ¢lenti rodiny proteinti Bel-2. Nadorovy supresorovy protein p53 hraje
v regulaci rodiny proteinii Bcl-2 zasadni roli, presné mechanismy vsak dosud nebyly
zcela objasnény. Rodina proteinii Bel-2 reguluje propustnost mitochondrialni membrany
a muze byt bud’ proapoptoticka, nebo anti-apoptotickd. Dosud bylo v rodin¢ Bcl-2
identifikovano celkem 25 gendl. Mezi antiapoptotické proteiny patii Bcl-2, Bcl-2 podobny
protein 1, Bcl-xL, B-bunéény lymfom extra maly, Bcl-2 podobny protein 2, Bcl-2
asociovany atanogen a mezi proapoptotické proteiny patii B-bunécny lymfom protein 10,
Bax, Bak, Bid, Bad, Bcl-2 podobny protein 11, Bik a zabijacky protein podobny Bik.
Tyto proteiny maji zvlastni vyznam, protoze mohou rozhodnout, zda se bunka zavaze
k apoptdze, nebo proces pierusi. Piedpoklada se, ze hlavnim mechanismem u¢inku
proteini rodiny Bcl-2 je regulace uvoliiovani cytochromu c¢ z mitochondrii
prostiednictvim zmény propustnosti mitochondrialni membrany.

Bylo zkoumano nékolik moZnych mechanismil, ale Zadny nebyl definitivné
prokézan. PoSkozeni mitochondrii v cesté Fas apoptdzy je zprostfedkovano $tépenim Bid
kaspazou 8. Jedna se o jeden z ptikladii "cross-talk" mezi cestou receptort smrti (vng&jsi)
a mitochondridlni (vnitini) cestou. Serinova fosforylace Bad je spojena s 14-3-3, ¢lenem
rodiny multifunk¢nich fosfoserinovych vazebnych molekul. KdyzZ je Bad fosforylovan,
je zachycen 14-3-3 a sekvestrovan v cytosolu, ale jakmile je Bad odfosforylovan, pfemisti
se do mitochondrii a uvolni cytochrom c.

Bad mize také heterodimerizovat s Bcl-xL nebo Bcl-2, ¢imz neutralizuje jejich
ochranny ucinek a podporuje buné¢nou smrt. Pokud nejsou sekvestrovany Bad, Bcl-2
i Bcl-xL inhibuji uvoliiovani cytochromu ¢ z mitochondrii, ackoli mechanismus neni
dobfe znam. Zpravy naznacuji, ze Bcl-2 a Bcl-XL inhibuji apoptotickou smrt predevsim
kontrolou aktivace kaspazovych proteaz (Elmore, 2007). Zda se, ze dalsi protein
oznacovany jako "Aven" vaze jak Bcl-XxL, tak apoptoticky proteazovy aktivacni faktor 1,
¢imz zabranuje aktivaci prokaspazy 9. Existuji dikazy, ze nadmérnd exprese jednoho
z proteini Bcl-2 nebo Bcl-xL snizuje regulaci druhého, coz naznacuje vzajemnou

regulaci mezi témito dvéma proteiny.
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Puma a protein 1 indukovany forbol-12-myristatem-13-acetatem (Noxa) jsou dva
¢lenové rodiny Bcl-2, kteti se rovnéz podileji na proapoptoéze. Puma hraje dulezitou roli
v apoptoze zprostiedkované p53. Bylo prokazano, ze in vitro je nadmérna exprese Pumy
doprovdzena zvySenou expresi Bax, konformacni zménou Bax, translokaci
do mitochondrii, uvolnénim cytochromu ¢ a snizenim mitochondrialniho membranového
potencialu (Liu, 2003). Noxa je také kandidatnim mediatorem apoptdzy vyvolané p53.
Studie ukazuji, Ze tento protein se muze lokalizovat v mitochondriich a interagovat
s antiapoptotickymi ¢leny rodiny Bcel-2, coZ vede k aktivaci kaspazy 9. Vzhledem k tomu,
ze Puma 1 Noxa jsou indukovany p53, mohou zprostiedkovavat apoptdzu,
ktera je vyvolana genotoxickym poskozenim nebo aktivaci onkogenu. Bylo také zjisténo,
ze onkoprotein Myc potencuje apoptdézu jak mechanismy zavislymi na p53,
tak i nezavislymi (Meyer, 2006). Hlavni proteiny vnitini drahy apoptozy s béznymi
zkratkami (tab. II).

Tab. II: Proteiny vnitini drahy apoptdzy.

