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ABSTRAKT

Cilem této prace je odhalit molekuldrni mechanismus produkce reaktivnich forem kysliku
flavinovymi dehydrogendzami mitochondrialni glycerol-3-fosfat dehydrogenazou (mGPDH)
a sukcinat dehydrogenazou (SDH). Ob¢ tyto dehydrogenazy piedstavuji dulezité zdroje
reaktivnich forem kysliku v savéich mitochondriich, ale mechanismus uniku elektronti neni
zatim dostatecné popsan. Jelikoz mechanismy produkce reaktivnich forem kysliku ostatnimi
komplexy dychaciho fetézce jsou charakterizovany l1épe, mohou poslouzit jako piipadové
studie pro lepsi pochopeni produkce reaktivnich forem kysliku flavinovymi
dehydrogenazami, a proto jsou dilezité poznatky shrnuty v prvni ¢asti této prace.

Kestudiu produkce reaktivnich forem kysliku izolovanymi flavinovymi
dehydrogendzami jsme jako model pouzivali digitoninem solubilizované mitochondrie
z hnédé tukové tkané potkana. Méfeni enzymovych aktivit, produkce peroxidu vodiku pomoci
fluorescence Amplex UltraRed a Iluminiscence luminolu odhalila flavin, jakoZto
nejpravdépodobnéjsi misto uniku elektroni u SDH za in vivo podminek, zatimco misto
vazajici koenzym Q navrhujeme jako misto produkce reaktivnich forem kysliku v ptipadé
mGPDH. Odlisny mechanismus této produkce ob&ma dehydrogendzami je patrny také
z indukce reaktivnich forem kysliku vyvolané ferrikyanidem, ktera je specificka pro mGPDH.
Déle jsme pomoci nativnich elektroforetickych systémii demonstrovali, ze mGPDH vytvaii
homooligomery i vysokomolekularni komplexy, které reprezentuji nativni formy mGPDH
v membrané. Timto pfistupem je také pifimo ukdzano, ze izolovana mGPDH je schopna nejen

samostatné, ale i v supramolekularnich komplexech produkovat reaktivni formy kysliku.

Kli¢ova slova: detekce reaktivnich forem kysliku v gelu, koenzym Q, mitochondrialni
glycerol-3-fosfat dehydrogenaza, reaktivni formy kysliku, sukcinat dehydrogenaza,
superkomplexy



ABSTRACT

The aim of this thesis is to investigate molecular mechanism of reactive oxygen species
production by flavin dehydrogenases mitochondrial glycerol-3-phosphate dehydrogenase
(mGPDH) and succinate dehydrogenase (SDH). Together, they represent important source
of reactive oxygen species in mammalian mitochondria, but the mechanism of electron leak is
still poorly understood. Because mechanisms of reactive oxygen species production by other
complexes of respiratory chain are better characterized, they can serve as case studies to get
insight into mechanisms of reactive oxygen species by flavin dehydrogenases. Relevant
knowledge is therefore summarized in the first part of the thesis.

To study the production of reactive oxygen species by the isolated flavin
dehydrogenases, we used brown adipose tissue mitochondria solubilized by digitonin
as a model. Enzyme activity measurements, hydrogen peroxide production studies by Amplex
UltraRed fluorescence and luminol luminescence revealed flavin as the most likely source
of electron leak in SDH under in vivo conditions, while we propose coenzyme Q binding site
as the site of reactive oxygen species production in the case of mGPDH. Distinct mechanism
of this production by the two dehydrogenases is also apparent from induction of reactive
oxygen species generation by ferricyanide which is unique for mGPDH. Furthermore, using
native electrophoretic systems, we demonstrated that mGPDH associates into homooligomers
as well as high molecular weight complexes, which represent native forms of mMGPDH in the
membrane. By this approach, we also directly demonstrated that isolated mGPDH itself,
aswell as its supramolecular assemblies, are all capable of reactive oxygen species

production.

Keywords: coenzyme Q, in-gel detection of reactive oxygen species, mitochondrial glycerol-
3-phosphate dehydrogenase, reactive oxygen species production, succinate dehydrogenase,

supercomplexes
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Seznam zkratek

-V enzymy dychaciho fetézce — komplexy [ az V

a, a3 cytochromy a ve strukture komplexu IV

AA antimycin A

ADP adenosindifosfat

ATP adenosintrifosfat

APS peroxodisiran amonny (ammonium peroxodisulphate)

bi, bu cytochromy b snizkym (low), respektive vysokym (high) redoxnim
potencialem

BSA hovézi sérovy albumin

C1 cytochrom c: ve struktuie komplexu 1V

cGPDH cytosolicka glycerol-3-fosfat dehydrogenaza

COX cytochrom ¢ oxidaza

Cua, Cug ionty médi ve struktuie komplexu IV

Cu/ZnSOD superoxid dismutdza obsahujici méd’ a zinek

cyt cytochrom

D dimer

DCPIP 2,6-dichlorfenolindofenol

DH dehydrogenaza

DHAP dihydroxyacetonfosfat

Dig digitonin

e elektron

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

EGTA ethylenglycoltetraoctova kyselina

ETF elektrony pienasejici flavoprotein (electron-transferring flavoprotein)

FAD, FADH: flavin adenin dinukleotid oxidovany, redukovany

FeCN ferrikyanid, hexakyanozelezitan draselny, Kz[Fe(CN)s]

FeS zelezosirné centrum

FAD/FADH: flavin adenin dinukleotid oxidovany, redukovany

FMN flavin mononukleotid

FUM fumaréat



GP glycerol-3-fosfat

GK glycerol kindza

GMP guanosin monofosfat

H* proton

HAR chlorid hexaamminruthenity, [Ru(NHz3)s]Cl3

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethanosulfonova kyselina

hm. hmotnostni procento

hrCNE3 Cista nativni elektroforéza o vysokém rozliSeni (high-resolution Clear

Native Electrophoresis, type 3).

HRP kfenova peroxidaza (horseradish peroxidase)
HQNO 2-n-heptyl-4-hydroxychinolin N-oxid

mGPDH mitochondridlni glycerol-3-fosfat dehydrogenaza
MLN malonat

MnSOD superoxid dismutaza obsahujici mangan
mMtDNA mitochondrialni deoxyribonukleova kyselina
MXT myxothiazol

NAD*, NADH nikotinamid dinukleotid oxidovany, redukovany
NBT Nitro Blue tetrazolium

NOS syntaza oxidu dusného

obj. objemové procento

Pi fosfat

PMS fenazin methosulfat

PVDF polyvinylidenfluoridovd membréana

Q koenzym Q

Qp, Qp mista vazajici koenzym Q v komplexu II

Q1, Qo mista vazajici koenzym Q v komplexu I1I

Qox, Q°, Qrep stavy koenzymu Q: oxidovany, semichononovy radikal, redukovany
Rot rotenon

SDH sukcinat dehydrogenéza

SDS sodiumdodecylsulfat

SK superkomplex

STE izola¢ni medium — sacharé6za, Tris-HCI, EDTA
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SuUC

TBS
TBST
Te
TEMED
Tris
TTFA
UCP1

sukcinat

trimer

fyziologické medium — Tris-HCI, NaCl
TBS medium s Tweenem-20

tetramer
N,N,N‘,N*-tetramethylethylendiamin
tris(hydroxymethyl)aminomethan
thenoyltrifluoroaceton

rozpiahujici protein 1 (uncoupling protein 1)
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1 UvOoD

Mitochondrie jsou semiautonomni organely, které lze nalézt téméf v kazdé buice
eukaryotického organismu. Podle endosymbiotické teorie (Margulis, 1975) vznikly pohlcenim
prokaryotické buiiky bufikou eukaryotickou pred 1,5 az 2 miliardami let a maji evolu¢ni
pavod v a-proteobakteriich (ptibuzni rodu Rickettsia). Za dikazy této teorie jsou povazovany
existence dvou membran, vlastni geneticka informace a ribozomy bakterialniho typu. Jedna se
tedy o prokaryota, ktera ztratila schopnost samostatné zit a stala se soucasti eukaryotické
bunky, kde ziskala snadny zdroj potravy a zaroven pomohla eukaryotické buiice vyrovnat se
s Okyslicujicim se prostifedim. Studie porovnavajici mitochondrialni a bakterialni genom navic
odhalila neoc¢ekavané mnozstvi spole¢nych primitivnich znakt (Gray, 1999), coz poskytlo
jednoznac¢ny dikaz o ptivodu mitochondrialni DNA (mtDNA) z jednoho spole¢ného predka.

Mitochondrie jsou povazovany za bunééné elektrarny, nebot v buiice ptedstavuji
misto produkce témét vesSkeré energie potfebné pro funkci celého organismu. Hraji
nezastupitelnou ulohu v energetickém metabolismu, jelikoz jsou sidlem procest jako je
aerobni oxidace sacharidi, lipidi a proteinii v Krebsové cyklu, nasledné vyuziti redukénich
ekvivalenti v oxida¢ni fosforylaci, pii niZz vznikd makroergni sloucenina ATP, oxidace
aminokyselin, biosyntéza hemu, n€kterych fosfolipidii a koenzymu Q, molekuly zodpovédné
za prenos elektroni vramci dychaciho fetézce. Mitochondrie se vSak podili
I na komplexnéjsich procesech jako je regulace vapnikové homeostazy, bunécna diferenciace,
apoptdza, ale i kontrola bunééného cyklu a proliferace (McBride et al., 2006).
Ve specializovanych tkanich mohou plnit i velmi specifické tikoly. Naptiklad mitochondrie
hnédé tukové tkané jsou schopny produkce tepla tzv. netfesovou termogenezi
diky rozptahujicimu proteinu UCP1 (uncoupling protein 1), ktery dokaze energii ulozenou
v elektrochemickém gradientu protont uvolnit ve forme tepla.

Tradi¢né jsou mitochondrie zobrazovany jako ovalné ttvary s udavanou velikosti 0,5 —
I um, avSak ve skutecnosti v bunice vytvareji velmi dynamickou sit’ schopnou fuze
a opétovného rozdéleni (Hoppins et al., 2007) a zabiraji pfiblizné pétinu celého jejiho objemu
(McBride et al., 2006). Maji dvé membrany — vné&jsi a vnitini, které mezi sebou uzaviraji
mezimembranovy prostor 0 podobném slozeni jako cytosol, jelikoz vnéj$i membrana
propousti i relativné velké molekuly do 10 kDa. Vnitini membrana pak ohranicuje prostor
zvany matrix, ktery se jeSté dale déli na ¢ast v kristdch vnitini membrany a mimo né. Kristy
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jsou tvofeny zahyby vnitini mitochondridlni membrany, na jejichz okrajich se nachazeji
dimery ATP syntazy (Davies et al., 2011). Struktura krist je velmi dynamicka, podle potieby
mohou zanikat a zase vznikat (Perkins, 2001). Obecn¢ plocha krist zavisi na metabolické
aktivité konkrétni buriky, jelikoZ zvétsuje prostor pro umisténi enzymu oxidaéni fosforylace.

