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Souhrn

Mitochondrie jsou buné&¢né struktury, ovalného tvaru obsazené v eukaryotickych
bunkach. Jsou slozeny zvné&j$i porovité membrany, vnitini membrany vybihajici
Vv kristy, jez zasahuji do matrix. Jejich uloha v organismu je nezastupitelnd, protoze
pomoci procest v nich probihajicich jsou mitochondrie schopné produkovat energeticky
bohaty adenosintrifosfat, ktery je nezbytny jako energie pro cely organismus. DalSimi
funkcemi, kterymi mitochondrie disponuji, jsou napfiklad udrzovani redoxniho
potencialu, regulace teploty, bunécné dychani, Krebsiv cyklus, B-oxidace mastnych
kyselin, oxida¢ni fosforylace a mnoho dal$ich.

B-oxidace je proces, pii kterém dochazi k oxidaci mastnych kyselin a vzniku
acetyl-CoA, ktery se ucastni Krebsova cyklu. Tento cyklus je sled reakci, které tvoii
spolecnou metabolickou drdhu navazujici také na glykolyzu probihajici v cytoplazmé
bunky. Latky vytvoifené v Krebsové cyklu funguji jako substraty pro nasledujici
pochody. Jednim z téchto pochodi je dychaci fetézec, ktery k tvorbé ATP vyuzZiva
soustavu Ctyf komplexii umisténych v mezimembranovém prostoru. Procesem, ktery
navazuje na dychaci fetézec a zaroven ukoncuje produkci ATP, je oxida¢ni fosforylace
nachdzejici se op€t v prostoru mezi membranami.

Jednou ze zvlastnosti mitochondrii je, Ze obsahuji svoji vlastni mitochondridlni
DNA, ktera ovSem muze podléhat i mutacim, coz muze byt pii¢ina i nasledek tvorby
volnych radikalt. Tyto volné radikaly ale i reaktivni formy kysliku a dusiku vznikaji i
v metabolickych drahach pfi tvorbé energie, naptiklad v pribéhu bunééného dychani na
komplexech | a Ill. Mitochondrie na druhou stranu disponuji mechanismy, kterymi se
volnym radikalim brani. Témto latkam fikdme antioxidanty. Antioxidanty mohou byt
rozdéleny na enzymatick¢é, mezi které patii naptiklad superoxiddismutéaza,
glutathionperoxidaza, a neenzymatické, kterymi jsou napiiklad glutathion nebo

vitaminy A, E.
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Summary

Mitochondria are oval cellular structures in eukaryotic cells. They compose of a
porous outer membrane, inner membrane-cristae and matrix. Their role in the body is of
crucial importance because mitochondria are able to produce energy-rich adenosine
triphosphate that functions as a source of energy in the cell. Other functions of
mitochondria are, for example, maintenance of redox potential, temperature, cell
respiration, Krebs cycle, B-oxidation of fatty acids, etc.

[-oxidation is a process that accounts for oxidation of fatty acids and production
of acetyl-CoA, which participates in the Krebs cycle. This cycle is a sequence of
reactions that form a metabolic pathway related to glycolysis ongoing in the cytoplasm.
Substances produced in the Krebs cycle serves as intermediates for following processes.
Respiratory chain is one of these processes. It consists of four complexes located in
space between membranes. Process that follows the respiratory chain is oxidative
phosphorylation. This process is located in the space between the membranes and it
produces adenosine triphosphate, ATP.

Mitochondria are unique because they contain own DNA. Its mutations may be,
however, both a subject or a cause of oxidative stress and free radical production. Free
radicals are formed in the metabolic pathways during energy production, main
production occurs in cellular respiration at complexes | and 1II.

Mitochondria, on the other hand, include substances which prevent free radical
toxic effects; these substances have been named antioxidants. They can be divided into
two groups - enzymatic, which include superoxide dismutase and glutathione

peroxidase, and non-enzymatic, which are glutathione and vitamins A and E.

Keywords

mitochondria, free radicals, antioxydants, complexes, respiratory chain, Krebs cycle



Lo UVOD .. 11
2. TEORETICKA CAST ......coosiiviiiriiiniiiinesiiins s 12
2.1 Struktura mitoChoNdrii.........cooiiiiiiiiiii s 12
2.1.1 Membrana mitochondrif.........c.ccoiiiiiiiiiiiiii s 13
2.1.1.1 VN&IST MEMDIANA......cviiiiiiiiiiiee s 13
2.1.1.2 VNitind MEMDIANA.......c.eiiiiiieeiiieiie ettt 14
2.1.2 Lokalizace mitochondrii v BUNCE ..........ccveiiiiiiiiiiiiicie e 16
2.2 MitochondridInd DINA .......ooiiiiiiieie e 17
2.2.1 Geneticky systém mitOChONAITL.......c.oiveiriiiiiieiiee e 17
2.2.2 Biogeneze MitOChONAIIT .....viviiieiiiiiiieiece s 18
2.3 Funkce mitOChONAIIE .......eiiviiiiiiiicie e 19
2.3.1 Funkce makroergnich fosfatll..........ccoooiiiiiiiiiii e 21
2.3.2 RedOXni POtENCIAL ......eeieiiiiiiiiieii e 22
2.3.3 Krebstv (CITAtOVY) CYKIUS ....veiiiiiiiiiiiieiece e 22
2.3.4 DYCRACT TEIEZEC ...eeveeiivieitie ettt n e 23
2.3 4.1 KOMPIEX Lottt ae e 24
2.3.4.2 KOMPIEX Tl 25
2.3.4.3 KOMPIEX T oo 26

2.3 4.4 KOMPIEX IV ottt 27
2.3.5 Ox1dacni foSTOrylace .........cocviiiiiiiiiiiiic 27
2.3.6 TEIMNOGENEZE ...ttt ettt b ettt bbb beenne e 29
2.4 Mutace mitochondridlni DNA ... 29
2.5 Produkce volnych radikald v mitochondriich...........ccoooviiiiiiiiiiiiiecc 30
2.5.1 VOIN 1adikAlY .....oooviiiiiiiiiii 30
2.5.1.1 Reaktivni formy kysliku, ROS ..o 31
2.5.1.2 Reaktivni formy dusiku, RNS ... 32
2.5.2 Intramitochondridlni produkce reaktivnich forem kysliku a dusiku.................. 32
2.6 Antioxidacni ochrana mitoChONAIiT ........ooviiiiiiiiiii e 33
3L ZAVER ..o 35

4. SEZNAM LITERATURY ..ottt 36



Seznam zKratek

acetyl-CoA — acetyl koenzym A
ADP - adenosindifosfat

ANT — aniontovy transporter

ATP - adenosintrifosfat

CAT — katalaza

CoA — koenzym A

CTP - cytosintrifostat

DNA — deoxyribonukleova kyselina

ER — endoplasmatické retikulum
FAD - flavinadenindinukleotid

FNM — flavinmomonukleotid

GPx — glutathionperoxidaza

GSH — glutathion

GTP - guanosintrifosfat

MK — mastna kyselina

MRNA — mediatorovda RNA

MtDNA — mitochondrialni DNA

NAD - nikotinamidadenindinukleotid
NADPH — redukovany nikotinamidadenidinukleotidfosfat
RNA — ribonukleotidova kyselina

RON — reaktivni formy dusiku

RONS — reaktivni formy kysliku a dusiku
ROS — reaktivni formy kysliku

rRNA — ribozomalni RNA

SOD - superoxiddismutaza

tRNA — transportni RNA

UCP — uncoupling protein
UTP — uridintrifosfat



1. Uvod

Témeét vSechny eukaryotni builkky obsahuji mitochondrie, které zaujimaji mezi
membranovymi organelami zvlaStni postaveni. Tyto utvary se mohou lisit velikosti i
tvarem, v Zivych bunikach se pohybuji, méni tvar a mohou se i délit. U mitochondrii se
pfedpoklada, ze vznikly endosymbidzou aerobnich alfa-proteobakterii nebo archebakterii s
jednoduchou anaerobni eukaryotni buiikou. Mitochondrie se pfizptsobily zivotu v bufice,
ale 1 pfes to maji svoji vlastni genetickou DNA, tj. mitochondrialni chromosom.