ZKratka Nazev proteinu

Smac/DIABLO Druhy mitochondrialni aktivéator kaspaz/piimy protein vazajici
IAP s nizkym PI

HtrA2/0Omi Serinova proteaza Omi protein A2

IAP Inhibitor apoptdzy

Apaf-1 Apoptoticky proteazovy aktivaéni faktor 1

Kaspaza-9 Cysteinyl-asparagova kyselina-proteaza-9

AlF Faktor indukujici apoptozu

CAD Kaspéazou aktivovand DNAsa

Bcl-2 B-bunéény lymfom 2

Bcl-x Bcl-2 podobny protein 1

Bcl-xL B-bunéény lymfom extra velky

Bcl-xS B-bunéény lymfom extra maly

Bel-w Bcl-2 podobny protein 2

Bag Bcl-2 asociovany atanogen

Bcl-10 B-bunéény lymfom protein 10

Bax Bcl-2 asociovany X protein

Bak Bcl-2 homologni antagonista/zabijak

Bid Agonista smrti interagujici s doménou BH3
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Bad Bcl-2 asociovany agonista bunééné smrti

Bim Bcl-2 podobny protein 11

Bik Bcl-2 ptsobici na smrt

Blk Zabijacky protein podobny Bik

Puma p53-upregulovany modulator apoptozy

Noxa Protein 1 indukovany forbol-12-myristatem-13-acetatem
Aktivaéni protein tyrozin 3-monooxygenazy/tryptofan 5-

1433 monooxygenazy

Aven Regulétor bunécéné smrti Aven

Myc Onkogen Myc

2.2.2 Nekroza

Nekréza je povazovéana za ndhodnou a nekontrolovatelnou bunéénou smrt, ktera
je Casto spojovana s poruchami, naptiklad stfevni ischemie, infarkt a posSkozeni
neurogenerace. Béhem nekrézy dochdzi k nabobtnani a rozpadu bunck a organel
S naslednym uvolnénim bunééného obsahu do mikroprostiedi, coz vyvolava zanétlivou
reakci. SpoleCnymi aktéry nekrotické¢ smrti jsou vapnik, ktery zpisobuje pietizeni
mitochondrialniho vépniku, bioenergetické uc¢inky a aktivaci proteaz, fosfolipaz
a reaktivnich forem kysliku, které zptisobuji dysfunkci mitochondrii, deregulaci iontové
rovnovahy a ztratu integrity membran (Negroni, 2015).

Mitochondrie fidi nekrozu pfedev§im svym vlivem na hladinu ATP v bunce. TNF
hraje dualezitou roli pii indukci nekrézy, protoze ovliviiuje také produkci
mitochondrialnich ROS. TNF také indukuje aktivaci Poly[ADP-riboza]polymerazy 1,
pravdépodobné prostfednictvim mitochondrialnich ROS, které zptsobuji poskozeni
DNA, coz vede k vyCerpani ATP a nasledné nekroze. Poly[ADP-riboza]polymeraza 1
je jaderny enzym, ktery se podili na opravach DNA, stabilit¢ DNA a regulaci transkripce
a aktivuje se pii poSkozeni DNA. Jeho inhibice v buiikach vystavenych genotoxickym
faktorim vede ke snizeni rychlosti oprav DNA a ke zvySeni ROS. Nadmérna aktivace
Poly[ADP-ribéza]polymerazy 1 spotiebovava velké mnozstvi NAD®, coz vede
k masivnimu vycerpani ATP. Intracelularni hladina ATP muze ovlivnit formu bunécné
smrti, vysoka hladina ATP vede k apoptoze, zatimco nizk4 hladina ATP vede k nekroze,
coZ znamena, ze intraceluldrni vyCerpani ATP piepne energeticky zavislou apoptotickou

buné¢nou smrt na nekrézu (Chaabane, 2013).
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2.3 MITOPTOZA

Apoptotické zmény uvnitt mitochondrii se nazyvaji mitoptéza neboli program
smrti postihujici mitochondrie, je to charakteristicky proces rozpadu mitochondrii, ktery
muze doprovazet apoptézu nebo autofagii. Tento proces je popisovan piedevsim
na zakladé¢ morfologickych znakl. Po indukci mitoptdézy a soucasném pieruseni
zasobovani mitochondrii ATP cCasto nasleduje aktivace autofagie, ktera ma zajistit
zachovani zasobovani energii.

Mitoptéza miize mit rGznou podobu, bud’ mize dojit k mitoptéoze vnitini
membrany nebo vné&j§i membrany. Casto jsme pozorovali tfeti, smiSenou formu
mitoptézy, pifi niZz dochdzi ke kondenzaci mitochondrii, po niZ nasleduje bobtnani
a vezikularni fragmentace Krist, jako u mitoptozy vnéj$i mitochondrialni membrany.
Misto naruseni vné&jsi mitochondrialni membrany vSak dochéazi k pohlceni mitochondrii
autofagozomy. Osud degradovanych mitochondrii se muze liSit. Degradované
mitochondrie mohou bud’ skon¢it v autofagozomech nebo mohou byt mitoptoticka téliska

vytlacena z buiiky.