V matrix lidskych mitochondrii se nachazi mitochondrialni DNA 0 16 569 parech bazi
koédujici 13 podjednotek proteinit dychaciho fetézce, 22 transferovych RNA a dvé
ribozoméalni RNA. Relativné nizky obsah koédujici DNA svédéi o presunu gend
z mitochondrialni do jaderné DNA. Jelikoz mtDNA téméf neobsahuje nekddujici oblasti,
prakticky kazda mutace v MtDNA se projevuje na fenotypu jedince, ¢asto jako onemocnéni.
Konkrétni fenotyp a intenzitu projevu je vSak tézké odhadnout, jelikoz mtDNA se v buiice
vyskytuje ve vice kopiich a ty se déli do dcefinnych bunék nahodné. Pro manifestaci defektu
musi mnozstvi poskozené mtDNA priekro€it urcity limit (,,treshold) a navic vzdy zalezi
na energetickych narocich dané tkané (Dogan a Trifunovic, 2011). Kromé toho se mtDNA
dédi maternaln€. Veskeré mitochondrialni poruchy zahrnujici jak mutace v mtDNA, tak
mutace Vv jaderné¢ koédovanych genech pro mitochondrialni proteiny, predstavuji jedny
z nejéastéjSich vrozenych vad s Cetnosti asi 1 ku 5000 (Schon et al.,, 2012). Nejcastéji
zasazenymi tkdnémi jsou mozek a kosterni svaly, proto hovofime o ,,mitochondridlnich
encefalomyopatiich® (Shapira et al., 1977). Zavaznymi onemocnénimi spojenymi s mutaci
v mtDNA jsou napi. LHON — Leberova dédi¢na opticka neuropatie; MERRF — progresivni
vrozena mitochondridlni encefalomyopatie; MELAS — mitochondridlni encefalomyopatie,
laktatova acidoza a ptihody podobné zachvatim mrtvice; NARP — neurogenni svalova
ochablost s ataxii a pigmentaci sitnice.

V dtsledku nékterych poruch, ale 1 za fyziologického stavu je mitochondrialni dychaci
fetézec povazovan za hlavniho producenta reaktivnich forem kysliku v eukaryotickych
burikach. Kromé dvou tradi¢nich zdrojii téchto molekul — komplexu | a 1l — existuje i cela
fada dalSich enzyml zodpovédnych za tvorbu kyslikovych radikali. V posledni dobé se
ukazalo, Ze vyrazny podil mohou mit 1 flavinové dehydrogenazy, které pfispivaji elektrony
do dychaciho fetézce, a to mitochondrialni glycerol-3-fosfat dehydrogenaza, sukcinat

dehydrogenédza nebo ETF:ubichinon oxidoreduktaza.
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2 LITERARNI PREHLED

2.1 Mitochondrialni dychaci retézec a ATP syntaza

Dychaci fetézec se nachazi ve vnitini mitochondridlni membrané¢ a skladé se ze Ctyt velkych
proteinovych komplext a nékolika dalSich proteint. Elektrony pochazejici ze substrat jsou
do fetézce dodavany pomoci redukovanych pienase¢i NADH a FADH> skrz komplex I, II,
mitochondrialni glycerol-3-fosfat dehydrogenazu, ¢i jiné dehydrogenazy v zavislosti na typu
buiiky. Elektrony jsou pak pfeneseny na komplex III pomoci koenzymu Q v membrané
anasledné¢ na komplex IV pomoci cytochromu c, ktery se nachdzi v mezimembranovém
prostoru. Uvniti komplexu IV jsou 2 elektrony spojeny s dvéma protony a molekulou kysliku
za vzniku molekuly vody. V pribéhu celého tohoto pienosu navic dochazi k transferu protond
Z matrix mitochondrii do mezimembranového prostoru pies komplexy I, III a IV a energie
takto vzniklého protonového gradientu je pak vyuzita pro syntézu ATP z ADP a fosfatu
ATP syntazou.

4H* GP‘-\..._

)

Obrazek 1: Mitochondrialni dychaci retézec

Schematické zobrazeni enzymud dychaciho fetézce a ATP syntazy ve vnitfini mitochondrialni
membrané s mobilnimi pfenasedi, typickymi katalyzovanymi reakcemi a misty v enzymech podilejicich
se na ftransportu elektronl. V horni Casti obrazku je mezimembranovy postor, ve spodni matrix
mitochondrii.

| — V — komplexy | az V; ADP — adenosindifosfat; ATP — adenosintrifosfat; cyt b, b, by, ¢1, a, as —
jednotlivé cytochromy v komplexech; cyt ¢ — cytochrom c¢; Cua, Cus — ionty médi; DHAP -
dihydroxyacetonfosfat; e- - elektron; FeS — Zelezosirné centrum; FAD — flavin adenin dinukleotid; FMN
— flavin mononukleotid; FUM — fumarat; GP — glycerol-3-fosfat; H* - proton; mGPDH — mitochondrialni
glycerol-3-fosfat dehydrogenaza; NAD*/NADH — nikotinamindinukleotid; P; — anorganicky fosfat; Q —
koenzym Q; Qo, Qi — mista vazajici koenzym Q; SUC — sukcinat
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2.1.1 NADH dehydrogenaza

Komplex | (EC 1.6.5.3) je nejvétsim proteinovym komplexem dychaciho fetézce. Sklada se
z vice nez 45 podjednotek a dosahuje velikosti 1000 kDa. Strukturni slozitost je jednim
z dtvodu, pro¢ byla jeho krystalova struktura odhalena teprve nedavno (Baradaran et al.,
2013). Sedm podjednotek je kodovano piimo mtDNA, zbylé pak pochazeji z jaderného
genomu. Obsahuje Zelezosirna centra (FeS) (Nelson a Cox, 2005) a molekulu flavin
mononukleotidu (FMN), takze jej mlzeme fadit mezi metaloproteiny a flavoproteiny.
Elektrony prochazeji po spadu zvysujiciho se redoxniho potencialu.

Reakce katalyzovana komplexem I umoznuje odebrani elektroni z NADH, ktery
pochdazi z riznych mist metabolismu a do matrix mitochondrii se dostdva bud’ pomoci malat-
aspartatového ¢lunku, nebo je v nich pfimo vytvaien. Elektrony z NADH redukuji FMN,
Z n&jZ jsou nasledné predany na prvni FeS centrum. Skrz dalsi FeS centra jsou pfeneseny az
na misto, které vaze koenzym Q, a zde jej také redukuyji.

Energie vytvofend transportem 2 elektronii umoziiuje mechanické pumpovani Ctyt
protonti komplexem | do mezimembranového prostoru zmeénou konformace jednoho z helixa

transmembranové ¢asti (Hunte et al., 2010).

2.1.2 Sukcinat dehydrogenaza

Komplex Il (EC 1.3.99.1) je prvni flavinovou dehydrogenazou studovanou v této praci. Tento
enzym propojuje dychaci fetézec s Krebsovym cyklem. Je to zarovein jediny enzym Krebsova
cyklu vazany na membranu. Sukcinat dehydrogenaza (SDH) sestavd ze 4 podjednotek,
z nichz jsou vSechny kodovany jadernou DNA. Jako kofaktor obsahuje flavin adenin
dinukleotid (FAD), ktery pfimo pifenasi redukcni ekvivalenty pochézejici pravé z Krebsova
cyklu do dychaciho fetézce.

Sukcinat dehydrogenaza obsahuje dva hydrofilni proteiny — flavoprotein (podjednotka
A) azelezosirny protein (B), dva transmembranové proteiny (C a D) a celkem &tyfi
prostetické skupiny (Sun et al., 2005), které pienaseji elektrony ze sukcinatu, jenz méni
na fumarat, na koenzym Q v membran¢é. Ukazalo se, ze komplex II obsahuje dvé mista
vazajici koenzym Q — tzv. proximalni (Qp) na matrixové stran¢ a distalni (Qo) v blizkosti
mezimembranového prostoru (Oyedotun, 2001). Mezi témito misty se nachazi hem b, ktery

muze zachytavat elektrony, pokud nejsou dostateéné rychle od¢erpavany na koenzym Q,
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a branit tak jejich uniku (Yankovskaya, 2003). | piesto, ze SDH prochazi skrz membranu,
nedochédzi zde k transportu protond, jelikoz ptenos elektroni komplexem II negeneruje
dostate¢ny rozdil v redoxnim potencialu. Komplex Il tedy nepfispiva ke vzniku protonového

gradientu.

2.1.3 Mitochondrialni glycerol-3-fosfat dehydrogenaza

mGPDH (EC 1.1.5.3) jako druha zde zkoumana flavinova dehydrogenaza je specializovana
dehydrogenaza nachazejici se ve zvySeném mnozstvi v hnédé tukové tkani (Houstek et al.,
1975) a v létacim svalu hmyzu (Sacktor a Cochran, 1958). V mensi mife pak také v dal$ich
tkanich: B-bunkach slinivky btisni (Ishihara et al., 1996, Meglasson et al., 1989), mozku

metabolismus glukézy metabolismus lipida

glukéza

: ’ triglyceridy

= volné

v mastné kyseliny
pyruvat

ATP
glycerol

m: -
oxalacetat NAD'

op fosfolipidy
malat glukoneogeneze

a biosyntéza triglycerid(
\_/ DH/:P\J \/'

: @

nH"

a-ketoglutarat

a-ketoglutarat NADH g /-\
malat NAD' + H,0
FADH, AD FADH, 2H'+1/20, ’
oxalacetat dychaci fetézec

Obrazek 2: Role mGPDH v metabolismu; upraveno dle Mraéek et al. (2013)

mGPDH je mistem, kde se potkava dychaci fetézec s metabolismem glukézy skrz glycerolfosfatovy
¢lunek a s metabolismem lipid skrz glycerol kinazu, ktera fosforyluje glycerol pochazejici z lipolyzy.
DH — dehydrogenaza; cGPDH — cytosolicka GPDH; GK — glycerol kinaza
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(Cottingham a Ragan, 1980), srde¢nim svalu (Scholz et al., 1997), placenté (Swierczynski et
al., 1976), bunkach varlat (MacDonald a Brown, 1996) a ve fibroblastech (Chretien et al.,
1994). Exprese genu pro tento protein muze byt také uméle vyvolana pomoci hormont §titné
zlazy a glukokortikoda (Wilson a McMurray, 1981). Jedna se o maly protein o velikosti
74 kDa, ktery se vyskytuje jako dimer, trimer, tetramer a tvoii také vysokomolekularni
komplex, nejspise homooligomer.

MGPDH je zodpovédna za pienos reduk¢nich ekvivalenti z metabolismu glukozy
pomoci tzv. glycerolfosfatového c¢lunku, v némz ma mGPDH cytosolického partnera —
cytosolickou glycerol-3-fosfat dehydrogenazu. Tento systém dokaze vyuZit energii ulozenou
do NADH pfi poruse komplexu I a zaroven propojuje dychaci fetézec s metabolismem lipida
(viz obrazek 20brazek 2). Substratem mGPDH je glycerol-3-fosfat, jehoz elektrony jsou
pfedavany na FAD misto enzymu, které pak odebird koenzym Q za soucasné produkce
dihydroxyaceton fosfatu. Cytosolickd GPDH katalyzuje opacnou reakci, coz vede k cyklovani
a funkci ¢lunku. Ani u mGPDH nedochazi k pfenosu protond, navic tento enzym nejspise

neprochazi skrz vnitini mitochondrialni membranu (Yeh et al., 2008).

