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ANOTACE

V této bakalarské praci jsou shrnuty tkarnové specifické rozdily mitochondrii.
V prvni €asti je obecné popsan plvod, struktura a funkce mitochondrii. Nejvice jsou
zde rozebirany metabolické déje Krebsuv cyklus a OXPHOS. V hlavni &asti jsou
rozepsany rozdily ve struktufe a funkci mitochondrii v jatrech, kosterni a srdec¢ni

svaloving, tukové tkani a mozku.
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Mitochondrie, Krebslv cyklus, OXPHOS, jatra, srdce, kosterni svalovina,

tukova tkan, mozek



TITLE
Tissue-specific differences in mitochondria

ANNOTATION

This bachelor thesis summarizes the tissue-specific differences of mitochondria.
In the first part, mitochondria's origin, structure, and function are generally described.
The metabolic events of the Krebs cycle and OXPHOS are mainly discussed. The main
part analyzes the differences in the structure and function of mitochondria in the liver,

skeletal and cardiac muscle, adipose tissue, and brain.

KEYWORDS
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

Acetyl-CoA acetylkoenzym A

ADP adenosindifosfat

APAF -1 proteazovy aktivator apoptozy 1

ATP adenosintrifosfat

BAT hnéda tukova tkan

CoA koenzymu A

CoQ koenzym Q (ubichinon)

COX cytochrom c oxidaza

CP kreatinfosfat

CS citratsyntaza

Cytc cytochrom c

dATP deoxyATP

DNA deoxyribonukleova kyselina

EC extracelularni prostredi

ER endoplasmatické retikulum

ETC elektronovy transportni fetézec

ETF flavoprotein pfenasejici elektrony
ETF:QO flavoprotein pfenasejici elektrony Q oxidoreduktaza
FADH: flavinadenindinukleotid

G6PD glukéza-6-fosfat

GDP guanosindifosfat

GLUT glukézovy transportér

GTP guanosintrifosfat

IP3R inositol-1,4,5-trifosfatovym receptorem
LDL lipoproteiny nizké hustoty

LPL lipoproteinova lipaza

MAM membrany spojené mitochondriemi
MCU mitochondrialni kalciovy uniporter
mGPDH mitochondrialni glycerol-3-fosfat dehydrogenaza
MOMP permeabilita vnéjSi mitochondrialni membrany
mtDNA mitochondrialni DNA

NADH nikotinamidadenindinukleotid



OXPHOS oxidativni fosforylace

Pi fosfat

QH:2 ubichinol

RNA ribonukleova kyselina

ROS reaktivni formy kysliku

rRNA ribosomalni ribonukleova kyselina
RyR ryanidovy receptor

SR sarkoplasmatické retikulum
Sukcinyl-CoA sukcinylkoenzym A

TAG triacylglycerol

TCA kyseliny trikarboxylové

UCP termogenin

VLDL lipoproteinova Castice s velmi nizkou hustotou

WAT bila tukova tkarn



uvoD

V kazdém téle je zapotfebi energie pro spravné fungovani organismu.
Transformace energie na vyuzitelnou formu probiha v burice, zejména v jeji organele
mitochondrii. Mitochondrie jsou pro télo velice dulezité a nepostradatelné, proto jich
kazda bunka obsahuje vysoké mnozZstvi, které muze dosahnout hodnoty az 2000
mitochondrii na jednu buriku.

Energie se v burice transformuje do formy ATP. Jedna se o soubor nékolik po
sobé jdoucich metabolickych cykll, jako je Krebslv cyklus a elektronovy transportni
fetézec a fosforylace ADP. V téchto cyklech dochazi k pfenosu elektronu, resp.
protonll a jsou vzajemné provazany. Zaroven v mitochondriich probihaji dalSi
metabolické drahy, jako je napfiklad B-oxidace mastnych kyselin a ketogeneze.
Mitochondrie jsou diky témto metabolickym pochodidm pro buriky esencialni, na
druhou stranu je mohou i usmrtit, jelikoz maji schopnost vyvolat apoptézu a nekrozu.

Mitochondrialni riznorodost a rozmanitost je napfi¢ tkanémi opravdu velka
a nebyva v literatufe Casto zmifovana. OdliSnosti v mitochondrialnim metabolismu
a struktufe odrazeji zejména metabolické a energetické pozadavky danych tkani, které
jsou dané ulohou jednotlivych tkani v organismu. Mitochondrie v jednotlivych tkani se
liSi napf. preferovanymi substraty a aktivitou oxidativni fosforylace. Tyto rozdily se
odrazeji i na morfologii a poctu mitochondrii v jednotlivych tkanich. NejvétSim
pozorovanym rozdilem v morfologii je mnozstvi mitochondrialnich krist, které uzce
souvisi s buné€nym dychanim.

Mitochondrie napfi¢ tkanémi nemaiji pouze riznorodou funkci a morfologii, ale
maiji i jedine€ny zpUsob replikace mtDNA, na kterém zavisi to, jak se dana tkan dokaze
vyporadat s oxida¢nim stresem. To mize byt jednim z dlivodu, pro€ jsou tkané s vysSi
potifebou kysliku nachylnéjsi na mitochondrialni onemocnéni.

Mitochondrie jsou dulezité organely a jejich poSkozeni provazi fadu nemoci,
vcetné ischemické choroby srdec¢ni, neurodegenerativnich nemoci, nador( a diabetu.
Pochopeni tkanovych rozdilnosti mitochondrialniho metabolismu je z hlediska

prevence a léCby téchto nemoci esencialni.
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TEORETICKA CAST

1 Mitochondrie

1.1 Pivod

Mitochondrie se vyvinuly ze symbiotickych bakterii, coz dokazuji Cetné
bakterialni vlastnosti mitochondrii. Nové mitochondrie vznikaji pouze délenim
stavajicich mitochondrii. Mitochondrie maji svUj vlastni aparat pro syntézu
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a proteind. Mitochondrialni DNA (mtDNA)
i ribosomalni ribonukleova kyselina (rRNA) jsou podobné bakterialnim. Mitochondrie
se v ramci evolu¢niho stromu nachazeji ve skupiné a-proteobakterii (Searcy, 2003).
Pfedpoklada se, Zze mitochondrie vznikla vniknutim a-proteobakterie do primitivni
eukaryotické bunky nebo archebakterie, ¢imz vznikl vztah symbiont a hostitel.
Naslednym predavanim ¢asti bakterialnich genl do jadra buriky doSlo k redukci
mitochondrialniho genomu a pfeméné ze symbionta na bunécnou
organelu — mitochondrii (Hewitt et al., 2011).

Existuje vice teorii vzniku mitochondrii, jelikoz vyména Zivin mezi hostitelem
a symbiontem se mohla liSit od vymény mezi cytoplasmou a mitochondriemi
v modernich burikach. Na zakladé toho mame teorie, kdy premitochondrie mohla byt
invazivni paraziticka bakterie. DalSi hypotézy jsou zaloZzené na mutualistické symbidze
nebo na nékterém druhu syntrofie (Searcy, 2003).

Prvni z téchto teorii vychazi z pfedpokladu, Zze premitochondrie byla invazivni,
paraziticka bakterie. Tento vztah byl pro hostitele neprospésny. Podle této teorie
bakterie napadla nukleocytoplasmu hostitele a vyvolala onemocnéni, které nebylo
smrtelné. Postupem Casu bakterie ztratila patogenitu a vyvinula se v mitochondrii
(Ewald, 2003). Alternativni teorii k patogenni infekci je teorie zalozena na mutualistické
symbidze, ze které okamzité profituje hostitel i symbiont. Tento vztah mize byt
pfinosny napf. vyménou Zivin nebo urlitym typem ochrany. Pfikladem jsou
prehistorické mitochondrie, které chranily své hostitele pfed toxicitou kysliku (Oz2).
Podle této domnénky byla pfedkem nukleoplazmy fermentacni bunka netolerantni
k O2. Tento hostitel se spojil s aerobni bakterii, kterd konzumovala Oz, tim chranila
hostitelskou buriku pfed toxickym ucinkem O2 a na oplatku ji hostitel poskytl Ziviny,
jako napf. pyruvat. Tento model se nazyva ,OxTox". Postupem Casu, se vyvinul export
adenosintrifosfatu (ATP) a vznikla tak moderni mitochondrie (Kurland et al., 2000).
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Dale existuji rGzné hypotézy délici se podle nacasovani mitochondrialni
symbidzy. Tyto hypotézy se dale déli podle natasovani mitochondrialni symbidzy.
Mezi hypotézy s nejvétSi pozorni patfi ty, které pojednavaji o ranych a pozdnich
mitochondriich.

Rana mitochondrialni hypotéza naznacuje, ze mitochondrialni symbidza byla
teorii je ,Hydrogen hypothesis® (,vodikova teorie“). Tato hypotéza vychazi ze
syntrofického vztahu fakultativné anaerobni a — proteobakterie s anaerobni autotrofni
archeobakterii. Anaerobni archeobakterie spotfebovava vytvoreny vodik. V pfipadé
nizké koncentrace O2 a — proteobakterie fermentovala a vytvarela Hz a acetat, ktery
spotfeboval archeon. Naopak pfi vy$Si koncentraci O2 dochazelo k aerobnimu dychani
alfaproteobakterii. Podle této teorie se oba mikroorganismy metabolicky sjednotily,
proto se archeon uzavfel s a — proteobakterii a ta se stala jeho specializovanou
bioenergetickou organelou.

Naopak u hypotézy o pozdni mitochondrii se pfedpoklada, Ze k symbioze doslo
az pozdéji kdy, jiz byla vyvinuta spousta jinych znakd modernich eukaryot. Vyvoj téchto
znakl byl bud autogenni nebo prostfednictvim symbidzy. VétSina nazord na pozdni
mitochondrie zastava nazor autogenniho vyvoje endomembranového systému
a cytoskeletu v linii proto — eukaryot. Tento nazor zastavaji zejména kvuli vyhodam
fagocytézy. V prabéhu fagocytézy byl pohlcen mitochondrialni pfedek. Po jeho
pohlceni fagocytarni membranou se stal endosymbiontem. Hostitel ho poté zacal
vyuzivat, jelikoz byl integrovan do bunky jako organela. VyuZzival jeho respiraCni

kapacitu k produkci zivin a ATP (Roger et al., 2017).
1.2 Struktura

Mitochondrie (Obrazek 1) jsou dynamické bunécné organely. Jejich tvar
a velikost zavisi na typu buriky. Délka mitochondrii je rizna, ale jejich priméry jsou ve
vétsiné bunék relativné konstantni (0,5 — 1,0 um) (Griparic et al., 2001). Tyto organely
obsahuji vlastni DNA i rRNA, proto jsou schopné transkripce, translace, syntézy
vlastnich proteinu (Alberts, 2005).

Mitochondrialni DNA je mala, kruhova molekula dvouviaknové DNA. Tato
vlakna se liSi slozenim nukleotidd a rozliSujeme tézka a lehka vlakna. Tézké vlakno
(H — fetézec) je bohaté na guanin. Oproti tomu lehké vlakno (L — fetézec) obsahuje

vysoké mnozstvi cytosinu. MtDNA kdéduje nékolik podjednotek enzymi dychaciho
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fetézce, proto hraje kliCovou roli v energetickém metabolismu. V zavislosti na
energetické narocnosti jednotlivych bunék se lisi po€et kopii mtDNA. Buriky obsahuji
100 az 10 000 kopii mtDNA. MtDNA ma i specificky zpUsob dédi¢nosti, jelikoz se dédi
pouze od matky. Otcovska mtDNA je odstranéna ze spermie procesem zvany
ubikvitinace, k niz pravdépodobné dochazi béhem transportu spermii muzskym
reprodukénim organem. V dlsledku toho je obsah mtDNA v zygoté uréen vyhradné
vajickem. Tato dédiCnost ma velky vyznam na poli evoluéni a populacni genetické
studie (Chinnery et al., 2013).

Mitochondrie jsou obaleny dvojitou membranou. Vnitfni membrana oddéluje
mezimembranovy prostor a matrix. VnéjSi membrana oddéluje organely od
cytoplazmy. Tyto membrany hraji kliCovou roli v mitochondrialnich déjich.

Vnéjsi membrana je bohata na proteiny. Proteiny vné&j$i membrany maji rizné
slozeni a funkce. Jsou to napf. rzné enzymy a transportni proteiny. Velkymi
transportnimi proteiny vné&jSi membrany jsou poriny, které tvofi vodné kanaly. Vodné
kanaly prochazi dvojvrstvou fosfolipidl a tim zajiStuji propustnost membrany pro
vSechny molekuly aZz do velikosti 5000 Daltonli, v€etné malych proteinl
(Alberts, 2005).

Vnitfni membrana je poskladana do Eetnych zahybu znamych jako kristy, které
zasahuji do prostoru matrix a znané zvétSuji povrch vnitini membrany. Tyto kristy
tvofi cisterny nebo vacky, ktera se pfipojuji k tzv. vnitini vazebné membrané pomoci
uzkych tubularnich spojeni (Frey et al., 2000). Vnitfni membrana obsahuje vysokou
koncentraci kardiolipinu, nizSi obsah cholesterolu a proteiny, které pini 3 hlavni funkce:

1. proteiny U€astnici se oxidacnich reakci v transportu elektronu

2. ATP-syntazu, ktera produkuje ATP do matrix

3. transportni proteiny, které umoziuji vstup a vystup metabolitd z matrix
Vnitini membrana neni volné propustna pro ionty a vétsinu malych molekul. Tyto
molekuly jsou pfenaseny pomoci transportéri. Volné pfes ni prochazi Oz, CO:2
a lipofilni latky. Jsou zde lokalizovany enzymové komplexy dychaciho fetézce, které
se ucasti pfenosu elektront a Cerpani protont (Van der Laan et al., 2012).

Diky propustnosti vnéjSi membrany ma mezimembranovy prostor chemicky
podobné sloZeni jako cytosol. Dale obsahuje enzymy, které vyuzivaji ATP
transportované z matrix k fosforylaci dalSich nukleotidd. Druhym mitochondrialnim

oddilem je matrix, ktera je ohrani€ena vnitini membranou. V mitochondrialni matrix je
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vysoka koncentrace rGznych enzym(, které se uc€astni napf. oxidace pyruvatu,
mastnych kyselin a citratového cyklu (Alberts, 2005).
Casti ATP syntazy

mezimembranovy prostor

matrix

vnitrni membrana
vnéjsi membrana

Obrazek 1: Struktura mitochondrie.

DNA = deoxyribonukleova kyselina;
ATPsyntaza = adenosintrifosfat syntaza
Zdroj: Ruiz, 2006

1.3 Funkce
1.3.1 Produkce ATP

ATP je zakladni energetickou ménou bunky. Jednd se o makromolekulu
sloZenou ze tfi podjednotek. Prvni podjednotkou je adenin. DalSi je rib6za a posledni
podjednotku tvofi tfi fosfatové skupiny. ATP patfi mezi makroergni slou€eniny. Jedna
se o nejvyuzivanéjSi zdroj energie v burikach. ATP ma oproti ostatnim makroergnim
slou€eninam fadu vyhod. Je univerzalni, ma relativné vysokou energetickou hustotu
a rychlost uvolhovani energie, hydrolyza je fizena enzymaticky a je v bunkach
regenerovana. Dikazem univerzalnosti ATP je jeji pfitomnost ve vSech typech bunék
(od prokaryot az po eukaryota) (Alberts 2005). ATP CasteCné zajiStuje uskladnéni,
a zejména prenos volné energie (Fontana et al., 2015). Rychlost uvolfiovani energie
pfi hydrolyze ATP je dulezita zejména pro bunécné procesy, které potfebuji rychlé
dodani energie (napf. pfenos nervovych vzruchu, replikace DNA, membranovy
transport) (Nicholls, 2013). Diky regeneraci lze ATP vyuzivat jako nepfetrzity zdroj

19



energie. Kregeneraci dochazi procesem fosforylace adenosindifosfatu (ADP)
(Berg et al., 2019; Voet et al., 2016). Latky s negativnéjSimi hodnotami volné energie
napf. fosfoenolpyruvat, kreatinfosfat (CP), 1,3-bisfosfoglycerat je mozné vyuzit
k regeneraci ATP. Mezi neposledni vyhody ATP patfi stabilita anhydridové vazby,
ktera se S$tépi pouze v pfitomnosti enzymua. (Fontana et al., 2015). Diky tomu
nedochazi k jeho spontanni hydrolyze, a tim padem muze uchovavat energii dlouhou
dobu (Berg et al., 2019; Voet et al., 2016).