2.3.1 Mitoptéza vnitini mitochondridlni membrany

Pfi mitoptoze vnitini membrany je degradovana pouze vnitini matrix a Kristy,
zatimco vné€j$i mitochondrialni obal zlstdvd nezménén. B&hem mitoptdzy vnitini
mitochondridlni membrany dochazi k poskozeni krist. Za€ina to koalescenci, nasleduje

fidnuti neboli ztrata hustoty matrix, a nakonec kon¢i degradaci krist.

2.3.2 Mitoptoza vnéjsi mitochondrialni membrany

Druhou moznosti je, ze mize dojit k mitoptdze vnéjsi mitochondrialni membrany,
kdy jsou jako zbytky detekovany pouze nabobtnalé vnitini Kristy. Béhem mitoptozy
dochdzi ke kondenzaci mitochondrii, nésledované bobtndnim a fragmentaci krist
anakonec vnéj$i mitochondridlni membrana praskne a vezikularni zbytky krist
se vznaseji v cytoplazmé. Bobtnani mitochondrii bylo mozna detekovat i na trovni
fluorescenéni mikroskopie, a to pii vyssim rozliSeni, kdy se misto typického protahlého
fazolovitého tvaru jevi mitochondrie jako kulaté a nabobtnalé (obr. 5), nez se rozpadnou
(Chaabane, 2013).
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Elektronova mikroskopie Fluorescen¢ni mikroskopie

Kontrola

Mitoptoza

Obrazek 5: Mitoptdza vnéjsi mitochondrialni membrany. VIevo nahofe normalni mitochondrie,
vlevo dole mitoptotické mitochondrie po osetfeni salinomycinem. Vpravo nahote buiiky ukazuji
normalni, protahlé mitochondrie, vpravo dole bunky ukazuji zdufelé, kulaté mitochondrie
po 1é¢bé salinomycinem. (Upraveno dle Chaabane, 2013)

2.3.3 Mechanismy spojené s uvoliiovanim mitochondrii z buiiky

2.3.3.1 Mitoptéza vyvolana odpojenim oxidativni fosforylace

Hlavni funkci mitochondrii je tvorba ATP pii oxidativni fosforylaci. Pro syntézu
ATP je rozdil elektrochemickych protonovych potencidlti na vnitini mitochondridlni
membrané udrzovan na trovni nejméné 180 mV v disledku oxidace substratl dychaciho
fetézce. Pokles membranového potencidlu slouZzi bunice jako signal k zahajeni opravy
mitochondrii nebo k jejich likvidaci, a to bez ohledu na pokles bunééného ATP.
V experimentech se rozptylu membranového potencidlu obvykle dosahuje pomoci
protonoforti, rozpojovac¢u oxidativni fosforylace, jako je p-(trifluoromethoxy)
fenylhydrazon karbonylkyanid, p-(trichlormethoxy) fenylhydrazon karbonylkyanid nebo
2,4-dinitrofenol.  P-(trifluoromethoxy)  fenylhydrazon  karbonylkyanid  nebo
2,4-dinitrofenol v kombinaci s inhibitory dychaciho fetézce myxothiazolem nebo
antimycinem vyvolavaji oxidac¢ni stres a rychlou fragmentaci mitochondrii, ale nikoli
smrt bun¢k. Energetika bun€k za téchto podminek byla podporovana glykolyzou.
Po inkubaci ¢ast bunék odumiela a piezivsi buiiky prakticky neobsahovaly mitochondrie
(Lyamzaev, 2020).
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Eliminace mitochondrii zacala jejich fragmentaci, poté se fragmentované
mitochondrie shromazdily kolem jadra a vytvotily husté shluky. Dale byly tyto shluky
obklopeny membranou a vytvotily mitoptotické télisko, které bylo v konetné fazi
vyvrzeno z buniky do mezibunééného prostoru (Lyamzaev, 2008) (obr. 6). Sestavovani
klastrit v tomto modelu nebylo zavislé na mikrotubulech ani na aktinovém cytoskeletu.
Je mozné, Ze sestavovani klastrii zavisi na intermediarnich filamentech, ktera fidi
mobilitu mitochondrii v cytoplazmé (Lyamzaev, 2020). Klastry se Casto shlukovaly
Vv blizkosti jadra v oblasti typické pro sestavovani agregatii denaturovanych proteind,
mechanismy agregace a nasledné eliminace vSak byly u mitochondrii a denaturovanych
proteini odlisné. Je znamo, Ze pro sestavovani agregatii jsou nezbytné mikrotubuly
(Kopito, 2000). Shlukovani mitochondrii bylo pozorovano v nékterych modelech
apoptdzy a zaviselo na pohybu podél mikrotubuli diky aktivité¢ dyneinu, ktery zlistaval
aktivni, zatimco kinezin, zodpovédny za pohyb k periferii, byl inaktivovan (Lyamzaev,
2020). Fragmentace mitochondrii, jejich shlukovani, tvorba mitoptotickych télisek
ajejich uvolnovani z bunky zpisobené kombinovanym plsobenim odpojovach
a inhibitori dychéani nezavisi na aktivité kaspaz. Buiiky, u nichZ byla pozorovéana tiplna
eliminace mitochondrii, navic nevykazovaly znadmky apoptézy: chromatin nebyl
kondenzovany a na povrchu nebyl obnazen fosfatidylserin (Lyamzaev, 2008). Shlukovani
mitochondrii v perinuklearni oblasti bylo pozorovano také pfi oxidacnim stresu, béhem
tepelného Soku a pfi infekci virovym proteinem bez znamek apoptdzy.