Mitochondrie dale obsahuje vlastni proteosynteticky aparat, ktery produkuje ¢ast
bilkovin, jez jsou vétsinou kodovany jadernymi geny. Tyto subcelularni organely jsou také
obaleny dvéma samostatnymi biomembranami, které vytvareji vnéjsi a vnitini
kompartmenty. Mitochondrie se vyznacuji svoji slozitou stavbou vnitini ¢asti.

Tyto bunééné organely prosly béhem vyvoje nékolika funkénimi i1 stavebnimi
zménami od ztraty nepotfebnych gend, redukci genomu, po sloZeni proteinti nachéazejicich
se uvnitt. Dalo by se fict, Ze je to samostatn¢ fungujici jednotka v bunce, kde probiha
bunééné dychani. Tato organela se podili na mnoha ¢innostech od syntézy ATP, Krebsova

cyklu, pfes udrzovani redox-potenciélu, az po regulaci bunééné smrti.

Mitochondrion

Inner Membrane

Obrazek 1: Lokalizace mitochondrii v eukaryotni butice (www.gymkh.cz, 5.6.2012, 15:40)
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2. Teoreticka Cast

2.1 Struktura mitochondrii

Mitochondrie jsou nejCastéji objemové nejrozsdhlejsi kompartmenty vétSiny
eukaryotnich bunék, které se nachéazeji v cytoplasmé. Naptiklad u jadernych bunck tvofi
priblizné jednu pétinu objemu buniky, a jejich pocet je 1 az 2 tisice. Tyto organely jsou
Casto popisovany jako ovalné struktury o praméru 0,5-1 um, avSak jejich délka se lisi
(Gabaldon T et al., 2004; Gray MW et al, 1999; Kiivakova P et al., 2005; Necas O, 1989;
Scheffler IE, 2001).

Mitochondrie jsou v buiice v tésném kontaktu s bunéénymi organelami, hlavné s
endoplazmatickym retikulem a cytoskeletem, ke kterym jsou pfipojeny pomoci stavebnich
jednotek tzv. mikrotubulll. Ty je fixuji na urcitém misté¢ buiiky, obzvlasté tam, kde je
vysoka spotieba energie, jako napf. u mikrofibrild srde¢niho svalu, nebo bic¢ikli spermii.
Tyto stavebni jednotky mohou také regulovat jejich pravidelné piemistovani v buice.

(Frey TG et al., 2000; Necas O, 1989; Perkins GA et al., 2000; Scheffler I1E, 2001).

CT |

=

.«’.t
‘\:‘{"‘ %
EAT B
W,

Obrazek 2: Mitochondrie v tésném kontaktu s endoplazmatickym retikulem (http://users.rcn.comm, 5.6.2012, 15:55)
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2.1.1 Membrana mitochondrii

Mitochondrie jsou obaleny dvojitou membranou, kterd se rozd€luje na vnéjsi a
vnitini. Tato struktura membrany odraZi jejich endosymbioticky piivod. Obé membrany se
li$i strukturou, svymi vlastnostmi a chemickou strukturou (Gabaldén T et al., 2004;

Kiivakova P, 2005; Necas O, 1989).

Obriazek 3: Struktura mitochondrialni membrany (pievzato z Frey TG et al., 2000)

2.1.1.1 Vnéjsi membrana

Vnéjsi membrana je hladka a uzavird intermembranovy prostor vuci cytoplazmé
buky a svym sloZzenim se velmi liSi od membrany vnitini. Obsahuje membranoveé
kanalky, jez jsou tvofeny velkym mnozstvi transportnich proteind, kterymi mohou
prochazet latky o molekulové hmotnosti do 10 000 daltont. Témito latkami mohou byt
ionty a men$i molekuly. AvSak bilkoviny jsou uz pfili§ velké a membranou neprojdou.
Vzhledem Kk této relativné velké propustnosti se sloZeni intermembranového prostoru

velice bliZi sloZeni cytoplazmy (Kfivakova P, 2005; Necas O, 1989).

13



2.1.1.2 Vnitrni membrana

v

Vnitini membrana je daleko slozitéj$i, nez membrdna vnéjsi, at’ ve svém
uspofadani, svych funkcich nebo vlastnostech. Vychlipuje se do vnitfniho prostoru
mitochondrie a tvofi vybézky, jez Palade nazval jako kristy (Palade GE, 1952). Kristy se
otviraji do mezimembranového prostoru a tvoii neuplné piepazky, ¢imz se jejich povrch
zvétSuje priblizné pétkrat. Jsou to vlastné vacky, které jsou spojeny tubuldrnimi
strukturami s vnitini membranou. Vzhled a pocet krist zavisi na stavu a typu mitochondrie.
Jeji dynamickd struktura je schopna v zavislosti na osmotickych nebo metabolickych
podminkach ménit sviij tvar. Prostor mezi vybézky je vyplnén hmotou, kterd se nazyva

mitochondrialni matrix (Frey TG et al., 2000; Necas O, 1989; Perkins GA et al., 2000;
Scheffler IE, 2001).

Obrazek 4: Struktura mitochondrialnich krist (pievzato z Gilkerson RW et al., 2003)

Hlavni soucasti vnitini membrany jsou enzymy respira¢niho fetézce a enzymovy
komplex ATP-syntetazy, kterého se zde nachazi asi 94 % (GilkersonRW et al., 2003). Dale

obsahuje mnozstvi transportnich proteind, které selektivné vyménuji metabolity pro
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enzymy v matrix. Mitochondrialni hmota déle také obsahuje mitochondrialni DNA, malé
ribozomy obsahujici proteosyntetické enzymy a tRNA (Kiivakova P, 2005). V matrix jsou
uloZeny 1 stovky enzymil, které metabolizuji pyruvat, mastné kyseliny, enzymy cyklu
kyseliny citronové a Krebsova cyklu, které oxiduji vznikly acetyl-CoA (Necas O, 1989).

Vnitini membranou prochazeji mimo prostiednictvi nosict jen kyslik, oxid uhlicity
a lipofilni latky (Scheffler IE, 2001). Jednou z lipofilnich latek je kardiolipin, kterého
membrana obsahuje pomérné vysokou koncentraci a je uréen ke generovani
elektrochemickych potencialti pro dopravu substrati a syntézu ATP. Nejvyssi koncentrace
kardiolipinu se nachazi v sav¢ich srdcich, ale i v ostatnich tkanich eukaryotickych bun¢k se
bézné vyskytuje (Schlame M et al., 2000). Kardiolipin je unikatni fosfolipid s dimerickou
strukturou, skladajici se z dvou molekul fosfatidatt, napojenych kovalentné na molekulu
glycerolu. Zvlastnosti tohoto fosfolipidu je, Ze je to jediny lipid syntetizovan piimo
vV mitochondriich a nemusi tedy ptechdzet do vnitiniho prostoru mitochondrie, zaroven je
pro jeji funkci nepostradatelny. Ostatni lipidy mitochondridlnich membran jsou
syntetizovany v endoplazmatickém retikulu (ER) buiiky, a jsou pfendSeny pomoci
specifickych transportnich proteinti (Gohil VM et al., 2004; Ktivakova P, 2005; Necas O,
1989).

