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Anotace:

Bakalarska prace je vénovana popisu stavby mitochondrii a jejich funkci, dale
pak syntéze adenosintrifosfatu, vysokoenergetické molekuly pohanéjici velké
mnozstvi reakci uvnitf i vné bunky. V hlavni ¢asti prace jsou pak charakterizovany
nejvyznamnéjsi typy bunéfného poskozeni, jejich vliv na koncentraci
intracelularniho adenosintrifosfatu a dusledky, které ma tato zména koncentrace
ATP na viabilitu bunék.
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Uvod:

V lidském téle se nachazi nespocCet neustale se obnovujicich bunék, které
vyzaduji energii. V mitochondriich dochazi k tvorbé této energie ve formé
vysokoenergetickych molekul ATP, které pfi rozkladu svou energii uvoliuji
a poskytuji ji raznym bunéfnym pochoddm. Tyto molekuly jsou syntetizovany
na vnitfni mitochondrialni membrané prostfednictvim proteinovych komplexu
béhem procesu zvaném oxidativni fosforylace. Tyto proteinové komplexy
vyuzivaji vysoce energetické elektrony pochazejici
z nikotinamidadenindinukleotidu k ¢&erpani protond z matrix mitochondrii
do mezimembranového prostoru, ¢imz vytvafi koncentraéni protonovy gradient.
Pozitivné nabité protony poté vlivem elektrochemického gradientu prostupuji zpét
pfes membranu do mitochondrialni matrix skrze transmembranovy proteinovy
komplex ATP syntazu, kterému svym prlichodem dodavaji energii, roztaci
ho a tim podnécuji syntézu ATP z adenosindifosfatu a anorganického fosfatu.
Z mitochondrie je ATP poté transportovano do buriky, aby se mohl ucastnit
nejriiznéjSich mechanisml a reakci uvnitf buriky a slouZzit extracelularné jako
signaliza¢ni molekula.

K bunéfnému poskozeni muze dojit nasledkem vnéjSich ¢&i vnitfnich
podnétl. Burika se danému podnétu adaptuje, coz vede kK jejimu pFeziti nebo
na zakladé tohoto podnétu dojde k bunécné smrti. Nejcastéjsi typy bunééné smrti
jsou apoptéza a nekréza. PFi apoptéze neboli programované formé bunécné
smrti, se burika smrstuje, kondenzuje a vytvafri tzv. apopticka téliska, ktera jsou
pohlcovana fagocytujicimi bufikami. Pfi nekroze se naopak burnka zvétSuje
a praska, nasledkem ¢ehoz se zanétlivy obsah vyléva z bufiky a poskozuje okolni
tkan. Mezi podnéty vedouci k jedné z téchto bunécnych smrti patfi deplece ATP.
ZpUsob smrti, kterym burika umfe zavisi na koncentraci intracelularnino ATP.
A to proto, Ze apoptické procesy jsou energeticky naro¢né a k jejich provedeni je
zapotifebi mit vysokou hladinu intracelularniho ATP. Pokud je intracelularni
koncentrace ATP pfili§ nizka, bunfka programovanou smrti projit nemuaze
a je nucena podstoupit nekréozu. Co vSechno a jakym zplsobem ovliviuje

v burice deplece ATP je popsano v hlavni ¢asti této bakalarské prace.
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1. Mitochondrie a jejich funkce

1.1 Stavba mitochondrie

Vzniku mitochondrii pfedchazela pfiblizné pred dvéma miliony let tzv.
endosymbioticka udalost pfi niZ byla mitochondrie, tehdy pouze alfa-probakterie,
pohlcena eukaryotickym progenitorem a stala se semiautonomni organelou
eukaryotické bunky. Mitochondrie jsou viditelné pod svételnym mikroskopem
a jsou popisovany jako protahlé valce. Mohou mit vSak riznorodé prostorové
uspofadani i velikost (v fadu um). A taktéz jako jeji bakterialni predchidci,
ze kterych pochazi, maji mitochondrie dvé fosfolipidové membrany, vnitini
a vnéjsi, které maji odlisné funkce a vlastnosti. Vnitfni mitochondrialni membrana
byva spojovana s pfeménou energie, zatimco vné&jSi membrana je hlavni
zakladnou pro mitochondrialni signalizaci. Mezi nimi se pak nachazi
mezimembranovy prostor (Nunnari, et al. 2012). Vnitfni membrana v sobé
uzavira mitochondrialni cytoplazmu, nebo také matrix, obsahujici mitochondrialni

DNA a velké mnozstvi molekul, enzymu a granul (obr. 1).

Mezimembranovy

prostor Vnéjéll K“Sty
Matrix membrana
Ribozom Castice Vnitini
ATP ,
syntazy membrana
Granula

Obr. 1: Strukturni schéma mitochondrie (Frey, et al. 2000).

Vnitfni membranu Ize dale rozdélit na dva morfologicky odliSné segmenty,

ato kristy a vnitfni hranicni membranu. Kristy jsou zakladni strukturou

-13-



mitochondrii. Jsou to zahyby vnitfni membrany vycCnivajici do prostoru
mitochondrialni matrix, zasadné& navysujici celkovy povrch této membrany,
atoaz neékolikanasobné. V kristach jsou zakotveny enzymové komplexy
dychaciho fetézce a ATP syntaza, a proto na nich probiha oxidativni fosforylace
(Giacomello, et al. 2020). Od mezimembranového prostoru jsou kristy oddéleny
uzkymi tubularnimi spoji a kvnitfni hranicni membrané jsou pfipojeny
prostfednictvim tzv. ,cristae junctions® neboli spoju, které uzavienim kristy
zabranuji uvolfiovani jejiho obsahu, napfiklad metabolitd nebo proteind,
do mezimembranového prostoru (Rampelt, et al. 2017). Stejné tak, jako
mitochondrie pfizpusobuji svUj tvar takovym zpusobem, aby mohli byt zachovany
nezbytné bunécné funkce, tak i tvar a velikost krist se dynamicky méni v zavislosti
na rozdilnych fyziologickych podminkach za pomoci membrany tvarujicich
protein. Pfikladem muze byt prodlouzeni mitochondrie, jenz ji chrani pred
degeneraci, ktera by mohla nastat pfi aktivaci recyklacni autofagické drahy nebo
béhem vystaveni oxidacnimu stresu. Prodlouzeni organely také podporuje tvorbu
adenosintrifosfatu (ATP), ¢imz zvySuje ucinnosti premény energie pfi nedostatku
zivin. Naopak zmenSeni organely bylo pozorovano pfi nadbytku Zivin,
kdy mitochondrialni fragment inhibuje oxidativni fosforylaci a tim i produkci ATP
(Cogliati, et al. 2016). Vnitfni hraniéni membrana pfiléha tésné Kk vnéjsi
membrané a obsahuje riznorodé kanalové transportéry, kterymi prochazi ionty,
metabolity o malé velikosti a dochazi zde i k vyméné ATP a adenosindifosfatu
(ADP) mezi cytoplazmou a mitochondrialni matrix. Zminéné transportéry
se nazyvaji TIM komplexy (Translokaza vnitini membréany; Translocase of the
Inner Membrane) a z mnoha typu téchto komplexu jsou nejdllezitéjsi TIM 22,
ktery zprostfedkovava import mitochondrialnich pfenasecd vnitini membrany
aTIM 23, jehoz funkci je pfenos prekurzorl se signalem cilenym
na mitochondrialni matrix (Donzeau, et al. 2000). Vnitfni membrana obsahuje
dalSi dulezité proteiny, mezi které patfi napfiklad proteiny spojujici mitochondrie
s jinymi subceluldrnimi kompartmenty na specifickych tzv. membranovych
kontaktnich mistech a proteiny, které koordinuji signalni transdukcni drahy
s mitochondrialni funkci. Na vné&jSi membrané tak probiha velké mnozZstvi
signaliza¢nich kaskad, kvuli kterym je mitochondrie povazovana za signalizaéni

organelu (Giacomello, et al. 2020).
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Vnéjsi fosfolipidova membrana uzavira celou mitochondrii a tvofi tedy
barieru mezi vnitinim prostfedim organely a vnéjSim cytosolem bunky. Jeji
permeabilita, na rozdil od vnitfni membrany, nema tak vysoké naroky na specifitu
substratd, které jsou skrze ni transportovany. A to proto, Ze na jejim povrchu
se vyskytuje mnoho kopii transportniho proteinu zvaného porin nebo také VDAC
(Aniontovy kanal zavisly na napéti; Voltage-Dependent Anion Channel), které
tvofi pomérné velké kanalky skrze fosfolipidovou dvojvrstvu. Kanalky jsou
propustné pro vétSinu latek, pfedevsim hydrofilnich, s molekulovou hmotnosti,
ktera nepfesahuje 5 kDa a tim zamezuje vstupu makromolekul (Alberts, et al.
2002). Bilkoviny s vy$Si molekulovou hmotnosti se do organely musi importovat
jinym zplasobem, a to za pomoci tzv. TOM komplext (Translokaza vnéjsi
membrany; Translocase of the Outer Membrane), které pfes vnitfni membranu

prenasi také jaderné kddované preproteiny (Ahting, et al. 1999).
1.2 Funkce mitochondrie

Eukaryotni burika mize v zavislosti na bunééném typu (srdec¢ni, ledvinna,
jaterni atd.) obsahovat desitky az statisice mitochondrii. Mitochondrie je jiz
dlouhou dobu vSeobecné znama jako energeticky utvar eukaryotické bunky
produkujici pfi procesu oxidativni fosforylace ATP, zakladni jednotku energie
v organismu. Zastava vSak mnoho dalSich metabolickych funkci zasahujicich
i za hranice bioenergetiky. Kromé& ATP produkuji mitochondrie metabolické
prekurzory pro lipidy, proteiny, DNA a dal§i makromolekuly, rozdéluji metabolity
pro udrzovani redoxni homeostazy, ktera je také udrzovana zasluhou granuli,
zadrzujicich vapnik. Vytvafi také vedlejSi produkty metabolickych drah jako
napfiklad amoniak nebo reaktivni formy kysliku (ROS, Reactive Oxygen
Species), které se pouzivaji v buné&né signalizaci, ale mohou zpusobit i oxidacni
poskozeni. Maji také své mechanismy, kterymi se zbavuji nebo kterymi vyuZivaji
odpadni produkty metabolismu. Dale koordinuji bunénou adaptaci na stresory,
kterymi mohou byt oxidacni stres, stres endoplazmatického retikula, nedostatek
Zivin nebo i poskozeni DNA. Krom toho jsou mitochondrie zapojené do bunécné
komunikace prostfednictvim kontaktd a signalnich drah s dalSimi organelami.
Funkce nebo disfunkce mitochondrii se také projevily jako faktor pfi prubéhu
metabolickych onemocnéni, rakoviny bunék, bunécné apoptdzy, starnuti nebo
neurodegenerace (Spinelli, et al. 2018).
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1.2.1 Princip chemiosmoézy a bilance redoxnich ekvivalentu

V mitochondriich probiha bunécné dychani, jehoz intenzita je zavisla
na mnozstvi krist v mitochondriich. Vice krist totiz znamena vétsi povrch vnitini
membrany a zarover také vyssi zasobovani mitochondrie kyslikem. V citratovém
cyklu jsou elektrony skrze oxidace ukladany v nikotinamidadenindinukleotidu
(NADH, obr. 2) a flavinadenindinukleotidu (FADHz, obr. 3) Tyto nosiCe umistuji
elektrony do elektronového transportniho fetézce ve vnitfni membrané
mitochondrie. Pfenos elektrond je spojen s transportem H* iontl z matrix pfes
vnitfni membranu do mezimembranového prostoru, coZz ma za nasledek
vytvofeni pH gradientu. V matrix dojde k navySeni pH oproti mezimembranovému
prostoru, kde je pH obecné kolem 7, stejné jako v cytosolu burky, protoze malé
molekuly pfechazeji pfes vnéjSi membranu volné, a tim pH neustale vyrovnavaji.
Dochazi také k vytvofeni napétového gradientu (membranového potencialu),
napfi¢ vnitfrni membranou mitochondrie. Tento membranovy potencial je uvnitf
membrany zaporny a vné kladny, v dusledku odtékani kladnych iontd. Vlivem
pH gradientu jsou vodikové ionty pohanény zpét do matrix a hydroxylové ionty
ven z matrix atim je posileno i pusobeni membranového potencialu, ktery
pozitivni ionty pfitahuje do matrix a negativni vytlaCuje ven (Alberts, et al. 2002).
Tento zakladni mechanismus transdukce energie v mitochondriich je nazyvan

chemiosmoza.
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Obr. 2: Oxidovana (NAD+, vlevo) a redukovana (NADH, vpravo) forma pyridinového koenzymu
NAD. Sklada se z nikotinamidu, adeninu, dvou molekul rib6zy a dvou fosfatu.
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Obr. 3: Oxidovana (FAD, vlevo) a redukovana (FADH-, vpravo) forma flavinového koenzymu
FADH. Sklada se z vitaminu B2, adeninu, rib6zy a dvou fosfatd.