Pfi enzymové hydrolyze anhydridovych vazeb dochazi k uvolnéni energie
a preméné ATP na ADP a anorganicky fosfat (Pi). Neustaly cyklus mezi ATP a ADP
zajistuje pfisun energie napfiklad pro svalovou kontrakci, syntézu bilkovin €i aktivni
pFenos iontd a molekul pfes bunééné membrany. (Nicholls,2013)

Ksyntéze ATP dochazi zejména v mitochondriich. Syntéza probiha ve
3 krocich. Prvnim krokem je Krebslv cyklus, ve kterém se uvolni elektrony. Tyto
elektrony jsou pfenaseny pomoci elektronovych nosi¢l nikotinamidadenindinukleotidu
(NADH) a flavinadenindinukleotidu (FADH2). DalSim krokem je dychaci fetézec, ve
kterém elektrony prochazi fadou proteinovych komplexd s redox-aktivnimi centry. PFi
prenosu elektrontd dochazi k uvolnéni energie. Ta je vyuzita k prfeCerpavani protont
z matrix do mezimembranového prostoru, a tim dochazi ke vzniku protonového
gradientu. Tento gradient je ve tfetim kroku vyuzit ATP-syntazou k samotné syntéze
ATP z ADP a Pi. (Voet et al., 2016)

1.3.1.1 Krebsuv cyklus

Krebsuv cyklus je také znamy jako cyklus kyseliny citrénové (citratovy cyklus)
nebo cyklus kyseliny trikarboxylové (TCA) (Obrazek 2). V TCA dochazi k oxidaci
acetylkoenzymu A (acetyl-CoA) na CO2 za vzniku redukovanych kofaktord (NADH
a FADHz2), které jsou dale reoxidovany v dychacim fetézci. Krebsuv cyklus propojuje
metabolismus sacharidu, tukd a bilkovin. Pfimo do cyklu vstupuji molekuly ziskané
z procesu katabolismu glukézy (glykolyza a nasledna oxidace pyruvatu), mastnych
kyselin (prostfednictvim B-oxidace mastnych kyselin) a aminokyselin (prostfednictvim
oxidativni deaminace a transaminace) (Nolfi-Donegan et al., 2020). Pfi aktivaci
glykolyzy a oxidace mastnych kyselin je zvySena aktivita TCA, jelikoz tyto reakce jsou
hlavnim zdrojem acetyl-CoA. A pravée mnozstvi acetyl-CoA
a oxalacetatu ovlivriuje celkovou aktivitu TCA (Holecek, 2016). VSechny enzymy TCA

jsou lokalizovany v matrix mitochondrii, kde probiha i cely cyklus. (Alabduladhem et
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al., 2022) Enzymy jsou ovlivnény zejména allosterickymi vlivy zmén koncentraci ATP,
ADP, NADH a NAD*. Kdy vzestup pomeért ATP/ADP a NADH/NAD* zpomaluje rychlost

reakci TCA. NejpomalejSi reakci celého cyklu je pfeména isocitratu na a—ketoglutarat,

ktera je regulovana pfedevSim pomérem ATP/ADP. (HoleCek, 2016)

Mitochondrialni enzymy podilejici se na Krebsové cyklu:

1.

Citratsyntaza (CS) je enzym ucastnici se prvniho kroku Krebsova cyklu.
V tomto kroku do reakce vstupuje oxalacetat a acetylkoenzym A
(acetyl-CoA). Citrat syntaza katalyzuje kondenzaci acetyl-CoA na citrat.

2. Akonitaza katalyzuje pfeménu citratu na isocitrat.

Isocitratdehydrogenaza se podili na oxidativni dekarboxylaci isocitratu
na o—ketoglutarat.

o—ketoglutaratdehydrogenaza je enzym, ktery katalyzuje oxidativni
dekarboxylaci a—ketoglutaratu na sukcinylkoenzym A (sukcinyl-CoA). Pfi
této dekarboxylaci dochazi ke vzniku COs-.

Sukcinylkoenzym A (Sukcinyl-CoA) syntetaza katalyzuje pfeménu
sukcinyl-CoA na sukcinat. Pfi této reakci dojde k uvolnéni koenzymu A
(CoA). A zaroven zde dochazi k fosforylaci na substratové urovni, kdy
vznikne guanosintrifosfat (GTP) z guanosindifosfatu (GDP).
Sukcinatdehydrogenaza katalyzuje pfeménu sukcinatu na fumarat.
Jedna se o jediny enzym Krebsova cyklu, ktery je zabudovan ve vnitfni
membrané mitochondrii. Zaroven je tento enzym soucasti elektronového

transportniho retézce.

7. Fumaraza katalyzuje preménu fumaratu na malat.

8. Malatdehydrogenaza katalyzuje posledni krok tohoto cyklu. V tomto

kroku dochazi k pfeméné malatu na oxalacetat. Dojde k dokoncCeni cyklu

a oxalacetat mize byt pouzit k zahajeni dalSiho cyklu. (Berg et al., 2019)

Pfi TCA dochazi ke vzniku celkem 3 molekul NADH+H*, 1 molekuly FADH2
a 1 molekuly ATP, 2 molekul COz2 a k regeneraci CoA. Prvni NADH+H" se uvoliuje ve

3. kroku pfi pfeméné isocitratu na a—ketoglutarat. Druha molekula vznikne pfi kroku

€. 4 kdy se vznikly a—ketoglutarat preménuje na sukcinyl-CoA a tfeti molekula se uvolni

pfi posledni reakci TCA, kdy z malatu opét vznika oxalacetat. K uvolnéni FADH:2
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dochazi pfi pfeméné sukcinatu na fumarat v ramci 6. kroku. A ATP se uvolfuje pfi

pfeméné sukcinyl-CoA na sukcinat. (Holecek, 2016)

Acetyl CoA

f Citratsyntaza
Malatdehydrogenaza YL m

\ Akonitaza

Fumaraza \~— €0 L :
QANAD Isocitratdehydrogenéza

Krebsuv
H,0 NADH
cyklus o
Ketoglutarat
N—>Co,
FADH, NAD*

NADH = A A
FAD e Alfa-ketoglutaratdehydrogenaza
Sukcinatdehydrogenaza - b

ATP ADP

Sukcinyl-CoA syntetéza

Obrazek 2: Krebsuv cyklus.

CoA = koenzym A; NADH = nikotinamidadenindinukleotid;
ATP = adenosintrifosfat; ADP = adenosindifosfat; FADH2 = flavinadenindinukleotid
Zdroj: upravena predloha ,Krebs cycle” od BioRender.com, 2023

Anaplerotické a kataplerotické reakce

Meziprodukty TCA predstavuji vstupy a konce nékolika metabolickych drah,
proto ma TCA zasadni postaveni vreakcich intermediarniho metabolismu.
Anaplerotické a kataplerotické reakce zajisStuji dopliovani a odstrafiovani téchto
meziproduktl. Metabolicka uloha téchto drah v organismu se liSi podle konkrétnich
organu a zavisi na nutricnim/metabolickém stavu jedince. (Owen et al., 2002)

Anaplerotické reakce doplfiuji meziprodukty, které jsou v biosyntetickych
procesech TCA odstranovany. Meziprodukty jsou doplfiovany kvdli zajisténi dalSiho
pribéhu a funkce TCA. Anaplerdza je povinna béhem glukoneogeneze a lipogeneze.

PFi téchto reakcich vystupuje malat (glukoneogeneze) a citrat (lipogeneze) z TCA
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a opousti mitochondrii. Nasledné jsou tyto sloueniny metabolizovany za vzniku
glukézy nebo mastnych kyselin. Aby nedoslo k zastaveni TCA musi se pfi aktivaci
glukoneogeneze zajistit dostatek oxalacetatu. Toto zajiStuje napfiklad vzestup aktivity
pyruvatkarboxylazy, ktera katalyzuje syntézu oxalacetatu z pyruvatu.

Mezi hlavni funkce Kkataplerézy patfi biosyntetické procesy napf.
glukoneogeneze v jatrech a ledvinach, lipogeneze v jatrech, glyceroneogeneze
v tukové tkani. Kataplerotické reakce se také podileji na likvidaci meziprodukta TCA.
Pokud je mozné meziprodukty do cyklu pfidat, je stejné dulezité je i odstranit. Jejich
odstranénim se predejde hromadéni aniontll v matrix mitochondrii. Kazda
z kataplerotickych reakci ma jako substrat aniont TCA. Ten se nasledné pfeménuje na
produkt a odstrafiuje intermediaty z cyklu. Na téchto reakcich se podili fada
kataplerotickych enzymu, napfiklad fosfoenolpyruvatkarboxykinaza,
aspartataminotransferaza a glutamatdehydrogenaza. Dulezita je rovnovaha mezi
anaplerézou a kataplerézou, jelikoz pfi nadmérné aktivaci kataplerotickych reakci
muze dojit k naruseni fungovani TCA, tvorby NADH
a nasledné syntézy ATP. (Owen et al., 2002; HolecCek, 2016)

1.3.1.2 Elektronovy transportni fetézec

Elektronovy transportni fetézec (ETC) je soubor redoxnich reakci, které zajistuji
postupny pfenos elektronl na kyslik a tim umoznuji naslednou tvorbu ATP (Obrazek
3). Vstupuji sem redukované kofaktory z TCA. Tento fetézec je regulovan fadou
faktord. Mezi hlavni patfi koncentrace ADP, kysliku a NADH (Holedek, 2016). Retézec
se klasicky sklada z 5 proteinovych komplexu, integrovanych do vnitfni mitochondrialni
membrany. Mezi komplexy ETC patfi:

1. Komplex | — NADH dehydrogenaza. Jedna se o nejvétsi enzym celého
fetézce. Komplex | matvar L. Jeho rozsahla ¢ast je zapusténa do lipidové
dvojvrstvy vnitfni mitochondrialni membrany a mensi rameno je
v mitochondrialni matrix. Na tento enzym vstupuje NADH+H* z TCA
cyklus. Komplex | katalyzuje prenos elektron z NADH+H* na ubichinon

(koenzym Q (CoQ)). Po prenosu elektront dojde k redukci CoQ na
ubichinol (QH2). Z tohoto komplexu dochazi k pfimému pfecerpavani

4 protonu pfes membranu do mezimembranového prostoru.
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Mimo tento komplex probiha pfenos elektroni na CoQ pomoci glycerolfosfat
dehydrogenazy a flavoprotein pfenasejici elektrony (ETF):Q oxidoreduktazy
(ETF:QO).

2. Komplex Il — sukcinatdehydrogenaza. Tento komplex je propojujicim
mistem mezi ETC a TCA, jelikoZz se vyskytuje v obou metabolickych
cyklech. Jedna se o druhé nezavislé vstupni misto elektront do ETC.
Jako jediny ze vS8ech komplextu neprostupuje pfes vnitfni membranu,
proto neni protonovou pumpou a nepodili se na tvorbé protonového
gradientu. Zaroven je jako jediny vstupnim mistem pro FADHz, ktery také
prenasi elektrony na CoQ, ktery se poté zredukuje stejné jako
v komplexu | na QHa.

3. Komplex Ill — cytochrom ¢ oxidoreduktaza. Tento komplex oxiduje dfive
vznikly QHz2 zpét na CoQ. Elektrony zQH2 jsou pFedany
cytochromu ¢ (cyt c), ktery je transportuje do komplexu IV. Na kazdy
pfeneseny elektron do cyt c jsou preCerpany 2 protony do
mezimembranoveho prostoru.

4. Komplex IV — cytochrom c oxidaza (COX). Zde je finalnim akceptorem
elektronl z cyt ¢ molekularni kyslik. Po navazani elektront dojde
k redukci kysliku za vzniku vody. Tato redukce vede k Cerpani 4 protond,
ale 2 jsou spotifebovany v procesu, proto finalni pocet pfepumpovanych
protont do mezimembranového prostoru jsou 2. (Chaban et al., 2014;
Nolfi-Donegan et al., 2020)

5. Komplex V — ATP-syntaza. Sklada se ze dvou podjednotek. Prvni
podjednotka se znacCi F1, jedna se o ve vodé nerozpustnou podjednotku,
ktera vyCniva do mitochondrialni matrix. Naopak druha podjednotka Fo
pronika skrz vnitini membranu a funguje jako protonovy kanal. Tento
kanal umoznuje tok protond po elektrochemickém gradientu
Z mezimembranoveého prostoru zpét do matrix. PFi jejich pritoku dochazi
k rotaci prstence c podjednotky v €asti Fo. Tato rotace je dale pfenasena
na podjednotku F1, na které dojde ke zméné konformace a umozni
fosforylaci ADP na ATP (Walker, 2013). Transport fosfatovych aniontd
potfebnych pro fosforylaci je umoznén symportem s H*. A nasledny
transport ATP z matrix do cytoplasmy je mozny diky antiportu s ADP pres
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vnitfni mitochondrialni membranu a nasledné prostou difuzi pres zevni

membranu (Holecek, 2016)

Cytoplazma

Vnéjsi
membrana

Mezimembranovy
prostor

(11111111711,
Vnitini
membréana
POOOOOOOOO

Matrix
mitochondrii

NADH NAD* Sukcinat  Fumarat :
i 4 2H: [ 24+ 1/20,+ (2e) — 0 |x2

T
Elektronovy transportni retézec

Obrazek 3: Elektronovy transportni retézec.

| = komplex | (NADH dehydrogenaza);

II = komplex Il (sukcinatdehydrogenaza); Ill = komplex Il (cytochrom ¢
oxidoreduktaza); IV = komplex IV (cytochrom c oxidaza); NADH =
nikotinamidadenindinukleotid; FADH2 = flavinadenindinukleotid; CoQ = koenzym Q
(ubichinon); Cyt ¢ = cytochrom ¢, ADP = adenosindifosfat, ATP = adenosintrifosfat

Zdroj: upravena predloha ,Electron Transport Chain® od BioRender.com, 2023

Celkova energeticka bilance TCA a ETC

Jedna molekula NADH poskytne jeden elektronovy par, ktery umozni syntézu
az 3 molekul ATP. Proto pfi jedné otoCce TCA, pfi degradaci 1 molekuly acetyl-CoA
vznikne 12 molekul ATP. Jelikoz nam TCA poskytne 3 NADH, ze kterych vznikne
9 ATP. Poté FADHz2, ktera umozni syntézu az 2 molekul ATP. A nakonec nam 1 ATP
poskytne pfimo TCA (HolecCek, 2016).
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1.3.2 Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku (ROS) zahrnuji rdzné radikalové i neradikalové
oxidanty. Mezi radikalové patfi superoxidové anionty a hydroxylové anionty. Do
skupiny neradikalovych oxidantu spadaji peroxid vodiku (H202) a molekularni kyslik
(Zorov et al., 2014). Volné radikaly jsou nestabilni molekuly. Tento stav je vyvolan
pfitomnosti jednoho ¢i vice neparovych elektroni ve vnéjSim orbitu jejich atoma.
Jelikoz se jednd o vysoce reaktivni molekuly dochazi k vytrhavani elektront ze
sousednich atomd. To ma za nasledek poskozeni funkce dané molekuly. Radikaly
zpusobuji napfiklad poskozeni genomu, zvySeni genetické nestability a jsou
zprostfedkovatelé modulace raiznych procesu. Tyto procesy jsou spojeny s patogenezi
nadorl (apoptézy, angiogeneze, metastazovani) (PekarCikova et al., 2014).