2.1.4 DalSi mitochondrialni dehydrogenazy

V zévislosti na typu a stavu bunky lze nalézt 1 dal$i dehydrogenazy, které jsou schopné
prenosu energie pochazejici z riznych drah metabolismu do dychaciho fetézce a umoznuji tak
jeji zuzitkovani v podobé vysledné molekuly ATP. Jednou z nejvyznamnéjsich dehydrogenaz
je napfiklad membranova ETF:ubichinon oxidoreduktaza, ktera dokaze pfijimat elektrony

pochazejici z B-oxidace mastnych kyselin (Nelson a Cox, 2005).

2.1.5 Koenzym Q

Koenzym Q je mal4 hydrofobni molekula nachazejici se pfedevsim ve vnitini mitochondridlni
membrang, ale 1 jinych bunéénych membranach. Strukturné se jedna o benzochinonové jadro
s dvéma navazanymi methoxy skupinami, jednim methylem a pfislusnym poctem
izoprenovych podjednotek, které udileji koenzymu jeho hydrofobicitu. U ¢lovéka ma
koenzym Q 10 isoprenovych podjednotek, u hlodavct 9. Mize nabyvat tfi redoxnich stavi
redukci kyslikli benzochinonu, ktery se tim méni na benzochinol. Hovoifime pak

0 oxidovaném ubichinonu, semichinonu a redukovaném ubichinolu.
17



OH

3C O + H3C —0 ~. |\ T + H3C —0 .
H* + e = ~ HY + e =
- ‘ <
o

Obrazek 3: Oxidaéni stavy koenzymu Q
Koenzym Q muze nabyvat tfi redoxnich stavl v zavislosti na mnozstvi pfijatych elektrond a protonu.
n pfedstavuje pocet 6 az 10 izoprenovych jednotek.

Koenzym Q pisobi také jako vyznamny antioxidant, jelikoz snadno vaze volné
elektrony a chrani tak bunku pfed vznikem volnych radikali. Praveé takto se mize uplatiovat

pfedevsim V jinych bunéénych membranach, ale i mitochondriich.

2.1.6 Ubichinon:cytochrom c oxidoreduktaza

Komplex 111 (EC 1.10.2.2) je mistem, které¢ odebira elektrony z koenzymu Q a vsechny je
pfenasi na cytochrom c, dal$i mobilni pienase¢. Komplex III se sklada z 11 podjednotek,
pficemZ pouze jedna je mitochondrialné kodovana a obvykle funguje jako dimer nezavislych
monomert. Tento dimer dosahuje velikosti asi 480 kDa (Capaldi, 1982) a obsahuje
cytochrom ci, zZelezosirné centrum zvané Rieskeho protein a dva cytochromy b — s nizkym
(bL) a vysokym (bn) redoxnim potencialem.

Elektrony z koenzymu Q prochazeji tzv. Q cyklem, pti kterém navic dochazi soucasné
I k pfenosu protonti skrz membranu a vzniku protonového gradientu. Koenzym Q pfinasi
2 elektrony, avsak cytochrom € je umi odebirat pouze po jednom, proto jsou komplexem III
rozdéleny. Po oxidaci molekuly koenzymu QH2 na Q v tzv. Q) misté¢ komplexu jsou protony
uvolnény do mezimembranového prostoru a jeden elektron prochazi Rieskeho proteinem
a cytochromem ci, nez je odebran volnym cytochromem c. Druhy se pak pfes cytochromy bp
a by vraci v tzv. Qo misté na molekulu koenzymu Q a vytvaii z ni semichinononovy radikal
Q™ (Nelson a Cox, 2005), ktery ¢eka na dalsi prochazejici elektron a pfijima 2 protony
z matrix mitochondrii za vzniku QHz. Na posun 2 elektronii fetézcem jsou tedy Cerpany

celkové Ctyf1 protony pfes membranu.
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2.1.7 Cytochromc

Cytochrom ¢ je druhy mobilni pfenase¢ elektrond v dychacim fetézci. Na rozdil
od koenzymu Q se nachazi v mezimembranovém prostoru a dokaze prenaSet pouze
jeden elektron, ktery transportuje z komplexu Il na komplex IV. V blizkosti vnitini
membrany je udrzovan pomoci elektrostatickych sil diky specialnimu uspotadani fosfolipida
membrany. Strukturné se jednd o maly solubilni protein s molekulovou hmotnosti kolem
125kDa a stejné jako ostatni cytochromy obsahuje prostetickou skupinu hemu
s porfyrinovym kruhem, ktery ve svém stfedu vaze ion Zeleza.

Cytochrom ¢ hraje vyznamnou roli v programované buné¢né smrti. Jeho uvolnéni
do cytoplasmy z mezimembanového prostoru vede ke spousténi signalizace vedouci

k apoptoze burnky.

2.1.8 Cytochrom c oxidaza

Komplex 1V (EC 1.9.3.1) je mistem kone¢ného zuzitkovani elektront, jsou zde pfeneseny
na molekulu kysliku za vzniku molekuly vody. Cytochrom ¢ oxiddza (COX) se sklada ze 13
podjednotek, 3 nejvétsi a nejhydrofobnéjsi (COXI1, 2, 3) jsou kodovany mtDNA. Piiblizna
velikost enzymu COX je 200 kDa.

Souhrnna reakce katalyzovana enzymem je:

4 Cyt Cred + 8 H'matrix + O2 — 4 Cyt Cox + 2 H20 + 4 H mezimembranovy prostor

Na cely proces je tedy potfeba 4 molekul cytochromu c, jez kazdé ptenese 1 elektron
od komplexu I1l. Z matrix mitochondrii je odebrano 8 protond, pficemz 4 jsou vyuZity
pro syntézu vody (tzv. chemické protony) a zbylé 4 jsou pak pumpovany skrz membranu
za vzniku protonového gradientu (Nelson a Cox, 2005).

COX obsahuje 2 hemy, tzv. hem az a hem a a dva ionty médi: Cua a Cug (Froncisz et
al., 1979, Van Gelder a Beinert, 1969). Konkrétné pak jsou elektrony odebirany na vné&jsi
stran¢ membrany, putuji pies ion Cua a hem a az do reakéniho centra obsahujiciho hem a3
a ion Cug. Po redukci tohoto centra prvnimi 2 elektrony je zde navazana molekula kysliku O3,
ktera je dale redukovana dal$imi dvéma ptichazejicimi elektrony, a vznik vody je dokoncen
vstupem 4 chemickych protont zmatrix. Ctyfi ,pumpované* protony prochazeji
hydrofobnimi kanaly v blizkosti aktivniho centra enzymu. Dvé vzniklé molekuly vody jsou

pak z reakéniho centra uvolnény.
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2.1.9 ATP syntaza

Komplex V (EC 3.6.3.14) je koneénym enzymem, ktery vyuZziva energii protonového
gradientu vzniklou v dychacim fetézci k syntéze ATP z ADP a fosfatu. ATP syntaza pak
spole¢né s komplexy elektron transportniho fetézce vytvaii systém oxidacni fosforylace.

Komplex V se sklada ze dvou velkych subkomplext: relativné konzervované
hydrofilni F1 casti a transmembranové Fo casti. Celkem je tvofena 17 rOznymi
podjednotkami, z nichz 6 tvofi katalytickou F1 ¢ast (a, B, v, 6, € a IF1) a zbylych 10 se nachazi
v membranoveé vazané Fo Casti (a, b, ¢, d, e, f, g, A6L, F6, OSCP a DAPIT). Obé ¢asti jsou
pak spojeny dvéma stonky: centralnim (podjednotka vy, 8, €) a perifernim (OSCP, b, d a F6).
Savéi enzym dosahuje velikosti 670 kDa a pouze 2 podjednotky jsou koédovany piimo
v mitochondriich (a a A6L) (Collinson et al., 1994, Stock et al., 1999).

ATP syntiza funguje jako mechanicky molekularni motor. Protony vstupuji
do polokanalu v podjednotce a, nasledné jsou navazany na aminokyselinovy zbytek
podjednotky c, ktera se tak stava lipofilni, coz zplsobuje otaceni prstence ¢ podjednotek.
Pocet ¢ podjednotek v prstenci zavisi na typu organismu. Protony jsou pak po protoceni cyklu
uvolnény druhym polokanalem v a podjednotce v dusledku spadu koncentracniho gradientu
protont. Ota¢eni ¢ podjednotek v membrané je mechanicky ptenaSeno y podjednotkou
na heterohexamer asfs, ktery je naopak proti protaceni chranén perifernim stonkem. Kazdy of
dimer obsahuje na styku podjednotek katalytické centrum pro syntézu ATP, které je soucasti
B podjednotky. V zévislosti na konkrétnim vztahu y podjednotky a af3 dimeru rozeznavame
3 konformacni stavy. Nejprve jsou navazany substraty ADP a fosfat, po zmé&né konformace
dojde k jejich syntéze a po dal§i zmén¢ konformace je molekula ATP uvolnéna. Tteti zména

konformace tak vede k obnové ptuvodniho stavu.

2.1.10 Superkomplexy enzymii dychaciho Fetézce

V poslednich letech se objevuje stale vice ditkazli o existenci superkomplexi, tedy uspotradani
jednotlivych enzymu dychaciho fetézce do vysSich makromolekularnich celk (Acin-Perez et
al., 2008, Schagger, 2002). Slozeni superkomplexi je v souc¢asné dob¢ intenzivné zkoumano.
Obvykle se studie shoduji na spojeni komplexu I, III a IV, konkrétni slozeni se ale v ramci

rrrrr

2006, Dudkina et al., 2008, Heide et al., 2012). Obsah superkomplexti zavisi na konkrétnich
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energetickych potiebach buiky a na zdroji uhliku pro reakce. V membrané také dochazi
k jejich dynamické prestavbé, jelikoz v bunce koexistuji s enzymy izolovanymi (Lapuente-
Brun et al.,, 2013). Vyznamem superkomplexi je pfedevS§im rychlé a piimé predavani
substrati, v tomto pfipadé¢ koenzymu Q a cytochromu c. AvSak superkomplexy hraji roli
i v regulaci produkce reaktivnich forem kysliku, jelikoz mohou branit interakci s kyslikem
at’' uz stericky, nebo rychlym vysokoafinitnim ptenosem elektronti z komplexu I a dale pak
z koenzymu Q na komplex I11.