Mitochondrie a cytosol maji odliSné poZzadavky na koenzym NAD*. Spravna
distribuce téchto a dalSich redoxnich ekvivalentl je zasadni pro pfeziti buriky
pfi reakcich na enviromentalni stresory nebo pfi udrzovani bunécné homeostazy.
V cytosolu je vice oxidaéni prostiedi, ve kterém je pomér NAD*/NADH v rozmezi
mezi 60 a 700, zatimco v mitochondriich se vice vyuziva redukcnich
metabolickych reakci a pomér NAD*/ NADH je pfiblizné 7-8. Aby byla dodrzena
tato distribuce NAD, jsou zapojeny nepfimé drahy, protoZe u Clovéka a celkové
u savcl, nejsou k dispozici zadné pfimé transportéry pro NAD a buriky
se spoléhaji na kompartmentalizovany tok metabolitt, aby podpofily rovnovahu
redoxnich ekvivalentd NAD*/NADH a NADP/NADPH. Mezi tyto vedlejSi drahy
patfi malat-aspartatové kyvadlo, malat-citratové kyvadlo, glycerol-3-fosfatové

kyvadlo a folatové kyvadlo (jednouhlikaty metabolismus).

Malat-aspartatové kyvadlo (obr. 4a) — Je to komplikovana metabolicka draha,
kterou lze pFenést vodik z cytosolového NADH do mitochondrialni matrix.
Principem je oxidace NADH na NAD* a zaroven redukce oxalacetatu na malat
za katalyzy cytosolické malatdehydrogenazy (MDH1). Malat poté prochazi pfes
malat-a-ketoglutaratovy antiport do matrix, kde se zpétné oxiduje na oxalacetat
za redukce NAD* na NADH, katalyzované mitochondrialnim izoenzymem MDH2.
Pfes stejny antiport se do mezimembranového prostoru dostava a-ketoglutarat.
Oxalacetat se =za pomoci glutamatu pfeménuje transaminaci, ktera
je katalyzovana mitochondrialni glutamat-oxalacetat transaminazou (GOT2),

na aspartat. Vznikly aspartat prochazi skrze glutamat-aspartatovy antiport
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do cytosolu a misto ného je do matrix Cerpan glutamat, vyuzivany v pravé
popsané transaminaci. Aspartat v cytosolu podléha dalSi transaminaci,
katalyzované tentokrat cytosolickym izoenzymem GOT1, ktera ho pfeméni opét
na oxalacetat. Odstépena aminoskupina se navaze na a-ketoglutarat v cytosolu
a méni ho na glutamat, ktery je Cerpan skrze glutamat-aspartatovy antiport

do matrix, kde opét zprostifedkovava transaminaci (Lane, et al. 2005).

Malat-citratové kyvadlo (obr. 4b) — Umozhuje transport dvou uhliki

z acetylkoenzymu A (acetyl-CoA), nachazejiciho se v matrix. Tyto dva uhliky
se navazi na oxalacetat za vzniku citratu. Ten poté skrze malat-citratovy antiport
pfechazi do cytosolu, kde se dva uhliky od oxalacetatu opét oddéli a jsou
pouzitelné pro syntézy mastnych kyselin. Oxalacetat v cytosolu je redukovan
na malat a zaroveri NADH je oxidovan na NAD*. Malat je transportovan do matrix,
kde je zpétné oxidovan na oxalacetat za redukce NAD* na NADH. Toto kyvadlo
funguje na podobném principu jako malat-aspartatové, jelikoz vyuziva stejné
malatdehydrogenazové izoformy. Jejich aktivita je vSak spojena s jinymi enzymy,
a to citratsyntazou (CS), ATP citratlyazou (ACLY) (Kirimura, et al. 2019).

Glycerol-3-fosfatové kyvadlo (obr. 4c) — Principem je oxidace NADH

na NAD™* katalyzovana cytosolovou glycerol-3-fosfat dehydrogenazou (cGPDH)
a zaroven probiha redukce dihydroxyacetonfosfatu (DHAP) na glycerol-3-fosfat
(G3P). Kdyz se G3P dostane do mezimembranového prostoru, je zpétné
oxidovana na DHAP za katalyzy mitochondrialni glycerol-3-fosfat
dehydrogenazou (MGPDH). Na tomto enzymu je navazana molekula FAD, ktera
od G3P pifijima vysokoenergetické elektrony a dva ionty H* za vzniku FADH>.
Ten je ale oxidovan zpét na FAD a dva protony a elektrony jsou pfevedeny
na ubichinon ze kterého tak vznikd ubichinol pfenasejici elektrony

po elektronovém transportnim fetézci (Shi, et al. 2018).

Folatové kyvadlo (obr. 4d) — Enzym methylentetrahydrofolat dehydrohenaza

(MTHFD) patfi mezi nejvétsi prispévatele bunécné NADPH a podili
se na metabolismu folatd pfijimanych z potravy (vitamin B9). Zprostfedkovava
vzajemnou pifeménu 5,10-methylen-THF (tetrahydrofolat), a 10-formyl-THF, ktery
je darcovskym kofaktorem pro de novo biosyntézu purinl a pyrimiding.
Cytoplazmaticky izoenzym MTHFDL je katalyzatorem pro reakci, pfi niz dochazi

k produkci NADP* a mitochondrialni izoenzym MTHFD2 katalyzuje reakci vzniku
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NADPH (Neagos, et al. 2010). Cytosolicky enzym  serinova
hydroxymethyltransferaza (SHMT1) katalyzuje reverzibilni pfeménu 5,10-
methylen-THF na THF a také pfeménu serinu na glycin. Mitochondrialni forma
tohoto enzymu (SHMT2) pak katalyzuje pfeménu THF zpét na 5,10-methylen-
THF(Ducker, et al. 2017).

Mitochondrialni matrix

a) Malat-aspartatové b) Malat-citratové  c) Glycerol-3-fosfatové d) Folatové kyvadlo

kyvadlo kyvadlo kyvadlo
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Obr. 4: Neprimé cesty distribuce NAD skrze vnitini mitochondriélni membréanu (Spinelli, et al.
2018). Zkratky: Glu — glukéza, Asp — aspartat, Oaa — oxalacetat, Mal — malat, aKG —
a ketoglutarat, Cit — citrat, MDH — malatdehydrogenaza, ACLY — ATP citratlyaza, DHAP —
dihydroxyacetonfosfat, G3P- glycerol-3-fosfat, THF — tetrahydrofolat, MTHFD —
methylentetrahydrofolat dehydrohenaza, SHMT — serinova hydroxymethyltransferaza

1.2.2 Biosyntéza zivotné dulezitych molekul

Mitochondrie jsou zasadnim zdrojem stavebnich latek pro biosyntézu
nukleotidd, mastnych kyselin, cholesterolu, glukézy, hemu a dale pro syntézu
aminokyselin, v€etné alaninu, aspartatu, glutaminu, glutamatu a prolinu,
ze kterych nasledné vznikaji bilkoviny. Napfiklad syntéza nukleotidi zavisi
na generaci jednouhlikatych jednotek v jednouhlikatém metabolismu a jejich
transport pfes membranu je zprostiedkovany THF pfenaseci. Také kupfikladu
syntéza citratu, ktera v mitochondriich probiha redukci a-ketoglutaratu,
katalyzovanou izocitratdehydrogenazou nebo prvni reakci citratového cyklu,
kde citrat vznika za katalyzy citratsyntazou. V pfipadé vyskytu patologie lidského
organismu muzZe dojit k nespravnym regulacim téchto biosyntetickych drah

(Spinelli, et al. 2018). Mitochondrie se taktéz podileji na syntéze steroidnich
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hormond a bylo zjiSténo, Ze mitochondrialni funkce muize zase reagovat

na aktivitu pohlavnich hormonua (Brand, 2014).

2. Adenosintrifosfat

Adenosintrifosfat je vysoce energeticka sloucenina, ktera je velmi dalezita
pro funkci vSech eukaryotnich i prokaryotnich bunék, energetickou bilanci
a udrzeni homeostazy. Ma systematicky nazev ((2R,3S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-
purin-9-yl)-3,4-dihydroxytetrahydrofuran-2-yl)methylhydrogentrifosfat a jeho
molarni hmotnost je 507,184 g/mol (PubChem Database, 2019). Molekula ATP
je nositelem energie v anabolickych a katabolickych dé&jich a ucastni
se fady metabolickych a signalizacnich drah intracelularné i extracelularné.
Adenosintrifosfat fadime mezi makroergni slou¢eniny. Jsou to takové slouceniny,
které maji vysoky obsah chemické energie a podléhaji jednoduchému, vzdy vSak
enzymové fFizenému Stépeni. Produkty vznikleé z tohoto Stépeni maji
mnohonasobné nizSi energii nez vychozi slou€enina. Energie, ktera se z této
reakce uvolni, muze byt vyuzita pro energeticky naroéné endergonické procesy
probihajici v organismu, nebo v opacném pfipadé muize byt energie ziskana
z exergonického procesu vyuzita na endergonickou syntézu ATP (Kodicek, et al.
2018). Mezi dalSi dulezité procesy, které ATP podporuje, patfi aktivni transport,
fosforylace a svalové kontrakce zplsobené aktivaci myozinl za spotieby ATP
(Bonora, etal. 2012). Pfi aerobnich déjich je ATP syntetizovan intracelularné
v mitochondriich procesem oxidativni fosforylace a u rostlin kromé mitochondrii
vznika také fotofosforylaci ve fotosyntetizujicich thylakoidech chloroplastu
(Kodicek, et al. 2018). V lidském organismu se ATP vyskytuje pfedevSim
intracelularné ve vysokych koncentracich (3-10 mmol/l). Oproti tomu koncentrace
ATP obsazeného v extracelularnim prostredi je mnohem nizsi. Jen zanedbatelné
mnoZzstvi se nachazi napfiklad v krvi nebo v tkariovém moku (cca 20-100 nmol/l)
(Bonora, et al. 2012). Energeticky bohaté slou€eniny, jako je ATP, jsou nestabilni
v kyselém a alkalickém prostfedi a jsou termosenzibilni (Fursule, 2009). Diky
tomu je pro pferuseni relativné slabé vazby mezi fosforem a kyslikem potreba jen
nizka aktivaCni energie a fosfatova skupina je tak snadno pfenasena z jedné
molekuly na druhou za souCasného uvolnéni energie (Bonora, etal. 2012;
Kodicek, et al. 2018). V lidském téle je ATP nejvice spotfebovavanou i nejvice
produkovanou molekulou a kazdy den je ho syntetizovano 40 az 910 kg.
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2.1 Historie objevu ATP a vyzkumu tykajicich se ATP

Existence ATP byla objevena v roce 1929, a to sou€asné dvéma raznymi
védeckymi institucemi. Prilomovy objev ucinil némecky chemik Karl Lohmann,
ktery spolupracoval s Ottem Meyerhofem. Soubézné s nimi v8ak tento objev
ucinil i profesor biochemie Cyrus H. Fiske ve spolupraci s Yellapragadou
Subbarowem. Ten dokazal, Zze stahovani svalovych bunék je umoznéno
intracelularni aktivitou, ktera zavisi na molekule sestavené z adenosinu a tfi
fosfatll, tedy ATP. Ackoliv se jednalo o dvé analogické prace, po prozkoumani
detaill obou studii bylo dosazeno zavéru, Ze oba nezavisle na sobé obijevili
molekulu ATP. Pfesto se zasluhy pfipisuji spiSe Lohmannovi, protoZe jeho prace
pfedchazela tu Fiskeho a Subbarowovu a také kvdli jeho zdafilym uspé&chim,
zahrnujicich napfiklad Lohmannovu reakci, coz je kreatinkinazova reakce, kdy
cytoplazmaticky enzym kreatinkinaza katalyzuje prenos fosfatu z kreatinfosfatu
na ADP za vzniku ATP a kreatinu (Zurmanova, 2014). Piesna stavba molekuly
byla ale objasnéna aZz o nékolik let pozdéji. Spravna struktura byla poprvé
navrzena Katashi Makinou v roce 1935 a kompletni struktura byla potvrzena
az po deseti letech Basilem Lythogoem a Alexandrem R. Toddem, ktefi molekulu
ATP chemicky syntetizovali (Khakh, Burnstock, 2009).