0O 0

N

Ry~ O 0-P-0 0-P-0 O-_R,
]
\n/ 6 : \n/
0
Obrizek 5: Vzorec kardiolipinu, (http://en.wikipedia.org, 5.6.2012, 16:40)

Mezi vnitini a vnéj$i membranou se nachdzeji mista, kterda membrany spojuji. Tyto
kontakty jsou tvoteny ze slozek zodpovédnych za transport proteini tvofenych pomoci
interakci vnéjsi a vnitini membrany. Pocet kontaktnich mist ovliviiuje energii mitochondrie
a stupeit syntézy ATP. V obou membranach se téZz nachdzi celd fada enzymovych
komplexi (Gilkerson RW et al., 2003; Necas O, 1989; Perkins GA et al., 2000; Skulachev
VP, 2001).
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Obriazek 6: Vniti‘ni stavba mitochondrie; mitochondrie (M), vnéj§i membrana (OM), vnitfni membrana (IM), intracelularni
prostor (IC), kristy (C), drsné endoplasmatické retikulum (r ER), ribozémy (r); (pi‘evzato z Perkins GA et al., 2000)

2.1.2 Lokalizace mitochondrii v bunce

Mitochondrie jsou v buiikach drzeny na uréitych mistech, avSak v pfipadé potieby
je buiika schopna pfemistit je na jiné misto pomoci molekularnich motort. Tyto
subcelularni Gtvary se pohybuji podél mikrotubuld ¢i podél svazku aktinovych vldken na
misto, které je pro buniku vyhodnéjsi (Dimmer KS et al., 2002; Gilkerson RW et al., 2003;
Rube DA et al., 2004; Scheffler IE, 2001; Skulachev VP et al., 2004).

Mitochondrie existuji v bunice bud’ jako izolované a samostatné¢ organizované
¢astice nebo mnohem casteji v podobé mitochondridlni sité. Tato sit’ je velice citliva na
energeticky potencidl a podili se na slouceni, d€leni a tedy i mnozeni organely.
Mitochondrie v mitochondrialni siti mohou pfenaSet energii a tak se v buiice nachazeji
kdekoliv, to znamena i na periferii nebo pobliz jadra (Dimmer KS, 2002; Necas O, 1989;
Scheffler IE, 2001; Skulachev VP, 2001; Westermann B, 2002).

Mitochondrie a soucasné tedy mitochondridlni sit jsou v uzkém kontaktu se vSemi
bunéénymi organelami, nejvice vSak s endoplazmatickym retikulem a cytoskeletem (Frey

TG et al., 2000; Perkins GA et al., 2000; Scheffler IE, 2001).
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2.2 Mitochondrialni DNA

Mitochondrialni DNA (mtDNA) je ulozena v matrix, ktera je ohrani¢ena vnitini
membranou. S délenim mitochondrii se soucasné déli i mitochondrialni DNA. Nejcastéji se
DNA dédi po matce, jen ziidka se nachazi biparentalni DNA od obou rodi¢t (Dimmer KS
etal., 2002; Chen H et al., 2012).

Intermembrane Outer Cristae

space mombrane
Matrix

Ribosome ATP Inner
synthase membrane

particles
Granule

.'.' i
Ll
“;\ w

Obrizek 7: Mitochondrialni DNA uvnitié matrix (pfevzato z Frey TG et al., 2000)

2.2.1 Geneticky systém mitochondrii

Mitochondrie obsahuji kruhové molekuly DNA, tzv. mitochondridlni DNA, které
nejsou spojeny histony, a podobaji se tedy chromozému prokaryotniho typu.
Mitochondrialni chromozémy jsou uloZeny v matrix a pifipojeny na vnitini membranu
mitochondrie. Mitochondrie v bunkéach obsahuji chromozémy ve vice exemplatich, u
¢lovéka mezi 5-10. Molekulova hmotnost mtDNA se 1isi, u clovéka 9-12 x 10%daltonti a
jinych organismil. Li$i se i mnozstvi mtDNA z celkového mnoZstvi DNA burky, u savcl
jetoasi 1% (Necas O, 1989).

Mitochondrialni chromozom se nezavisle na jadernych chromozémech replikuje
V bunééném cyklu. Proteosynteticky systém se podoba prokaryotnimu, rovnéz se lisi i
geneticky kod od eukaryotniho. Transferové RNA mitochondridlniho proteosyntetického

aparatu jsou kodovany mitochondrialni DNA (Kasiviswanathan R et al, 2011).
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U fady chromozém je jiz dnes kompletné¢ znama genetickd mapa mitochondrialni
DNA. U bunék ¢loveéka je mtDNA tvotfena 16 569 nukleotidy. Je slozena ze dvou rRNA
gend, 22 tRNA gent a 13 cistronickych genu (Larsson NG, 2010; Necas O, 1989).

U c¢loveka jsou obé vlakna DNA transkripovana z jednoho promotoru jako
obrovska souvislda molekula RNA. Oba transkripty jsou tedy zcela symetrické.
Posttranskripéni modifikaci obou transkriptli vznikaji jednotlivé rRNA, tRNA a mRNA.
Z transkriptu lehkého vldkna je asi 90 % sekvenci ztraceno, a tudiz nemaji informacni

funkci (Stumpf JD et al., 2011).

2.2.2 Biogeneze mitochondrii

Nové mitochondrie vznikaji autoreprodukci, tj. délenim jiz existujicich
mitochondrii. Tento proces je mozny, protoze mitochondrie obsahuji svoji vlastni mtDNA,
diky které je zajisténa spojitost s replikovanym chromozomem. Déleni mitochondrii zavisi
na schopnosti membran se zaskrcovat. Vnitini membrana svym zaSkrcenim vytvatri dva
vnitini oddé€lené prostory. Soucasné dochazi k zaSkrceni i vné&j$i membrany. Molekuly
mtDNA jsou pfipojeny na vnitini stranu membrany a jsou tedy zcela Gi¢elné separovany do
dcefinych bun¢k. Rozdéleni mitochondridlnich organel ptedchazi jejich rust, prodluzovani
a replikace mtDNA. Existuji zde pfesné mechanismy, které jsou schopny dopravovat
potfebné proteiny do vnéjsi, vnitini membrany a matrix mitochondrii. Uplatiiuji se zde
DNA- a RNA- polymerazy, i enzymy Krebsova cyklu. Mista styku vnitini a vné&jsi
membrany mohou napomahat k pfechodu proteini dovnitt mitochondrie (Bogenhagen DF

et al, 2003; Dimmer KS et al., 2002; Kasiviswanathan R et al, 2011).
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Obriazek 8: Biogeneze mitochondrii (pfevzato z Perkins GA et al, 2000)

2.3 Funkce mitochondrii

Funkce mitochondrii se odviji od jejich struktury, ovliviiuje ji ale i aktualni stav a
typ buiiky, ve které se vyskytuji. VétSina procest probihajicich uvniti organely je jiz dobfe
popsana. Zakladni funkci téchto utvarti je pfeména energie ve formé ATP, ale zaroven
piedstavuji i transportni formu energie. Mitochondrie vytvaieji ATP, ktery je pfimym a
hlavnim zdrojem energie pro vSechny energetické poteby buniky. Témto procestim fikame,

ze to jsou procesy endergonické (Ledvina M et al., 2004; Necas O, 1989).
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Zdrojem energie pro syntézu ATP z ADP je protonmotoricka sila, ktera je
podminéna rozdilnym pH neboli odlisSnou koncentraci protonii na obou strandch vnitini
mitochondrialni membrany. Tento gradient protont podminujici tvorbu ATP vznika
transportem protonti z vnitiniho mitochondridlniho prostoru do prostoru mezi vnitini a
vngj$i membranu mitochondrie komplexy I, 1T a IV, komplex II se této tvorby netcastni.
Protonovy gradient se méni spole¢né s odliSnym umisténim mitochondrii v buiice. Tento
proces se nazyva téz chemiosmoza (Ktivakova P, 2005; Taylor SW, 2003).