V konecné fazi mitoptéozy bylo mitoptotické télisko vyvrzeno z bunky.
U nékterych bunék bylo moZzné pozorovat mitoptotické télisko ve vybézku plazmaticke
membrany, které ptipominalo "bleb" charakteristicky pro apoptozu (obr. 6, varianta Il).
Mitoptotickd téliska obklopena membranou byla pozorovéna v extracelularnim médiu
podobné, jako tomu je pii apoptéze. Zarovenl na rozdil od apoptotickych télisek
neobsahovala mitoptoticka téliska jadernou DNA a jejich vznik byl nezavisly na aktivité
kaspaz. V nékterych buiikach se membrana mitoptotického téliska spojila s plazmatickou
membranou a exocytéozou se uvolnily mitochondrialni vezikuly (obr. 6, varianta Il1).
Tento mechanismus se podobal uvoliiovani exozomil pii exocytdéze multivesikularnich

télisek (Lyamzaev, 2020).
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Obrazek 6: Rizné mechanismy mitoptoza. (Upraveno dle Lyamzaev, 2020).

2.3.3.2 Mitoptoza a apoptoza

Mitochondrie jsou jednou z hlavnich slozek signaliza¢ni kaskady pii apoptdze.
Fragmentace mitochondrii béhem apoptdzy je pravdépodobné jednou z nejranéjSich
reakci bunky na stres, kterd zabranuje globalni depolarizaci mitochondrii propojenych do
jedné sité. Pozdéji apoptéza probihda v duasledku uvolnéni fady proteinli, zejména
cytochromu ¢, z mezimembranového prostoru mitochondrii, které se podileji na aktivaci
kaspaz. Pokud z néjakého divodu k aktivaci kaspaz nedojde, mohou mitochondrie
obnovit svou funk¢nost (Bota, 2005). Pokud mitochondrie obnovit nelze, dochazi

k eliminaci defektnich organel (Lyamzaev, 2020).

2.3.3.3 Mitoptéza indukovana mediatory zanétu

Mitoptdza véetné uvolilovani mitochondrii z bunék by mohla hrat dileZitou roli
Vv patogenezi zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni. Pfitomnost mitochondrialnich
slozek a odpovidajicich autoprotilatek v krvi je charakteristicka pro mnoho zanétlivych
patologii (Lood, 2016).

Uvolilovani mitochondrii  indukované prozanétlivym cytokinem TNF
u fibroblastl s geneticky nadmérné stimulovanou apoptotickou signalizaci. Pozorovana
fragmentace mitochondrii a jejich zachyceni do jednovrstevnych vakuol, které
se vytvorily z plazmatické membrany. Ukazalo se, ze tento proces zavisi na cytoskeletu
a neni inhibovan inhibitory autofagie. Vakuoly v tomto modelu splynuly s plazmatickou

membranou a v extracelularnim prostiedi se objevily "nahé" mitochondrie.

45



Lymfocyty mohou slouzit jako dal§i zdroj extracelularnich mitochondridlnich
komponent béhem zanétu. Pfi apoptéoze v T-bunikach vyvolané ligandem Fas byly
pozorovany ruzné formy degradace mitochondrii: fragmenty krist s kondenzovanou
matrix, ale bez vnéjsSi membrany, "stiny" mitochondrii zbavené vnitini membrany
a matrix a mitochondrie v autofagozomech. V tomto modelu degradaci mitochondrii
ptredchazelo jejich "smichani" se sekre¢nimi vezikulami Golgiho aparatu, (Ouasti, 2007)
coz naznacuje moznost sekrece mitochondridlnich komponent. Rychlé masivni uvolnéni
mtDNA bylo pozorovano u B-lymfocyti a T-lymfocyti a také u pfirozenych
zabije¢skych bunék v reakci na oligodeoxynukleotidy. Soucasné nebyly u oSetfenych
lymfocytt zjistény zadné zndmky nekrozy, apoptdzy nebo nekroptozy a autofagie nebyla
aktivovana. MtDNA uvolnénd z lymfocytl interaguje s mononukledrnimi butikami
periferni krve a stimuluje produkci antivirového interferonu typu I, coz naznacuje,

Ze Se na antivirové obrané muze podilet mitoptdza (Ingelsson, 2018).