O dalSi objevy tykajici se ATP se zaslouzili napfiklad americky biochemik
Fritz Lipmann, ktery navrhl koncept vysokoenergetické fosfatové vazby
(Maruyama, 1991) nebo vyzkum Engelhardta a Liubimova ve kterém bylo
potvrzeno, Ze pfipravky myozinu maji ATP aktivitu $tépici jednu fosfatovou
skupinu rychle a ostatni velmi pomalu nebo vibec. Ukazali tak, ze ATP aktivita
svalu je spojena s myozinovou frakci svalovych proteint a poprvé v roce 1932
prokazali oxidativni fosforylaci (Needham, 1942). Vyzkumem oxidativni
fosforylace a syntézy ATP se dale zabyval americky biochemik Paul D. Boyer,
ktery navrhl hlavni principy a mechanismy syntézy ATP vletné katalytické
kooperace a rotacni katalyzy. Za tento vyzkum se podilel na prfevzeti Nobelovy
ceny spolecné s Johnem E. Walkerem a Jensem C. Skouem (Kresge, et al. 2006;
Boyer, 2002). Britsky chemik Peter Mitchell navrhl chemiosmotickou hypotézu.
Byla zalozena na tom, Ze Zivé bunky maji membranovy potencial a pohyb
nabitych iontl pfes membranu je ovlivnén elektrickymi silami a tendenci latek

difundovat z oblasti s vySSi koncentraci do oblasti s nizSi koncentraci. Dokazal,
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Ze syntéza ATP je spojena s timto elektrochemickym gradientem a Ze energie
potfebna k vyrobé ATP je dodavana v podobé H* protond protékajicich

mitochondrialni membranou (Mitchell, 1966).
2.2 Struktura molekuly ATP

Adenosintrifosfat je nukleotid, ktery je tvofen z ribdézy, adeninu a tfi
fosfatovych skupin. Riboza je 5 uhlikaty cukr nachazejici se v centru molekuly,
ktery je i zakladni strukturni jednotkou ribonukleové kyseliny (RNA). Z jedné
strany je rib6éza navazana N-glykosidickou vazbou na purinovou bazi adenin,
a zdruhé strany jsou fosfodiesterovou vazbou navazany fosfatové skupiny
(obr. 5). Ribézovy cukr spole¢né s adeninovou bazi tvofi adenosinovou sloZzku
ATP, ale trifosfatova ¢ast molekuly, ktera je navzajem spojena anhydridovymi

Mg vwrv s

bunécnych reakci, zvané také jako ,aktivni oblast‘ (Ng et al., 2016).

NH,
N
</ | XN — adenin
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o o 0 ©
— riboza
| I OH OHI +
fosfatova skupina adenosin

Obr. 5: Chemicka struktura adenosintrifosfatu.

Pyrofosfatova skupina je pfi pH 7 pIné ionizovana. Na fosforu se nachazi
pozitivni parcialni naboj a na kysliku negativni parcialni naboj. Dochazi tak
k polarizaci vazby fosforu na kyslik (obr. 6). Kdyz je pyrofosfatova skupina
hydrolyticky Stépena, z molekuly se uvolni energie. Stejnym principem dochazi
k uvolnéni energie i pfi pfeméné ADP na adenosinmonofosfat (AMP)
a anorganicky fosfat.
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Obr. 6: Lokace parcialnich naboji na atomech kyslikt a fosforu v pyrofosfatové skupiné
(Fursule, 2009).

Dlvody, pro¢ ma ATP tak vysokou vnitfni energii, mohou byt dva. Prvnim
z nich je ten, Ze na sebe zaporné naboje na trifosfatovém fetézci plsobi
elektrostatickou odpudivou silou, protoze trifosfatova Cast fetézce je pfi
neutralnim pH zcela disociovana. Kazdé oddaleni nabitych fosfatovych skupin
béhem hydrolytického Stépeni ATP na ADP (AMP) vede k vyraznému snizeni

elektrostatické energie systému molekuly.

Druhym duvodem muze byt skuteCnost, Ze trifosfatovy fetézec muize
existovat hned v nékolika rezonanénich stavech, a to kvuli tomu, ze nékteré
z jeho kysliku pfechazeji mezi anionickym a nenabitym stavem. Podle obecné
teorie chemické vazby vSak se stoupajicim potem moznych rezonancénich stavd,
klesa energie systému. Pokud je ATP hydrolyticky rozstépen na produkt ADP
nebo AMP, po¢et moznych rezonanc¢nich stavl se jesté navysi a celkova energie

v systému bude tedy niz8i nez v puvodni molekule ATP (Kodicek, et al. 2018).
2.3 Syntéza ATP a tvorba energie

Substraty oxida¢nich reakci, pfi nichz dochazi k uvolnéni volné energie jsou
sacharidy, lipidy a bilkoviny. Tato energie mulze byt uloZena
ve fosfoanhydridovych vysokoenergetickych vazbach nachazejicich
se v molekulach ATP ¢&i ADP, ale také napfiklad ve fosfoenolpyruvatu,
karbamoylfosfatu a nékterych fosfagenech jako je fosfoarginin nebo fosfokreatin.
Béhem metabolickych reakci spotfebovava bunéény organismus cukry,
aminokyseliny nebo mastné kyseliny. Vysledkem téchto metabolickych reakci
je poté uvolnéni energie ve formé& ATP nebo guanosintrifosfatu (GTP). Nejvice
vyuzivanym zdrojem energie je glukdza, ktera je nasledné katalyzovana ve tfech

po sobé jdoucich procesech.
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2.3.1 Glykolyza

Jako prvni nastava glykolyza, coZ je soubor deseti enzymaticky
katalyzovanych reakci probihajicich v cytosolu bunék, kterymi je glukdza
postupné prfeménovana na dvé molekuly pyruvatu. V prvni reakci glykolyzy
se glukdza pfeménuje pomoci enzymu hexokinazy a energie dodané ve formé
ATP na glukézu-6-fosfat a obdobné tomu tak je i pfi preméné fruktdzy-6-fosfatu
na fruktozu-1,6-bisfosfat za pomoci enzymu fosfofruktokinazy. V nasledujicich
reakcich procesu glykolyzy dochazi ke dvéma konverzim, ve kterych probiha
syntéza ATP. PFi reakci, kdy se za katalyzy enzymu fosfoglyceratkinazy
preménuje 1,3-bisfosfoglycerat na 3-fosfoglycerat, dochazi k prenosu fosfatové
skupiny z 1,3-bisfosfoglyceratu na ADP za vzniku ATP (reakce €. 1). Pomoci
enzymu pyruvatkinazy je pFfenesena fosfatova skupina z fosfoenolpyruvatu
na ADP, pfi¢emz vznikne ATP a pyruvat (reakce €. 2). Dvé molekuly ATP jsou
spotrebovany ze zacCatku glykolyzy a celkem Ctyfi molekuly ATP jsou vytvoreny.
Pfi energeticke bilanci glykolyzy tedy dochazi ke kone¢nému zisku dvou molekul
ATP (Li, et al. 2015).

I I O
C—O0—P—0" [l _
& o=
—C— Fosfoglyceratkinaza
H H
(‘: O, *a H—C—oH T ATP
T @)
H_?_O_IT—O H—C‘Z—O—H—O_ (reakce 1)
_ | :
H O \ o
O
[ o (|3|
? O oy C—0~
C—O—II:I’—O_ + ADP Pyruvatkinaza | + ATP
| C=0
H _lcl: (O | (reakce 2)
CHj

2.3.2 Citratovy cyklus

DalSim krokem k ziskani energie a k syntéze ATP je citratovy cyklus, znamy
také jako Krebslv cyklus &i cyklus trikarboxylovych kyselin (TCA; Tricarboxylic
Acid Cycle). Zde je vychozi slouceninou pyruvat, ktery je produktem glykolyzy
a prostrednictvim aktivity pyruvatdehydrogenazového komplexu, ktery je slozeny

ze tfi enzymd, je oxidovan na acetyl-CoA a jako vedlejsi produkt je vytvoren oxid
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uhlicity. Acetyl-CoA poté vstupuje do citratového cyklu, ktery umoznuje vznik
redukované formy NADH z oxidované formy NAD* a redukované formy FADH:2
z jeho oxidované formy FAD. Tyto koenzymy jsou nasledné substratem pro prvni
enzymovy komplex dychaciho fetézce a jsou nezbytné pro produkci ATP
v procesu oxidativni fosforylace, nebot jsou nositeli vysokoenergetickych
elektront ziskanych pfi spalovani uhlohydratd, tukd a jinych substratd
vytvofena pouze jedna, a to pfi reakci, ve které se pfeménuje sukcinyl-SCoA
na sukcinat prostfednictvim enzymu sukcinyl-CoA-syntetazy (reakce &. 3). Tato
reakce vyuziva energii ziskanou z odbourani CoA k fosforylaci ADP na ATP,
nebo guanosindifosfatu (GDP) na GTP (Bonora, et al. 2012; Kodicek, et al. 2018;
Li, et al. 2015). Zajimavosti je, Ze ackoliv je citratovy cyklus soucasti aerobniho

metabolismu, sam o sobé& molekularni kyslik nevyuziva (Alberts, et al. 2002).