Dalsimi funkcemi, kterymi mitochondrie disponuji, jsou uvedeny Vv nasledujici

tabulce 1.
Tabulka 1: Rozdéleni mitochondrislnich funkei
Metabolicka Udrzovani redoxniho potencialu
Bunécna respirace
Regulace teploty
Krebsiiv cyklus
B-oxidace mastnych kyselin
Dekarboxylace pyruvatu
Synteticka Zdroj a produkce ROS
Produkce hemu
Signélni Rizeni (formovani) Ca®* signalu
Bunécna signalizace
Ochranna Produkce antioxidanti
Apoptdza Spousténi a regulace bunécné smrti

Ve vnitini mitochondridlni membrané se nachdzi komplexy dychaciho fetézce a
oxidacni fosforylace. Oxidac¢ni fosforylaci mitochondrie produkuji témet 100 % energie ve
form¢ ATP. Funkce dychaciho fetézce a oxidacni fosforylace jsou tésné spojeny syntézou
ATP. Z mitochondrie se ATP pfenasi pomoci adeninnukleotidového translokatu. Pro
funkci enzymatickych komplexi je potieba mnoha proteind (Ktivakova P, 2005; Necas O,
1989).
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2.3.1 Funkce makroergnich fosfatu

Makroergni fosfatové vazby v energetickém metabolismu builky maji mimotadny
vyznam pro energetické pfenosy a rovnéz schopnost syntetizovat ATP. Jsou to kovalentni

vazby s vysokym obsahem energie, a proto jsou snadno Stépitelné. Makroergni vazby
oznacujeme obecn¢ symbolem ,,~“, makroergni vazby fosfatové pak ,,~P*“ nebo L@

Rozstépenim jedné makroergni vazby se uvolni energie kolem 30 kJ. NejcastéjSimi
organickymi fosfaty s makroergickymi vazbami jsou nukleosidtrifosfaty. Z nich je
zbytkl kyseliny fosfore¢né. Makroergni vazby jsou mezi 1. a 2. a mezi 2. a 3. zbytkem

fosforecné kyseliny:

NHE

M o

ap

e
M

0 [
00 1 0
Ho—l—o—l—o—lﬂl—o—CHz o

OH OH OH

OH OH

Obrazek 9: Adenosintrifosfat (www.wikipedie.com, 14.6.2012, 14:00)

Analogickou strukturou maji pak 1 ostatni nukleosidtrifosfaty, tj. guanosintrifosfat
(GTP), cytosintrifosfat (CTP) a uridintrifosfat (UTP).

Pro energetické prenosy v burice je nejdilezitéjsi hydrolyza trifosfatti na difosfaty,
tj. odstépeni nebo naopak vazba poslednich zbytkl kyseliny fosforecné (reakce 1), zmeéna

volné energie (-AF) je piiblizn€ 30 kJ/mol (Necas O, 1989).

ATP + H,O — ADP + H3POy Reakce 1
Pti fosforylaci ADP na ATP je tedy energie vazana, pii defosforylaci ATP na ADP

je energie uvolilovana. ATP a ostatni nukleosidtrifostaty tak funguji jednak jako akceptory

energie, a jednak jako donory energie. Stépeni ATP na ADP je v buiice katalyzovano

riznymi enzymy s ATPazovou aktivitou, obecné je oznacujeme jako ATPazy.
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2.3.2 Redoxni potencial

Bunécné neboli vnitini dychdni predstavuje oxidacné redukéni procesy
Vv mitochondriich, které vedou k preméné energie. Ukazatelem metabolické aktivity je
spotfeba kysliku ve tkanich. Bunééné dychani se skladd z nékolika samostatnych dé&ju,
které na sebe tésné navazuji a vyuzivaji postupné své meziprodukty (Hyun Ju Lee et al.,

2011).

2.3.3 Krebsuv (citratovy) cyklus

Krebsiv cyklus je sled reakei, které tvoii spole¢nou metabolickou drahu navazujici
na glykolyzu probihajici v cytoplasmé buiiky, pii aerobni oxidaci sacharidi, lipidd i
proteind. Proces glykolyzy se skladd nékolika krokt katalyzovanych riznymi enzymy, ve
kterém se NAD' regeneruje pienosem vodiku zNADPH na kyslik. Dale probiha
dekarboxylace  pyruvatu,  ktery  katalyzuje  komplex tii  enzymu  tzv.
pyruvatdehydrogenazovy komplex lokalizovany v mitochondriich. Produktem reakce je
acetyl-koenzym A podle reakce 2, ktery je dale spotfebovan v tomto citratovém cyklu za
velkého zisku ATP (David L et al., 2006).

pyruvat + NAD" + KoA — Acetyl-CoA + NADH + CO; reakce 2

V eukaryotnich buiikach jsou enzymy Krebsova cyklu ulozeny v mitochondridlni
matrix volné, nebo zakotvené ve vnitinim povrchu vnitini mitochondrialni membrany.
Acetyl-CoA je acetylovy zbytek navazany na koenzym A a vstupuje do cyklu, kde
kondenzuje s oxalacetatem, za katalyzy enzymem citrat-syntazana a vedlejsi produkt
sukcinyl-CoA. Hydrolyza vazby mezi koenzymem A a citratem uvolni zna¢né mnozstvi
energie jako teplo (reakce 3). Citrat je dale dehydratovan na cis-akonitdt a pak
rehydratovan na isocitrat za katalyzy enzymem akonitazou (reakce 4). Isocitrat se
dehydrogenuje pomoci koenzymu NAD” pies oxalsukcinat na o-ketoglutarat a vedlejsi
produkty NADH + H* a oxid uhligity. Protony nesené koenzymem jsou v dychacim fetézci
pouzity ksyntéze 3 molekul ATP (reakce 5). V dalsim kroku se a-ketoglutarat
dekarboxyluje na sukcinyl-CoA za piitomnosti enzymii a kofaktort (reakce 6). Sukcinyl-
CoA se pomoci enzymu sukcinatthiokinasy katalyzuje na sukcinit. Uvolnéna energie je

pouzita k vytvoieni makroergni vazby mezi fosfatem a GDP, ze kterého nakonec vznika
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ATP (reakce 7). Sukcinat je dehydrogenovan na fumarat za katalyzy enzymem sukcinat-
dehydrogenaza. Tento enzym vazan na vnitini povrch mitochondridlni membrany je
jediny, ktery pienasi protony na flavoprotein bez uc¢asti NAD®. Redukovany koenzym
FADH, ptenasi reduk¢ni ekvivalenty do dychaciho fetézce, ale na rozdil od NADH vytvoii
pouze dvé molekuly ATP (reakce 8). Dalsi reakci, adici vody na fumarat vznikne malat,
kterou katalyzuje enzym fumardza (reakce 9). V poslednim kroku je malat
dehydrogenovan enzymem malat-dehydrogenazou zpét na oxalacetat podle reakce 10
(Gohil VM, 2004; Murray RK et al., 2003; Voet D et al., 2011).

Béhem jednoho Krebsova cyklu pii oxidaci jedné molekuly acetyl-CoA vznika 12
molekul ATP (David L et al., 2006).

acetyl-CoA + oxalacetat + H,O — citrat + CoA-SH (reakce 3)
citrat <> cis-akonitat < isocitrat (reakce 4)
isocitrat + NAD" < oxalsukcinat <> a-ketoglutarat + CO, + NADH + H* (reakce 5)
o-ketoglutarat + NAD" + CoA-SH — sukcinyl-CoA + CO, + NADH + H” (reakce 6)
sukcinyl-CoA + P; + ADP « sukcinat + ATP + CoA-SH (reakce 7)
sukcinat + FAD « fumarat + FADH, (reakce 8)
fumarat + H,O <> malat (reakce 9)
malat + NAD" «<>oxalacetat + NADH + H” (reakce 10)

2.3.4 Dvchaci fetézec

Dychaci fetézec je umistén na vnitini mitochondrialni membrané, kde je ulozen
ptimo v lipidové dvojvrstvé spolecné s komplexem pro oxidaéni fosforylaci. Tvoii
zavérecnou fazi aerobniho katabolického procesu znamého jako bunééné dychani. Jedna se
0 endergonické procesy piedstavuji ve svém celku procesy, pii kterych je metabolitim
odniman vodik dehydrogena¢nimi enzymy. Tyto dehydrogenacni enzymy rozkladaji rizné
substraty, uloZené¢ v mitochondridlni matrix, v pribéhu Krebsova cyklu a oxidace
mastnych kyselin. Redukované metabolity z pfedchozich procesti jsou dale postupné
oxidovany systémem oxidoreduk¢nich enzymt, kterymi jsou pyridinové a flavinové
dehydrogenazy, cytochromy a dalsi pfenasece elektroni. Kone€nym enzymem tohoto
procesu, ktery se ucastni dychaciho fetézce mitochondrie, je enzym cytochromoxidéza,

ktery oxiduje vodik molekularnim kyslikem na vodu (Gohil VM, 2004).