Mitochondrie jsou vyznamnym zdrojem bunéénych ROS. V mitochondrii bylo
identifikovano vice mist produkujici ROS. Pfevazujicim mistem jejich produkce je ETC.
NejCastéji se jedné o pFedCasny unik elektrond z komplexda I, Il a lll, které
zprostfedkovavaji jednoelektronovou redukci kysliku na superoxid, ktery miaze byt
nasledné dismutovan na H202 (Nolfi-Donegan et al., 2020).

H202 vznikajici v mitochondrich ma mnoho moznych osudd. Jedna se
o relativné stabilni molekulu, ktera zaroven muze prochazet pfes membranu.
Mitochondrialné generovany H202 mlze pusobit jako signalni molekula v cytosol
a ovliviovat napfiklad buné&cény cyklus, stresovou odpovéd, energeticky metabolismus
¢i redoxni rovnovahu. H202, sice vznika v mitochondriich, ale zaroven muize byt
eliminovan mitochondrialnimi enzymy. Jednim z téchto enzymu je katalaza (pfitomna
v mitochondriich srdce a jater). Dale jsou v mitochondriich pfitomné uc€inné
peroxiredoxiny a pfidruzené reduktazy, které odstranuji H202. Patfi mezi né
mitochondrialni systém glutathionperixodaza/glutathionreduktaza, ktery odstranuje
H202 pomoci redukovaného glutathionu jako zdroje elektront. Pokud peroxid vodiku
neni metabolizovan mitochondriemi maze vytvaret hydroxylovy radikal, ktery je vysoce
reaktivni a poskozuje okolni molekuly (Kowaltowski et al., 2009). Za vznikem
hydroxylového radikalu stoji Fentonova reakce. Tou je oznaCovana reakce peroxidu
vodiku s kovem, pfi které oxiduji pfechodné kovy (Zeleznaté nebo médnaté ionty)
a soucasné je generovan vySe zminovany hydroxylovy radikal (Piterkova et al., 2005).

Jako dalSi ROS nelze opominout molekularni kyslik. U fotodynamickeé terapie je
vytvaren zameérné, aby napomohl bunéc&né smrti, nebot mize byt dilezitym faktorem

pFi poSkozeni mtDNA. Mitochondrie produkuji a jsou v kontaktu s riznorodou skupinou
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oxidantt, které maji rdznou silu, reaktivni vlastnosti, schopnost difundovat
a byt odstranény specifickymi antioxidanty. (Kowaltowski et al., 2009).

Mezi dalSi zdroje ROS patfi nasledujici slozky ETC: dihydrolipoamid
dehydrogenaza, ETF:QO, sukcinatdehydrogenaza a mitochondrialni glycerol-3-fosfat
dehydrogenaza (mGPDH). Jedna se o flavin dependentni dehydrogenazy, které
funguji bud' v metabolismu trikarboxylovych kyselin, nebo dodavaji elektrony CoQ
(Mracek et al, 2014).

ETF:QO oxidoreduktaza je jednim z dodavatell elektrond CoQ,. Elektrony
ziskava z FADH, ktery je produktem napf. oxidace mastnych kyselin, €i rozkladu
aminokyselin. Cely proces je pak zavrSen, kdyz FADH: pfeda elektrony ETF
a nasledné na ETF:QO. Elektrony dale putuji pfes FAD na QHz2, ktery vstoupi do ETC
pres komplex Il (Henriques et al., 2021).

DalSim dodavatelem elektrond CoQ je mGPDH, ktera se nachazi na vnéjsi
strané vnitfni mitochondrialni membrany a je soucasti glycerolfosfatového Elunku.
Jedna se o ubichinon oxidoreduktazu spojenou s FAD, ktera své elektrony pfenasi
pfimo na CoQ. mGPDH oxiduje glycerol-3-fosfat na dihydroxyacetonfosfat, ten je
nasledné redukovan zpét na glycerol-3-fosfat pomoci cytosolové formy GPDH. Tento
krok oxidace glycerol-3-fosfatu stimuluje mitochondrialni produkci ROS, ktery se

uvolnuje do matrix i mezimembranoveho prostoru (Quinlan et al., 2013).

1.3.3 Apoptoéza

Apoptdza je programovana bunécna smrt. Dochazi pfi ni k zastaveni rustu
a déleni buriky. Zaroven se zahaji procesy, které nakonec vedou k fizeni bunécné
smrti. Pfi apoptdéze nedochazi k vyliti obsahu burky, ale vznikaji apoptoticka téliska,
ktera jsou nasledné fagocytovana makrofagy. Tento dé&j je dulezity pro udrzeni
homeostazy tkani a zabranéni rdstu poSkozenych ¢i abnormalnich bunék
(D’Arcy, 2019). Existuji dvé hlavni apoptotické drahy, vnitini a vnéjsi (Obrazek 4). Ja
se v této praci budu vénovat pouze vnitfni draze, ktera je uzce spjata s mitochondriemi.
1.3.3.1 Vnitfni mitochondrialni draha

Vnitini draha je jinak také nazyvana mitochondrialni draha. Mitochondrie
v tomto procesu hraji kliCovou roli a samy prochazi fadou zmén. Napfiklad u nich
dochazi k otevieni poéra ve vnéjSi membrané, tim dochazi k uvolfiovani molekul
z mitochondrie, coZ ma za nasledek ztratu membranového potencialu (Wang et al.,

2009). Zakladnim rysem je uvolfiovani cyt ¢ a dalSich proteind z mezimembranového
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prostoru. Tento dé& je regulovan rovnovdhou mezi proapoptotickymi
a antiapoptotickymi proteiny rodiny BCL-2 a iniciaCnimi a efektorovymi kaspazami
(Bertheloot et al., 2021).

Vnitini drédha je indukovana fadou podnétu, které pusobi hned na nékolik cill
v burice. Tato draha je pfimo zavisla na molekulach uvolfiovanych z mitochondrii,
které vedou k naslednym zménam mitochondrialni struktury. Proces vedouci
k uvolnovani molekul je zahajen pozitivni nebo negativni cestou.

Negativni cesta je spusSténa v pfipadé nepfitomnosti cytokind, hormon
a rlstovych faktorl v bezprostfednim okoli bunky (D’Arcy, 2019). Tyto latky jsou
nezbytné pro pfeziti, a v jejich nepfitomnosti se v burice objevuji proapoptotické
proteiny BCL-2, kterymi jsou BAK, BAX a PUMA. Dale je muZeme rozdélit na aktivatory
(BIM, BID a PUMA) a senzitizéry (BAD, NOXA a BIK) (Bertheloot et al., 2021). Tyto
proapoptotické molekuly jsou za normalnich okolnosti inhibovany. Pokud nedojde
k jejich inhibici, tak se aktivuji a zahaji apoptézu. Pfi pozitivni cesté dochazi k vystaveni
hypoxii, toxinam, toxickym latkam, zafreni, ROS nebo viram (D’Arcy, 2019).

Pfi vnitfni draze apoptézy dochazi mimo jiné k uvoliovani cyt c. Jeho
uvolnovani podporuji proapoptotické proteiny BCL-2, konkrétné BAX a BAK, které jsou
hlavnimi efektory apoptézy. Tyto proteiny podléhaji konforma&nim zménam, které
umoznuji jejich oligomerizaci. Oligomerizované BAX a BAK vytvareji pory
v membrané, coz permeabilizuje vnéjSi mitochondrialni membrany (MOMP)
(Bertheloot et al., 2021) K MOMP pfispiva také iniciaCni kaspaza 9, ktera tuto drahu
fidi. IniciaCni kaspaza 9, se dokaze vazat na apoptoticky proteadzovy aktivaéni faktor 1
(APAF-1) po odhaleni jeho kaspazové naborové domény (CARD domeéna).
V neapoptotické burice je obvykle slozena tak, Ze jeji CARD doména a prokaspaza 9
jsou zablokovany, a tudiz nemuze dojit k jejich navazani. Poté co dojde k indukci
apoptdzy at’ uz negativnimi nebo pozitivnimi podnéty, dochazi k navazani a zaroven
ke zménam mitochondrialni membrany. Tyto zmény umozniuji vznik MOMP (D’Arcy,
2019).

Jakmile jsou poéry otevieny mohou proapoptotické proteiny (cytochrom c,
Smac/Diablo a HtrA2/Omi) unikat z mitochondrii do cytoplazmy a aktivovat apoptdzu.
Smac a HtrA2 podporuji apoptoézu tim, ze inhibuji XIAP (protein inhibujici apoptozu).
Cyt c indukuje apoptézu vazbou na APAF-1, coz vede ke konformacni zméné APAF-1,
ktera odhali nukleotid a oligomerizacni doménu, ktera je schopna navazat deoxyATP

(dATP) (D'Arcy, 2019). Toto ma za nasledek tvorbu apoptosomu, jedna se o masivni
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komplex, ktery se sklada z cyt c, APAF-1, dATP a prokaspazy 9. Zaroven uvolfiovani
cyt ¢ aktivuje kaspazu 3 a sestaveny apoptosom aktivuje kaspazu 9. Kaspaza 9
nasledné stépi proformy proteaz kaspazu 3 a 7 (Bertheloot et al., 2021).

Proteiny pfispivajici k apoptéoze neboli senzibilizujici proteiny inhibuji
antiapoptotické faktory. Naopak inhibice tohoto déje probiha pomoci protein skupiny
IAP (IAP1/2, XIAP), které aktivuji inhibici kaspazy 3 (Bertheloot et al., 2021).
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Obrazek 4: Apoptdza, vnéjsi a vnitini cesta.

APAF1 = proteazovy aktivator apoptézy 1

Zdroj: upravena predloha ,Apoptosis Extrinsic and Intrinsic Pathways® od BioRender.com,

2023
1.3.4 Mitochondrialni kalciova homeostaza

Nesmirné dulezitou roli hraje akumulace vapniku v mitochondrialni matrix. Je to
z toho davodu, Ze vapnik ma v mitochondriich spoustu funkci a jeho akumulace je tak
dulezita pro energeticky metabolismus. Ca?* v mitochondriich aktivuje tfi matrixové
enzymy, pyruvatdehydrogenazu, citratdehydrogenazu a a-ketoglutaratdehydrogenazu

(Belosludtsev, 2019). Vapnik je totiz nezbytny pro oxidativni fosforylaci (OXPHQOS)

29



a TCA cyklus, jelikoz posiluje aktivitu vySe zminénych mitochondridlnich
dehydrogenaz. Vysledkem pak je zvySeni mitochondrialni produkce ATP. ROS spolu
s Ca?* patfi k signalnim molekulam a Gcéastni se fizeni bunééné smrti (Paupe et al.,
2018). Kté dochazi pfi nadmérné akumulaci Ca?* v mitochondriich. Ta je
pFiCinou otevieni dvou typu prechodovy pér mitochondrialni membrany (MPT poér)
a lipidového péru vyvolaného mastnymi kyselinami. Takto dlouhodoba nekontrolovana
permeabilizace vede ke kolapsu membranového potencialu, rozpadu mitochondrii,
vyskytu proapoptotickych proteinli v cytoplazmé a ve svém dusledku k buné&né smrti
(Belosludtsev et al., 2019). Mitochondrialni akumulace a uvolfiovani Ca?* rovnéz hraje
roli v regulaci cytosolické homeostazy a tim ovliviiuje vstup Ca?* z extracelularniho
prostiedi (EC). Toto ovliviiuje napfiklad bunécné funkce, jako jsou svalové kontrakce,
excitabilita neuron a migrace bunék (Paupe et al., 2018).

Regulace intracelularni koncentrace a Ca?* vin probiha vstupem Ca?* z EC
prostfedi. Tato regulace intracelularni koncentrace vapniku je dulezitym
mechanismem intracelularni signalizace. K realizaci této regulace dochazi
prostfednictvim interakce nékolika organel, které vychytavaji a uvoliuji vapnik, coz
zajiStuje koordinovany a rychly prenos Ca?* signalu. Mitochondrie hraji v tomto
procesu velice dulezitou roli, protoze funguji jako hlavni naraznikovy systém pro
vapenaté ionty a tim slouzi jako obrana proti nadbytku Ca?* v cytoplazmé.
Mitochondrie jsou totiz schopny sniZovat vysoké koncentrace Ca?* iontli v cytoplazmé
a akumulovat je v mitochondrialni matrix, kde tvofi komplexy s anorganickymi a jinymi
fosfaty (Belosludtsev et al., 2019).

Uvolfiovani Ca?* probiha zejména z Golgiho aparatu a endoplasmatického
retikula (ER). Kratkodobé prudké uvolnéni Ca?* z ER vede ke zvySeni cytosolové
koncentrace az na mikromolarni uroven, pfitom koncentrace klidového
cytosolu [Ca?*] ~ 100 nM (Paupe et al., 2018). Takové zvySeni vede k vychytavani
Ca?* mitochondriemi a aktivaci uniporteru Ca?*( Belosludtsev et al., 2019). Vychytavani
Ca?* uvolnéného z ER pomoci mitochondrii je dano tésnou blizkosti téchto organel.
Bylo totiz zjiSténo, ze membrana ER a vné&jSi membrana pfilehlych mitochondrii tvofi
spolecné vazby, tzv. membrany spojené mitochondriemi (MAM) (Obrazek 5).
Uvolriovani Ca?* zER v MAM kontaktech je urcovano predev§im inositol-1,4,5-
trifosfatovym receptorem (IP3R) a méné ryanodiovym receptorem (RyR). Po stimulaci
IP3R se uvolni nahromadény Ca?* z ER do kontaktni zony MAM coz vede k tvorbé

mikrodomén, diky kterym se vapnik dostava pres mitochondrialni porin ve vnéjsSi
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mitochondrialni membrané az do mezimembranového prostoru
(Belosludtsev et al., 2019). Tento vstup pfes vnéjsi mitochondrialni membranu je
mozny diky napétové Fizenému aniontovému kanalu. Poté dochazi k transportu iontd
pfes mezimembranovy prostor pomoci mitochondrialniho kalciového uniporteru (MCU)
(Paupe et al., 2018).Z elektrofyziologickych studii vyplyva, Ze uniportér je iontovy
kanal s vysokou vodivosti a selektivitou. Komplex mimo jiné zahrnuje dva proteiny
MICU1 a MICUZ2, které vazou Ca?* v mezimembranovém prostoru. Na Grovni MCU se
jedna o podjednotku, ktera tvofi pory. Podjednotky MICU1/2 kontroluji aktivitu péru na
zakladé cytosolickych hodnot Ca?* (Oxenoid et al., 2016). MICU1 je povaZovan za
spravce brany MCU, ktery pfi nizké cytosolové hodnoté Ca?* MICU1 inhibuje aktivitu
MCU, a naopak pfi vysoké cytosolové hodnoté aktivuje MCU (Paupe et al., 2018).
Prijem Ca?* pfes MCU je zavisly na koncentraci iont(i v prostiedi a probiha v zavislosti
na elektrochemickém potencialovém gradientu, ktery vznika oxidaci respiracnich
substratll nebo aktivaci mitochondrialni ATPazy (Belosludtsev et al., 2019).