@) @)

H C H Sukcinyl-CoA-syntetaza H—C—H

NN H_<:;_H

| AG)DP, P.  A(G)TP HSCoA

C—S—CoA C

|| O/ \O_ (reakce 3)
@)

2.3.3 Oxidativni fosforylace

Zaveérec€nou fazi aerobniho katabolického procesu, zajistujiciho tvorbu ATP,
je dychaci fetézec. Jedna se o elektronovy transportni fetézec ve vnitfni
mitochondrialni membrané, ktery pfijima elektrony s vysokou energii. Tyto
vysokoenergetické elektrony jsou z redukovanych koenzymu NADH a FADHz,
pochazejicich z glykolyzy nebo citratového cyklu, vedeny postupné pres
komplexy az na konecny akceptor elektrond, jimz je u aerobnich organismu
molekularni kyslik. Ten je poté procesem oxidativni fosforylace, probihajici
v mitochondriich, redukovan na vodu. Pfi oxidativni fosforylaci je fizena tvorba
ATP a zahrnuje také generaci protonového gradientu (pH gradientu)

na membrané a chemiosmotickou vazbu.
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Proces pfenosu elektron zacina tehdy, kdyz elektron, ktery se vyskytuje
na koenzymu NADH v mitochondrialni matrix, je pfijiman do ¢asti proteinového
komplexu | zasahujiciho do matrix. Zaroven pfi pfenosu elektron dochazi vlivem
energie uvolnéné pfi oxidaCnich a redukCnich reakcich k deprotonaci NADH
(aby mohla byt zpétné regenerovana z NAD* na NADH). Uvolnény vodikovy
proton je komplexem |, ktery funguje také jako protonova pumpa, ¢erpan skrze
vnitfni membranu do mezimembranového prostoru mitochondrii. Kromé
komplexu | dochazi k Eerpani protont do mezimembranového prostoru také pres
komplex Il a komplex IV. Nezavisle na tomto procesu jsou protony pasivné
propoustény zpét do mitochondrialni matrix skrze ATP syntazu, kterou diky
svému prachodu rozta€i a dochazi tak k produkci ATP oxidativni fosforylaci
(reakce €. 4). Timto neustalym transportem proton( pres komplexy a zpét,
zajistuji protony protonovy gradient a vytvareji protonmotivni silu, kterou |ze méfit
v jednotkach milivoltd (mV). V prdmérné burice je protonmotivni sila na vnitini
membrané mitochondrie pfiblizné 200 mV a je tvofena mitochondrialnim
membranovym potencialem, coz je elektrochemicky gradient, ktery vznika
na vnitfni membrané transportem elektront po elektronovém fetézci, o sile

priblizné 140 mV a pH gradientem o pfiblizné -1 pH jednotky (Alberts, et al. 2002).

ATP-syntaza
ADP + Pi — ATP + H20 (reakce 4)

Elektrony vstupujici do elektronového transportniho fetézce zacinaji s velmi
vysokou energii a postupné o ni pfichazeji pfi priachodu dychacim fetézcem.
Draha, kterou jsou elektrony vedeny, se sklada ze Ctyf vicesloZkovych
enzymovych komplext, komplex | az komplex IV, umisténych na vnitini
mitochondrialni membrané. Patym komplexem je pak ATP syntaza, ktera
uz netransportuje elektrony, ale vyuziva protonmotivni sily pro Cerpani
H* z mezimembranového prostoru do matrix. Komplex | (NADH: ubichinon
oxidoreduktaza) je velky komplex ve tvaru L sloZeny ze 45 polypeptidovych
podjednotek. Pfes komplex | se oddéluji dva vysokoenergetické elektrony
z NADH a navazuji se na akceptorovou skupinu flavinmononukleotid (FMN).
Pfijetim téchto elektronl dochazi k redukci FMN na FMNHz, ktera obsahuje
stejnou prostetickou skupinu, isoalloxazin, jako FAD. Elektrony jsou poté
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komplexem pfepravovany pies FeS proteiny, které obsahuji komplexy Zeleza
a anorganickou siru, az na koenzym Q znamy také jako ubichinon. Ten kromé
dvou elektrond pfijima také dva vodikové protony a napomaha udrzeni
elektrochemického gradientu. Po akceptovani dvou elektrond a protonu
je ubichinon redukovan na ubichinol, ktery dale pfenasi elektrony na komplex .
Komplex Il (sukcinat: ubichinon oxidoreduktdza) je proteinovy komplex
obsahujici sukcinatdehydrogenazu, ktera katalyzuje reakci citratového cyklu kdy
je sukcinat oxidovan na fumarat za soucasné redukce FAD na FADH2. Komplex
I nema narozdil od komplexu | funkci protonové pumpy a je zodpovédny
za ziskavani elektront z FADH2. V komplexu jsou elektrony z FADH2 odebrany,
¢imz kofaktor znovu ziska oxidovanou formu, a pfesouvany fadou FeS skupin,
dokud neskonci opét na ubichinonu. Ten, jako v pfipadé prvniho komplexu,
podléha redukci na ubichinol. V obou pfipadech se poté ubichinol od komplexu
oddéli a pokraCuje dale elektronovym transportnim fetézcem ke komplexu Il
(ubichinol: cytochrom c oxidoreduktaza). Komplex Ill, znamy také pod nazvem Q
cyklus, je slozen z 11 polypeptidovych Fetézch a jeho funkci je prevést
vysokoenergetické elektrony z ubichinolu na jinou molekulu slouzici jako
pfenasecC, a to cytochrom c. Ten poté prenasi jediny elektron na komplex IV
(cytochrom c oxidoreduktaza), ktery je poslednim ale vyznamnym clankem
elektronového transportniho fetézce. Dvé redukované molekuly cytochromu c
prfedavaji komplexu dva elektrony, ¢imz se sami oxiduji. Tyto elektrony, které
jsou postupné prenaseny prostetickymi skupinami komplexu, doputuji
k méd'natému atomu a k hemoveé skupiné a zredukuiji je. Na tyto dvé zredukované
formy se navaze kyslik a vytvofi mezi nimi takzvany peroxidovy most.
Do komplexu jsou poté z matrix pfijaty dva vodikové protony, které vazbu mezi
kysliky rozdéli a vytvofi skupinu hydroxidu meédi a hydroxidu hemu. DalSimi
dvéma protony, které komplex IV z matrix pfijme, se hydroxydove skupiny navrati
do svého plOvodniho oxidovaného stavu, a zvodikovych iontd
a zbyvajicich hydroxyll jsou syntetizovany dvé molekuly vody. Kazdy komplex
v Ffetézci ma pro elektrony vy$Si afinitu nez jeho pfedchddce a koncovy kyslik
ma pro elektrony afinitu nejvyssi (Enriquez, 2016; Vedel, et al. 1999).

Jedinou cestou, kterou vSak mohou vodikové ionty prostoupit membranou

zpét do matrix je skrze paty mitochondrialni bilkovinny komplex ATP syntazu,
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jenz je vazana na vnitfni membrané. ATP syntaza, nazyvana také FoF1 ATPaza,
je multipodjednotkovy protein o hmotnosti vy$si nez 500 kDa. Komplex je slozen
z enzymoveé hlavové Ccasti, nazyvané Fi1 ATPaza a transmembranového
H* nosiCe nazyvaného Fo (0 znaci citlivost proteinu k oligomycinu coz je toxin,
ktery inhibuje toku protonu) podilejiciho se na protonové translokaci. Obé tyto
Casti jsou tvofeny z jesté dalSich podjednotek. Hlava ATP syntazy je tvofena
prstencem ze 3a a 3B podjednotek a zasahuje do mitochondrialni matrix
(Neupane, et al. 2019). Podlouhlé rameno hlavu pfidrZzuje na misté a pfivazuje
ji ke skupiné transmembranovych proteint, které tvofi ,stator v membrané
(zeleny). Tento stator je v kontaktu s ,rotorem*, rotujici stopkou, ktera je tvofena
prstencem 10 az 14 identickych transmembranovych proteinovych podjednotek
(Cervené) (obr. 7).

A - MEZIMEMBRANOVY
transmembranovy HI+ nosic PROSTOR

vnitini
mitochondri-
alni

(A) 10 nm

Obr. 7: (A) struktura ATP syntazy. (B) Trojrozmérna struktura F, ATPazy, stanovena
rentgenovou krystalografii (Alberts, et al. 2002).

PFi prachodu protond Uzkym kanalem vytvofenym mezi statorem a rotorem
dochazi k rozpohybovani prstence rotoru a s nim se otaci také k rotoru pfipojena
stopka (obr. 7B, modra ¢ast). Diky této stopce se rychle otoli uvnitf enzymové
hlavy komplexu. V dusledku toho byla vytvofena hydrofilni cesta pfes vnitfni
mitochondrialni membranu, ktera umoznuje protonim stékat po jejich
elektrochemickém gradientu. Energie téchto protonl stékajicich po gradientu

je pfeménéna na mechanickou energii prostfednictvim dvou sad proteinu, které
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se 0 sebe vzajemné tfou, a to rotujici stonkové proteiny, které tlaci proti
stacionarnimu kruhu hlavovych proteind. Tfi ze Sesti podjednotek v hlavé
obsahuji vazebna mista pro ADP a anorganicky fosfat. Tyto podjednotky jsou
pohanény k tvorbé& ATP, zatimco je mechanicka energie preméfovana
na chemickou vazebnou energii skrze opakované zmény v bilkovinné
konformaci. Timto zplisobem je ATP syntaza schopna produkovat vice nez 100
molekul ATP za sekundu. Je za potiebi tfi nebo &ty protond, které musi projit
timto komplexnim procesem, aby mohla byt vytvofena jednotliva molekula ATP.
Metabolismus cukrd je dokonCen v mitochondriich a cely proces je natolik
efektivni, Ze za kazdou molekulu oxidované glukézy je vyprodukovano pfiblizné
30 molekul ATP. Syntéza ATP neni jedinym procesem fizenym
elektrochemickym gradientem protonu. V mitochondriich je také mnoho nabitych
malych molekul, jako je pyruvat, ADP a Pi, které jsou Cerpany do mitochondrialni
matrix z cytosolu, zatimco jiné, jako je ATP, se musi pohybovat opacnym
smérem. V eukaryotickych burnkach se tedy protonovy gradient pouZziva k fizeni
jak tvorby ATP, tak k pfenosu urcitych metabolitl pfes vnitfni mitochondrialni
membranu (Jonckheere, et al. 2012; Alberts, et al. 2002).

Adenosintrifosfat, kromé& pfenosu energie, plsobi jako extracelularni
signaliza¢ni molekula prostfednictvim interakci se specifickymi purinergnimi
receptory. Signalni aktivita ATP byla poprvé objevena mezi nervovymi bufikami
a svalovou tkani. Jako neurotransmiter se ATP podili na mozkovych funkcich,
na komunikaci mezi neurony navzajem nebo mezi neurony a gliovymi burikami.
Signalizacni ATP nebo jeho produkty rozkladu se podileji na pohybu, spanku,
a na uceni a paméti. Stimuluje také vyvoj a opravy tkani po poranéni, a mize
i podporovat smrt bunék v pfipadé neurodegenerativnich onemocnéni. Dale
se podili na smyslovém vnimani, kdy ATP reguluje informace pochazejici
ze senzoru v uSich, oc€ich nosu ¢&i jazyku. Spole¢né s noradrenalinem molekula
ATP stimuluje kontrakce srdeCniho svalu. Signalni aktivitou ATP je také
ovliviilovano vylu€ovani enzymua béhem traveni a stfevni kontrakce, stejné takeé
kontrakce mocCového meéchyfe, a i erekce Ci relaxace penisu vyZaduje
signalizovani ATP. Aktivaci ATP receptoru se stimuluji bufiky vytvarejici kosti
a zprostfedkovava preménu koznich bunék pfi regeneraci. Uvolnéné ATP

z poranéné tkané pobizi buriky imunitniho systému, aby vyvolali zanét nebo jim
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ATP signalizace mize napomahat pfi eliminaci bunék infikovanych bakteriemi.
Maji také nepfimou roli v proliferaci a apoptéze melanocytd a komplexni roli

v Langerhansové bunécné adaptivni imunité (Khakh, et al. 2009).