23



Dychaci fetézec se sklada z multienzymové jednotky, kterd obsahuje Ctyfi
enzymové lipoproteinové komplexy, které obsahuji 4-46 peptidovych podjednotek.
Podjednotky kromé komplexu II, ktery je kodovany pouze jadernou DNA, jsou kodovany
jak mitochondrialni tak jadernou DNA. Sestaveni podjednotek do komplexu je slozity d&j
regulovany a zprostiedkovany fadou gen. Komplexy tvofi soustavu oxidoredukcnich
¢lankd s postupné zvysujicim redoxnim potencialem (Gohil VM, 2004).

Vyznam dychaciho fetézce tedy spociva v zisku energie. Spole¢né s jiz zminénym
Krebsovym cyklem a [-oxidaci mastnych kyselin vznikd v mitochondriich pfevazna
vét§ina ATP. Za udasti tohoto cyklu se z kazdé molekuly NADH + H* vyrobi 3 ATP a
z kazdé molekuly FADH, vzniknou 2 molekuly ATP. Dychaci fetézec je dale spojen
s enzymy komplexu ATPazy, které syntetizuji ATP (Gohil VM, 2004; Necas O, 1989).

O i
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Obrizek 10: Elektronovy transportni Fetézec ve vniténi mitochondrialni membrané (www.nspka.cz, 30.4.2010, 10:45)

2.3.4.1 Komplex |

Komplex 1, ptesnéji NADH koenzym Q oxidoreduktaza, (popt. NADH
dehydrogenaza) je velky enzymaticky komplex, ktery je prvnim ¢lankem v elektronovém
transportnim fetézci. Jedna se pravdépodobné o nejvEétsi membranovy proteinovy komplex
ve vnitini mitochondridlni membrang, jelikoz dosahuje velikost okolo 650 kDa. Jeho
umisténi napfi¢ vnitini membrany zdsadné ovliviiuje protonovy gradient, coz dale

umoziuje syntézu ATP (Voet D, 1995).
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Komplex I je tvofen z n¢kolika rtiznych bilkovinnych podjednotek, které jak jiz
bylo feceno, jsou kédovany mtDNA nebo nDNA. V tomto ptipad¢ mitochondridlni DNA
koduje sedm podjednotek a vice nez 30 zbylych je kodovano jadernou DNA (Cammack R,
2006). Kromé¢ bilkovinnych podjednotek obsahuje komplex I i ¢ast nebilkovinnou, jakou je
napf. molekula flavinmononukleotidu (FNM), skupina FeS metaloproteint nebo flavinovy
koenzym (Cammack R et al., 2006).

Reakci probihajici v komplexu | katalyzovanou enzymem NADH koenzym Q
oxidoreduktaza, lze zapsat schématem uvedenym v reakci 11. S NADH reduktdzou se
asociuje redukovany koenzym NADH a piedava své elektrony celému multiproteinovému
komplexu. ZNADH piechazi na komplex I dva elektrony, které se ptedavaji na
flavinmononukleotid, pokracuji na FeS metaloproteiny a kon¢i na koenzymu Q. Vyhodou
pfenaSecl flavinmononukleotidu a ubichinonu jsou jejich oxidacni stavy, protoze mohou
piijmout od NADH oba elektrony, které dale odevzdaji na pfenasece elektroni v komplexu
111 (VoetD, 1995).

NADH + CoQ + 2H" — NAD" + H" + CoQH, (reakce 11)

Prichod elektronti komplexem NADH koenzym Q oxidoreduktazy zpusobuje
pokles potencialu. Vétsina této energie z prichodu dvou elektront se vyuzije na vlastni
pumpovani ¢tyf protoni do mezimembranového prostoru. Takto se komplex I spolupodili

na tvorbé protonového gradientu (Murray RK et al., 2003).

2.3.4.2 Komplex 11

Komplex II, téz také sukcinat-koenzym Q oxidoreduktaza je enzymaticky komplex,
ktery katalyzuje oxidaci sukcinatu na fumarat a soucasné€ redukuje ubichinon na ubichinol
(Cammack R et al.,, 2006). Cely komplex II je vazan na vnitini strané vnitini
mitochondrialni membrany, kde na sobé mé kovalentné navazany koenzym FAD. Podle

(reakce 12) FAD redukovany na FADH nasledné vstupuje do dychaciho fetézce.

FAD + sukcinat — FADH + fumarat (reakce 12)
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Sukcinat-koenzym Q oxidoreduktaza je tedy jednim z enzymut Krebsova cyklu, ale
zaroven ma i pfimé spojeni s dalSimi fazemi bunécného dychéani. Z tohoto diivodu je to
jediny enzym Krebsova cyklu, ktery neni volné v mitochondrialni matrix, ale je zakotven
na vnitini mitochondrialni membrané (Voet D, 1995).

Sukcinat-koenzym Q oxidoreduktaza se kromé jinych podjednotek sklada hlavné
z flavoproteinu, ktery obsahuje FAD a FADH. Dalsi podjednotkou je FeS protein, ktery
obsahuje komplex zeleza a siry. A V neposledni fad¢ jsou dilezité¢ i hydrofobni proteiny
kotvici komplex k membrané (Cammcak R, 2006).

Cinnost enzymu je inhibovana malonatem, ktery se svoji stavbou velice podobé
stavbé sukcinatu a pasobi tak kompetitivné inhibicné (Voet D, 1995). Dalsi inhibic¢ni

ucinek ma také oxalacetat (Murray RK et al., 2003).

2.3.4.3 Komplex 111

Komplex III neboli cytochrom bcl komplex je velky enzymaticky komplex v fadé
¢lankd dychaciho fetézce, ktery se podili na vytvaieni protonového gradientu napfic
membranou, jenz ve vysledku umoziuje syntézu ATP. Pracuje ptfitom jako oxidoredukéni
enzym, ktery oxiduje koenzym Q a redukuje cytochrom c¢ (Trumpower BL, 1990).

Cytochrom bcl je multiproteinovy komplex opét ulozeny ve vnitini
mitochondrialni membrané. U ¢lovéka obsahuje 11 raznych polypeptidi, znich jen
cytochrom b je vyrdbén piimo v mitochondriich a kdédovan mitochondridlni DNA.
V komplexu se nachazi 4 redoxni centra, n€kolik typl cytochromu a Rieskeho protein,
ktery obsahuje FeS centrum (Cammack R. et al., 2006). Z krystalografické analyzy je
znamé sloZzeni komplexu III, ktery se skladd zdvou totoznych oligomerickych
podjednotek. Tyto podjednotky je skladdaji v symetricky dimer a kazd4d z nich ma jesté
dalSich jedenact riznych podjednotek. Cytochrom bcl komplex opét obsahuje Rieskeho
protein, ktery je umistén mezi cytochromem c1 a cytochromem b (Trumpower BL, 1990).