Rovnovaha mezi vstupem a uvolfiovanim vapniku je zodpovédna za udrzovani
intracelularni homeostazy vapniku za fyziologickych o patologickych podminek. Byly
zjiStény dva zpusoby uvolfiovani Ca?* z mitochondrii. Prvni je uvolfiovani zavislé na
Na* a druhy typ je nezavisly. Vyména zavisla na Na* je Na*/Ca?* antiport (NCLX), ktery
je vyuzivany v excitaCnich tkanich (mozek, srdce). Predpoklada se, ze vyména
Na*/Ca?* je elektrogenni se stechiometrii tfi ionty Na* na jeden iont Ca?*. Zatimco
vyména nezavisla na Na* je zprostiedkovana H*/Ca?* (Letm1), ktera probiha
v neexcitabilnich tkanich (jatra). Jedna se o elektroneutralni vyménu se stechiometrii,
dva protony na jeden Ca?'. Oba systémy provadéji pomalé uvolfiovani vapniku
z mitochondrii. Rychlost transportu vapniku pfes né je vyrazné pomalejSi nez rychlost
prijmu vapniku pfes Ca?* uniporter (Belosludtsev et al., 2019).
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Obrazek 5: MAM kontakty mezi endoplasmatickym retikulem a
mitochondriemi.

MAM = membrany spojené mitochondriemi; MCU = mitochondrialni kalciovy
uniporter; MPT = pfechodovy pér mitochondrialni membrany; NCLX = Na*/Ca?*
antiport; VDAC = mitochondrialni porin; IP3R = inositol-1,4,5-trifosfatovy receptor;
GRP75 = gluk6ézou regulovany protein 75

Zdroj: Belosludstev, 2019

1.3.5 Metabolismus lipidu
1.3.5.1 B -oxidace mastnych kyselin
Mastné Kkyseliny jsou dulezitym energetickym substratem, zaroven jsou
stavebnimi kameny pro biosyntézu makromolekul. B-oxidace mastnych kyselin je
hlavni cestou pro jejich degradaci. Tento proces ma zvlastni vyznam béhem pustu,
kdy je zasobovani glukézou omezené. Za téchto podminek muze vétSina tkani, kromé
mozku, vyuzivat mastné kyseliny pfimo k vyrobé ATP (Houten et al., 2010).
Mitochondrialni B-oxidace nasycenych mastnych kyselin je katabolicka draha,
na niz se podili Fada enzym0 a pfi niz z esterll mastnych acyl-CoA vznika acetyl-CoA,
NADH"™ a FADH2 (Obrazek 6). Nejdfive je nutna thioesterifikace mastnych kyselin na
CoA, a to za vzniku estert mastnych acyl-CoA. Po této reakci mohou mastné kyseliny

vstoupit do rdznych metabolickych drah. Aby mohly estery mastnych acyl-CoA
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s dlouhym

a stfednim fetézcem vstoupit pfes mitochondrialni membranu, je zapotfebi systému
L-karnitinu. Karnitin palmitoyltransferaza-1 katalyzuje pfenos acylovych skupin
z esterd acyl-CoA na L-karnitin na vné&jSi mitochondridlni membrané. Karnitin
acylkarnitin translokaza pfenasi acyl-karnitinové estery dovnitf mitochondrie vymeénou
za volny L-karnitin, ktery opousti mitochondrii. Karnitin palmitoyltransferaza-2 pfenasi
acylové skupiny z estert acylkarnitinu na CoA, ¢imz vznikaji estery acyl-CoA na vnitini
strané vnitfni mitochondrialni membrany (Adeva-Andany et al., 2019).

Jakmile jsou acyl-CoA v mitochondrialni matrix, dochazi k jejich degradaci na
jednotky acetyl-CoA prostfednictvim klasické série C&tyf enzymovych reakci
nazyvanych B-oxidace (Obr.6). B-oxidacni draha je cyklicky proces, ve kterém jsou
acyl-CoA zkraceny, zatimco jsou uvolnény dva uhliky jako jednotky acetyl-CoA
pokazdé, kdyz je cyklus zcela dokon&en (Houten et al., 2010).

Prvnim krokem je dehydrogenace acyl-CoA-esteru za vzniku trans-2-enoyl-CoA
(Houten et al., 2010). Tato reakce je katalyzovana acyl-CoA dehydrogenazou.
Vysledkem je generovani FADH2, ktery prenasi elektrony na ETF a ten je nasledné
pfenasi na CoQ. ETF slouzi jako elektronovy Clunek mezi acyl-CoA dehydrogenazami
a dychacim fetézcem. Nasleduje hydratace dvojné vazby za katalyzy enoyl-CoA
hydratazou. Treti krok katalyzuje L-3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenaza, kdy dochazi
k dehydrogenaci L-3-hydroxyacyl-CoA na 3-ketoacyl-CoA. Pfi tomto kroku vystupuje
jako  meziprodukt NADH. Kposlednimu kroku dochazi za katalyzy
thiolasa-3-ketoacyl-CoA (Adeva-Andany et al., 2019). Jedna se o proces thiolytického
Stépeni 3-keto-acyl-CoA za vzniku acyl-CoA se zkracenym fetézcem o dva uhliky
a acetyl-CoA. Vysledny acyl-CoA vstupuje do dalSiho cyklu B-oxidace, acetyl-CoA
muze vstoupit do TCA cyklu a elektronové nosiCe dorudi elektrony do ETC (Houten et
al., 2010).
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Obrazek 6: Schéma B-oxidace nasycené mastné kyseliny se sudym
poctem uhlika.

CoA = koenzym A; FADH:2 = flavinadenindinukleotid;
NADH = nikotinamidadenindinukleotid
Zdroj: Stefanek, 2011

1.3.5.2 Ketogeneze

Ke ketogenezi dochazi pfi vysoké mife (-oxidace mastnych kyselin v jatrech.
Za metabolickych podminek spojenych s vysokou rychlosti oxidace mastnych kyselin
produkuji jatra znacné mnoZzstvi acetoacetatu a 3-hydroxybutyratu. Acetoacetat
neustale podléha spontanni dekarboxylaci za vzniku acetonu. Tyto tfi latky se
souhrnné oznacCuji jako ketonova téliska. Acetoacetat a 3-hydroxybutyrat jsou
vzajemné pfeménovany mitochondrialnim enzymem 3-hydroxybutyrat
dehydrogenazou. Cesta ketogeneze =zahrnuje syntézu a odbouravani
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA dvéma klicovymi enzymy
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA syntazou a 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyazou.
Aby mohla ketogeneze probihat musi byt v mitochondriich pfitomny oba enzymy.
(Murray et al., 2003).
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2 Tkanové rozdily

Mitochondrialni riznorodost a rozmanitost je napfi¢ tkanémi opravdu velka.
Tyto odliSnosti zavisi na metabolickych a energetickych pozadavcich danych tkani.
Proto mitochondrialni rozdily odrazi rozdilné metabolické role, které jednotlivé tkané
vykonavaji v organismu, a zaroven rizny podil OXPHOS na hlavnich metabolickych
procesech. Vyznamné odliSnosti v metabolismu mitochondrii se podili na jejich
rozdilném poctu, funkci, morfologii, sloZeni lipidG a proteinové vybavé. Mimo jiné ma
kazda mitochondrie specificky rezim replikace mtDNA, jelikoz tento rezim pfedstavuje
strategii pro danou tkan k feSeni vnitiniho oxidacniho stresu. Proto se pocet kopii
mtDNA méni v zavislosti na typu buiky a na mife rizika poskozeni daného organu.

Zaroven mitochondrie vykazuji v zavislosti na tkani rozmanité vzorce v produkci ROS.
2.1 Jatra

2.1.1 Metabolismus jater

Jatra reguluji energeticky metabolismus celého téla a jsou hlavnim
metabolickym organem, ktery propojuje metabolismus rdznych tkani. Do jater jsou
transportovany mastné kyseliny, aminokyseliny a glukoza, tyto latky jsou pfijimany
z potravy. V jatrech pak dochazi k celé fadé procesu, jak je uvedeno nize.

Glukéza je v jatrech skladovana ve formé glykogenu, anebo je pfeménéna na
pyruvat prostfednictvim glykolyzy v cytoplazmé. Pyruvat je nasledné oxidovan
v mitochondriich za vzniku ATP prostifednictvim TCA cyklu a oxidacni fosforylace.
V pfipadé jejiho nadbytku dochazi k premé&né na mastné kyseliny ¢i aminokyseliny.
Volné mastné kyseliny jsou v hepatocytech esterifikovany s glycerol-3-fosfatem na
triacylglycerol (TAG). Ten se bud uklada do hepatocytu ve formé lipidovych kapének
nebo je vylou€en do obéhu jako lipoproteinova €astice s velmi nizkou hustotou (VLDL).

Aminokyseliny jsou oxidovany nebo se vyuziji k syntéze bilkovin, glukozy Ci
jinych bioaktivnich molekul. Nalacno v jatrech probiha glukoneogeneze nebo
glykogenolyza, pfi kterych vylu€uji glukézu. Glukoneogenetickymi substraty jsou
alanin, laktat a glycerol, které se uvolriuji ze svalu a rovnéz z tukové tkané pfi zatézi
nebo hladovéni. Past podporuje lipolyzu v tukové tkani, coz vede k uvolhovani
neesterifikovanych mastnych kyselin, které se v jaternich mitochondriich B — oxidaci
a ketogenezi pfeménuji na ketolatky. Tento déj se odehrava v jaternich mitochondriich.
Jatry generovana glukéza a ketolatky poskytuji zakladni metabolicka paliva pro
extrahepatalni tkané béhem hladovéni nebo cvi¢eni (Rui, 2014).
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Cholesterol mlze byt v jatrech syntetizovan de novo z acetyl-CoA, jehoz dvé
molekuly kondenzuji a reaguiji s tfeti molekulou acetyl-CoA. Dochazi tak ke vzniku
3-hydroxy-3-methylglutaryl koenzymu A. V dalSim kroku pak dochazi k pfeméné této
latky na mevalonat. Cesta k cholesterolu pak probiha pfes celou fadu reakci a podili
se na ni vice nez 25 enzymd, jedna se o slozitou metabolickou drahu. Pfi tomto
procesu v dilCich reakcich vznikaji farnesylpyrofosfat, skvalen, 2,3-epoxiskalen
a lanosterol (Chen et al., 2019). Rychlost omezujici krok syntézy cholesterolu je
katalyzovan 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reduktazou (Alamri, 2018). Kromé
syntézy de novo mlze burika ziskavat exogenni cholesterol z krve a stravy, ve formé
lipoproteinl nizké hustoty (LDL) vychytavanych prostfednictvim LDL receptoru. Jatra
produkuji VLDL. Tyto lipoproteiny jsou bohaté na TAG a cholesterol. VLDL se
pfeménuje na lipoproteiny stfedni hustoty a poté na LDL, které jsou vyrazné
obohacené o cholesterol a estery cholesterolu a nesou specificky apolipoprotein B.
LDL jsou vychytavany LDL receptorem na povrchu hepatocytu a lymfocytl (Chen et
al., 2019).

DalSi vyuziti cholesterolu v jatrech je pfi tvorbé ZluCovych kyselin. Mezi dvé
primarni ZluCové kyseliny tvofené jatry patfi kyselina cholova a chenodeoxycholova
(Alamri, 2018). Biosynteticka cesta od cholesterolu ke dvéma primarnim zlu€¢ovym
kyselinam je pfitomna v jatrech a sklada se nejméné ze 17 enzym(. Enzymy jsou
rozmistény v nékolika organelach v€etné cytosolu, ER, mitochondriich a peroxisomech
(Vaz et al., 2017).

Jatra pIni i dalSi funkce pfi odstrafiovani toxickych latek z krve. Jatra
metabolizuji rizné typy léCiv s cilem vytvofit z nich ve vodé rozpustné slouceniny
vyluCované Zlu€i, popfipadé mocCi. Tento proces se nazyva jaterni detoxikace
a probiha ve dvou fazich. Prvni faze zahrnuje oxidacni, reduk¢ni a hydrolytické reakce
a je zprostfedkovana cytochromem P450. Cytochorm P450 je rodina enzyml
nachazejicich se pfevazné pravé v jatrech. Je zodpovédna za oxidaéni a redukéni
reakce, k nimz dochazi béhem této prvni faze. ZvySeni rozpustnosti IéCiv ve vodé za
soucasného zlepSeni jejich vyluCovani je dosazeno mimo jiné i vyuZzitim Zeleza, které
je centralnim atomem porfyrinového kruhu cytochromu P450. Druha faze pak je
charakteristicka tim, Ze dochazi ke konjugacni reakci. V jatrech probiha i fada dalSich
reakci nezavislych na cytochromu P450, napfiklad oxidace dopaminu a alkoholu
a hydrolyza amidua a esteru (Alamri, 2018).
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2.1.2 Mitochondrie jater

2.1.2.1 Morfologie

Mitochondrie hepatocytll lze povazovat za metabolicky uzel pro regulaci
homeostazy. Jaterni mitochondrie jsou esencialni pro jaterni metabolismus, produkci
ATP aregulaci fady signalnich drah. Tento organ obsahuje vysoky pocCet mitochondrii.
Lze bez nadsazky Fict, Ze je jednim z nejbohatSich organt na pocet mitochondrii vibec
(Morio et al., 2021). Nejen jejich poctem, ale i hustotou mitochondrii se dostava na
pfedni pFicky v pomysiném Zebficku mezi lidskymi organy. Kazda mitochondrie maze
hostit dvé az deset kopii mtDNA, |ze tedy predpokladat, Zze by se v jednom hepatocytu
mohlo vyskytovat 500 az 4000 mitochondrii (Degli Esposti et al., 2012). Na zakladé
vysledkl vyzkumu védeckého tymu Benarda v oblasti morfologie jaternich
mitochondrii se ukazalo, Ze jsou Spatné rozliSitelné v elektronovém mikroskopu.
Hlavnim ddvodem je sotva postiehnutelny obal, t€sné provazany s Golgiho aparatem.
Nepravidelny a téméf nekompaktni tvar mitochondrii vychazi z jejich tkarnové
architektury. Typickym znakem mitochondrii v jatrech je mensi pocet krist. PFi
porovnani s mitochondriemi ze srdce, kosterniho svalu a mozku se jedna dokonce tkan
s jejich nejmensim poctem. Obsahuji totiz pouze 26+4 krist na jednotku povrchu
mitochondrialniho fezu (nejvySSi hodnoty dosahovalo srdce (124 + 32)). Dale byla
stanovovana hustota mitochondrialni matrix, ktera je vyjadfena pomérem denzity
mitochondrialni matrix, ktera ma pomér pouze 1,04+0,3, zatimco v srdci dosahovaly
hodnoty 1,91 £ 0,42 (Benard et al., 2006).