3. Typy bunééného poskozeni

Bunky si ve svém fyziologickém stavu udrzuji stabilni vnitfni prostfedi, které
nazyvame jako homeostazu. Pokud ale na buriky zacne pulsobit nadmérny
fyziologicky nebo patologicky stres, jsou donuceny se pfizplsobit a reagovat
na tyto stimuly tak, aby si udrzely stabilni intracelularni prostfedi. Novému
ustalenému stavu se adaptuji svym poctem a bunécnym typem v tkani, zménou
velikosti, tvaru a funkce ve vztahu k plsobicimu stresu. Procesy adaptace
zahrnuji atrofii (zmenseni velikosti bunék), hypertrofii (zvétSeni velikosti bunék),
hyperplazii (zvySeni poctu bunék v organu nebo tkani) a metaplazii (reverzibilni
zména typu bunék). Fyziologicka adaptace je navozena reakci bunék, které
odpovidaji na stimulaci hormony nebo endogennimi mediatory a patologicka
adaptace predstavuje pfimou reakci na stres, ktery umozfiuje bufikam
modifikovat jejich strukturu a funkci, a tim zameazit jejich dalS§imu poskozeni
a nasledné zahajit vlastni opravu. Adaptace je reverzibilni a posSkozeni bunky,
které pfi ni nastava, je obvykle mirné. Zachova si vSak diky nému svoji
zivotaschopnost. Pokud na buriku pusobi pfili§ mnoho stresu, nebo je stres
uz ze své podstaty Skodlivy, dojde k pfekroCeni jeji adaptivni kapacity. Burnka
se nadale nedokaze reparovat a vstupuje do obdobi starnuti nebo nastane
proces bunécné smrti (Zhang, et al. 2013). PoSkozeni vétSiho mnoZstvi bunék
vede k poSkozeni pfislusného organu, coz je poté prezentovano jako klinicky
projev nemoci. K posSkozeni bunék dochazi kvdli vnitfnim i vnéjSim zménam
v prostfedi, které mohou byt zplsobeny chemickymi, fyzikalnimi, biologickymi,
infek&nimi, imunologickymi €i genetickymi faktory. Mezi vnéjsi pfi€iny posSkozeni
bunék mizeme zaradit napfiklad teplo ¢i chlad, radiacni zafeni, toxiny, Iéky, viry
a bakterie. Mezi pfiklady vnitfnich pfi€in poskozeni mohou patfit metabolity,
hormony, genetické defekty, cytokiny a dalSi bioaktivni latky. K samotné bunécéné
smrti muze dojit programovanou cestou, apoptézou (a autofagii), nebo cestou
smrti zpUsobenou akutnim traumatem, nekrézou. Kromé tohoto zakladniho
oznaceni jsou popisovany jesté dalSi podtypy bunécné smrti. Patfi mezi
né napfiklad nekroptdza, ferroptdza, pyroptdza, entoticka a NEToticka bunécna
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smrt, imunogenni bunécna smrt, parthanatos atd. (Galluzzi, et al. 2018). Zda
burfiky vyvolaji obrané mechanismy nebo podlehnou bunécné smrti, zavisi

pfedevsim na povaze stresu, a délce jeho plasobeni.
3.1 Apoptédza

Apoptéza je programovana forma bunécné smrti a je povazZovana
za dulezitou soucast rznych procesu buriky. Mezi takové procesy muizeme
zaradit napfiklad pfirozeny bunéény obrat, kdy k apoptdéze dochazi pfirozené
béhem vyvoje a starnuti bunék, ¢imz je udrzovana bunécéna populace v tkanich,
a to takovym zpusobem, Ze jsou staré buriky tkané apopticky usmrcovany
a konstantné nahrazovany burikami mladSimi. Apoptéza také hraje roli pfi
spravném vyvoji a ¢innost imunitniho systému, kdy slouzi také jako obranny
mechanismus pfi poskozeni bunék sSkodlivymi Ciniteli. DalSimi procesy, kterych
se apoptdza ucastni, mohou byt hormonalné zavisla atrofie, embryonaini vyvoj
nebo i prevence rakoviny (Elmore, 2007). Aby mohla byt zachovana normalni
funkce a fyziologie tkani, je nezbytné nutné, aby byly poskozené, nefunkéni nebo
nepotfebné buriky neustale odstranovany a nahrazovany novymi a zdravymi
burikami. Pokud je tato funkce porusena a dochazi k odstranovani pfilis velkého
nebo pfilis malého mnozstvi bunék, dochazi k fadé neurodegenerativnich,
kardiovaskularnich a infekénich chorob a k mnoha dalSim nemocem, vedoucich
mnohdy az k umrti. Mezi tyto nemoci patfi napfiklad AIDS, rakovina nebo

autoimunitni onemocnéni (Sartorius, et al. 2001).

PFi apoptické smrti bunky aktivuji vlastni enzymy jako primarni efektory, a ty
degraduji vlastni jadernou DNA spole¢né s proteiny obsazenymi v cytoplazmé
a v jadre. Pfipravuji tak bunky prochazejici procesem apoptozy, aby mohly
byt odstranény fagocyty a zpusobovaly okolnim burfikdam a tkanim jen minimalni
stres. Témito enzymy jsou kaspazy, patfici do skupiny cysteinovych proteaz.
Podle jejich umisténi v apoptické transdukci signalu se kaspazy déli na iniciacni
(kaspaza-2, -8, -9, -10) a efektorové (kaspaza-3, -6, -7). Kromé proteolytického
odstrannovani  bunélnych  struktur, vCetné cytoskeletu, mitochondrii,
endoplazmatického retikula a dalSich, se kaspazy v organismu podileji také
na procesu zanétu. Kaspazy jsou nejprve syntetizovany jako jednofetézcoveé
neaktivni proenzymy prokaspazy, které po své aktivaci Stépi rizné substraty
v jadru nebo v cytoplazmé (Fulda, et al. 2009). Aktivace proenzymu je zavisla
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na permeabilité vnéjSi mitochondrialni membrany a jeji schopnosti propoustét
z mitochondrie cytochrom c, jehoz uvolnéni do okoli buriky pravé signalizuje
zahajeni apoptdézy (Samali, et al. 2010). Slou€eni proteinovych komplexu
s vysokou molekulovou hmotnosti vytvafi zakladnu slouzici pro aktivaci
iniciaCnich kaspaz, které se nasledné Stépi, ¢imz aktivuji efektorové kaspazy,
které vedou k uskuteCnéni apoptické bunécné smrti nasledované zménami
v jaderné morfologii. Z podrobnéjSiho pohledu je apoptdza iniciovana bud
externimi nebo internimi stimuly, kterymi mohou byt napfiklad vyCerpani
ristovych faktor( ¢i hormonU nebo tepelny Sok, a jeji mechanismus probiha
dvéma odliSnymi cestami. Vnitfni cestou, ktera je zprostfedkovana
mitochondriemi a vné&jSi cestou, kterou zprostfedkovavaji transmembranoveé
proteiny oznacované jako receptory smrti. Konvergenci obou téchto cest dochazi
ke zvlastnimu zpusobu apoptozy, ktera vyuziva namisto kaspazy molekulu AlF

(Apoptosis-Inducing Factor), neboli faktor indukujici apoptozu.

Vnitfni  aktivaCni cesta apoptézy je iniciovana internimi stimuly
z mitochondrie bunky. Kli€ovymi regulatory této drahy jsou proteiny Bcl-2 (B-Cell
Lymphoma) vyskytujici se na vnéjSi mitochondrialni membrané. Je to soubor
proteini, které v sobé& obsahuji jednu ¢&i vice Bcl-2 homologickych
aminokyselinovych sekvenci znacenych jako BH1 az BH4. Tyto sekvence jsou
podle svych funkci rozdéleny do tfi podtfid. Proteiny, které tvofi prvni podtfidu,
obsahuji az ¢tyfi domény BH a jejich funkci je preziti bunky. Proteiny druhé
podtfidy obsahuji pouze jednu BH doménu a jsou pro-apoptické pouze pro BH3,
které iniciuji vnitfni cestu. Témito aktivatory apoptézy mohou byt napfiklad
Bcl2L11 (Bcl-2-Like protein 11) nazyvany také jako Bim, agonista smrti domény
interagujici s BH3 oznacovany pod zkratkou Bid a mnoho dalSich. Kdyz je burika
ve fyziologickém stavu, zabrariuji Bcl-2 proteiny procesu apoptozy. Pokud vSak
dojde k jejimu poSkozeni jsou produkovany a uvolnovany pro-apoptické proteiny
tfeti podskupiny nazyvané Bax (Bcl- 2 Associated X protein) a Bak (Bcl-2
homologous Antagonist/Killer). Terminalni transmembranové domény v Bax
a Bak se pak pred nebo po apoptickém stimulu ukotvi na C-konci Bcl-2 a inhibuji
ho. Aktivaci Bax nebo Bak proteint dojde na povrchu mitochondrii ke zméné
sterického usporadani téchto proteind coz jim umoznuje oligomerizovat

a vytvaret makropory ve vnéjSi mitochondrialni membrané a zvysSit tak
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propustnost membrany pro cytochrom ¢, z mezimembranového prostoru, ktery
se poté v bunécné cytoplazmeé pfipoji na dalSi typ proteinu znamy jako apopticky
proteazovy aktivaéni faktor (Apaf- 1; Apoptotic Protease Activatig Factor 1).
Tento protein po vazbé s cytochromem c tvofi oligomerni apoptozom, ktery se
vaze na prokaspazu-9 astépi ji na aktivovanou formu. Takto aktivovana
kaspaza-9 poté Stépi a rozklada DNA a dalSi vnitini struktury a stimuluje
kaspazovou kaskadu vedouci k apoptdze bunky (Singh, et al. 2019; Dewson, et
al. 2009).

Hlavnim rozdilem mezi vnéjSi a vnitfni cestou je, Ze signalni molekuly, které
stimuluji proces apoptdzy vnéjsi cestou pochazeji z extracelularniho prostredi.
Viabilni buriky obsahuji specialni integralni membranové proteiny znamé jako
receptory smrti, které mohou vazat komplementarni molekuly znamé jako
aktivatory smrti. Receptory smrti zprostfedkovavajici vnéjSi apoptickou drahu
jsou podskupinou patfici do skupiny receptor0 TNF (Tumor Necrosis
Factor)/NGF (Nerve Growth Factor). Tato skupina je charakteristicka dvéma
az péti extracelularnimi doménami bohatymi na cystein. Receptory smrti se zase
vyznacuji obsahem intracelularni domény smrti DD (Death Domain) slozené
ze svazku Sesti a-helixi. Tato doména je dulezita pro prenos apoptického
signalu. Do skupiny receptorll smrti patfi TNF-R1 (CD120a; Cluster
of Differentiation 120), CD95 (Apo-1; apoptosis antigen-1 nebo také jako Fas),
DR3 (Death Receptor 3) TRAIL-R1 (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand,
znamy také jako DR4), TRAIL-R2 (nebo také DR5), a DR6. Receptory smrti jsou
aktivovany navazanim svych odpovidajicich ligandu, které se nachazi
na membranoveém povrchu a spole¢né tvofi signalizaCni multiproteinovy komplex
DISC (Death-Inducing Signaling Complex). Timto navazanim je stimulovan
vnitini proces aktivujici kaspazu-8, ktera dale aktivuje ostatni soucasti kaspazové
kaskady vedouci ke zniCeni organel, struktur a DNA v jadfe bunky, coz vede k jeji
programované smrti (Sartorius, et al. 2001). Programované odumfieni buriky
mohou vSak kromé kaspaz vykonavat i protedzy kalpainy, katepsiny,
endonukleazy a dalSi, které mohou byt fizeny napfiklad mitochondriemi,
lysozomy nebo endoplazmatickym retikulem a mohou spolu i navzajem

spolupracovat (Broker, et al. 2005).
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Posledni mechanismus vznikly spojenim vnéjSi a vnitfini cesty vyuziva
namisto kaspaz AIF, ktery se nachazi v mezimembranovém prostoru
mitochondrii. Je to oxidoreduktaza obsahujici navazany FAD, vykazujici aktivity
zavislé na NADH. Kdyz je stara €i poskozena bunka predurCena k apoptoze,
proteolyzovany AIF je vypustén z mezimembranového prostoru do cytoplazmy
buriky, odkud putuje do jadra. V jadfe se navaze na DNA coz ma za nasledek
kondenzaci chromatinu a degradaci DNA. Faktor AIF je v apoptoze zavisly
na druhu a typu buriky a podnétu vyvolavajiciho smrt. Tento typ mechanismu
je véak predevSim provadén neurony (Sevrioukova, 2011). Proces apoptdzy
je charakterizovan fadou morfologickych znakl. Na poc¢atku dochazi ke smrsténi
buriky v€etné jadra a ke kondenzaci jaderného chromatinu. Burika se oddéli
od okolni tkané a jeji jadro postupné kondenzuje a rozpada se. Plazmaticka
membrana se utésfiuje a vytvari vezikuly obsahujici organely a zbytky jadra
buriky. Tato apoptické téliska jsou pohlcovana makrofagy a jinymi fagocytujicimi

burikami, ve kterych dochazi k jejich degradaci. (Saraste, et al. 2000).
3.2 Nekréza