2.3.4 Mitoptoza spojena s likvidaci mitochondrii uvniti buiiky

2.3.4.1 Mitoptoza p¥i terminalni diferenciaci

Hlavnim mechanismem eliminace mitochondrii z bunky je jejich selektivni
autofagie - mitofagie (obr. 6, varianta I). Tento mechanismus vyuziva hlavni slozky
neselektivni makroautofagie, ale s pomoci riznych adaptorovych proteinii rozpoznava
poskozené mitochondrie a sméfuje je do autofagozomii a déale do autolyzozomd.
Nejdikladngji prozkoumany je mitochondridlni systém kontroly kvality zalozeny
na proteinech  PTEN-indukovand kinaza 1/Parkin (Tanaka, 2020). Snizeni
membranového  potencidlu  mitochondrii ~ brani  transportu  proteinkindzy
PTEN-indukovana kin4dza 1 do mitochondridlni matrix a jeji degradaci, coz vede k jejimu
vystaveni na vnéjSim povrchu mitochondrii a navazéani ubikvitinové ligazy Parkin.
Ubikvitinace mitochondridlnich proteini Parkinem slouZi jako signal pro vychytavani
mitochondrii autofagosomem. Krom¢& PTEN-indukované kinazy 1/Parkin dependentni
mitofagie mohou byt za podminek hypoxie nebo oxida¢niho stresu spustény alternativni
varianty selektivni mitofagie za ucasti adaptorovych proteini (Liu, 2014). Hlavnim
ucelem mitofagie je nepochybné kontrola kvality mitochondrii eliminaci poSkozenych
organel. Zaroven se mitofagie podili na masivni destrukci mitochondrii pfi n€kterych

formach termindlni diferenciace a pfi prestavbé metabolismu.
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Nejznaméjsi je mitoptoza béhem erytropoézy. V krvetvornych organech dochézi
k enukleaci prekurzort erytroblastll s tvorbou retikulocytt, které jsou nasledn¢ zbaveny
mitochondrii a diferencuji se v erytrocyty. Diferenciace retikulocytt ukazaly, Ze nejprve
se v blizkosti mitochondrii shromazdily membranové vezikuly neznamého ptivodu, poté
vezikuly splynuly a obklopily mitochondrie dvouvrstvou membranou. Tento proces
je velmi podobny autofagii. Zaroven bylo pozorovano uvolnéni mitochondrii z bunky

po splynuti okolni membrany s plazmatickou membréanou.

2.3.4.2 Mitoptoza a metabolicka pi‘estavba

Existuji ptipady, kdy diferenciace a fungovani bunék zavisi na piestavbé
metabolismu spojené s mitoptézou. U kvasinek tak byla aktivovadna mitofagie pii deficitu
dusiku a glukézy a byl pozorovan vyznamny pokles obsahu mitochondrii (Lyamzaev,
2020). V tomto piipad¢ jsou mitochondrialni proteiny $tépeny a slouzi jako zdroj dusiku
pro syntézu nukleotidii. K restrukturalizaci energetického metabolismu z oxidativniho
na glykolyticky by mohlo dojit také za ucCasti mitoptdzy. Zavislost bunééného osudu
na metabolické pfestavbé a mitoptoze se nejzietelnéji projevuje v piipadé kmenovych
bun¢k. Embryonalni i hematopoetické kmenové buniky maji nizky obsah mitochondrii
a jejich metabolismus je zcela zavisly na glykolyze. V druhém piipadé takovy stav
odpovidéa hypoxii charakteristické pro hematopoetickou niku a udrzuje se diky aktivni
mitofagii (Joshi, 2014). Zavislost "kmenovosti" na obsahu mitochondrii se projevuje
V tom, Ze pieprogramovani somatickych bunék na pluripotentni zdvisi na mitofagii.
Zajimave je, Ze u kvasinek ptechod na glykolyticky metabolismus spojeny se sniZenim
obsahu mitochondrii nezadvisi na eliminaci mitochondrii, ale na sniZeni exprese
mitochondrialnich proteint.