Do slozeni superkomplext se obvykle nezahrnuje komplex II ani mGPDH, jsou
povazovany za alternativni vstupy elektroni do dychaciho fetézce (Dudkina et al., 2008).
Dukazy ucasti flavinovych dehydrogenaz v uréitych typech vysokomolekularnich komplext
vSak existuji, jako napiiklad moznost vyizolovani superkomplext schopnych respirace
po pouziti pouze sukcinatu jako substratu (Acin-Perez et al., 2008). Nebo také pozorovana
asociace enzymi oxidace mastnych kyselin a dychaciho fetézce (Wang et al., 2010).
AV neposledni fadé kvasinkovy model tzv. dehydrogenasomu, kterého se ucastni i analog
MGPDH (Grandier-Vazeille et al., 2001), pficemz tento kvasinkovy enzym tvoii dimery
a analog SDH trimerni struktury v bakterialnich membranach (Sousa et al., 2011)

Konkrétni sloZeni superkomplexti enzymti dychaciho fetézce je otazkou dalSich pokust.
Velmi kritickym bodem v jejich charakterizaci je pfedevSim solubilizace, tedy izolace
Z membrany za dostatecné¢ jemnych podminek. Navic pozornost byla prozatim vénovana
predev§im superkomplextiim tvofenych enzymy dychaciho fetézce, avSak v mitochondrii
existuje cela fada dalSich proteini a mohlo by dochazet i k asociaci naptiklad s proteiny

Krebsova cyklu.
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2.2 Produkce reaktivnich forem kysliku

O reaktivnich formach kysliku se zacalo hovofit uz pred téméf 60 lety (Harman, 1956),
v souvislosti s objevem, ze az 2 % kysliku prochazejiciho dychacim fetézcem mohou byt
pfeménéna Vv superoxidovy radikalovy anion (O2) pfijetim volného neparového elektronu,
ktery se uvolnil znékterého mista dychaciho fetézce. Za takovéto misto byl tradi¢né
povazovan komplex I a komplex III, postupné se zjistilo, ze v mitochondriich existuje asi
desitka proteinti schopnych pfispivat k tvorb¢ kyslikovych radikalt.

Pfes vSechna tato pozorovani se objevuji i tvrzeni, Ze za fyziologickych podminek
k tvorbé kyslikovych radikalt témét nedochazi (Staniek a Nohl, 2000), jelikoz dle jinych
méfeni pouze 0,15 % z celkového elektronového toku vedlo ke vzniku peroxidu vodiku
pii oxidaci palmitoyl karnitinu — substratu produkujiciho NADH pro komplex | (St-Pierre,
2002). Otazkou tedy zustava, co je artefaktem méfeni a jak vysoka je skuteéna fyziologicka
produkce superoxidu.

Bunka se prirozen¢ reaktivnim molekuldm brani. Superoxid je reaktivni kyslikovy
radikal, mé kratkou zZivotnost a je odstraiovan abundantnimi proteiny superoxid dismutdzami,

obsahujicimi ion manganu nebo ionty mé&di a zinku (MnSOD a Cu/ZnSOD);
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Obrazek 4: Proteiny dychaciho retézce zodpovédné za produkci reaktivnich molekul a jejich
vzajemné vztahy

Na produkci reaktivnich forem kysliku se podileji enzymy dychaciho fetézce komplex |, I, I
a mGPDH. K produkci dochazi na obé strany membrany. Vznika superoxidovy radikal (O2"), ktery je
dale pfeménovan v naslednych reakcich (vice viz text).
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(McCord a Fridovic, 1969), pfeménou v nereaktivni peroxid vodiku. Ten vSak muze byt
roz§tépen na nebezpecny hydroxylovy radikdl (*OH), pokud neni rychle pifeménén
na molekulu vody a kysliku katalazou (Radi et al., 1991). Vznik "‘OH radikalu je bud’
samovolny, nebo katalyzovany piitomnosti méd’natého nebo Zeleznatého Kkationtu v tzv.
Fentonové¢ reakci. Na rychlém odstranéni H2O se podili i thioredoxinové a peroxiredoxinové
syst¢tmy za pomoci molekuly glutathionu. Kromé& zminénych enzyma pfispivaji
k odstraiiovani volnych kyslikovych radikalt téz latky zvané antioxidanty, mezi které patii
napiiklad N-acetyl cystein, a-tokoferol nebo vitamin C a E.

Superoxid muize také byt syntazou oxidu dusnatého (NOS) sloucen s radikalem oxidu
dusnatého ‘NO za vzniku reaktivniho peroxynitritu (ONOQO") a nasledné dalSich reaktivnich
druhd dusiku.

Diivod z4jmu o produkci reaktivnich forem kysliku je jejich mozna uloha ve starnuti
organismu. Je nezpochybnitelné, ze vysoce reaktivni molekuly mohou naruSovat integritu
bunky, a tak i homeostdzu celého organismu. Stale vice se v§ak mluvi i o jejich signalizacni
funkci, jelikoz zvyseny vyskyt téchto molekul poukazuje Vv bufice na problém. Mohlo by se
jednat o adaptaci buriky na jejich vyskyt a jejich u¢inné vyuziti. Harmanova teorie volnych
radikalti poukazovala na spojeni téchto radikalii se zvySenym mnozstvim mutaci v mMtDNA,
atim zplsobené starnuti. Konkrétni pokusy na my$im modelu tuto spojitost potvrdily
(Kokoszka et al., 2001, Kujoth et al., 2005), ale i vyvratily (Trifunovic et al., 2004, Vermulst
et al., 2007). Jelikoz mitochodrialni genom nema histony zajistujici ochranu, ani dostate¢né
ucinné opravné mechanismy (Larsen et al., 2005, Yakes a VanHouten, 1997), mutace se
v genomu hromadi. To vede ke zvySujicimu se po¢tu mutaci v genech pro podjednotky
dychaciho fetézce, které jsou pak v disledku téchto chyb nachylnéjsi k uvoliovani elektront,
tedy produkci superoxidu (Hiona a Leeuwenburgh, 2008). Jednotlivé experimentalni ptistupy
pak casto simuluji patofyziologicky stav bunky vyskytujici se u mitochondrialnich chorob,
coz miize napomoci k pochopeni problému vzniku a vyznamu kyslikovych radikala.

V oblasti signalizaéniho vyuziti radikali byl prvnim velkym objevem dikaz, ze ‘OH
radikal dokaze stimulovat guanylat cyklazu, a tim ovliviovat signalizaci pomoci druhych
posli, konkrétné cyklického GMP (Mittal a Murad, 1977). Také bylo ukazano, ze oxidativni
stres muze cilené ovliviiovat konkrétni tryptofan v podjednotce a ATP syntazy. Protoze je
tento enzym klicovy pro funkci organismu, je hlidan i jeho redoxni stav. Oxidace tryptofanu

je nevratna, tudiz funguje jako ,,marker pro mitochondrialni proteiny kontrolujici kvalitu
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systému, coz vyvola zvySenou obménu proteinu diive, nez dojde k zasazeni citlivéjsich
komponent (Rexroth et al., 2012).

Otazka vyznamu kyslikovych radikala tedy zstdva oteviena dalSimu zkoumani.
V této praci bude ukdzano, jak k jejich vzniku mohou pfispivat dvé flavinové dehydrogenazy
dychaciho fetézce — SDH a mGPDH. Avsak nejdiive bude teoreticky shrnuto, jak probiha tato
produkce u vSech komponent elektrontransportniho fetézce, protoze existuji rizné moznosti.
Principialn¢ se ale opakuji a ze znalosti produkce u ostatnich enzymu lze vyvozovat
analogické zaveéry mechanismu produkce u flavinovych dehydrogenaz, na néz se tato prace

zamgétuje.

2.2.1 Produkce radikala komplexem |

vvvvvv

existuje nékolik navrhovanych mist produkce kyslikovych radikéli, protoze elektrony
vstupuji pres flavin mononukleotid a poté pokraCuji pres sedm zelezosirnych center
az do mista vazajiciho koenzym Q (viz obrazek 5). Na tomto pfenosu se piimo podili 14
podjednotek komplexu (Hirst, 2010). I kvuli slozitosti enzymu bylo navrzeno, Ze intenzita
produkce superoxidu je ovlivnéna velikosti protonového gradientu, poméry NADH/NAD*
a QH2/Q, aktualni lokalni koncentraci kysliku a rozdilem pH na obou stranach membrany
(Murphy, 2009, Lambert a Brand, 2004).

Superoxid produkovany pouze smérem do matrix mitochondrii (Muller, 2004) se
muze uvoliiovat z mista vazajiciho koenzym Q, a to pfimo z nejbliz§iho FeS centra (N2
centrum), které je posledni v fetézci téchto center a jehoz redoxni potencial je zavisly na pH.
Toto FeS centrum se nachazi blizko rozhrani enzymu mezi membranovou a periferni ¢asti
a ma nejmensi sterickou ochranu okolim enzymu (Ohnishi, 1998). Moznost tvorby superoxidu
v Q vazebném misté byla potvrzena méfenimi vyuzivajicimi analogy koenzymu Q (Genova et
al., 2001) a inhibitory komplexu | (Fato et al., 2009). Avsak produkce superoxidu byla
pozorovana 1 u kvasinkového mutanta, ktery neobsahuje toto konkrétni Zelezosirné centrum
(Galkin, 2005). Proto bylo i dal$imi skupinami navrzeno, ze misto produkce reaktivnich
forem kysliku u komplexu I je jiné FeS centrum (N1a), které lezi mimo fetézec Zelezosirnych
center vedouci od substratu elektront az po akceptor, tudiz muze elektrony odebirat, pokud je

komplex piesycen (Kushnareva et al., 2002). Dale byl navrzen také flavin, tedy misto vstupu
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elektront do komplexu (Esterhazy et al., 2008, Kussmaul a Hirst, 2006). Teorie poukazujici
na flavin nebo N2 misto se ovSem nevylucuji, nejspise zalezi na konkrétnich experimentalnich
podminkach (Ohnishi et al., 2010). Bylo totiz zji§téno, ze FMN je zodpovédny za tvorbu
kyslikovych radikalt pti izolaci komplexu I, a piedev§im po naruseni moznosti jeho interakce
s komplexem III, zatimco N2 FeS centrum bylo oznafeno jako producent superoxidu
Vv neporusenych membranovych partikulich (Maranzana et al., 2013). Jina prace ukazuje, ze
redukovany flavin produkuje piedev§sim peroxid vodiku, protoze je schopny pienést az 2
elektrony na kyslik, zatimco FeS centrum u vazebného mista koenzymu Q je nachylnéjsi spise
Kk jednoelektronovym pienosim na kyslik a produkci superoxidu (Grivennikova
a Vinogradov, 2013). Krom¢ toho je flavinova produkce ovlivnéna redoxnim stavem NAD,
zatimco produkce v Q vazebném misté spiSe protonmotivni silou a redoxni stavem koenzymu

Q (Treberg et al., 2011).

Obrazek 5: Schematické znazornéni jednotlivych mist prenasejicich elektrony u NADH
dehydrogenazy

Na transportu elektrond komplexem | se podili flavin mononukleotid (FMN) a jednotliva Zelezosirna
centra (N1a, N1b, N3, N4, N5, N6a, N6b a N2). Mista FMN, N1a a N2 byla oznatena za mozné
producenty kyslikovych radikall timto enzymem.

V neposledni fadé lze produkci superoxidu komplexem I experimentalné zvysit
zablokovanim dychaciho fetézce, napiiklad odstranénim cytochromu ¢ (Kushnareva et al.,
2002). Dalsim c¢asto pozorovanym jevem je tzv. zpétny tok elektront, kdy pii nadbytku
sukcindtu a vyskytu nadmérného mnozstvi NAD® dochdzi k pfenosu elektroni zpét
zkomplexu 1l na komplex I, avSak pouze pokud je dychaci fetézec presycen nebo
zablokovan. Bylo prokazano, ze k takovéto tvorbé superoxidu komplexem I dochazi

i za velmi nizkych koncentraci substrat, i substratu samotného komplexu I, zasadni je
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predevsim vyskyt NAD". Tyto podminky jsou blizké normalnimu stavu buiiky a produkce
pomoci zpétného toku elektroni je povazovana za nejvétsi prispévek k produkci superoxidu

mitochondriemi (Muller et al., 2008).