I komplex III je dilezitou a nepostradatelnou soucasti dychaciho fetézce, kde
probiha elektronovy transport. Pravé sem sméfuji elektrony z komplexu I a II. Zaroven je
to jediné misto v dychacim fetézci, kde se koenzym Q muize oxidovat. Reakci probihajici

na komplexu Il mizeme zapsat podle nasledujici reakce 13 (Miller FS et al., 2012).

QH,+2cytcl (oxid) T 2H+N —Q+2cytcl (redut) 4H+p (reakce 13)
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2.3.4.4 Komplex IV

Komplex IV, téz cytochrom ¢ oxidaza (COX) je posledni tsek dychaciho fetézce.
Tento enzymaticky komplex vsazeny do vnitini strany mitochondrialni membrany dokéze
oxidovat cytochrom ¢ a energii vyuzit k tvorbé jiz zminéného protonového gradientu.
V prubéhu reakce dochazi k redukci molekulérniho kysliku na vodu, z tohoto diivodu musi
vétSina organismu neustale pfijimat dychanim kyslik (CammackR, 2006). Cytochrom c
oxidazy se fadi do ,termindlnich oxidaz“, obsahujicich médnaté ionty a hem jako
prostetické skupiny.

Komplex IV je strukturou opét multipodjednotkovy, skladajici se ze 8-13
podjednotek. Mitochondrialni DNA koduji tii nejvétsi a nejhydrofébnéjsi podjednotky,
zbytek proteini je kodovan jadernou DNA a transportovan z cytosolu. Dulezitou slozkou
komplexu jsou isoprostetické skupiny, které v dychacim fetézci slouzi jako redoxni centra,
ktera se skladaji z dvou hemut a dvou méd’natych center (Voet D et al., 2011).

Pii katalyze cytochromu ¢ oxidazou dochazi k zabudovani jednoho protonu do
molekuly vody a k piecerpani jednoho protonu z matrix do intermembranového prostoru
podle reakce 14, ¢imz vznika opé&t protonovy gradient (Voet D et al., 2011). Dale dochazi
K transportu elektronti, pomoci riznych proteinovych a prostetickych skupin az na kone¢ny

akceptor, kterym je kyslik (Hartmut M, 1999).

4 cyt ¢ + 8H" (uynity + 02 — 4 cyt ¢ ¥ + 2 Hy0 + 4H enky) (reakce 14)
V komplexu IV se najednou musi shromazdit 4 elektrony, které doputovaly skrz

prostetické skupiny, aby reakce mohla probéhnout. Zde existuji malé molekuly, jako je

napf. kyanid, sirovodik nebo oxid uhelnaty, které mlzZou pilisobit jako kompetitivni

inhibitory (Gohil VM, 2004; Murray RK et al., 2003; Voet D et al., 2011).

2.3.5 Oxidacni fosforylace

Téz aerobni fosforylace je hlavnim zdrojem energie aerobnich organismi. D¢j, pii
kterém se tvoii ATP pii ptenosu elektroni z NADH a FADH; na kyslik, probiha
Vv mitochondriich v navaznosti na déje v dychacim fetézci. Jde o fosforylaci ADP na ATP,
podle reakce 15, za katalyzy enzymu ATP-syntazou (Frey TG et al., 2002; Saraste M,
1999).
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ADP + P; — ATP (reakce 15)

ATP syntaza je slozity transmembranovy komplex umistény na vnitini
mitochondridlni membrané pobliz komplexti dychaciho fetézce (Jonckheere Al et al.,
2012).

Zdrojem energie pro tento transport je energie postupné uvoliovand pfi piesunu
elektronti komplexy transelektronaz z vyssi energetické vrstvy na nizs§i. Tato energie se
postupné shromazd’uje do protonového gradientu. Soucasné se vytvaii elektricky gradient
neboli membranovy potencial vnitini membrany mitochondrie. Pozitivni membranovy
potencial na vnéjsi stran¢ a negativni na strané vnitini. Vodikové kationty maji tendenci se
vracet, aby tento gradient vyrovnaly. Jedinym mistem, kde je zpétny prichod mozny, jsou
kanalky ATP syntézy (Campbell NA et al., 2006). Pravé proud vodikovych kationtt skrz
kanalek ATP-syntazy umoziuje vyrobu ATP. Pfi vyrovndvani koncentrace protonii ptes
vnitini membranu mitochondrii se osmoticka energie pfeméniuje na chemickou energii
makroergnich vazeb ATP. Konkrétné lze fici, ze jedna molekula ATP vznika pii prichodu
tii protonti skrz komplex ATP-syntazy (Rosypal S, 2003).

Pfesny mechanismus neni zcela objasnén, ale je zndmo, ze rozhodujici roli ma
enzymovy komplex, tzv. F1 + FO komplex lokalizovany ve vnitfni mitochondridlni

membrané. Tento komplex je tvofen dvéma ¢astmi (Jonckheere Al, 2012).

2.3.5.1 F; komplex

Cast oznadujici se jako Fy komplex nebo stator, tvofeny péti typy subjednotek, z
nichZ se n¢které mohou opakovat. F1 komplexy jsou umistény na periferni ¢asti, vycnivaji
jako velka granula z membrany pfipominajici ,,hlavy* a maji reverzibilni ATP-4zovou

aktivitu (Jonckheere Al, 2012).

2.3.5.2 Fy komplex

Druhd c¢ast se oznacuje jako Fo komplex, fikd se mu téz rotor a je tvofen
integralnimi membranovymi proteiny. V mitochondridlni membrané ma tvar stopky
(Jonckheere Al, 2012).

Vodikové kationty zptsobuji pfi prichodu komplexem roztoceni rotoru, ktery se

otaci soucasné se statorem. Toceni statoru vyvolava zmény v prostorovém uspotradani ATP
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syntazy. Diky témto periodickym zménam jsou odhalovana aktivni mista, na kterych

probiha samotna syntéza ATP.

2.3.6 Termogeneze

Termogeneze znamenda zvySovani tepla v téle teplokrevnych zivocichti vystavenych
chladu. Krom¢ tfesové termogeneze se podileji na udrzovani télesné teploty 1 jiné
mechanismy. Jednim znich je mozZnost zvySeni propustnosti vnitini membrany
mitochondrii pro specifické vodikové kationty. ZvysSeni propustnosti pro protony je
zprostfedkovavano aniontovymi transportéry (ANT), mastnymi kyselinami (MK), glutamat
antiportem a uncoupling proteiny (UCP). Energie uvolnéna béhem bunééného dychani se
pfimo pfeméni na teplo (Ktivakova P et al., 2005).

Aniontovy transportér usnadiuje pienos aniontu MK z matrixové strany do
mezimembranového prostoru. Na vnéjsi stran¢ vnitini membrany aniont mastné kyseliny
navaze proton a membranou difunduje zpét do matrix, kde dochazi k deprotonaci
(Kadenbach B, 2003; KowaltowskiAJ. 2000; Ricquier D et al., 2000).

Mitochondrie v hnédé tukové tkani maji omezengjsi tvorbu ATP, nizsi
elektrochemicky potencial a velice aktivni respiraci. Ve vnitini mitochondridlni membrané
se nachazi velké mnozstvi aniontového transportéru UCP-1, ktery byl dlouho povazovan za
unikatni protein pro hnédou tukovou tkan. V posledni dobé byly vsak objeveny i dalsi,
napt: UCP-2, UCP-3, UCP-4 az UCP-5. Kazdy z nich se vyskytuje v jiné tkani a jiné
koncentraci, a jejich funkce doposud nejsou zcela objasnény (Gohil VM et al., 2004; Jezek
P, 2002; Kowaltowski AJ, 2000).

2.4 Mutace mitochondrialni DNA

Lidské mitochondrialni DNA je slozena ze dvou kruhové uspofadanych fetézct
sloZzenych z 16569 parG bazi. Tato mtDNA je extrémé kompaktni, neobsahuje Zadné
introny a ma prokaryontni charakter. V somatické buiice vybavené mnozstvim
mitochondrii, z niz kazda obsahuje n€kolik molekul mtDNA, je tak pfitomno aZ né&kolik
tisic kopii mtDNA (Necas O, 1989).