Glykolyza poskytuje buice mnohem rychlejsi, 1 kdyz méné ucinny pfisun energie.
To je dulezité pro rychle se délici bunky, avsak jak naddorové bunky, tak aktivované
T-lymfocyty si zachovavaji vysoky obsah mitochondrii. Mitoptéza tedy neni jedinym

moznym mechanismem metabolické ptestavby (Lyamzaev, 2020).

2.4 MITOCHONDRIALNI ONEMOCNENI

Terminem mitochondridlni onemocnéni se obvykle oznacuji poruchy
mitochondriadlniho dychaciho fetézce, coZ je jedind metabolicka draha v buiice, ktera

je pod dvoji kontrolou mitochondridlniho genomu a jaderného genomu. Geneticka
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klasifikace mitochondrialnich onemocnéni proto rozliSuje poruchy zptsobené mutacemi
v mtDNA, které se fidi relativné¢ volnymi pravidly mitochondrialni genetiky, a poruchy
zpusobené mutacemi v DNA, které se fidi ptisn¢jSimi pravidly mendelovské genetiky.
Mutace v mtDNA lze rozdélit na ty, které naruSuji syntézu mitochondridlnich
proteintl jako celek, a na ty, které postihuji nékterou ze 13 podjednotek dychaciho fetézce
kédovanych mtDNA. Poruchy zpisobené mutacemi v DNA jsou hojnéj$i nejen proto,
ze vétSina podjednotek dychaciho fetézce je kodovana jadrem, ale také proto, Ze spravné
sestaveni a fungovani dychaciho fetézce vyzaduje fadu krokt, z nichz vSechny jsou pod
kontrolou DNA. Mezi tyto kroky a souvisejici onemocnéni patii, Syntéza montaznich

proteinti, intergenomova signalizace, mitochondridlni import proteinti kddovanych DNA,

syntéza fosfolipidl vnitini mitochondridlni membrany, mitochondridlni motilita a déleni.

2.4.1 Onemocnéni zptisobena mutacemi v mtDNA

Z ptiblizné 80 proteinil, které¢ tvoii dychaci fetézec, je 13 kddovano mtDNA
a vSechny ostatni jsou kodovany DNA. Komplex Il, koenzym Q a cytochrom c jsou
kédovany vyhradné DNA. Naproti tomu komplexy I, III, IV a V obsahuji nckteré
podjednotky kodované mtDNA, sedm pro komplex | (ND1-ND4, ND4L, ND5 a ND6),
jednu pro komplex III (cytochrom b), tfi pro komplex IV (COX I-COX III) a dvé pro
komplex V (ATPaza6 a ATPaza8) (obr. 7).

Fumarat  cyklus Sukcinat

Ht

Matrix f 5
] thrm. . | Keniozyss
mitochondrialni ND6,
> D5 ST
membrana
Mezimembranovy
prostor
. Complex I Complex I1 Complex ITI Complex IV Complex V
Podjednotky: - 0 1 3 )
mtDNA-kodovano ~36 4 10 10 ~14

DNA-kodovano

Obrizek 7: Schéma dychaciho fetézce. Cervend znazornény podjednotky kédované mtDNA
a modfe podjednotky kédované DNA. (Upraveno dle Dimauro, 2004)

Lidska mtDNA je kruhové, dvouvldknova molekula, kterd obsahuje 37 gent:

2 geny pro rRNA, 22 genl pro tRNA a 13 strukturnich genti kédujicich vyse uvedené
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podjednotky dychaciho fetézce. V prubehu evoluce ztratila mtDNA velkou ¢ast své
puvodni autonomie a nyni je otrokem DNA, kterd koéduje cetné faktory potiebné
pro traskripci, translaci a replikaci mtDNA.

Heteroplazie a prahovy efekt. Kazda buiika obsahuje stovky nebo tisice kopii
mtDNA, které se pfi bunécném déleni nahodné rozdéli mezi dcetiné buiiky. V normalnich
tkanich jsou vSechny molekuly mtDNA identické (homoplazie). Deleterujici mutace
mtDNA obvykle postihuji nékteré, ale ne vSechny mtDNA v buiice, tkani nebo jedinci
(heteroplazie). Klinicky projev patogenni mutace mtDNA je do zna¢né miry urcen
relativnim podilem normélnich a mutantnich genomiit mtDNA v riznych tkanich.
Ke vzniku mitochondridlni dysfunkce v uréitém organu nebo tkani, ktera vede
k mitochondrialnimu onemocnéni, je zapotifebi minimalni kriticky pocet mutantnich
mtDNA (prahovy efekt).