Jaterni mitochondrie obsahuji nizSi celkovy obsah lipidd nez svalové
mitochondrie, ackoliv mezi nimi neni rozdil co do poctu zjist€nych druhl pfitomnych
lipidd. Tym Kapplera na zakladé vysledk( své studie totiz poukazal na hojné;jsi
zastoupeni vétSiny tfid lipidd pravé ve svalovych mitochondriich. Naopak
v mitochondriich jater bylo zjisténo vysSi relativni mnozstvi ceramidu, fosfatidylinosilt
a fosfatidylcholinl. Zaroven byla pozorovana odliSnost ve slozeni acylovych fetézcu
u kardiolipindi. Retézcem pFitomnym v jatrech i svalech s nejsilngj$im zastoupenim byl
kardiolipin obsahujici Ctyfi acylové fetézce 18:2. V jatrech pak byl nejhojnéji se

vyskytujici kardiolipin obsahuijici acylové fetézce 20:4 (Kappler et al., 2019).
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2.1.2.2 Metabolismus

Charakteristicka pro jatra je jejich metabolicka zonace, ktera se vyznacuje
rozdilnymi metabolickymi funkcemi napfic jaternim lali&kem. Rozdilnost je zplsobena
odliSnym obsahem enzym( v periportalnich a perivendznich hepatocytech
obsazenych v jatrech, coz vede k riznym metabolickym kapacitam podporujicim bud
anabolické (neoglukogeneze, lipogeneze, glutaminogeneze) nebo katabolické
(glykolyza, lipolyza, ureageneze) drahy. V periportalni zo6né probiha zejména
glukoneogeneze a oxidativni fosforylace, v perivendzni zéné zejména de novo
lipogeneze, glykolyza, metabolismus xenobiotik (Morio et al., 2021).

V jaternich mitochondriich je lokalizovana fada metabolickych drah, nebo jejich
Casti, jak je uvedeno dale.

Glukoneogeneze, prvni specifickd metabolicka cesta jaternich mitochondrii,
prevazuje v periportalni oblasti jater. KliCovymi enzymy glukoneogeneze jsou
mitochondrialni pyruvatkarboxylaza a cytosolicka fosfoenolpyruvat karboxykinaza
(Morio et al., 2021). Pyruvatkarboxylaza je vysoce zastoupena v jaternich
mitochondriich (Kappler et al., 2019). Ke glukoneogenezi dochazi pfi delSim hladovéni,
kdy pomér ATP/AMP prudce klesa a zasoby glykogenu uz nejsou dostatecné.
Glukoneogeneze zacCina pfeménou laktatu, glukoneogennich aminokyselin, event.
glycerolu na pyruvat a oxaloacetat v mitochondrialni matrix (Morio et al., 2021). Tato
reakce probiha za spotfeby 2 molekul ATP z matrix mitochondrii (Kunz, 2003).
Oxaloacetat je nasledné transportovan v cytosolu ve formé& malatu nebo citratu, kde
nasleduji dalSi reakce vedouci az ke tvorbé glukdzy. Ta je nasledné pFenesena
glukézovymi transportéry z ER, kde probiha posledni jeji syntézy krok a poté volné
difunduje ven z buriky (Morio et al., 2021).

Ureageneze, dalSi metabolismus s jaterni specifitou, je metabolickou drahou,
ktera je striktné lokalizovana v periportalnich hepatocytech. Zahrnuje pét kliCovych
reakci, které probihaji v cytoplasmé a mitochondriich jater. Jsou zde pfitomny vSechny
enzymy potfebné k syntéze mocoviny z amoniaku. PocateCni dvé reakce tohoto
ornitinového cyklu probihaji v mitochondriich. Prvni z nich je katalyzovana
karbamoylfosfatsyntetazou-1, dochazi ke tvorbé karbamoylfosfatu (Morio et al., 2021).
Syntéza karbamoylfosfatu vyzaduje 2 molekuly ATP a predstavuje hlavni spotfebu
ATP v matrix mitochondrii (Kunz, 2003). Druha ztéchto pocateCnich reakci se
vyznacuje kondenzaci karbamoylfosfatu s ornitinem za vzniku citrulinu za katalyzy

ornitintranskarbamoylazou. Export citrulinu z mitochondrii do cytosolu zajistuje
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citrulin-ornitinovy antiporter, ktery je umistén ve vnitfni mitochondrialni membrané.
Navazujici cytosolové reakce vedou az k tvorbé ornitinu a mocoviny. Po nasledném
navratu ornitinu do mitochondrii nastava uzavfeni cyklu a reakce maze probihat znovu
od zacatku (Morio et al., 2021).

De novo je biochemicky proces syntézy mastnych kyselin z acetyl-CoA, ktery
probiha pfevazné v perivendzni oblasti hepatocytll. Pfi nadmérné konzumaci glukézy
dochazi ke zvySené produkci acetyl-CoA v TCA cyklu, a to vede k zahajeni tohoto
procesu. Acetyl-CoA je exportovan do cytosolu prostfednictvim citratu s vyuZzitim
mitochondrialniho trikarboxylového transportniho proteinu (Morio et al., 2021). Tento
protein se vyskytuje v jaternich mitochondriich ve velkém zastoupeni, coz zapfi€inuje
vysokou miru syntézy mastnych kyselin a ketogeneze v jatrech (Kappler et al., 2019).
Cela rada reakci probihajicich v cytosolu vede od citratu az k nové syntetizovanému
palmitoyl-CoA. Palmitoyl-CoA muze dale potkat nékolik riznych osudu, kterymi muze
byt prodlouzeni anebo denaturace uhlikového fetézce, B-oxidace anebo uloZeni ve
formé& TAG, fosfolipidl a esterl cholesterolu (Morio et al., 2021).

B-oxidace mastnych kyselin a ketogeneze jsou dalSim vyznamnym
mechanismem metabolismu jaternich mitochondrii. Mastné kyseliny v jatrech jsou
oxidovany hlavné v mitochondriich peripoertalnich hepatocytu, a to reakcemi, jak je
uvedeno vySe (viz bod 1.3.5 teoretické Casti). Jaterni mitochondrie maji jedineCnou
vlastnost, a sice Ze mitochondrialni cyklus TCA neni nutné spojen s B-oxidaci (Morio
et al.,, 2021). Tkanové specifické slozeni proteinl mitochondrii je v souladu
s organovou funkci. Jatra se vyznacduji nejvy§sim procentualnim zastoupenim protein(
souvisejicich s Boxidaci. Konkrétné mitochondrialni thiolasa-3-ketoacyl-CoA je
druhym nejhojnéjSim proteinem v jaternich mitochondriich. Stejné tak pfi porovnani
mnozstvi ETF v jaternich a ve svalovych mitochondriich je jeho mnozstvi vySSi
u jaternich mitochondrii. ETF totiz zprostfedkovava redukci ubichinonu pomoci FADH2
pochazejici z 3-oxidace a degradace aminokyselin (Kappler et al., 2019).

Mitochondrie izolované z jater maji vysoké zastoupeni enzymu zapojenych do
B-oxidace, ale na druhou stranu vykazuji niz§i obsah enzymu( uc€astnicich se TCA
a OXPHOS nez ostatni tkané (Benard et al., 2006). Specialnim rysem
hepatocelularnino TCA cyklu je, Ze obsahuje vyznamné anaplerotické a neoxidativni
kataplerotické drahy potfebné pro glukoneogenezi, lipogenezi a ureagenezi.
Anapleroza a katapleroza jsou podstatnou cestou v jatrech, ktera je az 5x aktivné;si

nez oxidativni tok cyklu TCA (Morio et al., 2021). Dle Vizzarovy studie vykazuiji jatra
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svalem. Naopak pomér COX/CS byl oproti ostatnim tkanim nejvyssi. COX byl zvolen
jako referenéni hodnota pro aktivitu systému OXPHOS, protoze tento enzym
predstavuje posledni krok v dychacim fetézci. Stejné tak CS byl zvolen jako referencni
hodnota, jelikoz je soucCasti TCA cyklu. Vysledky této studie potvrzuji, Zze v jaternich
mitochondriich je nizSi zastoupeni enzyml OXPHOS nez v ostatnich tkanich
(Fernandez-Vizarra et al., 2011). Jaterni mitochondrie maji i mensi mnozstvi
cyt c—129+12pmol/mg proteinu. Tato hodnota je 4x nizSi nez ve svalech i srdci, coz
souvisi s niz8i rychlosti TCA cyklu a ETC v jatrech (Benard et al., 2006). Pfi méfeni
mitochondrialni respirace se ukazalo, Ze jaterni mitochondrie dychaly vyrazné vice po
pridani sukcinatu, ktery je substratem komplexu Il. Zaroven se pfi tomto vyzkumu
zjistilo, ze glutamatdehydrogenaza byla patym nejhojnéjSim proteinem v jaternich
mitochondriich, ale i tak se spotfeba kysliku zvySila po pfidani glutamatu jen nepatrné.
Z vySe uvedeného vyplyva, Ze prisun elektront prostfednictvim komplexu | do
elektronového transportniho fetézce ma v mitochondriich nizkou kapacitu. Naproti
tomu elektrony dodané prostrednictvim komplexu Il z oxidace sukcinatu nebo
prostfednictvim ETF z [(-oxidace na ubichinon silné aktivuji dychani jaternich
mitochondrii. Vysoka kapacita jaternich mitochondrii pro oxidaci sukcinatu je dana
i tim, Ze sukcinatdehydrogenaza je nutna nejen pro pfisun elektront z ETC, ale také
pro udrzeni glukoneogeneze (Kappler et al., 2019).

2.1.2.3 Dalsi specifity

Topologie mtDNA poukazala na dalSi rozdily jaterni mtDNA v porovnani
s ostatnimi tkdnémi. MtDNA z mozku a jater byla pfevazné v uvolnéné konformaci
otevieného kruhu, kde pfevazuji jednoduché kruhové monomery. Jatra spolu
s ledvinami  vykazuji vysoké mnozstvi klasickych intermediatd replikace
s asynchronnim fetézcem (RITOLS). RITOLS je charakterizovan tupym kratSim
bublinovym obloukem. Jedna se o lépe prozkoumany fetézec a je tak popsan
dostate¢né podrobné mechanismus, pfi kterém se nejprve replikuje tézké viakno, coz
vede k vytlageni templatt lehkého viakna. Toto vytlacené viakno je nejprve pokryto
ribonukleovou kyselinou (RNA), ale az se zpozdénim dochazi v misté pocatku
replikace téZzkého vlakna k vyusténi v rostouci replika¢ni bublinu. Ta se po dosazeni
konce restrikCniho fragmentu pfeméni na vidlicovité formy podobné pismenu Y.

A praveé ke vzniku replikacni bubliny dojde v okamziku, kdy replikace dosahne konce
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restrikEniho fragmentu. Dé&je se tak v misté pocatku replikace tézkého vlakna, jak uz
bylo vySe uvedeno. Nasledné hybrid RNA:DNA obsahuijici replikaéni bubliny vytvori
v dusledku mirné degradace charakteristicky otupeny bublinovy oblouk. Tento oblouk
bude dale posuzovan i v ostatnich tkanich, jelikoz je tkariové specificky (Herbers et al.,
2019).

Poslednim bodem v ramci mitochondrii jater je signalizace Ca?*. Hladiny
mitochondrialniho vapniku hraji kliCovou roli v regeneraci jater. Jatra totiz skute¢né
maji jedineCnou schopnost regenerace po fyzickém zranéni. Ktéto regeneraci
pfispivaji mitochondrie pomoci zvySeného pufrovani Ca?*, které vedlo k urychlené
regeneraci jater, pravdépodobné inhibici apoptdzy (Morio et al., 2021). Studie Nuria
potvrzuje, ze ztrata MICU1 regulatoru mitochondrialniho vapnikového uniporteru vede
k pfetizeni mitochondrii vapnikem za fyziologickych stresovych podminek
a k nachylnosti otevieni pért mitochondrialni permeability, coz ma za nasledek inhibici
proliferace hepatocytt (Oliva-Vilarnau et al., 2018). V hepatocytech je aktivita Na*
dependentniho efluxu Ca?*velmi nizka, zatimco vétSina efluxu zavisi na vyméné
H*/ Ca?* (Kunz, 2003). Tento vymnénik H*/ Ca?je typicky pro jatra, tento

mechanismus efluxnich cest je rozdilny napfi¢ tkanémi (Pizzo et al., 2012).
2.2 Srdce

2.2.1 Metabolismus srdeéni svaloviny

Srdce je dalSim nepostradatelnym organem lidského téla, jehoz energetické
naroky jsou extrémné vysoké. Energie je nezbytna pro zachovani jeho spravné
nepretrzité kontraktilni funkce. Dostat témto vysokym energetickym pozadavkim
znamena kontinualni produkci velkého mnozstvi ATP. S ohledem na skutecnost, ze
zasoba vysokoenergetickych fosfatl je v kardiomyocytech minimalni a postacuje
pouze k udrzeni srdeCniho rytmu po dobu 2 — 10 sekund, pak neni divu, Ze pro
normalni srde¢ni funkci je nezbytné tésné propojeni produkce ATP a kontrakce
myokardu (Kolwicz et al., 2013). ATP pro zachovani Cinnosti srdce pochazi ze dvou
hlavnich zdroji. Prvnim zdrojem je oxidativni fosforylace. Tento zdroj se postara o vice
nez 95 % ATP (Stanley et al., 2005) a v zajiSténi energie se pro srdce stava zdrojem
Cislo jedna. Vzhledem k tomu, Ze oxidativni fosforylace je aerobni déj, pfi kterém se
spotfebovava vyznamné mnozstvi kysliku, dostava se srdce na Celni pozice nejen ve
spotifebé energie, ale i kysliku. Tato spotfeba kysliku srdcem je pochopitelné vztazena

na jednotku jeho hmotnosti (Lopaschuk et al., 2021). Doplfikovym zdrojem ATP,
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hovofime o zbylych cca 5 %, je glykolyza, dale TCA cyklus, pfi kterém dochazi k tvorbé
GTP. A navzdory tomu Ze produkce ATP z druhého zdroje je minoritni, ma specificky
a jedineCny vyznam pro syntézu ATP prostfednictvim oxida¢ni fosforylace. TCA cyklus
je pro oxidativni fosforylaci esencialni, jelikoz ta z TCA vyuziva elektrony (Stanley et
al., 2005). VSechny tfidy energetickych substratli zajistuji potfebny acetyl-CoA pro
TCA cyklus. Zdravé srdce je totiz metabolicky flexibilni a dokaze pohotové prechazet
mezi rdznymi energetickymi substraty, aby udrzelo produkci ATP. Hlavnimi palivy
srdce jsou glukéza, mastné kyseliny, ketolatky, laktat a aminokyseliny. S ohledem na
nizkou schopnost srdce intracelularniho ukladani energetickych substratd je nutné
jejich pribézné ziskavani z krve (Lopaschuk et al., 2021).

NejefektivnéjSim energetickym substratem srdce je glukéza, ktera muze
vytvaret ATP cytoplazmatickou glykolyzou i naslednou mitochondrialni oxidaci
pyruvatu. Glukéza je v kardiomyocytech pfijimana glukézovym transportérem 1
(GLUT-1) a 4 (GLUT-4). GLUT-4 je sice zodpovédny za inzulin-dependentni
vychytavani glukozy, kazdopadné jeho translokace je také modulovana kontrakci
myokardu. Z tohoto dlivodu zUstava kvantitativné hlavnim portalem pro pfijem glukézy
myokardem. Po vstupu glukdzy do buriky dojde k jeji fosforylaci hexokinazou za vzniku
glukdza-6-fosfatu (G6PD). G6PD mulze byt nasledné vyuzit prostfednictvim fady
metabolickych drah, mezi néz patfi tvorba pyruvatu prostfednictvim glykolyzy, syntéza
glykogenu, nebo biosyntetickda hexosaminova Ci nebo pentosofosfatova cesta
(Lopaschuk et al., 2021). Pfi glykolytické draze prevadéjici G6PD na pyruvat dochazi
ke vzniku 2 molekul ATP, na kazdou glukdzu (Stanley et al., 2005). Pyruvat vznikly pfi
glykolyze je bud pfeménén na laktat nebo transportovan do mitochondrii pomoci
mitochondrialniho pyruvatového pfenasece (MPC). VétSina pyruvatu je pfeménéna na
acetyl-CoA pomoci pyruvatdehydrogenazy (Lopaschuk et al., 2021). Metabolismus
sacharidd zajistuje srdci 10 — 40 % acetyl-CoA (Stanley et al., 2005). Mensi mnozstvi
pyruvatu se premeénuje na oxaloacetat prostfednictvim pyruvatkarboxylazy. Tento
oxaloacetat vyznamné pfispiva k anapleroze (Lopaschuk et al., 2021).