Mitochondrialni geny i chromozémy mohou stejné¢ jako jaderné geny podléhat
mutacim. Je pravdépodobné, Ze v disledku deleci dochédzi u mutovanych bunék k chybam

mitochondrialni proteosyntézy, které mohou vést k porucham funkce organismu.
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Mitochondrialni genom utvari urCitou cast vnitini genetické paméti bunky.
Replikace mitochondrialni DNA pfi mitéze neni viibec spojena s délenim bunky a rovnéz s
bunéénym cyklem. Mitochondrie jsou tedy do dcefinych bunék nerovnomérné
vyplavovany, ale nesou stejné informace. Pii sexualnim rozmnozovéni vajicka obsahuji
velké mnozstvi cytoplazmy a tudiz i mitochondrii. Naopak hlavicka spermie obsahuje jen
maly nebo nulovy pocet (Wei YH, 1998).

N¢kolikanasobné zvysSenou pftilezitost k mutacim zplsobuje napf. pritomnost
reparacnich systémi, delece histonii a existence reaktivnich forem kysliku. Mutace
mitochondrialni DNA ptevazuji nad mutacemi jaderné DNA. Zmutovana bunka muze
obsahovat jak mutovanou mitochondrialni mMtDNA, tak i smés mutované a puvodni

mMtDNA (Necas O, 1989; Thompson LV, 2006).

2.5 Produkce volnych radikala v mitochondriich

2.5.1 Volné radikaly

Volné radikély jsou vysoce reaktivni slouceniny, molekuly ¢i ionty, které maji
neparovy elektron, jsou schopné samostatné existence a snizuji hladinu antioxidantt
vnitiniho prostfedi organismu (Racek J, 1999). Volné radikaly mohou v téle vznikat a
podilet se jak na fyziologickych, tak i na patologickych reakcich. Za normélnich okolnosti
a poméru jsou tieba pro fungovani naSeho organismu a uplatiiuji se napf. na jeho
obranyschopnosti. Ve vysokych koncentracich ¢ini volné radikaly velké nebezpeci pro
vSechny Zzivé struktury a za urCitych okolnosti je mohou i poskodit (Hole¢ek V, 2010;
Juraskova B, 2006; Platenik J, 2009).

Volné radikaly také vznikaji jako vedlejsi produkt ¢innosti enzymu dychaciho
fetézce v mitochondriich. Tyto radikaly vzniklé v energetickém procesu jsou rychle
odstrafiovany, ale za patologickych stavi mohou hrat vyznamnou roli pti vniku a rozvoji
nékolika desitek onemocnéni, jako ateroskleroza, diabetes mellitus, zhoubné nadory,
zanéty, mutace DNA a dalsi (Holecek V, 2010; Sies J et al., 1993).
dal$imi pfeménami vzniknou i jiné reaktivni latky s jiz parovymi elektrony. Tyto latky,
jako jsou napf. peroxid vodiku nebo kyselina chlorna, se spolu s volnymi radikaly oznacuji
nazvem reaktivni formy kysliku ¢i dusiku, které se souhrnné oznacuji jako RONS

(Hiebickova S, 2009).
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2.5.1.1 Reaktivni formy kysliku, ROS

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou produkty neustale tvoiené spolecné
S bunéénym metabolismem napiiklad pii oxidacni fosforylaci. Vzhledem ke své extrémni
reaktivit¢ mohou zplsobovat poSkozeni DNA, bilkovin a tukli, oxida¢ni poskozeni
bunéénych slozek a podporovat celou tfadu degenerativnich onemocnéni a starnuti
(Oyagbemi AA et al., 2009; Platenik J, 2009; Salganik RI, 2001).

ROS jsou zaroven i nezbytné pro celou fadu ochrannych reakci probihajicich
Vv bunice. Témito reakcemi jsou napt. fagocytdza, detoxikaéni reakce a apoptdza. Volné
radikaly zpusobuji zvySenou aktivaci intracelularnich proteint — tzv. kaspaz, ucastnicich se
rozkladnych fazi apoptézy. Naopak nadmérné mnoZzstvi antioxidantl mubze také
nebezpecné zasahovat do téchto ochrannych funkci (Juraskova B, 2006; Salganik RI,
2001).

Reaktivni formy kysliku jsou skupinou tvofenou slouc¢eninami kysliku, které
mohou, ale nemuseji mit charakter volnych radikal. ROS mohou poskozovat vSechny
bunééné struktury nebo molekuly. Jejich reakci s nenasycenymi mastnymi kyselinami
dochazi k peroxidaci lipida. Peroxidy dale vstupuji do reakci s latkami o nizké molekulové
hmotnosti, nukleovymi kyselinami a bilkovinami. Dale jsou ROS napiiklad i1 jednou z
pii¢in nadorového bujeni a zkiizeného spojeni DNA (Davies MJ, 1997; Platenik J, 2009;
Stipek S et al, 2000).

Jednou z nejznaméjSich reaktivnich forem kysliku je superoxid. Superoxid je
nejvice produkovan v respiracnim fetézci mitochondrii, ale 1 enzymem NADPH-oxiddzou
obsazenym V cytoplazmatické membrané¢ bunék (Svend J et al., 2003). Dvé molekuly
superoxidu spolu, diky svym redoxnim vlastnostem, mohou za katalyzy enzymem
superoxiddismutazou (SOD), reagovat a tvoii peroxid vodiku (Stipek S et al., 2000).

Peroxid vodiku je dal$i molekulou, ktera sice neni volnym radikalem, ale je
dilezitym mezikrokem pii jejich vzniku. V reakci s Zeleznatou soli se rozklada na
hydroxylovy radikal a hydroxid (Zeman M et al., 2009; Svend J et al., 2003). Tento
hydroxylovy radikal patfi do skupiny ROS také, je jednim z nejreaktivnéjSich, a proto
reaguje téméf okamzité (Svend J et al., 2003; Valko M et al., 2006).

Dals§imi molekulami nachazejicimi se ve skupiné ROS jsou singletovy kyslik, 0zon,

kyselina chlorna.
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2.5.1.2 Reaktivni formy dusiku, RNS

Reaktivni formy dusiku (RNS) jsou slouéeniny primarné odvozené od oxidu
dusnatého (Kupkova Z, 2004; Patel RP et al., 1999).

Nejznaméjsim radikdlem podilejicim se na patofyziologickych regulacich je oxid
dusnaty (NO), ktery cilen¢ vznikd z aminokyseliny L-argininu. Nejzndméjsi funkce oxidu
dusnatého je jeho vasodilatacni G¢inek na cévy a hladkou svalovinu. Pisobi také jako
mediator v imunitnich d¢jich a pfi neurotransmisi (Butler AR et al., 1993; Kupkova Z et
al., 2004; Moncada S et al., 1991; Sedlacek J, 1993). Nejvyznamngjsi odlisnosti NO od
jinych mediatort je jeho schopnost volné a rychle pfestupovat pies membrany a ptsobit na

okolni buné¢né elementy (Kupkova Z et al., 2004).

2.5.2 Intramitochondrialni produkce reaktivnich forem kysliku a dusiku

Na vzniku ROS se ucastni jak wvnitini, tak vnéj$i vlivy, kterymi mohou byt
elektromagnetické zafeni, xenobiotika, toxiny ¢i 1éky. Oblast produkce reaktivnich forem
kysliku je spojena misty nejaktivnéj$i respirace a je tedy lokalizovana na vnéjsi
mitochondrialni membrang, v matrix a na obou stranach vnitini membrany mitochondrii.
Pokud nékterd z mitochondrii zacne ve zvySené mife produkovat ROS, mize dojit k
rozloZzeni mitochondrialni sit¢ a odstranéni poskozenych mitochondrii procesem tzv.
mitoptozy (Murphy MP, 2009; Skulachev VP, 2004; Zeman M et al., 2009).