Mitoticka segregace. Pfi bunééném déleni se muze podil mutantnich mtDNA
V dcefinych buiikdch zménit a podle toho se mtize zménit fenotyp. Tento jev, nazyvany
mitotickd segregace, vysvétluje, jak se u né€kterych pacientii s poruchami souvisejicimi
s mtDNA mohou v riznych fazich Zivota skutecné projevovat riizné mitochondrialni
choroby.

Dé&di¢nost po matce. Pii oplodnéni pochédzi veSkerda mtDNA z oocytu. Proto
se zpusob pienosu mtDNA a bodovych mutaci mtDNA lisi od mendelovské dédi¢nosti.
Matka nesouci bodovou mutaci mtDNA ji pfeda vSem svym détem, ale na své potomky
Ji pfenesou pouze jeji deery. Onemocnéni, které se projevuje u obou pohlavi, ale u kterého

neni prokazan pienos od otce, siln¢€ naznacuje bodovou mutaci mtDNA (Schwartz, 2002).

2.4.1.1 Defekty v syntéze mitochondrialnich proteini

Ptestavby mtDNA. Jednotlivé delece mtDNA byly spojeny se tfemi obvykle
sporadickymi stavy, Pearsonovym syndromem, rychle smrtelnym onemocnénim
Vv kojeneckém veku charakterizovanym sideroblastickou anémii a dysfunkci exokrinniho
pankreatu, Kearns-Sayrovym syndromem, multisystémovym onemocnénim s nastupem
pied 20. rokem zivota s poruchou oc¢nich pohybti, pigmentovou retinopatii a srde¢ni
blokadou. Mezi Casté dalsi ptiznaky patii ataxie, demence, endokrinni problémy, diabetes
mellitus, maly vzrist, hypoparatyre6za. Typickymi laboratornimi abnormalitami jsou
laktatova aciddza, zvysSena hladina bilkovin v mozkomiSnim moku a abnormalni vlakna
"ragged-red fibers" ve svalové biopsii. Progresivni zevni oftalmoplegie s proximalni

slabosti koncetin nebo bez ni, Casto slucitelna s normalni délkou zivota. Delece se 1isi
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velikosti a umisténim, ale "béznd" delece je ¢asto pozorovana u pacientll a u starSich
jedinct. Duplikace mtDNA se mohou vyskytovat izolované nebo spole¢né s jednotlivymi
delecemi a byly pozorovany u pacientt s Kearns-Sayrovym syndromem nebo s diabetes
mellitus a hluchotou. Duplikace a duplikace/delece jsou vzacné a obvykle se pienaseji
dédi¢nosti po matce.

Bodové mutace byly identifikovany v mtDNA u pacientl s riznymi poruchami,
Z nichz vétSina je dédicna po matce a multisystémova, ale nékteré jsou sporadické
a tkanove specifické. Mezi encefalomyopatiemi dédénymi po matce jsou Castéjsi dva
syndromy. Prvnim je mitochondrialni encefalomyopatie, laktatova acidéza a epizody
podobné cévni mozkové piihod¢, které se obvykle projevuji u déti nebo mladych
dospélych po normalnim raném vyvoji (Dimauro, 2004). Mezi piiznaky patii opakované
zvraceni, migréné podobné bolesti hlavy a epizody podobné cévni mozkové piihodé
zpusobujici kortikalni slepotu, hemiparézu nebo hemianopii. Magneticka rezonance
mozku ukazuje infarkty, které neodpovidaji rozlozeni hlavnich cév. Nejcastéjsi mutaci
mtDNA je A3243G v genu tRNALeu, ale s mitochondrialni encefalomyopatie, laktatova
aciddza a epizody podobné cévni mozkové piithodé€ je spojena asi desitka dalSich mutaci,
z nichz nékteré jsou v genech kodujicich proteiny. Druhym syndromem je myoklonusova
epilepsie s ragged red fibers, charakterizovany myoklonem, zachvaty, mitochondrialni
myopatii a mozeckovou ataxii (Dimauro, 2002). Mezi mén¢ Casté piiznaky patii
demence, ztrata sluchu, periferni neuropatie a mnohocetné lipomy. S myoklonusova
epilepsie s ragged red fibers jsou spojeny tfi mutace mtDNA, vSechny v genu tRNALys
(A8344G, T8356C, G8363A). Pouze jeden pacient se syndromem myoklonusova
epilepsie s ragged red fibers v dobré vife nesl mutaci v jiné tRNA, G611A v genu
tRNAPhe (Mancuso, 2004). Neni piekvapivé, ze syndromy spojené s mutacemi tRNA
mohou postihnout vSechny systémy v téle, vCetné oka (atrofie optiku, retinitis
pigmentosa, katarakta), sluchu (neurosenzoricka hluchota), endokrinniho systému
(kratky vzrist, diabetes mellitus, hypoparatyreoza), srdce (hypertrofické kardiomyopatie,
blokady vedeni), gastrointestindlniho traktu (dysfunkce exokrinniho pankreatu, stievni
pseudoobstrukce, gastroezofagealni reflux), a ledvin (renalni tubularni acidéza). Jakakoli
kombinace vySe uvedenych symptomi a piiznakit by méla vyvolat podezieni

na mitochondrialni poruchu, zejména pokud je prokazan prenos z matky.
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2.4.1.2 Defekty genili kodujicich proteiny