DalSim substratem jsou mastné kyseliny, které zajiStuji 60 % acetyl-CoA.
Mastné kyseliny podléhaji B-oxidaci, kdy primarnimi produkty jsou NADH, FADH2
a acetyl-CoA. Tyto reakce probihaji pfevazné v mitochondriich a v malé mife
i v peroxizomech (Stanley et al., 2005). Mastné kyseliny se do srdce dostavaji bud
z krve ve vazbé na albumin nebo ve formé mastnych kyselin hydrolyzovanych z TAG

obsazenych v chylomikronech a VLDL (Lopaschuk et al., 2021). Jakmile mastné
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kyseliny vstoupi do srdce, jsou nasmérovany do jedné z nékolika metabolickych drah.
Ugastni se tak syntézy fosfolipidd, neutralnich lipidd nebo B-oxidace mastnych kyselin
(Dolinsky et al., 2016). Po vstfebani do kardiomyocytu dochazi k jejich esterifikaci za
vzniku mastného acyl-CoA. Ten vstupuje do mitochondrialni B-oxidace. Vznikly
acetyl-CoA dale pokracuje do TCA cyklu, NADH a FADH: a tyto kofaktory vstupuji do
ETC za vzniku ATP. Oxidace mastnych kyselin v srdci je vysoce regulovany proces.
Tato vysoce koordinovana regulace je kliCova pro schopnost srdce pfepinat mezi
dostupnymi substraty. Mastné kyseliny sice produkuji ze vSech energetickych
substratll nejvétsi vytézek ATP na 2 uhlikové jednotky, ale zaroven maiji nejvyssi
naroky na kyslik. V dusledku toho jsou méné ucinnymi energetickymi substraty
myokardu (Lopaschuk et al., 2021).

S mastnymi kyselinami uUzce souvisi i ketolatky, které jsou stale cCastéji
povazovany za dulezity energeticky substrat srdce. Prevladajici ketolatkou oxidovanou
v srdci je B-hydroxybutyrat. Jeho vychytavani je usnadnéno monokarboxylovym
transportérem 1, po kterém je transportovan do mitochondrie, kde dochazi k jeho
oxidaci. Nejprve je B-hydroxybutyrat oxidovan na acetoacetat za katalyzy
B-hydroxybutyrat dehydrogenazou 1. Acetoacetat je nasledné aktivovan CoA
transferazou na acetoacetat-CoA. Poslednim krokem je thiolyza této slouc€eniny za
vzniku acetyl-CoA, ktery nasledné vstoupi do TCA cyklu. Ketony jsou v srdci snadno
metabolizovany. PFi zvySenych hladinach cirkulujicich ketont se mohou stat hlavnim
palivem srdce. Pfi zohlednéni spotfeby kysliku pro tvorbu ATP jsou ketony energeticky
ucinnéjSi nez mastné kyseliny, ale méné nez glukdza.

DalSim energetickym substratem jsou aminokyseliny. Prvni reakci katabolismu
aminokyselin vznika alfa-ketokyselina pomoci mitochondrialni dehydrogenazy
a-ketokyselin s rozvétvenym fetézcem. Nasleduje transaminace a oxidativni
dekarboxylace a-ketokyseliny. Produkty této reakce jsou acetyl-CoA, ktery vstupuje do

TCA cyklu nebo sukcinyl-CoA. Vyuziva se pro anaplerdzu (Lopaschuk et al., 2021).
2.2.2 Mitochondrie srde€ni svaloviny
2.2.2.1 Morfologie

Kardiomyocyty jsou bunfky s nejvétS§im poctem i nejvétSimi mitochondriemi
a zaujimaji témeér 1/3 bunky (Kolwicz et al., 2013). Nejen ze v prifezu srdce zabiraly

mitochondrie vétsSi Cast, ale zaroven byly i poCetnéjsSi. SouCasné srdce dosahlo na
vrchni pficku v poctu krist na jednotku povrchu mitochondrialniho fezu (124+32). VysSSi
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pocet krist naznacuje vysSi obsah komplext dychaciho fetézce. Tato informace je
v souladu se studiemi, které ukazuji pfednostni lokalizaci téchto protein( v kristach
mitochondrii. VySSi stav respirace v srdeCnich mitochondriich naznacCuje i tmavsi
matrix s vysokou hustotou. Dokonce mitochondrie lokalizované v srdci dosahuji
nejvyssi hodnoty hustoty mitochondrialni matrix, ktera ma pomér konkrétné 1,91+0,42.
Ze studie Benarda vyplyva, Ze mitochondrie izolované ze srdce a svalu obsahovaly
vice komplexu dychaciho fetézce, nez bylo prokazano v jatrech a mozku (Benard et
al., 2006).

SrdeCni mitochondrie, stejné jako ty svalové, vykazuji kvazikrystalickou
organizaci (Benard et al., 2006). Tyto mitochondrie jsou dobfe pozorovatelné pomoci
elektronové mikroskopie. Mitochondrie jsou organizovany mezi myofibrilami, pod
sarkolemou nebo blizko jadra. Intermyofibrialni mitochondrie jsou strikiné usporadany
mezi Ffadami kontraktilnich proteinll a jsou vtésném kontaktu s myofibrilami
a sarkoplasmatickym retikulem (SR), proto se tyto mitochondrie vénuji pfevazné
energetickému zasobeni myozinu a SR-ATPaz. Subsarkolemalni mitochondrie maji
nizsi stupen organizace a pravdépodobné se podileji na iontové homeostaze nebo
bunéné signalizaci. Poslednim typem jsou perinuklearni mitochondrie, které jsou
organizovany do shlukl a podili se na procesech transkripce a translace (Piquereau
et al., 2013).

2.2.2.2 Metabolismus

Mitochondrie se ucCastni téméF vSech hlavnich biologickych procesl
kardiomyocytl, v€etné podpory bunécné morfologie, produkce ATP prostfednictvim
elektronového transportniho fetézce, regulace intracelularnich vapnikovych iont(
a hladin ROS (Koshiba et al., 2004).

Uroveri exprese sedmi proteind dychaciho Fetézce ukazuje vy$si obsah
komplexu dychaciho fetézce v mitochondriich srdce a svald, napfiklad podjednotka
jadra 2 komplexu Il méla nejvySSi expresi v srdci, proto jeji hodnota byla stanovena
jako 100 % a ostatni tkdané byly nasledné dopodcitany. Srdce a kosterni sval se
prezentuji nejvyssi kapacitou OXPHOS. Ddkazem pro to je i hodnota koncentrace
cytc, ktera je vsrdci dvakrat vysSSi nez v mozku (Benard et al.,, 2006). Dle
spektrofotometrického stanoveni COX tymem Vizzara se ukazalo Zze srdce ma tuto
hodnotu nejvyssi, dokonce jeho hodnoty 5 az 10krat pfevySovaly ostatni tkané

(Fernandez-Vizarra et al., 2011).

44



Existuje uzka korelace mezi objemem mitochondrii, srde¢ni frekvenci
a celkovou spotfebou kysliku v téle. Nedavné studie spojuji mitochondrialni dynamiku
s rovnovahou mezi energetickou potifebou a pfisunem zivin. To naznacuje, Zze zmény
v mitochondrialni architektufe jsou mechanismem bioenergetické adaptace na
metabolické pozadavky. Vzhledem k velké a stalé potiebé energie pro udrzeni
kontraktilni funkce srdce potfebuji kardiomyocyty udrzovat optimalni mnozstvi
mitochondrii, aby udrzely produkci ATP (Taegtmeyer et al., 2016). Kvuli zachovani
srdeCni funkce si mitochondrie udrzuji svij tvar a pocet prostfednictvim biogeneze,
Stépeni, fuze a mitofagie. Tento proces se nazyva mitochondrialni kontrola kvality.
Jedna se o komplexni proces, ktery zahrnuje tfi urovné. V ramci prvni urovné se
zabrafiuje poSkozeni mitochondrii a udrzuje se mitochondrialni stabilita
prostifednictvim aktivace proteazomu. Druha uroven udrZuje pocet a tvar mitochondrii
pomoci mitochondrialni biogeneze, Stépeni a fuze. Mitochondrialni biogeneze je
proces, ktery zvySuje mitochondrialni hmotu. Mitochondrialni $tépeni a fuze musi byt
v rovnovaze, aby byla zachovana mitochondrialni integrita. Prostfednictvim Stépeni se
zajiStuje potfebny poc€et mitochondrii, izoluji se nevratné poSkozené mitochondrie
a podporuje se pohyb a distribuce mitochondrii. Mitochondrialni fuze zajistuje spojeni
normalnich a poskozenych mitochondrii za uCelem nahrazeni materiall
v poskozenych mitochondriich (Koshiba et al., 2004). Fuze je dvoukrokovy déj, jehoz
prvnim krokem je spojeni vnéjSi mitochondrialni membrany prostfednictvim mitofusind
1 a 2. Poté nasleduje fuze vnitini membrany prostfednictvim interakci mezi proteinem
zrakové atrofie 1 a kardiolipinem (Garbern et al., 2021). Kardiolipin je kliCovym
fosfolipidem mitochondrialni membrany, ktery je v srdci obohacen o kyselinu linolovou
(Dolinsky et al., 2016). Posledni, tedy treti uroven mitochondrialni kontroly kvality

selektivné odstranuje poSkozené mitochondrie, tento proces se nazyva mitofagie.

2.2.2.3 Dalsi specifity

Mitochondrie kardiomyocytl jsou specializované na stalou a efektivni produkci
ATP pomoci [B-oxidace. Srdce je tkan s vysokou aktivitou OXPHOS, stejné jako
mozek, kosterni sval a hnédy tuk. Pouzivaiji, proto zplsob replikace spojeny s viakny
a kombinovany se zvySenou urovni rekombinace. Z nepfimych dukazl vyplyva, ze
rekombinace by mohla mit ochrannou roli proti posSkozeni mtDNA ve vysoce
oxidativnich tkanich. Tkané s aktivnim mitochondrialnim dychanim vykazovaly ve

studii tymu Herberse vysSi uroven poSkozeni mtDNA a zaroven obsahovaly molekuly
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typické pro rekombinaci DNA. Takové poskozeni koreluje s replikaci spojenou s vliakny
a znamkami rekombinace, to naznacuje, Ze rekombinace mtDNA mohla byt zplisobem
opravy oxidacniho poSkozeni. Srdce a mozek, na rozdil od jater, vykazuji definovany,
dlouhy bublinovy oblouk a absenci pomalu se pohybujicich Y-arcu typickych pro
replikaci COSCOFA. V srdci jsou viditelné meziprodukty rekombinace ve tvaru x
tvoficich x-$picku. MtDNA méla konformaci stejnou jako pro kosterni sval a hnédou
tukovou tkan ve formé linearnich molekul mtDNA a dimeru (Herbers et al., 2019). Mimo
jiné se v srdci vyskytuje nejvySSi mnozstvi mtDNA (Fernandez-Vizarra et al., 2011).

V srdci stejné jako jatrech je vysoka aktivita katalazy. Ta pomaha burikam
vyporadat se s ROS, konkrétné s H202. Katalaza katalyzuje reakci, pfi které se
z peroxidu vodiku uvolriuje molekularni kyslik a voda (Kowaltowski et al., 2009).

Na zékladé dukazul je mozné konstatovat, Ze v srde¢nich mitochondriich existuji
dva mechanismy importu Ca?*, pfitom oba jsou citlivé na rutheniovou ¢erveil. V ramci
metabolické regulace vapniku v srdci byla prokdzana pfitomnost RyR, ktera je
specificka pouze pro tkan srdce. Imunobarevné snimky s protilatkami specifickymi pro
RyR1 odhalily pfitomnost zlatych castic v mitochondrialni membrané, avSak pouze

v srde€nich mitochondriich (Pizzo et al., 2012).
2.3 Svaly

2.3.1 Metabolismus kosterniho svalstva

Kosterni svalstvo pfedstavuje u dospélého Clovéka 40 — 50 % télesné hmoty
a je kliCovym determinantem bazalniho a energetického metabolismu celého téla
lidského organismu. Svalova hmota vyZaduje rovnovahu mezi syntézou
a odbouravanim bilkovin. Kosterni svalstvo obsahuje 50 — 75 % vSech télesnych
bilkovin. Z mechanického hlediska je hlavni ulohou kosterniho svalu pfeména
chemické energie na mechanickou, ktera zajistuje silu a vykon a udrzuje nebo zlepSuje
zdravi (Frontera et al., 2015). Kromé fyzické aktivity svaly vynakladaji znacné mnozstvi
energie na udrZzeni svalové hmoty prostfednictvim proteinové syntézy, opravy
a regenerace. Kosterni svalstvo zajiStuje i fadu dalSich funkci, mezi které patfi
napfiklad regulace elektrolytd a pH. (Maurya et al., 2018).

Kosterni svalstvo ma 2z metabolického hlediska vice funkci. Asi
nejvyznamnéjSimi a typickymi jsou zakladni energeticky metabolismus a produkce

tepla pro udrzovani télesné teploty. Tyto funkce nabyvaji na vyznamu béhem fyzické
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aktivity a cvi¢eni, kdy dochazi ke zna¢né spotiebé kysliku a energetickych substrat.
Z dadvodu nadmérné spotieby je nezbytné vytvofeni zasob dulezitych substratd
(aminokyseliny, karbohydraty), k Eemuz je kosterni svalstvo uzpusobeno a dané latky
jsou zde skladovany. V pfipadé aminokyselin se nejedna o typickou zasobni formu,
ale za urcitych podminek opravdu mohou slouZit i jako jejich zasobni misto. Nehledé
na vlastni spotfebu, je zvlasté zajimavou funkci kosterniho svalu jeho role jako
zasobarny aminokyselin pro potfebu jinych tkani (kize, mozek a srdce). Diky tomu je
umoznéno syntetizovat organové specifické proteiny. Uvolfovani aminokyselin ze
svalu také pfispiva kudrzovani hladiny glukézy v krvi, pokud organismus celi
hladovéni (Frontera et al., 2015).

Zpusob ziskavani energie se liSi podle typu svalovych vidken. Vy3si podil
energie ziskany bez vyuziti kysliku anaerobni glykolyzou probihajici v cytoplasmé je
typicky pro tzv. rychla svalova vlakna. Ta se vyznacuji niz§im poctem mitochondrii.
Svaly tohoto typu se sice snadno unavi, ale jsou schopny kratkého a vysokého vykonu.
V tomto pfipadé anaerobni glykolyza poskytuje pouze 2 molekuly ATP z jedné
molekuly glukézy, v pfipadé, kdy je zdrojem glykogen muze tento proces poskytnou 3
molekuly ATP. Protipdlem jsou pomala svalova viakna, ktera maji vysSi pocet
mitochondrii a s tim i spojeny zisk energie pomoci oxidativni fosforylace. Pfi ni z jedné
molekuly glukézy nebo dvou molekul laktatu vznikne az 36 molekul ATP. ZvySeni
produkce ATP oxidativni fosforylaci je stimulovano zvySenou koncentraci vapenatych
iontd a nastupuje s urditym zpozd&nim za pocatkem svalové &innosti (Zurmanova,
2014).