2.2.2 Produkce reaktivnich forem kysliku komplexem I11

V komplexu III dochdzi ke slozité cirkulaci elektronli, jelikoz je potieba rozdélit
dvouelektronovy pienos na jednoelektronovy. Tento tzv. Q cyklus (popsan v kapitole 2.1.6) je
tim padem velmi néachylny k uvolnovani elektronti. Na vstupu elektronti do komplexu III
Vv tzv. Qo misté vznika pii prvotni jednoelektronové oxidaci prechodny semichinonovy radikal
‘QH, ktery je povazovan za hlavni zdroj superoxidu (Turrens et al., 1985, Boveris et al.,
1976). Jeho vznik byl pozorovan pii zablokovani Q) mista antimycinem A, protoze poté
nedochazi k od¢erpavani elektronti a nasleduje hromadéni semichinonu na vstupu (St-Pierre,
2002, Raha et al., 2000), a pti naruseni funkce Qo mista (Muller et al., 2002) nebo
pii naruseni vstupu koenzymu Q v Qo miste, jelikoz zde hraje roli jejich oxida¢né redukeni
vztah a téZ slozeni fosfolipid membrany (Gille a Nohl, 2001). Jako misto tniku elektront
ze semichinonu bylo navrzeno konkrétné bud’ okoli cytochromu br, nebo ptimo misto Qo
(Zhang et al., 1998), a to i bez pfitomnosti semichinonového radikalu (Starkov a Fiskum,
2001). Mutace v konzervovaném tyrosinu cytochromu by zvySuje produkci kyslikovych
radikali komplexem III (Lee et al., 2011), pficemz je vSak tato produkce vyrazné ovliviiovana
redoxnimi stavy cytochromd b v komplexu (Quinlan et al., 2011) a membranovym
potencialem (Rottenberg et al., 2009), jelikoz oboji ma vliv na rychlost ,,protaceni Q cyklu.
V neposledni fad¢ hraje roli i piitomnost komplexu Il v superkomplexech (Lanciano et al.,
2013). Ostatni komponenty dychaciho fetézce maji totiz protektivni vliv a zabranuji produkci
superoxidu. To vSe muze hrat roli i in vivo. Pozorovan byl také vliv redoxniho stavu
koenzymu Q v membrané za pifitomnosti antimycinu A a inhibitorti komplexu II na zvyseni
produkce reaktivnich forem kysliku (Drose a Brandt, 2008). Vsechny tyto prace vyvolavaji
otazku, zda se jedna o dopfednou nebo zpétnou produkci, tedy zda dany ,nachylny*
semichinon vzniké spiSe ztratou nebo pfijetim elektronu. Prozatim se zd4 pravdépodobnéjsi
tzv. reverzni tvorba semichinonu (Bleier a Drose, 2012).

Ptidani inhibitord pusobicich v Qo misté, jako je myxothiazol a stigmatelin, nevedlo

k vyraznému zvySeni produkce superoxidu, naopak v kombinaci s antimycinem A doslo spise
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ke snizeni produkce, jelikoz bylo zabranéno vzniku dal$iho semichinonu Vv disledku
zpomaleni Q cyklu. Po odstranéni matrixové superoxid dismutazy (MnSOD) z tohoto systému
vSak ke zvySeni detekované produkce superoxidu doslo, jelikoz se zacal tvofit semichinon
naopak v Qi mist¢ komplexu III. Tato produkce neni fyziologicky relevantni, jelikoZ v zivém
systému je MnSOD piitomna vzdy (Raha et al., 2000).

Pfestoze misto produkce superoxidu — semichinon v Qo misté¢ komplexu Il — se
nachdzi velmi blizko mezimebranovému prostoru, bylo zméteno, ze se superoxid pochézejici
pouze z komplexu Ill dostava na obé strany vnitini mitochondrialni membrany (Muller,
2004), konkrétné se pak pii inhibici antimycinem A jednalo o 70 % na matrixové strané
a30 % mezi membranami (Miwa a Brand, 2005). Superoxid jakozto nabitd molekula
membranou prochazet nemuze, toho je schopen pouze peroxid vodiku (Han et al., 2001),
s ¢imZ souvisi, ze peroxid vodiku hromadici se v kristdich mezimembranového prostoru by
v disledku prosté difiize unikal do matrix nebo do cytosolu, kde by mohl plnit signalizaéni
funkci (Bleier a Drose, 2012). Bylo také navrzeno, Ze by se na ob¢ strany membrany mohl
dostavat protonovany superoxid HO?', ktery by pfimo v membrané vznikal a po opusténi
lipidového prostoru by ihned reagoval (Muller, 2004). Jinym mechanismem vedoucim
k vyskytu superoxidu na obou stranach membrany je Unik semichinonu z Qo mista tzv.
hydrofobnim tunelem, jenz uvoliuje semichinon do lipidického prostiedi v membrané, a ten
pak mize opét smérovat k obéma stranam membrany a az poté reagovat s kyslikem (Han et
al., 2003).

2.2.3 Komplex Il jako novy producent reaktivnich forem kysliku

Sukcinat dehydrogenaza nikdy nebyla povazovana za vyznamného producenta reaktivnich
forem kysliku s vyjimkou nékterych pozorovanych ptipadi patofyziologickych mutaci
v podjednotkach B, C a D tohoto enzymu (Slane, 2006). Oxidativni stres vznikly mutaci
komplexu Il naptiklad prokazatelné zkracuje zivot Caenorhabditis elegans (Ishii et al., 1998).
Mistem produkce bylo navrZzeno proximalni vazebné misto koenzymu Q, a to predevSim
za pritomnosti semichinonu (Guo, 2003). Predpokladalo se, ze vétSina superoxidu
produkovand za fyziologickych podminek mitochondriemi vyuZzivajicimi jako substrat
sukcinat, pochazi pouze ze zpétného toku elektront, a producentem je tedy komplex | (viz
2.2.1).
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Meéfeni na izolovaném enzymu ale ukézala, ze i redukované centrum FAD mitize byt
zodpovédné za vznik superoxidu, pokud nejsou elektrony ihned odebirany (Zhang et al.,
1998). Nedavna studie navic prokazala, ze pii pouziti velmi nizké koncentrace substratu, ktera
je blizka fyziologické koncentraci, je produkce superoxidu komplexem II velmi vyznamna
a ma vliv i na produkci ostatnimi enzymy dychaciho fetézce (Quinlan et al., 2012). Tato prace
sice znovu potvrzuje tvorbu peroxidu vodiku komplexem | v disledku reverzniho toku
elektrontl, ale po pfidani jak inhibitoru komplexu I rotenonu, tak inhibitoru komplexu III
myxothiazolu stale existuje detekovatelné mmnozstvi reaktivnich forem kysliku, jejichz
zdrojem je komplex Il. Relativné velké mnozstvi produkovaného superoxidu nebo peroxidu
vodiku je zde naméfeno v disledku dopiedné reakce, kdy elektrony pochazeji od substratu,
ale i ze zpétné reakce, kdy elektrony pochézeji z redukovanych molekul koenzymu Q, coz
mize byt dle autorti relevatni in vivo pii pfesyceni fetézce a nedostate¢ném odCerpavani
redukovaného koenzymu Q. Méfeni vyuzivajici rizné kombinace inhibitord komplexu II pak
oznacila za konkrétni zdroj kyslikovych radikalt flavin v komplexu II, avSak pouze pokud je
misto vazajici substrat prazdné, coz je pozorovatelné pti pouziti nizké koncentrace substratu
a ne saturacni koncentrace, ktera se pro pokusy bézné vyuziva. Flavin, ale 1 Q vazebné misto
byly navrzeny jako mista produkce kyslikovych radikali i u Skrkavky Ascaris suum
(Paranagama et al., 2010).

V navaznosti bylo ukazano, ze ani reverzni tok elektronti z komplexu 11 na komplex |
nema takovy vyznam, jako se predpokladalo (Moreno-Sanchez et al., 2013). Naopak
pfi pfidani inhibitoru komplexu I rotenonu nebyl u mitochondrii vyuzivajicich sukcinat jako
substrat pozorovan zadny pokles produkce kyslikovych radikald, naopak u nékterych vzorkt
dokonce doslo k jejich narGstu. Rozdil oproti jinym méfenim je v absenci inhibitort
komplexii III a IV, za takovych podminek jsou pak redoxni centra komplexu II producenty
reaktivnich forem kysliku. Pfi inhibici mista vézajiciho koenzym Q je flavin komplexu II
schopen produkovat reaktivni formy kysliku tak, Ze ptiblizné¢ v 75 % se jedna o peroxid

vodiku, zbyvajicich 25 % piipada na superoxidovy radikal (Siebels a Drose, 2013).

2.2.4 Mitochondrialni glycerol-3-fosfat dehydrogenaza a produkce kyslikovych
radikala
Mitochondrialni glycerol-3-fosfat dehydrogenaza vykazuje zna¢nou tkanoveé specifickou

expresi (viz 2.1.3), coz také muze vést i ke tkanoveé specifickému vyskytu kyslikovych
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radikald, na jejichz produkci se mGPDH podili. To bylo zméfeno jak u potkana v hnédé
tukové tkani (Drahota et al., 2002), tak u trijodtyroninem stimulovanych jater potkana (Jesina
et al.,, 2004) a i u tkani s relativné nizkym obsahem mGPDH (Mracek et al., 2009), ale
i u Drosophila melanogaster (Miwa a Brand, 2005). Glycerol-3-fosfat dehydrogenaza byla
oznacena jako velmi nachylna k takovéto produkci (Vrbacky et al., 2007), coz mize byt
v disledku vyskytu malé sterické ochrany, jelikoz mGPDH ani jeji kvasinkovy analog
(Grandier-Vazeille et al., 2001) nebyly zatim detekovany v interakci s dal$imi enzymy
dychaciho fetézce za vzniku superkomplexu, které mohou mit protektivni ucinky (viz 2.2.5).
Vyznamné hodnoty produkce byly naméfeny predevsim pii zablokovani transportu elektront
dychacim fetézcem inhibitory komplexu III, k ¢emuz muze dojit i u rtiznych patologii
pii defektech ostatnich enzymt nebo piesyceni dychaciho fetézce (Vrbacky et al., 2007,
Mracek et al., 2009).

Produkce reaktivnich forem kysliku u mGPDH vykazuje n€kolik specifickych aspekta.
Ackoli se enzym nachdzi piedev$im na vnéjsi strané a nejspi$ neprochdzi skrz membranu
(Yeh et al., 2008), byla pozorovana produkce superoxidu na obé strany membrany, a to téméf
srovnatelné¢ (Miwa a Brand, 2005). Dochazi zde také ke stimulaci produkce kyslikovych
radikalt jednoelektronovym akceptorem ferrikyanidem, ktera nebyla pozorovana u komplexu
I ani Il (Drahota et al., 2002). Navic se zd4, ze mGPDH neobsahuje zadna Zelezosirna centra
podilejici se na transportu elektronli. Proto nejspiSe jedinym mistem schopnym pfijimat
a odevzdavat elektrony je flavin v N koncové ¢asti proteinu, pficemz dle navrZeného
mechanismu by zde mélo dochazet ke stfidani substratu glycerol-3-fosfatu a akceptoru
koenzymu Q (Yeh et al., 2008, Mracek et al., 2013).