Jedna se o neregulovany energeticky nezavisly proces bunééné smrti, ktery
vznika jako nasledek nevratného poskozeni buriky. Nekrdza je téméF vzdy
spojena s patologickym procesem a obvykle postihuje velkou oblast bunék
na rozdil od apoptézy, jenz ovliviiuje méné bunék nebo jen konkrétni buriku.
Je vS8ak mozné, aby se apoptéza a nekréza vyskytovali ve tkani souCasné
v zavislosti na délce aintenzité stimulu poSkozujiciho burfiku a dostupnosti
intracelularnino ATP a kaspaz. Za nedostate¢ného mnozstvi téchto dvou
kliCovych latek dochazi k pfechodu procesu apoptézy do nekrézy. Mezi hlavni
mechanismy nekrotického poskozeni bunék patfi prerusSeni pfisunu energie
do buiky nebo pfimé poskozeni bunélné stény. Mezi charakteristické
morfologické zmény, ke kterym dochazi pfi nekréze, patfi otok bunky (proces
také znamy jako onkdza), jadra i mitochondrii, a tudiz zvétSeni jejiho objemu,
tvorba cytoplazmatickych vakuol, otok nebo popraskani mitochondrii a lysozomu,
a ztrata integrity plazmatické membrany (obr. 8). V dusledku poruseni celistvosti
membrany se z burky uvolfiuje cytoplazmaticky obsah do extracelularniho
prostfedi, coz spousti kaskadu vedouci k zanétu a nasledné i k poskozeni tkané
(Elmore, 2007). Nekroza se v zavislosti na vzhledu déli na dva hlavni typy.
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Obr. 8: Cesty vedouci k bunécné smrti (pfevzato a upraveno dle Fink & Cookson, 2005).

Kolikvacni nekréza se vyznacuje CasteCnym nebo uplnym rozpusténim
odumfelé tkané bunky bakterialnimi nebo lysozomalnimi hydrolytickymi enzymy,
¢imz tkan transformuiji na tekutou hmotu. Pfi koagulaéni nekréze se tkan naopak
srazi a stavba tkané je zachovana i nékolik dni po bunécné smrti. Hlavnim
rozdilem mezi kolikvacni a koagula¢ni nekrézou je ten, Ze u kolikvaéni nekrozy
neni porusen enzymaticky systém nekrotické tkané a proces bunécného traveni
muze byt zahajen okamzité skrze autolyzu a heterolyzu. Bunécné traveni pfi
koagulacni nekréze je vSak zavislé hlavné na heterolyze (Adigun, et al. 2019).
Existuje nékolik popsanych cest pfenosu signalu podilejicich se na smrti
nekrotické bunky. Jednim z klicovych mediator( je serin/threonin RIP1 kinaza
(Receptor Interacting Protein), ktera je dulezitd pro nekrézu vyvolanou
receptorem smirti, a RIP3, ktera je zasadni pro nekrézu pfi stimulaci TNF cytokin(

a také béhem virové infekce. RIP3 reguluje fosforylaci RIP1 a tim i generaci ROS.
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Tyto reaktivni formy kysliku vznikajici pfedevsim v mitochondriich jsou spole¢né
s vapnikem, stimulujicim jejich generaci, dalSimi dulezitymi mediatory podilejici
se na Sifeni nekrotického signalu. Mohou zpusobovat poSkozeni bunécnych
organel a makromolekul a tim napomahat naruSeni celistvosti bunky (Fulda, et
al. 2009).

4. Detekce koncentrace ATP

Buriky jsou zavislé na pfisunu energie ve formé& ATP produkovaného
substratovou ¢i membranovou fosforylaci. Zatimco bézné metody zalozené
na analyze bunécné suspenze pro stanoveni ATP poskytuji primérnou hladinu
v souboru bunék, pro monitorovani a soubéznou kvantifikaci hladin ATP
v realném cCase uvnitf jednotlivych Zivych bunék neexistuje zadna metoda.
Existuji pokusy o metody méfeni hladin v realném &ase, ty vSak narazi na fadu
probléml. Koncentrace ATP v bunkach se daji napfiklad stanovit pomoci
bioluminiscencniho testu, kdy se kvantifikuje svétlo produkované reakci ATP
s luciferazou, coz je oxidoreduktdza umozhujici bioluminiscenci Zzivocichl
a vyskytuje se napfiklad u svétlusek. Luciferaza oxiduje svuj substrat luciferin
na produkty oxyluciferin a energii, ktera je vyzafovana ve formé svétla. Mnozstvi
uvolnénych fotonu je poté kvantifikovano pouzitim luminometru. Mezi mnozstvim
pfitomného ATP a mnoZstvim svétla, které bylo vyzareno, existuje linearni vztah
(Casem, 2016). Prubéh této chemiluminiscenéni metody zavisi na koncentraci
intracelularniho ATP, luciferazy, a na koncentraci dalSich substrata jako luciferinu
a kysliku. Vysledky méfeni byvaji ovlivnény, a to vlivem pH a pfirozenym ubytkem
ATP v bunce v dusledku fyziologickych déji. Zachyceni luminiscencniho obrazu
luciferinu vyzaduje del§i dobu expozice a sledované hladiny ATP tak
neodpovidaji realnému Casu. Jinymi metodami Ize stanovit koncentrace ATP
méfenim aktivity iontového kanalu nebo prostfednictvim konformaénich zmén
Katp kanalu (draselného kanalu citlivého na ATP). Tyto metody jsou vSak
omezeny pouze na méfeni oblasti kolem plazmatické membrany a expresi Katp
kanalu muze dojit k ovlivnéni vlastnosti bunék. Dale byly vyvinuty fluorescencni
indikatory ATP/ADP poméru. Pouzivaji se vSak spiSe k méfeni celkové hladiny
bunécné energie a k pfimému zjisténi koncentrace ATP v burice je vyuzit nelze.
Nasledné byla v roce 2009 vyvinuta metoda, kterou je mozné méfit hladiny ATP
v jednotlivych Zivych bunkach a jejich rdznych kompartmentech pouZitim
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geneticky kodovaného indikatoru ATP zaloZzeného na FRET (Fluorescence/
Forster Resonance Energy Transfer) nesouciho nazev ATeam (Adenosine
5'- Triphosphate indicator based on Epsilon subunit for Analytical
Measurements), ktery vyuziva ¢ podjednotku bakterialni FoFi-ATP syntazy
(Imamura, et al. 2009). Pro ATeam senzor poskytuje € podjednotka fadu vyhod.
Napriklad se dokaze vazat na ATP, aniz by ho hydrolyzoval a také se vyznacuje
velmi vysokou specifitou pro ATP na rozdil od ostatnich nukleotidud jako jsou ADP,
GTP, CTP (cytidintrifosfat) a UTP (uridintrifosfat). Tento ATP indikator odvozeny
od FRET je tvofen genetickou vazbou mseCFP, coz je varianta azurového
fluorescencniho proteinu, a monomerni cpl73-mVenus, variantou Zzlutého
fluorescencniho proteinu nesouci aminokyselinovou substituci A206K (obr. 9).
Tyto proteiny jsou navazané bud na N konec nebo C konec podjednotky €.
V takovéto konformaci Ize senzor nazvat jako AT1.03 a je diky vazebné sekvenci
optimalizovan pro pouziti pfi 20 az 30 °C. Bez navazani na ATP dochazi jen
k nizkému pfenosu energie fluorescencni rezonanci. Jakmile ale dojde
k navazani ATP, zménou konformace dojde k pfiblizeni dvou fluorofor k sobé

a tim se zvySi ucinnost pfenosu rezonanéni energie.

Bez navazaného ATP Po navazani ATP
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Obr. 9: Schématicky nakres ATP sondy zaloZzené na FRET, ATeam, varianta AT1.03 pred a po
navazani na molekulu ATP (upraveno dle Imamura et al. 2009).

Afinita ATeamu k ATP Ize ovlivnit tim, Ze se € podjednotka nahradi jinym
druhem podjednotky, nebo prostfednictvim zmény aminokyselinovych zbytku
na rozhrani domény, diky ¢emuz je mozné cilit na specifické organely v burice

jako je jadro nebo mitochondrie. S pouzitim této metody bylo zjisténo, ze ackoliv
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se v mitochondriich ATP produkuje, tak jeho hladiny jsou pfekvapivé nizsi nez
hladiny v cytoplazmé burnky. ATeam je schopny vizualizovat rizné intracelularni
kompartmenty v zavislosti na pfidanych signalnich sekvencich nebo na navazani
lokalizovanych proteinu. Sondu lze vyuzit i k jinym ukonum biologického oboru,
napfiklad ke studiu energetického metabolismu a mitochondrialni funkce bunék.
Sledovani hladin ATP muze byt zase vyuzito k vyhodnoceni toxicity latek nebo
Zivotaschopnosti bunék, jelikoZ mrtvé buriky ztraci svoji intracelularni ATP (Ando,
et al. 2012).

5. Zmény koncentrace ATP béhem bunééného
poskozeni

Proces apoptdzy je energeticky aktivnim procesem a vyzaduje udrzovani
adekvatnich hladin energie ve formé intracelularnino ATP, jelikoz pfi ném
probihaji vysoce regulované ATP dependentni procesy, které existuji po sméru
i proti sméru drahy pfenosu apoptického signalu. Mezi tyto procesy patfi
napfiklad aktivace kaspaz, hydrolyza makromolekul, kondenzace chromatinu
a tvorba apoptickych télisek. Burnka zlstava viabilni, dokud koncentrace ATP
neklesne pod ur€itou hodnotu. Proces apoptézy nastava, kdyZz hodnota ATP
klesne, ale je ho v burice stale dostatek na uskute¢néni energeticky narocnych
apoptickych procesl. Pokud dojde k pferuseni pfisunu energie a bunétné ATP
prudce klesne, nebo je pfi procesu apoptdzy spotfebovano, dojde k ovlivnéni
jednoho &i vice krokl apoptické drahy. Tim se pferusi provadéni procesu, jejichz
aktivace je nutna pro apoptickou morfologii. Pfi téchto podminkach buriky stale
umiraji, ale dochazi ke zméné zplUsobu bunéfné smrti z apoptické
na nekrotickou (Richter, et al. 1996).