Kromé kontraktilni funkce je sval primarnim organem produkce tepla u vétSiny
savcu prostfednictvim tfesové a netfesové termogeneze, kterd vyzaduje znacné
mnozstvi energie (Maurya et al., 2018). VSechny svalové Cinnosti vyzaduji energii ve
formé ATP. Jedinym pfimo vyuZitelnym zdrojem energie pro pracujici sval je ATP.
Jelikoz jsou zasoby ATP ve svalu velmi omezené, potfebuji svaly metabolické drahy,
které ATP ucinné doplnuji. Jsou to kreatinfosfatovy systém, anaerobni glykolyza
a oxidac¢ni fosforylace. Systémy se liSi v substratech, produktech, maximaini rychlosti
produkce ATP, kapacitou a prispévkem k unavé. Z dlivodu malého mnozstvi zasob
ATP a CP podporuji pouze €innost s vysokou intenzitou a kratkym trvanim (nékolik
sekund). Pokud je potfeba udrzet svalovou Cinnost po dobu nékolika minut, vyuziva se
anaerobni glykolyzy, pfi které se ATP uvolnuje rychle, ale kone¢né produkty (H*, laktat)

zhorSuji funkci svall a jsou spojeny se svalovou Unavou. Posledni energetickou
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drahou je oxidativni fosforylace, ktera dodava kone€nou energii pro intenzivni cviceni,
které Ize udrzet po delSi dobu (v ramci minut az hodin). Sit' kapilar dopravuje kyslik
k aktivnim svalovym viaknim. Rozsah této sité koreluje s metabolickymi naroky na
svalové vlakno. V zavislosti na intenzité namahy se béhem jednoho cvi€eni drahy
rizné prekryvaji a aktivuji (Frontera et al., 2015).

Pro tvorbu ATP svalova bunka vyuziva dvé hlavni paliva. Prvnim jsou sacharidy
ve formé plazmatické glukdézy a svalového glykogenu (Frontera et al., 2015). Sval je
dalezity i pro homeostazu glukozy, jelikoz se jedna o nejvétsi inzulin senzitivni tkan,
ktera po stimulaci inzulinem utilizuje az 80 % glukézy (Maurya et al., 2018) Druhym
typem paliva jsou tuky ve formé plazmatickych volnych mastnych kyselin a svalovych
TAG. K celkové produkci energie muze malym dilem pfispivat i metabolismus
aminokyselin. Vybér konkrétniho paliva opét zavisi na intenzité a délce cviceni.
Svalovy glykogen pohani pfedevSim svalové Cinnosti o vysokych intenzitach. Na
potfeby zajiStuje z volnych mastnych kyselin. V praxi vétSina Cinnosti aktivuje rizné
drahy v ruznych €asovych okamzicich a vyuziva kombinaci paliv k produkci ATP
potfebného pro svalové Cinnosti (Frontera et al., 2015).

ATPazy jsou enzymy schopné stépit ATP. Ve svalovych vlaknech jsou soucasti
myozinové hlavy. Konkrétné se tam nachazi ATPaza a SERCA pumpa na SR a Na/K
ATPaza na sarkolemé. O udrzeni hladiny ATP se stara kreatinkinaza pomoci
Lohmannovi reakce. PFi této reakci kreatinkinaza katalyzuje prenos Pi z CP na ADP
za vzniku ATP a kreatinu, jedna se o vratnou reakci, ktera obéma sméry probiha
podobnou rychlosti. V kosternim svalstvu se kreatinkinaza vyskytuje ve dvou
izoformach, mitochondrialni a cytosolické. |zoformy se v burnice nachazeji v misté
spotfeby energie i jeji produkce (Zurmanova, 2014).

2.3.2 Mitochondrie kosterni svaloviny

2.3.2.1 Morfologie

Jak bylo zminéno vySe, pomaly typ svalového vlakna obsahuje vice
mitochondrii nez ten rychly. U obou typu jsou mitochondrie obsazeny v membranovych
kompartmentech po celé délce myofibril a pusobi velmi kompaktné (Benard et al.,
2006). Mitochondrie tvofi trojrozmérnou sit v celé burice, ktera vytvari ATP potfebnou
pro svalovou Cinnost za pfistupu kysliku. Mitochondrie se ve svalech vyskytuji na dvou

moznych mistech. Prvni typ se nachazi blize u sarkolemy, coz snizuje difuzni
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vzdalenost pro kyslik pfenaseny kapilarnim zasobenim. Toho se nejvice vyuziva
zejména pfi aerobnim nebo vytrvalostnim cvieni, kdy se zvySuje potfeba kysliku.
DalSi populace mitochondrii se nachazi v intermyofibrilarnim prostoru. Pocet i velikost
mitochondrii se zvySuje pfi tréninkovych programech vytrvalostniho/aerobniho typu
cvi¢eni (Frontera et al., 2015).

Mitochondrie kosterniho svalu vykazuji vysSi hladiny celkového poctu
fosfolipidd nez jatra. Zarovenn ve svalech bylo zjisténo vy88i mnozZstvi
fosfatidyletanolaminu a lysofosfatidylcholind nezli v jatrech. Jak bylo uvedeno vySe
v bodu 1.4, velky rozdil mezi tkanémi se tyka kardiolipinu. V kosternim svalu bylo oproti
jatrm i vysSi zastoupeni prekurzor( kardiolipinu. Jelikoz se kardiolipiny nachazeji
zejména ve vnitfni mitochondrialni membrané, usnadiuji skladani membrany a tim
i tvorbu krist. Proto se vySSi obsah kardiolipinu odrazi i na vySSi hustoté krist (Kappler
et al.,, 2019). Konkrétné sval obsahoval 10711 krist na jednotku povrchu
mitochondrialniho fezu, ¢imz skoncil v ramci Benardovy studie na druhém misté hned
za srdcem (Benard et al., 2006). Kardiolipiny maji odlisné sloZeni acylovych fetézcu
napfi¢ tkanémi. Nejhojnéji zastoupenym kardiolipinem ve svalu je s obsahem Ctyf
acylovych fetézcu 18:2. Napadnym rozdilem bylo vy$§i mnozstvi acylovych fetézcl
22:6 v kardiolipinech kosterniho svalu oproti jatrim. Zaroven bylo prokazano, ze
cviCeni zvySuje obsah kardiolipinu ve svalech a tvorbu superkomplexd. To jen
podtrhuje dulezitost kardiolipinu ve svalech, jelikoz pfi zvySeni mnozstvi kardiolipinu
dojde ke zvySeni mnozstvi krist a v uzké souvislosti s tim dojde k navySeni OXPHOS

aktivity ve svalech (Kappler et al., 2019).
2.3.2.2 Metabolismus

Mitochondrie kosterniho svalu pfi fyzické aktivit¢ celi velkym vykyvim
v narocich na ATP, s tim souvisi vétSi rozdily v metabolismu nez v jinych tkanich.
Kosterni sval je zodpovédny za vice nez 80 % postprandialni odstranéni glukozy.
Vzhledem k jeho relativni velikosti je povazovan za hlavni organ v utilizaci mastnych
kyselin. V souladu s organovou funkci obsahuji svalové mitochondrie vyS$si procento
proteinU souvisejicich s oxidativni fosforylaci, syntézou ATP a dekarboxylaci pyruvatu.
17 % z celkového mnozstvi proteind ve svalovych mitochondriich zaujimaly dvé
podjednotky ATP syntazy a ADP/ATP translokaza 1. Hojnéji zde byly zastoupeny
i enzymy TCA cyklu. Oproti jatrim zde byl pozorovan vySSi vyskyt téméF vSech

podjednotek komplexu | a nékolika podjednotek komplext lll, IV a V. Proteomické
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analyzy odhalily vy$Si pocetnost proteini pyruvatdehydrogenazového komplexu. |
v pfipadé citrat syntazy je ve svalovych mitochondriich jejich mnozstvi vyS$Si neZli
v jaternich. Pomoci respirometrie provadéné tymem Kapplera se ukazalo, Ze po
pfidani pyruvatu dychaly svalové mitochondrie o poznani vice. Tato informace je
v souladu s vyS$Sim mnozstvim proteind pyruvatdehydrogenazy ve svalech, ktery
spojuje glykolytickou drahu s TCA cyklem a poskytuje NADH pro komplex |. Svalové
mitochondrie vykazovaly vysokou respiraci pfi utilizaci pyruvatu a glutamatu, substraty
vazané na komplex I. Tyto vysledky jasné naznacuji, Ze je ve svalech pyruvat vyuzivan
hlavné k produkci ATP zavislé na komplexu I. Z této studie zaroven vyplyva dominantni
funkce svalovych mitochondrii pfi tvorbé ATP, ktera je potfebna zejména béhem
fyzické aktivity kvili vysoké spotieb& ATP pfi kontrakci svalu (Kappler et al., 2019).

V misté oxidativni fosforylace ve vnitini mitochondridlni membrané plsobi
kreatinkinaza ve prospéch syntézy CP. Difize ATP z mista produkce k mistim
spotfeby probiha rychle, jelikoz molekula CP je podstatné mensi nez molekula ATP.
Z tohoto duvodu je CP systém povazovan za energeticky pufr, slouzici k rychlému
transportu ATP z mitochondrii do mista potfeby. DalSim plusem je, ze CP vyuziva
kreatin z cytosolu a ATP z mitochondrii v prostoru vnitfni mitochondrialni membrany
k produkci ADP. Ta je zde okamzité vyuzita k tvorbé ATP prostfednictvim ATP syntazy,
ktera je diky tomu udrzovana ve vysokém vykonu. Dokonce bylo prokazano, ze tato
pfima stimulace snizuje tvorbu ROS. Zavérem je tfeba zduUraznit, Ze kreatinkinazova
reakce v mitochondriich produkuje i vodikové protony, které zvySuji elektrochemicky

potencial vnitini membrany pro syntézu ATP (Zurmanova, 2014)

2.3.2.3 Dalsi specifity

Kosterni sval, stejné jako srdce, obsahuje nejvy8Si mnozstvi mtDNA
(Fernandez-Vizarra et al., 2011), a jeji replikace je stejna jako u srdeCnich
mitochondrii, kdy vykazuje pfevazné intermediaty RITOLS, viditelné jako tupy
bublinovy oblouk a pomalu se pohybujici Y-oblouk, ale navic ma zfetelny x-Spicak,
ktery ukazuje na rekombinaci mtDNA (Herbers et al., 2019).

Franzini-Armstrong tvrdil, Ze v kosternim svalstvu jsou mitochondrie tésné
pfimknuty k terminalnim cisternam SR. RyR jsou lokalizovany v urcité vzdalenosti od
mitochondrii (cca 100 nm), protoZe tyto kanaly pro uvolfiovani Ca?* jsou umistény na
povrchu SR smérem k T tubulim. Jelikoz SR oddéluje RyR od vnéjSiho povrchu

mitochondrie, je znemoznéno pfimé molekularni spojeni mezi RyR a mitochondrii.
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Z uvedeného vyplyva, Ze mitochondrialni pfijem Ca?* ve svalu zavisi na difuzi Ca?*
uvolnéného ze SR na povrch mitochondrie. Efluxni cesta vapniku v kosternim svalstvu

vyuziva vyméniku Na*/ Ca?* (Pizzo et al., 2012).

2.4 Tukova tkan

2.4.1 Metabolismus tukové tkané

Tukova tkan reguluje energii v zivém organismu a Ize s trochou nadsazky fict,
Ze jde o hlavniho hrace systémové metabolické regulace. Tukova tkan je jednak
hlavnim zasobnim organem metabolického paliva ve formé TAG a vyznamné se podili
na tepelné izolaci. Nelze opominout ani dalSi vyznamnou funkci, nebot tukova tkan fidi
mobilizaci lipida (Luo et al., 2016).

U savcl existuji dva typy tukové tkané, bila (WAT) a hnéda (BAT). Oba typy se
odliSuji nejenom zabarvenim, ale hlavné svou funkci. Prvni typ tukove tkané, tzv. WAT,
uklada prebyteCnou energii jako TAG, zatimco BAT se specializuje na pfeménu
energie na teplo pro udrzeni télesné teploty za sou€asné spotieby energie (Lee et al.,
2019). Hnéda a bézZova tkan jsou specializovany pro udrzeni eutermie. TAG
skladované v adipocytech jsou §tépeny na glycerol a mastné kyseliny prostfednictvim
lipolytické drahy v pfipadé nedostatku potravy. Uvolnény glycerol a mastné kyseliny
mohou byt transportovany krvi a nasledné vstupuji do sval(, jater a dalSich organda.
Tukova tkan tak Fidi distribuci lipidd a moduluje energetickou rovnovahu celého téla.
Pfebyte¢na energie je ucinné ukladana ve formé neutralnich TAG v tukové tkani
prostifednictvim lipogenni drahy (Luo et al., 2016). Dobfe znamou roli pfi ukladani
energie hraji adipocyty ve WAT, které obsahuji jednu velkou kapku lipidl. Pfebytecna
energie z potravy se uklada ve formé TAG v Cetnych depech WAT po celém téle
(Schulz et al., 2013).

Lipogeneze je proces, ktery zahrnuje de novo syntézu mastnych kyselin
z acetyl-CoA a biosyntézu TAG. Glukoza poskytuje acetyl-CoA jako substrat pro de
novo syntézu mastnych kyselin. Acetyl-Coa indukuje expresi enzymu limitniho enzymu
lipogeneze acetyl-CoA karboxylazy. Glukéza také podporuje lipogenezi tim, zZe
stimuluje uvolfiovani pankreatického inzulinu. Mastné kyseliny pouzivané pro
biosyntézu TAG vadipocytech pochazi zejména zkrve, kde cirkuluji TAG
v chylomikronech a VLDL. Kli¢ovym enzymem hydrolyzujicim jednu mastnou kyselinu

zTAG je lipoproteinova lipaza (LPL). Ta hraje zasadni roli pfi usnadnéni vstupu
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mastnych kyselin do adipocytl. LPL se po vylouceni z adipocytl pfesune do lumen
kapilar WAT a tam uvolfuje mastné kyseliny z cirkulujicich TAG (Luo et al., 2016).

Lipolyza je katabolickym procesem, ktery vede krozkladu TAG uloZenych
v adipocytech a naslednému uvolnéni mastnych kyselin a glycerolu. Lipolyza je
indukovana hladovénim a dodava glycerol pro jaterni glukoneogenezi a volné mastné
kyseliny pro oxidaci podle potfeby do jinych organl. Lipolyza spociva v rozkladu
tri-, di- a monoglycerolu na jednotlivé mastné kyseliny katalyzované lipazami. Prvnimi
dvéma primarnimi lipazami, které jsou zodpovédné za rozklad TAG na diglyceridy
a naslednou hydrolyzu diglyceridi na monoglyceridy, jsou adipocytova triglyceridova
lipdza a hormon-senzitivni lipaza (Luo et al., 2016).