Dle nejnovéjsi studie (Orr et al., 2012) zavisi produkce superoxidu mGPDH
na koncentraci substratu, vapenatych iontd a redoxnim stavu koenzymu Q. Jako misto
produkce je zde misto vazajici koenzym Q, coz je v souladu s navrzenym flavinem, ale také
¢asteCné i samotny koenzym Q ve formé semichinonu. Avsak dle této prace ¢ast produkce
superoxidu pochazejiciho z mitochondrii vyuzivajicich glycerol-3-fosfat jako jediny substrat
pochazi z komplexu II, jelikoz doslo k jeho ¢astecnému poklesu po pouziti inhibitort
komplexu II. Bylo zde ukazano, Ze i u sav¢ich mitochondrii dochazi k produkci superoxidu
na ob¢ strany membrany a navrzeno, Ze by zde mohlo dochdzet k n€kterému z mechanism,

které se predpokladaji u komplexu III (viz 2.2.2).
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2.2.5 Vliv koenzymu Q a superkomplexti

Ptedchozi poznatky se zaméfuji na roli enzymii dychaciho fetézce v produkci reaktivnich
forem kysliku. Pozornost je vSak zaméfena predev$im na jednotlivé izolované proteiny.
Ne¢kolika piiklady vSak bylo naznaceno, ze produkce radikalli je ovlivnéna pfitomnym
koenzymem Q, ale také interakci s ostatnimi proteiny fetézce.

Bylo navrzeno, ze by veskera zasoba koenzymu Q v membran¢ mohla byt rozdélena
do dvou oddé€lenych casti (Lenaz et al., 2007). Jedna cast by se nachazela v prostiedi
superkomplexu a druhd ¢ast molekul koenzymu Q by se volné pohybovala ve zbytku
membrany. Jednotlivé molekuly by se pak mohly vzajemné¢ vyméiovat za stalého udrzovani
rovnovahy. Komplex Il by interagoval s volné¢ dostupnou c¢asti molekul koenzymu Q.
Podobné¢ by mohl fungovat i pfenos elektrontt z mGPDH. Navic se zda, ze stupenl asociace
koenzymu Q s membranovymi proteiny, at’ uz v superkomplexech, nebo ne, ma také vliv

na mnozstvi produkovaného superoxidu (Lass a Sohal, 1999).

Obrazek 6: Navrzeny vyskyt molekul koenzymu Q v membrané

V superkomplexech (zde zobrazeno jako tésna vazba komplext | a lll) se nachazi ¢ast molekul
koenzymu Q, které jsou s okolnim prostfedim membrany vymé&fovany za udrZzovani rovnovahy. K této
»volné“ skupiné molekul pak ma pfistup sukcinat dehydrogenaza, pfipadné i ostatni enzymy
nenachazejici se v superkomplexech.

Koenzym Q v kazdém pfipad¢ hraje roli v produkci reaktivnich forem kysliku. To
ukazuje dale 1 tato prace. Jak pfesné¢ se tohoto mechanismu tc¢astni neni zcela jasné, jelikoz
muZze byt vazén na rozdilné molekuly, piesto je schopen pfijimat elektrony a dal je prenaset.

Pro¢ se tedy nenachazeji v superkomplexech vSechny proteiny? Problémem neni jen
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riznorodost enzymd, ale také zvolenych modell, experimentalnich piistupt, predevsim pak

zachovani dostatecné nativnich podminek zaroven vhodnych pro méfeni.
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2.3 Inhibitory enzym respira¢niho retézce
Jelikoz je v této praci vyuzivano hned nékolik inhibitort, které plisobi na riznych mistech
komplext dychaciho fetézce, nasledujici odstavce se pokousi jejich funkci pfiblizit a strucné

vysvétlit.

GP... . -
4H* 4H
i* DHAP . & ! "
myxothiazol /&7 I\C)ft_cfj NE |-.
L /’, f"n | -~ \ g
(Q)~ ‘
N I
LV y |
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— antimycil‘lAl . ‘ | )
1;202 + 2H% - H2O

Obrazek 7: Schematické znazornéni mist plsobeni inhibitori dychaciho retézce

Na enzymy dychaciho fetézce plsobi cela fada inhibitor(l. Zde jsou znazornény inhibitory, které jsou
dale v praci zmifiovany. Konkrétné na komplex | plsobi rotenon, na komplex Il atpenin A5, TTFA
a malonat, na komplex Il myxothiazol a antimycin A a na komplex IV KCN (vice viz text).

Rotenon je pfirodni inhibitor, pouziva se jako insekticid a pesticid, jelikoz velmi
specificky dokéaze inhibovat funkci komplexu I, a tim zplsobovat otravu organismu.
Konkrétné dochazi k inhibici pfenosu elektronti z FeS centra enzymu na koenzym Q, tudiz
redukéni ekvivalenty pochéazejici z metabolismu nemohou byt vyuzity k tvorbé ATP. Jelikoz
pusobi aZ na samotném konci cesty elektront skrz komplex I, dokdze také inhibovat zpétny
tok elektront a tedy moznost produkce kyslikovych radikalt timto enzymem.

Inhibitort komplexu II bylo v této praci vyuzito hned nékolik, a to atpenin A5,
malonat a thenoyltrifluoroaceton neboli TTFA. Atpenin A5 i TTFA mimikuji tvar molekuly
koenzymu Q, vazi se do Q vazebného mista, ¢imz brani vazbé koenzymu Q a pienosu
elektront dal do dychaciho fetézce (Miyadera et al., 2003). Naopak malonat je u¢ebnicovym
pfikladem kompetitivniho inhibitoru, ktery je analogem substratu daného enzymu. Malonat
obsahuje pouze o jednu CH> skupinu mén¢ nez sukcinat.

Na komplex III mlze také pisobit n€kolik rliznych inhibitorti. V této praci jsou

vyuzity dva z nich. Zatimco myxothiazol pusobi na vstupu elektront, vtzv. Qo misté,
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antimycin A putsobi naopak v misté, kde elektrony komplex III opoustéji pii navratu
na koenzym Q, v tzv. Q; misté.

Komplex IV je inhibovan kyanidem draselnym (KCN). Jedna se o velmi prudky jed
vonici po mandlich. V téle se rozpadd a CN™ ionty puisobi na trojmocné Zelezo Fe®*, coz ihned
blokuje dychaci fetézec a vede K otravé organismu v disledku tkanové hypoxie.

V neposledni fad¢é byl v této praci pouzit také obecny kompetitivni inhibitor 2-n-
heptyl-4-hydroxychinolin N-oxid (HQNO), ktery se vaze do mist vazajici koenzym Q
u enzymu dychaciho fetézce, jelikoZ strukturné mimikuje tvar molekuly koenzymu Q (Kogut

a Lightbown, 1962).
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2.4 Akceptory elektront

Kromé koenzymu Q a cytochromu ¢ existuje i fada dalSich, ¢asto arteficialnich akceptort
elektronti vyuzivanych pii studiu enzymové kinetiky. V této praci byly pouzity ferrikyanid
(hexakyanozelezitan draselny; Ks[Fe(CN)s]; zkr. FeCN), chlorid hexaamminruthenity
([Ru(NHz3)s]Cls; HAR), 2,6-dichlorfenolindofenol (DCPIP), fenazin methosulfat (PMS) a také
hydrofilni koenzym Q1.

Ferrikyanid je komplexni sloucenina zeleza, obvykle se pouziva k vyrobé barviv.
Po ptidani ke vzorku mitochondrii funguje jako nizkoafinitni jednoelektronovy akceptor
(Vinogradov et al., 1975). V piipadé mGPDH indukuje tvorbu reaktivnich forem kysliku
(Drahota et al., 2002). Od komplexu | a 11 sice FeCN elektrony odebira, ale na tvorbu radikalt
u téchto enzymuti nema jeho piidani do roztoku vliv. Otazkou vsak zdstava, jak piesné dochazi
Kk indukci produkce kyslikovych radikali u mGPDH. Na schématu (obrazek 8) jsou
znazornény dv€ moznosti: FeCN miiZe interagovat bud’ pfimo s flavinem enzymu, odebirat
jeden z elektront pochazejici od substratu a umoziovat uvolnéni druhého za ptimého vzniku
radikalu; nebo muze dochazet k ¢astecné redukci koenzymu Q na semichinon, jenz nasledné

elektron uvolni.

FeCN FAD®* —> ©0dx
FADH, 2 \ FAD
Qox \L Qgrep
e

Obrazek 8: Produkce reaktivnich forem kysliku enzymem mGPDH v dasledku pusobeni FeCN

K produkci superoxidu v dusledku pfidani FeCN muize dochazet bud pomoci flavinového radikalu

nebo v disledku vzniku semichinonu.

TFi stavy koenzymu Q: Qox — oxidovany; Q" — semichononovy radikal; Qreo — redukovany
Jednoelektronovy akceptor HAR je jednoducha molekula obsahujici centralni atom

ruthenia s Sesti navazanymi aminoskupinami. HAR se stejné jako FeCN vyuziva ke studiu

aktivity enzymu, konkrétné komplexu I (Sled a Vinogradov, 1993). Je tedy mozné, Ze dokaze
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s vysokou afinitou vyvazovat veSkeré volné elektrony nebo je dokonce odebirat ze vSech
ostatnich mist, nejen na enzymech, ale i pfimo od FeCN.

DCPIP je dalsi, ve vod¢ rozpustny jednoelektronovy akceptor. Vyhodou této
molekuly je, Ze pii redukci elektronem méni barvu z modré az po bezbarvy roztok. Jeho
redukce tak mutze byt detekovana spektrofotometricky, coZz se vyuziva pii méfeni
enzymovych aktivit (Hatefi a Stiggall, 1978). Strukturné se jedna o dvé propojena benzenova
jadra se zbytky, takze ma jistou podobnost s ptirodnim koenzymem Q, pfijima vSak elektrony
nejen z enzymu, ale spise piimo z koenzymu Q.

PMS je elektronovy akceptor, jehoz oxidovand forma ma Zlutou barvu, redukovany je
bezbarvy. Vyuziva se pro studium enzymové aktivity sukcinat dehydrogenazy (Nachlas et al.,
1960). Je snadno oxidovan kyslikem, tudiz mtze ptisobit jako ptfenasec elektronti od enzymu
na kyslik. Také se pouziva pro redukci cytochromu c pro dalsi experimenty.

Koenzym Q1 jakozto komeréné dostupna forma koenzymu Q ma tu vyhodu, Ze se
diky kratkému hydrofobnimu zbytku snadno rozpousti ve vodnych roztocich, pficemz

simuluje funkci pfirodniho koenzymu Q v solubilizovanych vzorcich.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Material

3.1.1 Seznam chemikalii

Obvyklé laboratorni chemikalie jako anorganické soli, kyseliny ¢i zasady nejsou zahrnuty

Vv seznamu a byly zakoupeny u vyrobct Sigma (USA) nebo Lachema (CR). Viechny pouzité

chemikalie byly alespoii Cistoty p. a.