Jakym zpusobem ATP ovliviiuje burfiku a jaka je jeho role pfi apoptoze
a nekréze objasnil experiment ve kterém na bunkach Jurkat, coz jsou linie
imortalizovanych lidskych T lymfocytl, byly pouzity dva apoptické induktory
za podminek deplece ATP, pomoci zablokovani mitochondrialni i glykolytické
syntézy ATP. Jednim z téchto induktorl apoptdzy byly antiCD95 protilatky
(aCD95), které aktivaci korespondujicich receptort nachazejicich se na povrchu
buriky, indukuji apoptézu. Druhym induktorem byl staurosporin (STS), inhibitor

proteinkinaz prostfednictvim zabranéni vazby ATP na kinazy, ktery ve vy$Sich
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koncentracich v burice téz indukuje apoptézu. Duvodem pro zvoleni téchto
apoptickych stimult byl ten, Ze nejsou nijak ovlivnény nefunkénosti dychaciho
fetézce. Bunky byly pfed experimentem viozeny do média bez glukozy
a s pfidavkem pyruvatu, ¢imz je bunkam umozZnéna pouze mitochondrialni
syntéza ATP. Bunky byly po adaptaci na médium vystaveny puasobeni
oligomycinu a byla u nich indukovana apoptéza. Oligomycin inhibuje
mitochondrialni FoF1-ATPazu a inhibuje produkci ATP jak z glykolyzy, tak
z oxidativni fosforylace. U kultivovanych bunék jsou pod invertovanym
mikroskopem po obarveni smési barviv, ktera se sklada z barviva propustného
membranou a barviva nepropustného membranou, pozorovatelné morfologie
apoptickych a nekrotickych bunék, jejich poskozeni plazmatické membrany
a stav jadra. Béhem prvnich 90 minut plasobeni apoptickych induktorl jsou
hladiny intracelularniho ATP stalé a zacinaji se sniZzovat az po objeveni prvnich
apoptickych bunék. Pfi koncentraci ATP pohybujici se mezi 30-50 % z plvodni
hodnoty, se po stimulaci apoptickymi induktory obCasné objevuji Castecné
kondenzovana jadra v prasklych burikach, a mirné zpozdéni v kinetice nekrézy.
Buriky po pfidani samotného oligomycinu vykazuji rychly pokles koncentrace
intracelularniho ATP, a to béhem 10 minut o0 60 %, béhem 20 minut o 75 %
a béhem 30 minut o vice nez 90 % z puavodni hodnoty ATP (obr. 10 A). Buriky,
které jsou nejprve ovlivhény oligomycinem a teprve poté jsou vystaveny STS
nebo aCD95, maji jadra normalni velikosti bez apoptické kondenzace chromatinu
a nedochazelo u nich ani k fragmentaci jaderné DNA. V takto ovlivnénych
bunkach, neprobiha ani expozice fosfatydylserini na povrchu plazmatické
membrany, coZ je proces, ktery by mél za nasledek rozpoznani bunky jako
apoptické. Tyto ukazy naznacuiji, ze pokud burika nema dostatecnou hladinu ATP
na provedeni procesu charakteristickych pro apoptdzu, je nucena podstoupit
nekroticky zpisob smrti (Eguchi, et al. 1997; Leist, et al. 1997). Apoptické bunky,
u kterych nedoSlo k fagocytéze, prochazeji sekundarnimi degenerativnimi
zmeénami, které jsou dusledkem ztraty integrity plazmatické membrany. Takové
zmeény jsou oznacCované jako sekundarni nekréza, nebo novéjSim terminem,

post-apoptoza (Lieberthal, et al. 1998).

Pri studii (Leist, et al. 1997), ktera vedla ke zjisténi, jaka je dostate¢na hladina

ATP pro umoznéni apoptického procesu, byla do média pfi rdznych
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koncentracich ATP bunék ovlivhénych oligomycinem, doplfovana glukdza (obr.
10 B) a buriky byly poté inkubovany s induktory apoptézy. U bunék ovlivhénych
STS je vy€erpani intracelularnino ATP nad 50 % puvodni hladiny dostate¢né
ke zméné zpusobu smrti z apoptické na nekrotickou. Pfi pusobeni aCD95
je deplece vice jak 70 % puvodni hladiny vZzdy nasledovana nekrotickou smrti
buriky. Pfidavanim glukézy ¢i fruktézy Ize zamezit ztraté ATP atim je mozno
zmeénit zplsob smrti z nekrézy zpét na apoptézu. Plsobenim podobnych
substratl jako je napfiklad glycerol, dihydroxyaceton ¢i pouzitim nizSi
koncentrace fruktézy, neni mozné dosahnout vyrovnani ztrat ATP ani zmény
zpusobu bunécné smrti. Intracelularni ATP generovany pouze glykolyzou
je dostateCny pro umoznéni smrti buriky apoptézou. Mitochondrialni syntézu ATP
je mozné obnovit i pokud se v bufice nenachazi gluké6za a nemulze probihat
glykolyza, a to za pomoci pyruvatu. Bunka je tak schopna pfirozené obnovit
hladiny ATP a doplnit i extramitochondrialni pool (pohotovostni zasoba ATP)
(Eguchi, et al. 1997).
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Obr. 10: A) Tvar bunééné smrti pri vycerpani ATP v zavislosti na ¢ase. Buriky byly v médiu byly
inkubovany rozpoustédlem (kontrola; m), s 1,2 uM STS (A ) nebo se 100 ng/ml aCD95 (e).

V grafu je znazornéna i preduprava 2,5 uM oligomycinem (o). Koncentrace intracelularniho ATP
byly méfeny v uvedenych dobach a vyjadfeny jako procenta neoSetfenych kontrol. Data jsou
praméry minimalné ¢tyr stanoveni = smérodatna odchylka. B) Zmény ve zplsobu bunécéné smrti
po upnuti koncentrace ATP na definovanych hladinach nebo v riznych ¢asech. (a) Hladiny ATP
bunék v médiu bez glukézy obsahujici pyruvat, byly stanoveny v uvedenych ¢asech
po vystaveni oligomycinu a po pridani uvedenych koncentraci glukézy. (b & c) Buriky byly
pfedinkubovany v médiu s oligomycinem a s indikovanou koncentraci glukézy. Poté
se na buriky pdsobilo STS (b) a aCD95 (c) a zplisob bunééné smrti byl vyhodnocen po 3 a pul
hodinach (Leist et al. 1997).

Hladina ATP v bunce se sniZuje, pokud dojde k poSkozeni mitochondrie a tim
I k inhibici mitochondrialniho dychaciho fetézce vedouciho k syntéze ATP, nebo
poklesem mitochondrialniho membranového potencialu, ktery je hnaci silou
syntézy ATP. Syntéza ATP probihajici v mitochondriich je zavisla na transportu
ADP pfes vnitfni membranu z cytosolu do mitochondrie. Tento transport
je uskuteénén prostfednictvim ATP/ADP translokazy znamé také pod nazvem
adenin nukleotid translokator (ANT). ANT reguluje vyménu ATP a ADP (1:1)
za predpokladu, Ze dochazi k prfechodu mezi jeho konformaénimi stavy c
(cytosol) a m (matrix). Kromé& vymény ATP/ADP reguluje ANT svymi
konformacnimi stavy také uvolhovani cytochromu c¢ do cytosolu bunky.
Zabranénim prfechodu ANT do konformacniho stavu c¢ dochazi k utlumu
transportu ADP, ktery je pro syntézu ATP nezbytny, a tim dochazi i ke snizeni
hladin ATP v burice a nasledné k nekrotické bunééné smrti (Temkin, et al. 2006).
Inhibice mitochondrialniho dychaciho fetézce muze byt kromé poSkozeni
mitochondrie zpusobena napfiklad i endogennim mediatorem oxidem dusnatym,
ktery inhibuje komplex | v dychacim Fetézci a tim zpUsobuje snizeni hladiny ATP
a méni zpusob smrti z apoptického na nekroticky (Leist, et al. 1999). Ke snizeni
hladin ATP mu(ze dojit také nadmérnou aktivaci proteinu poly (ADP-ribéza)
polymerazy (PARP). Ten je aktivovan v burikach vystavenych stresu nebo pokud
dojde k poSkozeni DNA. Ve snaze poskozenou DNA opravit PARP vyCerpava
bunéfné zasoby ATP az do kritickych hladin, pfi kterych jiz bufika podlehne
nekrotické smrti (Snyder, et al. 1999).

Jakym zplUsobem smrti burika projde, zavisi na jeji aktualni hladiné
intracelularnino ATP. Pfi nedostatku ATP je bunka nucena pferusit ¢i doCasné
pozastavit proces apoptdzy. Pokud jsou ale zdroje ATP nebo zasoby glukdzy
postupné obnoveny, hladiny ATP se opét zvysi a burika je schopna aktivovat

kaspazovou aktivitu a navratit se k procesu apoptické smrti. Hladiny ATP
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se navraci do puvodnich hodnot pfi suplementaci buriky roztokem glukdzy.
Bunky za takovych podminek pfezivaji dobfe, jelikoz je ATP znovu produkovan
glykolyzou nebo oxidativni fosforylaci. Napfiklad pfi poskozeni buriky hypoxii
(nedostatek kysliku v tkanich) se pfi takovéto suplementaci glukézou dokazou
hladiny ATP udrZovat na hodnotach, které by vykazovala burika pfi normoxii
(standartni hodnota kysliku v tkanich). Pfi apoptickém procesu jsou dostate¢né
hladiny ATP zapotfebi jeSté pfed charakteristickymi zménami v jadfe, a to proto,
aby se kolaps jadra, degradace jaderného DNA a kondenzace chromatinu
uskutecCnili jesté prfed bunécnou lyzi. KliCovym procesem pro jaderny kolaps
je degradace jadernych lamin, sitovité vrstvy proteinu tvofené intermediarnimi
filamenty, ktera je uskuteCnéna aktivaci pfislusnych kaspaz. Pfi vyCerpani ATP
vedouci k nekroze bunky, je aktivita proteolytického systému zodpovédného
za Stépeni jadernych lamin vyrazné sniZzena. Apoptické zmény jadra zpusobené
Fas (Apo-1/CD95), coz je transmembranovy protein ze skupiny TNF cytokind,
jsou pfi snizeni intracelularnich hladin ATP také zcela zablokovany.
Z toho vyplyva, Zze apoptické zmény jader jsou zavislé na ATP. Deplece ATP v8ak
nemeéni expresi Fas-antigenu nachazejiciho se na bunéném povrchu (Eguchi,
et al. 1999). Nezavisla na hladiné ATP je také aktivace vétSiny kaspaz
u B lymfocytl véetné kaspazy 8 a 9, které se $tépi bez ohledu na intracelularni
hladinu ATP. Kroky, které jsou zavislé na ATP se vyskytuji pouze po sméru
aktivace kaspazy 3. Jsou to takové kroky vyzadujici hydrolyzu ATP
pro uskutecnéni aktivnino mechanismu jaderného pfenosu, kterym jsou
transportovany apoptické signaly z cytoplazmy burnky do jadra. U T lymfocytl
jsou na ATP hladiné zavislé kroky, vyskytujici se jesté pfed aktivaci kaspazy 9
a kaspazy 8 a tudiz pfi ATP depleci bylo jejich $tépeni inhibovano, spole¢né
s inhibici Stépeni prokaspazy 3, ktera je za normalnich podminek aktivovana
kaspazami 9 a 8 na efektorovou kaspazu 3 (Tsujimoto, 1997; Nicotera, et al.
1998). Snizeni hladiny ATP zpusobi naruSeni funkci sodno-draselnych
a vapenatych pump zavislych na pfisunu ATP, jejichz funkci je udrZzovani
osmotické rovnovahy a objemu bunék. Buriky tak nedokazou regulovat pfitok
Ci odtok elektrolytd a vody a dochazi ke zvySenému intracelularnimu pfilivu
sodnych a vapenatych iontl, coz vede k osmotickému otoku bunky. ZvySeni
hladiny intracelularnich iontd vapniku ma za nasledek aktivaci cytosolovych

enzymu jako jsou proteazy, fosfolipazy, endonukleazy, ATPazy a dalSi enzymy,
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které zvySuji mitochondrialni permeabilitu a dochazi tak k uvolfiovani cytochromu
c do cytoplazmy. Jednim z takovych spoustécu maze byt napfiklad proapopticky
protein Bax, ktery je translokovan z cytosolu do mitochondrii. Na vnitfni strané
mitochondrii pak miZze tvofit mitochondrialni péry pfechodné propustnosti neboli
selektivni kanaly pro uvolfiovani cytochromu c, ktery ma za nasledek inhibici
syntézy ATP a rozpojeni mitochondrialniho dychaciho fetézce, ve kterém maji
funkci elektronového prfenasecCe. (Tatsumi, et al. 2003). Nadmérné mnozstvi
intracelularniho vapenatého iontu také napomaha draze cytotoxickych jevu
vedoucich kromé& bunécné smrti také ke zvySeni produkce ROS. VysSi nez
fyziologické koncentrace vapenatych iontd a ROS v burikach jsou spojovany
s apoptézou a za urcitych podminek spolu pfimo souvisi. ZvySena produkce
ROS, zpusobena zvySenou hladinou vapenatych iontll, zaroven napomaha jejich

specifickému uvolfiovani z mitochondrii.