Volné radikaly in vivo vznikaji jak enzymatickou, tak neenzymatickou cestou.
Enzymatické zdroje zahrnuji NADPH oxiddzy umisténé na bunéfné membrané a
cytochrom P-oxygenazy. Neenzymaticka produkce superoxidu nastane, jestlize je i jediny
elektron pfenesen piimo na kyslik nez je tento prvek spotfebovan nékterym z enzymi.
Mitochondrialni elektronovy transportni fetézec obsahuje né€kolik redoxnich center, jako
jsou naptiklad flavoproteiny, FeS-centra a ubichinon, kterymi mohou elektrony pronikat.
Po priniku se navazi na kyslik a tvofi tak priméarni zdroj superoxidu ve vétSin€ tkani.
Veétsina krokd v dychacim fetézci tak umoziuje jednoelektronovou redukci kysliku
(Murphy MP, 2009; Nichlis DG et al., 2000; Turrens JF, 2003).

Za poslednich 35 let nckolik laboratofi identifikovalo fadu zdroji tvorby
superoxidu vcetné respiracnich komplexti a jejich enzymi. Superoxidy mohou byt

vV mitochondriich produkované na riznych mistech. V produkci ROS je zejména jejich
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hlavnim zdrojem komplex I, u kterého vznik mize probihat dvéma zptsoby. Prvni zptisob
nastava, jestlize je vysoky pomér NADH/NAD" v matrix. Druhym zptisobem je sniZen
koncentrace CoQ na minimum. Komplex III je druhym komplexem zodpovédnym za
tvorbu vétsiny superoxidu vyrobeného v mitochondriich (Murphy MP, 2009). Superoxid
tvofeny v matrix je zde 1 detoxikovan, zatimco superoxid produkovany
V intermembranovém prostoru muize byt transportovan do cytoplazmy pies aniontové

kanaly (Murphy MP, 2009; Turrens JF, 2003).

Phospholipid
Cell Membrane

' / Protein

Obriazek 11: Produkce RONS v mitochondriich (http://healthywealth.files.wordpress.com, 14.6.2012, 12:15)

2.6 Antioxidaéni ochrana mitochondrii

V lidském téle se nachéazi nékolik systémtl a latek podilejicich se na ochrané
organismu pred oxida¢nim poskozenim. Je to déj, pti kterém za urcitych okolnosti dochazi
Kk poskozeni riznych struktur vlivem volnych radikalt a RONS. Dilezity je i vliv vnéjSich
a vnitinich faktort ovliviigjicich aktivitu antioxidantt. V disledku poruseni této rovnovahy
a zvySeni poctu volnych radikali nastava v organismu stav zvany ,,oxidaéni stres, ktery je
spojovan s ruznymi chorobnymi stavy a poskozenim organismu. Mezi onemocnéni
vyvolana oxida¢nim stresem mohou mimo jiné patiit nadorova onemocnéni, nemoci srdce
a cév, poruchy obranyschopnosti (Stipek Set al., 2000; Réblova Z, 2011).

Antioxidanty maji v organismu hned n€kolik funkci. Snizuji, eliminuji nebo blokuji

¢innost volnych radikali v téle, jsou schopné opravy jiz poskozenych molekul a tvoii cely
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systém ochrany proti jejich pisobeni. Podminkou této antioxida¢ni ochrany je, Ze musi byt
komplexni, protoze ne kazdy antioxidant je schopen zneskodnit jakykoliv volny radikal.
Celkova sila antioxidanti v organismu, ktera ucinkuje proti volnym radikalim a jejich
negativnim u¢inkiim, se nazyva antioxidacni kapacita (De La Fuente M, 2002; Holecek V,
2010; Juraskova B, 2006; Salganik R, 2001).

Z hlediska chemické struktury jsou antioxidanty riznorodou skupinou latek, které
vytvafeji vSechny zivé bunky. Jednim znich je koenzym Q, ktery chrani bunééné
membrany pfed volnymi radikaly, zlepSuje Cinnost srdce, plsobi proti ateroskleroze,
ischemické chorobé srdecni, naddorovym onemocnénim atd. Dalsi latkou pisobici
antioxidacné je melatonin, jenz snizuje vedlej$i ucinky radioterapie a podle studii byly
prokazany i protirakovinné G¢inky (Hole¢ek V, 2006).

Koncentrace superoxidu V ustaleném stavu je v intermembranovém prostoru
mitochondrii ovliviiovana tfemi riznymi mechanismy. Tento prostor obsahuje specifickou
formu SOD s manganem v aktivnim misté, ktery eliminuje superoxid. Tvorba MnSOD je
také vyvolana latkami, které zpisobuji v organismu oxidaéni stres. Druhym mechanismem
je obsah cytochromu c, ktery mize snizovat koncentraci superoxidu také. Nakonec je
V intermembranovém prostoru obsazena spontanni dismutaza superoxidu, ktera usnadnuje
snizeni pH (Hiebitkova S, 2009; Murphy MP, 2009).

Tomu, aby se peroxid vodiku pfeménil na hydroxylovy radikal, brani dvé reakce.
Prvni reakci katalyzuje katalaza (CAT), ktera s§tépi peroxid vodiku na kyslik a vodu.
Plsobi takto pii vysokych koncentracich peroxidu a v antioxida¢ni ochrané mitochondrii
se mnoho neuplatiiuje. Druhou moznosti je katalyza rozpadu peroxidi v pfitomnosti
peroxidazy, ktera rovnéz redukuje peroxid vodiku, ale soucasné je oxidovan jiny substrat.
Tato peroxidaza-glutathionperoxidaza (GPx), se uplatiiuje pifi nizkych koncentracich
peroxidu vodiku a eventudlné i jinych alkylperoxidi, kdy dochazi k soucasné oxidaci
glutathionu. Glutathion je nizkomolekularni latkou pfitomnou v zivocisnych buikach
nachazejicich se v cytosolu, v mitochondriich i matrix (Lash LH, 2006; Racek J, 1999; Wu
G et al, 2004).

Vnitini mitochondridlni membrana obsahuje také nékolik vitamini, které se ucastni
antioxida¢ni ochrany a zasahuji do propagace volnych radikala zprostiedkovanych
Vv fetézovych reakcich. Témito vitaminy jsou vitamin E, ktery ma silné antioxidac¢ni G¢inky

a dale B-karoten, ktery je provitaminem vitaminu A (Holecek V, 2006).
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3. Zavér

Mitochondrie jsou nepostradatelnou soucasti vsech bunéénych struktur. Skladaji se
Z vngjsi a vnitfni membrany. Mitochondrie v butice funguji jako samostatné organizované
jednotky. Vzhledem k vyznamné roli v bunééném metabolismu je pochopeni jejich funkci
velmi dulezité. Piesné detaily tykajici se funkci mitochondrii nejsou stale jest¢ dopodrobna
kterou mitochondrie zabezpecuji, je tvorba energie. Tyto organely ovSem maji i dalsi
dilezité funkce, jako je Krebsiv cyklus, beta-oxidace mastnych kyselin, termogeneze.

Dychaci fetézec obsazeny v mitochondriich pfedstavuje hlavni zdroj volnych
radikali ve vétsiné tkani. V rovnovazném stavu je koncentrace téchto latek udrzovéana na
netoxické hladiné pomoci riznych antioxida¢nich mechanismi. Kiehkd rovnovaha mezi
antioxida¢ni ochranou a produkci volnych radikali mize byt naruSena nedostatecnou
koncentraci antioxidanti, inhibici toku elektroni nebo dal§imi dé&ji, jako je napf. ucinek
xenobiotik. Tato nerovnovaha, neboli oxida¢ni stres, se jevi jako spoleény jmenovatel

ruznych patologickych stavi.
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