6-aminohexanova Kyselina (Sigma, USA)

Amplex UltraRed (Life Technologies,
USA)

Antimycin A (Sigma, USA)

Bradfordové ¢inidlo (Bio-Rad, USA)

BSA (hovézi sérovy albumin; Sigma,
USA)

Coomassie Briliant Blue R-250 (SERVA,
Némecko)

Cytochrom ¢ z hovéziho srdce (Sigma,
USA)

DCPIP (Sigma, USA)

Digitonin (Sigma, USA)

EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina;
Sigma, USA)

EGTA (ethylenglycoltetraoctova kyselina;
Sigma, USA)

FeCN (Sigma, USA)

Glycerol-3-fosfat (Sigma, USA)

H.0:> (Sigma, USA)

HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazinethanosulfonova kyselina;
Sigma, USA)

HRP (kfenova peroxidaza; Sigma, USA)

Imidazol (Sigma, USA)

Koenzym Q1 (Sigma, USA)

Laktino susené mléko (Promil, Slovensko)

Luminol (Sigma, USA)

Manitol (Sigma, USA)

Methanol (Penta, CR)

Myxothiazol (Sigma, USA)

NBT (Nitro Blue tetrazolium; SERVA,
Némecko)

Peroxodisiran amonny (Bio-Rad, USA)

PMS (Sigma, USA)

Ponceau S (Sigma, USA)

Rotenon (Sigma, USA)

Sachardza (Sigma, USA)

SDS (sodiumdodecylsulfat; SERVA,
Némecko)

Standard molekulové hmotnosti (HMW

Calibration Kit for Native

Electrophoresis, Amersham, UK)

Sukcinat sodny (Sigma, USA)
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TEMED (N,N,N',N'-
tetramethylethylendiamin SERVA,

Némecko)

3.1.2 Seznam protilatek

Tris-HCI (Sigma, USA)
Tween-20 (Sigma, USA)

Primarni protilatky
Proti antigenu . Typ
Katalogové Cislo Vyrobce Redéni
(enzym) protilatky
mysi
SDHA (komplex 1) ab14715 Abcam, UK 1:2000
monoklonalni
kralici
mGPDH (Mracek et al., 2005) 1:2000
polyklonalni
Blue Native OXPHOS 5
_ mysi
Complexes Detection ab110412 Abcam, UK 1:250
. monoklonalni
Kit (komplexy I az V)

Sekundarni protilatky konjugované s fluorescencni znackou:

Alexa Fluor 680, goat anti-mouse 1gG A21058, Life Technologies, USA
IR Dye 800, goat anti-rabbit IgG Rockland, USA

Redéni 1:3000 v TBST
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3.2 Metody

3.2.1 I1zolace mitochondrii z hnédé tukové tkané potkana

Ke viem pokusiim byly pouzivani potkani kmene Wistar (chov Fyziologického Ustavu AV
CR) staii jeden az tii tydny. Zvifata byla chovéana pii pokojové teploté za rezimu 12 hodin
svétlo, 12 hodin tma se stalym piistupem ke standardni laboratorni potravé a vodé. Zvirata
byla usmrcena v CO> narkoze. Prace byla vedena ve shod¢ se Smérnici Evropské unie
2010/63/EU pro pokusy na zvitatech.

Mitochondrie byly izolovany v STE mediu (250 mM sacharéza, 10 mM Tris-HCI,
1 mM EDTA; pH 7,4) s pfidanym albuminem z hovéziho séra (10 mg/ml BSA). Oc¢isténa
a nastiithand tkan byla homogenizovana (teflon-sklo, 300 rpm, 10 tahl), centrifugovana
(10 minut 13000 g) pro separaci lipida pfitomnych ve vzorku. Sediment byl
rehomogenizovan a mitochondrie byly nasledné ziskany ze supernatantu po sto¢eni 10 minut
pii otackach 800 g a 10 minut 13000 g dle postupu diferencialni centrifugace (Cannon a
Lindberg, 1979). Nasledn¢ byly jesté ptecistény opakovanym to¢enim pii 13 000 g 10 minut
a zamrazeny v -80 °C. VSe probihalo na ledu, k centrifugaci byla vyuzita chlazena (4 °C)
centrifuga Sigma 3K18 s rotory Sigma 19 776, 11 133 a 12 131 (Sartorius, Némecko).

3.2.2 Solubilizace mitochondrii

Ve vSech experimentech byly vyuzivany rozmrazené mitochondrie. Membranové proteiny
byly solubilizovany v Pufru A (50 mM NaCl, 50 mM imidazol, 2 mM 6-aminohexanova
kyselina, 1 mM EDTA; pH 7,0) pro elektroforézy nebo v H mediu (210 mM manitol, 70 mM
sachar6za, 5 mM HEPES, 1 mM EGTA; pH 7,2) pro méfeni produkce kyslikovych
radikald, enzymovych aktivit a spotieby kysliku. 1 mg alikvoty byly zbaveny ptlivodniho
media (10 minut 20 000 g), které bylo nahrazeno 100 pl pfislusného nového media
a k resuspendované peleté byl ptidan detergent — 20% (hm.) digitonin (1 az 8 g detergentu/g
proteinu). Solubilizace probihala 10 minut na ledu a byla zastavena centrifugaci 20 minut
pti otackach 20 000 g, pii které doslo k oddéleni frakci supernatantu a sedimentu. Nasledné
byla stanovena koncentrace proteinu. Ke vzorkiim pro nativni elektroforézu bylo poté piidano
2,5 ul 0,1% (hm.) Ponceau S s50% (obj.) glycerolema 5 ul 50% (obj.) glycerolu. Barva
neinteraguje se vzorkem, pouze umoznuje sledovani postupu cela vzorkii gelem. Pouzita

centrifuga a rotor Sigma stejné jako v kapitole 3.2.1.
38



3.2.3 Stanoveni koncentrace proteinu

Koncentrace proteinu byla méfena spektrofotometricky metodou Bradfordové (Bradford,
1976) v polystyrenovych kyvetach (1 cm). Spektrofotometr BioPhotometer (Eppendorf,
Némecko) byl pted kazdym méfenim kalibrovan pomoci BSA o koncentraci 0,2 mg/ml tak, ze
bylo v 1 ml vody 0 az 100 ul tohoto zasobniho roztoku. Vzorky byly méfeny téz v 1 ml vody.
Vzorky mitochondrii bez detergentu byly navic pied méfenim sonikovany se 20% amplitudou
20 vtetfin (Bandelin, SONOPLUS, Francie). Ke kazdému standardu i vzorku bylo pfidano
250 ul ¢inidla Bradfordové (Bio-Rad, USA) a roztok byl promichan. Po 2 minutach byla
zméfena absorbance pi1 595 nm. Koncentrace proteinu ve vzorku pak byla odectena

z kalibra¢ni ptimky standardu.

3.2.4 Spektrofotometrické méreni enzymovych aktivit

Enzymové aktivity byly méfeny Vv polystyrenovych kyvetach (1 cm) na spektrofotometru
SHIMADZU UV-2450 (Shimadzu, Japonsko). VSechna méfeni byla provedena v mediu
obsahujicim 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 1 mg/ml BSA, 1 mM KCN
pti pH 7,4 za konstantni teploty 30 °C.

Do media byl pfidan sledovany fluorofor: 50 puM cytochrom c, 100 uM 2,6-
dichlorofenolindofenol nebo 25 uM koenzym Q:. Aktivity pak byly spocitany jako relativni
zména absorbance fluoroforu za minutu na gram proteinu (nmol.min"t.mg?): cytochrom ¢
méfen pii 550 nm (esso = 19,6 mM™.cm™), DCPIP pii 610 nm (gs10 = 20,1 mM=t.cm?)
a koenzym Q1 pii 275 nm (g275 = 13,6 mM™.cm™). Do roztoku bylo piidano 100 ug vzorku,
pfipadné zvysujici se koncentrace koenzymu Q areakce byla spusténa piidanim 10 mM

substratu — glycerol-3-fosfatu (GP) nebo sukcinatu (SUC).

3.2.5 Fluorimetrické stanoveni produkce peroxidu vodiku

Produkce peroxidu vodiku (H202) byla stanovena fluorometricky jako zména fluorescence
Amplex UltraRed. Oxidace této molekuly je spojena s redukci H2O2 pomoci kienové
peroxidazy (HRP, horseradish peroxidase). Méteni probiha v 96-jamkové desticce, kde je
ptipraveno 50 pl draselného media (120 mM KCI, 3 mM HEPES, 5 mM KH2PO4, 3 mM
MgSQO4, 1 mM EGTA; pH 7,2) se substraty (10 mM GP a SUC nebo 0,4 mM SUC)
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a inhibitory (1 uM myxothiazol (MXT), 1 uM atpenin A5 nebo 10 uM HQNO) nebo 12 uM
koenzym Q1. Nasledn¢ je pridano 25 pl roztoku Amplex UltraRed (50 uM) s HRP (1 U/ml)
Vv draselném mediu a reakce je spusténa 25 ul roztoku obsahujiciho 15 pg proteinu. Od kazdé
reakce bylo odeCteno pozadi stejného slozeni, kdy 25 pl mitochondrii bylo nahrazeno 25 pl
draselného media. Kazdé méfeni bylo kalibrovano na standard obsahujici H2O2 0 finalni
koncentraci 0-5 uM (roztok H>O2 byl pravidelné kontrolovan méfenim absorbance pii 240
nm).

Produkce H20; byla po hodinové inkubaci za tmy fluorimetricky meéfena jako
mnozstvi oxidované Amplex UltraRed (pomoci HRP) pii 37 °C na piistroji Tecan Infinite
M200 (Tecan, Svycarsko). Excitace/emise byla nastavena na 544 nm (+ 15 nm) / 590 nm
(=30 nm).

3.2.6 Detekce peroxidu vodiku pomoci luminiscence

Pti méfeni produkce reaktivnich forem kysliku pomoci luminiscence bylo postupovano podle
¢lanku Wilhelma a Vilima (1986). Do draselného media (viz 3.2.5) byl pfidan 1 mM luminol
(5-amino-2,3-dihydroftalazin-1,4-dion), 1 uM myxothiazol a 2,5 U/ml HRP. Do jamky na 96-
jamkové desticce bylo ptidano 10 pg vzorkl (intaktni mitochondrie nebo solubilizaty
s digitoninem 2 a 6 g/g). Reakce byla spusténa ptidanim 10 mM GP a po 1 minuté byl piidan
500 uM ferrikyanid nebo 500 uM HAR. Voliteln¢ byl 10 mM GP ptidan pfimo do media
spolecné s 1 uM rotenonem (Rot), 1 uM myxothiazolem, 1 pg/ml antimycinem A (AA), 1 phM
atpeninem A5 (AtpAS5) a 10 mM malonatem (MLN). Koncentrace B-glycerolfosfatu byla také
10 mM.

Luminiscence pak byla integrovana v sekundovych intervalech po nasledujici minutu

pti 37 °C na piistroji Tecan Infinite M200.

3.2.7 Separacni elektroforetické metody — hrCNE3 elektroforéza

Nativni elektroforézy umoziiuji separovat hydrofobni i solubilni proteiny, aniZ by rozrusily
slabé protein-proteinové interakce spojujici proteiny do vysSich strukturnich celkt
a superkomplexii, zaroven zlstava zachovana enzymova aktivita separovanych proteinll. Lze
vyuzit a kombinovat nékolik typi nativnich elektroforéz (Wittig a Schagger, 2009). Pro tuto

praci byla vyuzita Cista nativni elektroforéza o vysokém rozliseni hrCNE3 (high-resolution
40



Clear Native Electrophoresis, type 3). Vyhodou této metody je sniZzeni moznych interakci
s chemikaliemi pfidavanymi do vzorku a pufri na minimum a kompatibilita s naslednymi
metodami pro detekci enzymovych aktivit v gelu. Pro separaci pak byly vyuzity gely
s kontinualné se snizujici velikosti port (gradientové gely), které jsou vhodné pro soucasnou
separaci relativné malych i velkych proteinovych komplexi.