V oblastech, kde je omezeny prutok krve, dochazi k vycCerpani
intracelularniho ATP, a to kvlli nedostate€nému mnozstvi kysliku a rychlému
spotfebovavani glukézy. K vyc€erpani ATP dochazi rychle jelikoz v tkanich
je houlozeno jen malé mnozstvi (cca 5 mmol/l). V anoxickém ¢&i tézce
hypoxickém prostiedi klesaji hladiny citratu, ktery pfi normalnim zasobeni buriky
kyslikem reguluje rychlost glykolyzy, burfiky zastavi oxidacni metabolismus
a nahrazuji ho anaerobni glykolyzou. Energie potfebna pro provedeni glykolyzy
se ziskava nizkoenergetickym Stépenim glykogenu, ktery je uloZeny pfevazné
v jatrech a pak ve svalech. Anaerobni glykolyza probiha sice rychleji, ale
produkuje pouze dvé molekuly ATP na jedinou molekulu glukdzy, coz je 19 krat
méné, nez je cely energeticky potencial molekuly glukézy (36-38 molekul ATP
v zavislosti na zplsobu vstupu NADH do mitochondrie). Procesem anaerobni
glykolyzy se také snizuje pH v tkani, kvili akumulaci kyseliny mlééné vzniklé
pfeménou pyruvatu na laktat v poslednim kroku cyklu. ZvySena acidita
ma za nasledek utlum glykolytické aktivity a zprostfedkovava uvolhovani enzymu
Skodlivych pro buriku. Mezi né patfi napfiklad proteolyzy, lipazy a dalsi enzymy,
které napadaji bunécné substraty jako proteiny, glykoproteiny, glykolipidy a také
natravuji funkéni a strukturalni slozky bunék. DalSim dusledkem deplece ATP
je predCasné zahusténi jaderného chromatinu znamé také pod nazvem pyknéza,

po kterém nasleduje rozpad bunécného jadra (karyorhyza) vedouci k bunécéné
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smrti (Chien, 2000-2013). Rychlost, jakou bufka umira, je pfimo umérna
zavaznosti ubytku koncentrace ATP v buiice a je nezavisla na zplsobu bunécéné
smrti. Pokud je bunka vystavena pfiliS nizké koncentraci ATP nebo je ATP zcela
vyCerpano, dochazi k inhibici apoptézy a indukci nekrotické bunécné smrti.
Prahova koncentrace urcujici, jakym zptsobem smrti bufiky odumiraji je 15-25%
z koncentrace ATP viabilni burfky. Koncentrace niz8i, nez je 15% z puavodni
hladiny, znaci tézkou depleci ATP zpuUsobujici rychly metabolicky kolaps
a rovhomérné odumirani bunék nekrozou. Nekroticka bunécna smrt je snadno
identifikovatelna a to proto, ze bobtnajici bunky, které nasledkem poskozeni
celistvosti membrany praskaji a vylévaji svuj zanétlivy obsah do extracelularniho
prostfedi, jsou snadno morfologicky rozpoznatelné. Identifikace apoptickych
Prvnim faktorem je skute€nost, ze jsou apoptické burky velmi rychle vychytavany
a odstranovany fagocytujicimi burikami a druhym faktorem je, Ze apoptické
buriky, na rozdil od téch nekrotickych udrZuji svou membranu co nejdéle
neporusenou diky ¢emuz je bunka zneSkodnéna jesté prfed uvolnénim svého
intracelularnino obsahu. V bunkach se snizenou koncentraci intracelularniho
ATP pod 15% puvodni hladiny, je elektroforézou DNA prokazana degradace
DNA na malé, nerovhomérné veliké fragmenty. Na agarézovém gelu
je v takovém pfipadé zobrazen rozmazany vzor, ktery je typicky pro nekrozu.
Naproti tomu u bunék podléhajicich apoptdéze s hladinami nad 25 % puUvodni
koncentrace ATP, byla elektroforézou DNA na agar6zovém gelu DNA ladder
(Zebfik) testu zobrazen zebfikovy vzor s 180-200 bp (pary bazi), ktery
je dusledkem internukleozomainiho stépeni DNA. PocCet mrtvych bunék je témér
umérny stupni fragmentace DNA. Ur€ovani mechanismu bunécné smrti podle
fragmentace DNA vsSak neni naprosto spolehlivé. Proto je lepSi sledovat vzhled
bunék pfi ubytku intracelularnino ATP napfiklad svételnym mikroskopem
pfi fazovém kontrastu, kterym Ize sledovat morfologii bunék. Buriky, u kterych
je koncentrace ATP snizena pod 15 % z plGvodni hodnoty se v mikroskopu
projevuji zvétSené, otekle a pozitivné na trypanovou modrf. VSechny tyto znaky
jsou pro nekrozu typické. Pri depleci nizSi nez 25 % z celkové puvodni hodnoty
ATP se ve fazovém kontrastu svételného mikroskopu buriky projevuji smrsténim
bunky, jejim zaoblenim a negativni odezvou na uc&inek trypanové modfi, a to kvdli

celistvosti bunééné membrany. Tyto vlastnosti jsou zase typické pro apoptdzu.
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Dalsi moznosti, jak spolehlivé pozorovat buriky se snizenou Ci zvySenou
koncentraci ATP, je epifluorescenéni mikroskopie zobrazujici jadernou
morfologii. V této metodé jsou pozorovany buriky obarvené smési bisbenzimidu
(Hoechst 33342) a propidium jodidu (PI). Bisbenzimid je organicka sloucenina
pouzivana jako fluorescencni barvivo pro DNA, ve které se vaze predevsim
na oblasti bohaté na adenin a thymin. Propidium jodid je Cervené kontrastni
barvivo fluorescencné barvici jadra a chromozomy a neprostupuje pfes
membrany zivych bunék. Proto se také vyuziva pro detekci mrtvych bunék
v populaci. Bunky s téZzkou depleci ATP se pod fluorescenénim mikroskopem
vyznacuji pozitivnim jadernym Pl barvenim a morfologicky normalnim jadernym
vzorcem obarvenym bisbenzimidem. Chromatin v jadrech bunék, které jsou
ovlivnény mirnéjsi depleci ATP (nad 25 % pavodni hodnoty) ma po obarveni
bisbenzimidem viditeIné riGznorodé morfologie. Tyto abnormalni morfologie jader
jsou zpusobeny kondenzaci chromatinu typického pro apoptézu. Jadra bunék
s mirnéjSi depleci ATP jsou také negativni pro Pl coz naznacuje, Ze je mozny

jejich navrat k zZivotaschopnosti (Lieberthal, et al. 1998).

Pokud jsou energetické hladiny v bunce nizké, je aktivovan jeden
z regulatort buné&ného metabolismu nazyvany AMP-aktivovana protein kinaza
(AMPK). Enzym AMPK pUsobi jako energeticky senzor v bufice a k jeji aktivaci
dochazi jiz pfi mirném snizeni produkce ATP. Je také citliva na pomér AMP/ATP,
ktery narista béhem ruznych forem bunécného stresu. Funkci AMPK
je fosforylace metabolickych enzymu, koaktivatort a transkripénch faktora, které
napomahaji produkci ATP katabolickymi drahami, kam patfi napfiklad absorpce
a metabolismus glukdézy a mastnych kyselin, a inhibice anabolickych drah, které
ATP spotifebovavaji. Mezi procesy inhibované AMPK patfi biosyntéza proteina,
mastnych kyselin, cholesterolu, glykogenu a inhibuje také proliferaci bunék.
Syntéza proteind je zablokovana prostiednictvim inaktivace proteinového
komplexu mTORCH1, jehoz funkci je translace proteinG. K utlumu syntézy protein(
muze dojit i jinym mechanismem a to tak, Zze vlivem deplece ATP prestavaji
fungovat iontové pumpy a dochazi k osmotickému otoku buriky v€etné otoku
hrubého endoplazmatického retikula, kde se na vnéjSi strané za pomoci
ribozomu syntetizuji proteiny. Pfi nabobtnani endoplazmatického retikula se vsak

ribozomy odpoji a k syntéze proteini nedochazi. Nasledkem toho poté mimo jiné
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dochazi i k ukladani a hromadéni lipidd na nespravnych mistech, jelikoZ nejsou
dostupné transportni proteiny, které by prepravovaly lipidy krvi na urCena mista
(Hardie, 2007; Mihaylova, et al. 2011).

Poskozeni mitochondrie,
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Obr. 11: Funkéni a morfologické dusledky snizené hladiny intracelularniho ATP béhem
bunééného poskozeni.
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6. Zaver

Mitochondrie jsou semiautonomni organely eukaryotickych bunék a jejich
pocCet se v zavislosti na typu bunék pohybuje od desitek az po statitisice v jediné
bufice. Mitochondrie maji dvé& membrany a mezi nimi se nachazi
mezimembranovy prostor. VnéjSi membrana slouzi jako ochranna vrstva
mitochondrie a zaroven je diky porindm (VDAC) permeabilni. Vnitfni membrana
obklopuje mitochondrialni matrix a jeji plocha je vétsSi nez u vnéjSi membrany,
jelikoz formuje zvinéné kristy. Na kristach jsou umistény ATP syntazy a enzymy
dychaciho fetézce, které udrzuji na membrané protonovy gradient, zasluhou
¢ehoz je mozna syntéza vysokoenergetickych molekul ATP, které svym Stépenim

poskytuji energii veSkerym energeticky zavislym procesum v bunkach.

Bunécna smrt nastava, pokud je bunka posSkozena, napadena
mikroorganismy, pokud je nedostate¢né zasobena Zivinami nebo v dusledku
pusobeni Skodlivych vlivll, jako je napfiklad teplo, toxiny, genetické defekty
a dalSi. V zavislosti na zpasobu bunécné smrti rozliSujeme dva zakladni typy,
apoptézu a nekrézu. Apoptéza je programovany zplUsob bunécné smrti
a to proto, Zze zahrnuje energeticky zavislé procesy. Mezi morfologické zmény
bunék prochazejicich apoptdézou patfi mimo jiné smrsténi buriky, fragmentace
a kondenzace jadra a odsSkrcovani apoptickych télisek, ktera jsou nasledné
pohlcovana fagocyty, diky ¢emuz nedochazi k poruseni celistvosti membrany
a vyliti zanétlivého obsahu mimo buriku. Nekrdza je naopak pasivnim procesem,
pro ktery je charakteristicka onkdéza bunky vcetné jadra, tvorba
cytoplazmatickych vakuol, a pfedevSim poruseni celistvosti bunééné membrany

a tim i vyliti zanétlivého obsahu do okolni tkané.

Adenosintrifosfat neboli ATP, je nezbytny pro vétSinu bunéénych procesl
a pro bunéc€nou signalizaci. Sklada se z adeninové baze, ribdzy a tfi fosfatd.
Procesem hydrolyzy se za odstépeni jedné fosfatové skupiny z molekuly ATP
uvoliuje energie. Nedostate¢na hladina ATP v burice zpuUsobi, Zze je burka
nucena ukoncit fadu energeticky zavislych procest potfebnych k udrzeni
bunééné viability. Dlouhodoba deplece intracelularniho ATP nakonec vede
k bunétné smrti apoptézou nebo nekrézou podle jeho aktualni koncentrace

v bunce.
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