Také v této kategorii se Castéji vyskytuji dva syndromy. Prvni syndrom ma dvé
podoby: neuropatie, ataxie, pigmentova retinitida obvykle postihuje mladé dospélé
a zpusobuje pigmentovou retinitidu, demenci, zachvaty, ataxii, proximalni slabost
encefalopatie s charakteristickymi symetrickymi lézemi v bazalnich gangliich
a mozkovém kmeni. Oba stavy jsou zpusobeny mutacemi v nt-8993 genu ATPase6
(Dimauro, 2004). Mutace se rovnéZ vyskytuji ve dvou variantach, T8993G a T8993C,
pfi¢emz transverze T-t0-G je klinicky i biochemicky Skodliv€j$i nez zména T-to-C
(Vazquez-Memije, 1998). Mutace T8993G navic poskytuje vynikajici ptiklad
patogenetického vyznamu mutaéni zatéze, pokud je stupenn heteroplazie mirny, kolem
70 %, klinickym projevem je neuropatie, ataxie, pigmentova retinitida, subakutni nebo
chronické onemocnéni mladych dospélych, ale pokud je stupenn heteroplazie velmi
vysoky, kolem 90 9%, klinickym projevem je rychle progredujici encefalopatie
kojeneckého nebo détského véku, Leightiv syndrom.

Druhy syndrom Leberova hereditdrni optickd neuropatie, je charakterizovan
akutni nebo subakutni ztratou zraku u mladych dospélych, castéji muzt, v disledku
bilateralni atrofie optiku (Dimauro, 2004). S Leberovou hereditarni optickou neuropatii
je spojovan asi tucet riznych bodovych mutaci mtDNA ve strukturdlnich genech,
ale pouze tfi se zdaji byt patogenni, i kdyz jsou pfitomny izolované, primarni mutace,
a vSechny tf1 postihuji geny komplexu I (ND geny). Jednd se 0 G11778A v ND4, G3460A
v NDI1 a T14484C v ND6. Vyjime¢na zranitelnost zrakového nervu u Leberova
hereditarni optické neuropatie a prevaha postizenych muzi zlstavaji nevysvétleny
a vyvolavaji pochybnosti o dalSich genetickych nebo environmentélnich faktorech.

Je zajimavé, Ze bodové mutace v genech kodujicich proteiny mtDNA se Casto
vymykaji pravidlim mitochondridlni genetiky v tom smyslu, Ze postihuji jednotlivé
jedince a jednotlivé tkané, nejCastéji kosterni svalstvo (Dimauro, 2003). Pacienti
S intoleranci cviceni, myalgii a n€kdy i recidivujici myoglobinurii tak mohou mit
izolované defekty komplexu I, komplexu III nebo komplexu IV v disledku patogennich
mutaci v genech kodujicich podjednotky ND, podjednotky COX a zejména cytochrom b
(Andreu, 1999). Absence dédi¢nosti po matce a zapojeni samotného svalu naznacuji,
ze mutace vznikly de novo v myogennich kmenovych buiikéch po diferenciaci zarodecné

vrstvy (Dimauro, 2004).
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3. ZAVER

Cilem mé bakalaiské prace bylo zpracovat z dostupnych odbornych zdroju
literarni reSersi na téma bunécné smrt zavisla na mitochondriich.

V této praci jsem podala zakladni informace o mitochondriich, seznamila se s
jejich stavbou, dynamikou a funkcemi, piedevsim syntézou ATP. V oblasti bunééné smrti
jsem zpracovala obecné informace 0 apoptoze a nekréze. Dale jsem se zaméfila hlavné
na dv¢ nejdilezitéjsich skupiny proteinti zapojenych do apoptdzy, a to kaspazy a Bcl-2,
které se ti¢astni vSech cest apoptotické buné¢né smrti. V oblasti mitoptozy stale probihaji
vyzkumy, jelikoz dosavadni poznatky o jiz znamych mechanismech uvoliovani
mitochondrii z buniky ¢i jejich likvidaci uvniti buniky nejsou tplné a nékteré mechanismy
jsou jen teoretické a dosud nepotvrzené ani nevyvracené. A tak védcim zbyva jesté

mnoho préce S objasnénim vSech mechanismii mitoptdzy.
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