Tukova tkan neni jen pasivnim zasobnikem paliva, ale také se jedna
o endokrinni organ. Tyto bioaktivni faktory vyluCované ztukové tkané cirkuluji
a predavaji informace dalSim metabolicky aktivnim organim, jako jsou svaly, jatra,
slinivka a mozek prostfednictvim endokrinnich mechanismd, ¢imz moduluje

systéemovy metabolsimus (Luo et al., 2016).
2.4.2 Mitochondrie tukové tkané

2.4.2.1 Morfologie

Mnozstvi mitochondrii se liSi v zavislosti na typu adipocytu. Bilé adipocyty jsou
pfitomny prevazné ve WAT, obsahuji malo mitochondrii (Luo et al., 2016). Bilé
adipocyty jsou kulovité buriky rdznych velikosti v zavislosti na velikosti jedné kapicky
lipidu. Mitochondrie bilych adipocytl jsou protahlé a tenké, vyskytuji se ve variabilnim
mnozstvi. Jsou spiSe menSi, elipsoidni a je jich tam méné. V hnédych adipocytech jsou
mitochondrie poCetnéjsSi, vétsi a obsahuji sbalené kristy ve srovnani s mitochondriemi
bilych adipocytl. Mitochondrie hnédych adipocytl se v elektronovém mikroskopu zdaji
byt nahnédlé, coz je zpusobeno pfitomnosti hemu cytochromoxidazy obsahujicim
zelezo. Rozdilny pocet mitochondrii v adipoytech WAT a BAT souvisi i s rozdilnou
expresi enzymul souvisejicich s oxidaci mastnych kyselin, jako je acyl-CoA
dehydrogenaza (Lee et al., 2019).
2.4.2.2 Metabolismus

Mitochondrie maji v adipocytech rizné role. Patfi mezi né diferenciace
adipocytli, homeostaza lipidli, citlivost na inzulin, oxida¢ni kapacita, adaptivni

termogeneze a hnédnuti WAT (Lee et al.,, 2019). Béhem adipogeneze dochazi
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k narastu koncentrace ¢etny mitochondrialnich protein 20 az 30krat (Boudina et al.,
2014).

Tukova tkan je hlavnim mistem pfemény sacharidd na tuk nebo lipogeneze.
Mitochondrie jsou nezbytné pro anaplerotickou tvorbu metabolickych meziproduktl
nezbytnych pro lipogenezi. Biosyntéza mastnych kyselin z glukdzy a pyruvatu tukovou
tkani zahrnuje procesy v mitochondriich i mimo né. V mitochondriich probiha oxidativni
dekarboxylace pyruvatu na acetyl-CoA a nasledné probiha syntéza mastnych kyselin
zacetyl-CoA mimo  mitochondrie.  KliCovym  enzymem lipogeneze je
pyruvatkarboxylaza, jejiz koncentrace je ve WAT trojnasobna ve srovnani s jatry.
Mitochondrie hraji zasadni roli i v esterifikaci mastnych kyselin a glycerolneogenezi.
Pfi mitochondrialni glycerolneogenezi dochazi k produkci glycerol-3-fosfatu, v pfipadé
nedostatku glukoézy neni zapotiebi jen ATP, ale i meziproduktu TCA, jako je pyruvatu
¢i malatu. Jednim z dulezitych regulatort tohoto procesu je pyruvatdehydrogenaza,
ktera funguje jako metabolicky pfepina¢ mezi utilizaci glukézy a mastnych kyselin, jeji
inhibice pyruvatdehydrogenazou kinazou 4 umoznuje pouziti pyruvatu pro
glyceroneogenezi, v pfipadé nizké hladiny glukozy. Esterifikace mastnych kyselin
a lipolyza jsou tésné propojeny. Rychlost lipolyzy ur€uje mitochondrialni tvorba ATP.
Lipolyza ve WAT uvoliuje volné mastné kyseliny a glycerol, ty se nasledné uvolni do
krve a jsou transportovany do jinych tkani. Lipolyza a mitochondrialni syntéza ATP
jsou tésné propojeny, protoze inhibitory ETC inhibuji lipolyzu stimulovanou
katecholaminy. DalSi moznosti je metabolismus aminokyselin s rozvétvenym
fetézcem. Kjejich degradaci dochazi primarné v extrahepatalnich mistech.
Katabolismus téchto aminokyselin probiha pfes transaminaci na pfislusné
2-oxokyseliny, po které nasleduje mitochondrialni oxidativni dekarboxylace
katalyzovana dehydrogenazou 2-oxokyselin s rozvétvenym fetézcem. Ke zvySeni
tohoto procesu dochazi béhem adipogeneze, pfi které se zaroven zvysuje
mitochondrialni hmota (Boudina et al., 2014).

Charakteristickym znakem hnédych adipocytld je pfFitomnost termogeninu
(UCP1-uncoupling protein-1). Jedna se o mitochondrialni protein, ktery hraje hlavni roli
v termogenni funkci hnédych a aktivovanych bézovych adipocytiu. UCP1 se nachazi
ve vnitfni mitochondrialni membrané a zvySuje jeji propustnost pro protony. Tim
premeénuje elektrochemickou energii na teplo (Lee et al., 2019). UCP1 rozpfahuje
mitochondrialni dychani od syntézy ATP. Pfi aktivaci indukuje unik protonu, coz

rozptyluje elektrochemicky protonovy gradient, ktery vznika béhem oxidace mastnych
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kyselin v BAT. Tento elektrochemicky protonovy gradient pohani pfeménu ADP na
ATP pomoci ATP syntazy. V dusledku toho UCP1 rusi zpétnovazebnou inhibici, kterou
vyvolava vysoka hladina ATP nebo nizka hladina ADP na TCA cyklus a ETC. Tim
UCP1 pfispiva k velmi vysoké rychlosti oxidace mastnych kyselin, ktera pfimo
produkuje teplo (Carpentier et al., 2018). Produkce tepla zavisi na UCP1 v hnédych
a aktivovanych bézovych adipocytech. Zaroven je tato produkce indukovana mastnymi
kyselinami, které jsou generovany lipolyzou po termogenni aktivaci, jako je expozice
chladu. DalsSi oxidace acetyl-CoA , konec 3-oxidace prostfednictvim TCA cyklu a ETC
poskytuji diky UCP-1 poskytuji pfimo energii ve formeé tepla (Lee et al., 2019). Diky
velkému mnozstvi UCP1 je tak BAT jedinym organem, ktery dokaze doslova “spalovat”
tuk. K aktivaci UCP1 dochazi pomoci mastnych kyselin s dlouhym fetézcem. UCP1 je
anion/H* symportér, ktery vaze mastné kyseliny s dlouhym fetézcem a funguje jako
protonovy pfenasec€. Uvolfiovani noradrenalinu stimuluje intracelularni TAG lipolyzu
BAT, pfi niz se uvolni mastné kyseliny s dlouhym fetézce, ty nasledné aktivuji UCP1
a s tim spojenou termogenezi BAT (Carpentier et al., 2018). Na rozdil od UCP1 se
zda, Ze jiné UCP (2,3) se podileji spiSe na snizovani hladin volnych radikald nez na
adaptivni termogenezi.

2.4.2.3 Dalsi specifity

Mitochondrialni ROS produkované komplexem Il OXPHOS jsou nezbytné pro
zahajeni diferenciace adipocytll lidskych mezenchymalnich kmenovych bunék,
zatimco inhibice adipogeneze je zprostfedkovana antioxidanty cilicimi na mitochondrie
(Lee et al., 2019).

Pokud budeme porovnavat replikaci mtDNA, v hnédé tukové tkani se pouziva
oproti pfedchozim tkanim jak RITOLS tak COSCOFA replikace. Jsou zde totiz
detekovany jak tupé, tak i ostré bublinové oblouky. Tato tkan obsahuje vysoky podil
rekombinujicich meziproduktit mtDNA. Na zavér mohu fici, Ze BAT se muze pySnit
nejvysSim poctem kopii mtDNA na bunku (Herbers et al., 2019).

2.5 Mozek

2.5.1 Metabolismus mozkové tkané

Energetické pozadavky mozku jsou vysoké, jeho naroky jsou nejméné
v rozsahu 20 % celkové spotfeby téla. Na bunééné urovni jsou aerobni glykolyza
a produkce laktatu metabolickymi rysy astrocytd. Rlznorodost bunék v mozku

pfedurcuje, ze rizné typy bunék maji vyrazné metabolické profily. Hlavni buriky jsou
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neurony. Jejich oxidativni povaha je odliSuje od astrocytl, u kterych previada aerobni
glykolyza. Astrocyty také ukladajici glykogen a obsahuji velké mnozstvi mitochondrii
(Magistretti et al., 2015).

Hlavnim palivem pro mozek je glukéza. Jejim ukolem je zajisténi kritickych
funkci, v€etné produkce ATP, regulace redoxni rovnovahy a syntézy neurotransmiteru.
Glykolyza je pfednostné zvySena v pfipadé aktivace mozku (Dienel, 2019). Glukéza
vstupuje do bunék glukozoveé transportéry (GLUT) (Magistretti et al., 2015). Dochazi
k reverzibilnimu transportu glukozy z arterialni krve pfes endotelialni membrany do
mozkovych bunék prostfednictvim GLUT1 v endotelu a astrocytech a GLUT3 a GLUT4
v neuronech. Hnaci silou vstupu glukézy do mozku je koncenracni gradient (Dienel,
2019). Po vstupu glukézy do bunék dojde k jeji fosforylaci hexokinazou na G6PD.
Glukéza pak muzZe byt vyuzita vriznych metabolickych drahach. Muize byt
metabolizovan prostfednictvim glykolyzy za vzniku dvou molekul pyruvatu, NADH
a ATP. Pyruvat nasledné muze vstoupit do mitochondrii, kde je metabolizovan TCA
cyklem a OXPHOS. Za hypoxickych podminek muze byt pyruvat redukovan na laktat
pomoci laktatdehydrogenazy. Ten se poté mize uvolfiovat v extracelularnim prostoru
(Magistretti et al., 2015).

Mezi méné vyznamné oxidacni substraty mozku patfi také mastné kyseliny
a aminokyseliny. Mozek muzZe oxidovat mastné kyseliny stejné jako aminokyseliny
prijaté z krve nebo syntetizované v mozku, ale jejich pfinos k celkovému

energetickému metabolismu mozku je oproti glukéze minimalni (Dienel, 2019).

2.5.2 Mitochondrie mozkové tkané

2.5.2.1 Morfologie

Z morfologického hlediska mitochondrie v mozku vypadaly jako soubor malych
a pocetnych vejCitych usekd. V mozku byly useky mitochondrii vice rozptyleny po
celém cytosolu, pfi¢emz byla vyrazna variabilita profild usekl. Ve studii Benarda byla
pozorovana silnd heterogenita intracelularni distribuce mitochondrii v ramci tkané.
V mozku je v okoli jadra a v bazalnich gangliich mitochondrii malo, zatimco podél
axonu jsou vSudypfitomné a dosahuji az centrimetrové délky (Benard et al., 2006).

Mitochondrie méni dynamicky svUj tvar prostfednictvim regulovanych procesu
fuze a Stépeni. Tim se organely nejen prodluzuji/zkracuji, ale zaroven se diky tomu
pohybuji mezi jednotlivym &astmi bunky. Mitochondrie témito zménami reaguji na

metabolické prostfedi. Charakteristickym znakem mitochondrialniho stresu jsou
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donutové mitochondrie. Donutové mitochondrie jsou indukovany inhibitorem

rotenonem mitochondrialniho ETC. (Picard et al., 2014).

2.5.2.2 Metabolismus

Oxidaéni metabolismus v mitochondriich je primarné pohanén pyruvatem,
mastnymi kyselinami, ketolatkami a glutaminem/glutamatem. Pyruvat generovany
z glykolyzy je aktivné transportovan do mitochondrii pomoci MPC, kde je nasledné
dekarboxylovan a kombinovan s CoA. Tato oxida¢ni dekarboxylace pyruvatu vede az
na acetyl-CoA. Dekarboxylace pyruvatu je primarnim zdrojem uhliku pro TCA cyklus.
Odhaduje se, ze 3-10 % wvyuziti glukdzy v mozku je prostiednictvim
pyruvatkarboxylazy (hlavni anapleroticky enzym v mitochondriich) a v astrocytech je
33-50 % pyruvatu vstupujiciho do mitochondrii vyuzZito pro anaplerotické reakce
namisto produkce ATP (Rose et al., 2020).

Mitochondrie neuront maji nizkou kapacitu pro B-oxidaci kvuli absenci thiolazy
| a ETF. Neuralni mitochondrie vS8ak mohou vyuzivat acetoacetat prostrednictvim
thiolazy Il, coz umoznuje podstatnou metabolizaci ketolatek v mozku (Kunz, 2003).
Béhem hladovéni maze byt az 70 % energie mozku dodavano z ketolatek. Ty jsou
v jaternich mitochondriich produkovany z acetyl-CoA (Rose et al., 2020).

Co se tyCe exprese proteind dychaciho Fetézce, mozek vykazoval nizké
hodnoty. Exprese byla 2517 %, coZ je pouha ¢tvrtina oproti srdci, u néhoz byla exprese
stanovena na 100 %. Toto plati pro vSdechny analyzované proteiny. Mozek ma obsah
proteind OXPHOS uprostfed mezi jatry, které mély nejméné, a srdcem a svaly, které
vykazovaly nejvysSi hodnoty (Benard et al., 2006).

2.5.2.3 Dalsi specifity

Ve studii Herberse vykazoval mozek extrémné vysoké mnozstvi meziproduktl
rekombinace ve tvaru x tvoficich x-8pi€ku. Stejné jako v jatrech byla i zde mtDNA
pfitomna pfevazné v uvolnéné konformaci otevieného kruhu (Herbers et al., 2019).
Zaroven se zjistilo, Ze mozek je vac&i defektim mtDNA nejzranitelngjSi, coz naznacuje
Ze neurony jsou obzvlasté citlivé na bioenergetické vykyvy (Picard et al., 2014).

Nedavny vyzkum prokazal fyziologické role zvySené mitochondrialni produkce
ROS. Ukazalo se, Ze tato zvySena produkce reguluje metabolismus glutathionu
a potlacuje metabolismus glukézy prostfednictvim pentozofosfatové drahy (Rose et
al., 2020).
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Signalizace Ca?* vyznamné reguluje funkci astrocytl a je velmi dulezita pro
komunikaci mezi astrocytem a neuronem. Hladiny Ca?*pfimo koreluji s uvolfiovanim
glutamatu a zména pufrovaci kapacity Ca?* mitochondrii mdze ovlivnit tento jev.
Schopnost pufrovani v astrocytech je dllezita nejen z hlediska funkénosti astrocytd,

ale i z hlediska nervové signalizace (Stephen et al., 2014).
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ZAVER

Tato prace byla vénovana tkanové specifickym rozdildm mitochondrii. V prvni
Casti jsem se pokusila shrnout obecny popis pavodu, struktury a funkce mitochondrii.
Jejich funkce je velice rozmanita. Zabyvala jsem se ruznymi procesy, které
v mitochondriich probihaji, v€etné tvorby ATP pomoci Krebsova cyklu a elektronového
transportniho fetézce, B-oxidace mastnych kyselin, schopnosti spoustét apoptézu
nebo jejich hospodareni s vapnikem.

V hlavni Casti jsem se zaméfila na mitochondrialni rozdily ve vybranych tkani.
Tyto rozdily zavisi na uloze jednotlivych organd. Zvolenymi organy byla jatra, srdecni
a kosterni svalovina, tukova tkan a ¢aste¢né také tkann mozkova. Mitochondrie téchto
tkani byly porovnavany zejména z morfologického a metabolického hlediska. V praci
jsem se zabyvala lokalizaci mitochondrii v danych tkanich, jejich poCtem v bunce
a mnozstvim krist. Déle jsem se vénovala rozdilim v TCA cyklu, OXPHOS ¢i
metabolismu jednotlivych energetickych substratli. Poslednim bodem porovnavani
pak byly dalSi rozdilnosti, napfiklad zpusob replikace mtDNA.

VSechny informace byly Cerpany pfedevSim 2z aktualnich, pfevazné

zahrani¢nich zdroju.
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