Solubilizované vzorky mitochondrii byly separovany na  gradientovém
polyakrylamidovém gelu 4-13 % (Mini-Protean Ill; Bio-Rad, USA), ktery byl pfipraven
pomoci rotacni pumpy za soucasného sméSovani 5 ml 2 geli 4%: 0,42 ml AB (48% (hm.)
akrylamid, 1,5% (hm.) N,N'-dimethylen bisakrylamid), 1,67 ml gelového pufru 3x (75 mM
imidazol, 1,5 mM 6-aminohexanova kyselina, pH 7,0), 27 ul 10% (hm.) APS (peroxodisiran
amonny) a 2,7 ul TEMEDu (N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin); a 13% 1,3 ml AB, 1,67 ml
gelového pufru 3x, 1 ml 99% glycerolu, 25 ul 10% APS a 2,5 ul TEMEDu. 5 ml
zaostiovaciho gelu bylo vyuzito pro vytvofeni jamek pro nanaseni vzorka: 0,37 ml AB,
1,67 ml gelového pufru 3x, 41,7 pl 10% APS a 4,17 ul TEMEDu.

Elektroforéza nasledné bézela v chladové mistnosti o konstantni teploté 4 °C nejprve
pti 45 V, po doputovani vzorkl do separa¢niho gelu pfi 120 V. V tomto systému byly pouzity
katodovy pufr (50 mM Tricin, 7,5 mM imidazol, 0,05% (hm.) deoxycholat, 0,01% (hm.)
dodecyl maltosid), anodovy pufr (25 mM imidazol, pH 7,0) a standard molekulové hmotnosti
pro nativni elektroforézy (HMW Calibration Kit for Native Electrophoresis, Amersham, UK).

3.2.8 Separacni elektroforetické metody — 10% SDS elektroforéza

10% SDS elektroforéza byla vyuzita pro druhy rozmér separace proteini v gelu jakozto
denaturujici systém. Vzorky z prvniho rozméru z hrCNE3 elektroforézy byly nejprve
inkubovany v roztoku 1% (hm.) SDS a 1% (hm.) merkaptoethanolu po 1 hodinu.

10% gel byl do 10 ml pfipraven z nasledujicich roztoku: 2 ml AB (48% (hm.)
akrylamid, 1,5% (hm.) N,N'-dimethylen bisakrylamid), 3,3 ml gelového pufru 3x (3 M Tris-
HCI, 0,3% (hm.) SDS, pH 8,45), 1 ml glycerolu, 50 ul 10% APS a 6 ul TEMEDu.

Nad 10% denaturujici gel byl horizontalné umistén prouzek gelu z prvniho rozméru
nativni elektroforézy, jenz byl nasledné pievrstven zaostfovacim 4% SDS gelem (do 5 ml: 0,4
ml AB, 1,2 ml gelového pufru 3x, 40 ul APS a 4 pul TEMEDu). Elektroforéza bézela
V tricinovém systému s katodovym (100 mM Tris-HCI, 100 mM 0,1% SDS, pH 8,25)
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a anodovym (100 mM Tris-HCI, pH 8,9) pufrem pti pokojové teploté pii 120 V piiblizné

2 hodiny dokud barva oznacujici ¢elo vzorkl nedosahla spodniho konce gelu.

3.2.9 Elektrotransfer na PVDF membranu — Western blot

Gel se separovanymi proteiny byl pfed transferem ekvilibrovan 15 minut v blotovacim pufru
11 (38 mM Tris-HCI, 10% (obj.) methanol, pH 8,5). Polyvinylidenfluoridovda membrana
(PVDF; Immobilon-P 0,45 pum, Millipore, USA) vhodné velikosti byla aktivovana 100%
methanolem (cca 15 vtefin) a poté inkubovana v blotovacim pufru II (25 mM Tris-HCI, 10%
(obj.) methanol, pH 9,0) 5 minut. Na anodu bylo naskladiano 6 filtranich papira (3MM,
Whatman, UK) 0 rozmérech membrany navlh¢enych v blotovacim pufru I (0,3 M Tris-HCI,
10% (obj.) methanol, pH 10,4), 3 papiry z pufru II, PVDF membrana, gel a 6 papirt z pufru
III. Filtracni papiry byly v pufrech ponechiny minimalné 30 vtefin. VSe bylo uzavieno
katodou. Proteiny separované pomoci elektroforézy byly takto pieneseny z gelu na PVDF
membranu  pomoci stejnosmérného elektrického pole dvou grafitovych elektrod
za konstantniho proudu 0,8 mA/cm? po dobu 1 hodiny — polosuchy pienos (Omni Bio, CR).
Po transferu byla membrana promyta v TBS (150 mM Tris-HCI, 10 mM NaCl; pH 7,5)
a nasledn¢ blokovana v 5% (hm.) mléce (v TBS) 1 hodinu a pak promyta v TBST (0,1%
(obj.) Tween-20 v TBS). Nasledné byla membrana inkubovana s protilatkami nebo zamrazena
v -20 °C.

3.2.10 Specificka imunodetekce proteinii na PVDF membrané

PVDF membréna byla ponechana v roztoku primarnich protilatek pfi pokojové teploté
minimalné 2 hodiny. Konkrétné se jednalo o monoklonalni protilatky proti SDHA a Blue
Native OXPHOS Complexes Detection Kit (obsahujici monoklonalni protilatky
proti reprezentativnim podjednotkam enzymovych komplexti dychaciho fetézce NDUFA9 —
komplex 1, SDHA — komplex I1, Core2 — komplex I1l, Cox4 — komplex IV a a-podjednotka
komplexu V) od spole¢nosti Abcam a krali¢i polyklonalni protilatku proti mGPDH vlastni
vyroby (Mracek et al., 2005). Poté byla membrana oplachnuta v TBST a nasledné inkubovana
s odpovidajici sekundarni protilatkou konjugovanou s fluorescencni znackou po 1 hodinu —
konkrétn¢ s Alexa Fluor 680 goat anti-mouse nebo anti-rabbit 1gG (Life Technologies, USA)

nebo s IR Dye 800, goat anti-mouse nebo anti-rabbit 1gG (Rockland, USA). Poté byla
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membrana znovu nékolikrat promyta v TBST a tésné pied analyzou pouze v TBS. Detekce
proteinli byla provedena na fluorescenénim scanneru Odyssey (LI-COR, USA). Namétené
signaly byly kvantifikovany pomoci programu Aida Image Analyzer verze 3.21 (Raytest,

Némecko).

3.2.11 Produkce reaktivnich forem kysliku v prouZcich gelu

Vzorky solubilizovanych mitochondrii byly separovany V polyakrylamidovém gelu pomoci
nativni elektroforézy hrCNE3 na gradientu 4—13 %. Prouzky gelu byly nasledn¢ promyty 3x
10 minut v draselném mediu pro odstranéni soli z elektroforetickych pufri. Kazdy prouzek
gelu obsahujici proteiny byl nakrajen na kousky o velikosti pfiblizné¢ 1x1x6 mm. Produkce
reaktivnich forem kysliku pak byla métena fluorescencné jako oxidace Amplex UltraRed (viz
3.2.5) stim rozdilem, Ze 25 pl mitochondrii bylo nahrazeno pravé témito kousky gelu.
V kazdé¢ jamce byla fluorescence zmeéfena na ctyfech ruznych mistech pro eliminaci
nehomogenity vzorku, avSak smérodatnd odchylka se neliSila o vice nez 10 %, pro dalsi
vypocty byl pouzit prumér z téchto Cisel. ProtoZze nevime piesnou koncentraci proteinu, je

mnozstvi produkce H202 uvadéno pouze jako pmol H202/min.

3.2.12 Aktivita enzymi v prouZcich gelu

Prouzky z nativni elektroforézy hrCNE3 byly omyty v TBST cca 15 minut a poté byly
inkubovany v pfislusnych roztocich az 2 hodiny. Histochemické barveni pro aktivitu SDH:
200 mM Tris-HCI (pH 7,4), 10 mM EDTA, 2 mM KCN, 80 uM PMS, 1mg/ml Nitro Blue
tetrazolium (NBT), 18 mM SUC. Histochemické barveni mGPDH: 5 mM Tris-HCI (pH 7,4),
0,88 mM menadion (v ethanolu), 1,5 uM rotenon (v ethanolu), 3 mM MgCl,, 1,2 mM NBT;
10 mM GP. Poté byla reakce zastavena denaturaci proteinu v 50% methanolu s 10%
CH3COOH, gel byl zafixovan v 10% CH3COOH, nasledné omyt a naskenovan.

3.2.13 Méreni respirace

K méfeni respirace — spotieby kysliku u mitochondrii je pouZivan respirometr s vysokym
rozliSenim neboli oxygraf (Oxygraph-2k, Oroboros Instruments, Rakousko) (Gnaiger, 2001).

Méfeni spotieby kysliku probihd za stalého michani (750 rpm) pii 30 °C soucasné ve dvou
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uzavienych komurkach o objemu 2 ml. Data jsou analyzovana pomoci softwaru DatlLab4
(Oroboros Instruments, Rakousko). Rychlost respirace, tj. spotieba kysliku, je vypocitana jako
negativni derivace koncentrace kysliku v ¢ase a vyjadiena v pmol O2/s.mg proteinu.

M¢éfeni na izolovanych mitochondriich (0,15 mg/ml) probihalo ve specidlnim
inkuba¢nim KCI médiu, jehoz iontové slozeni a pH napodobuji intracelularni prostiedi (80
mM KCI, 10 mM Tris-HCI, 3 mM MgClz, 1 mM EDTA, 5 mM KH2POg, pH 7,3) za vyuziti
substratu 10 mM GP. 10% digitonin byl vyuzit pro titraci detergentem, vysledna koncentrace

je zobrazena na grafu. Pokus byl ukonéen piidanim 1 uM antimycinu A.

44



4 CILE

Cilem diplomové prace bylo detailnéji prozkoumat molekularni mechanismus produkce
reaktivnich forem kysliku u flavinovych dehydrogendz dychaciho fetézce. Pro studium
produkce radikdli izolovanymi dehydrogenazami bez pfispévku dalSich enzymovych
komponent jsme zvolili metodu solubilizace mitochondridlnich membranovych proteint
jemnym detergentem digitoninem. Konkrétnimi tukoly, které jsme na daném systému

studovali, bylo:
e Charakterizovat vliv digitoninu na enzymovou aktivitu a integritu dychaciho fetézce

e Popsat produkci reaktivnich forem kysliku u flavinovych dehydrogenaz mGPDH

a SDH v digitoninem solubilizovanych mitochondriich

e Charakterizovat nativni formy mGPDH a SDH v mitochondrialni membrané a jejich

schopnost produkovat radikaly
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5 VYSLEDKY

5.1 Charakteristika vlivu jemného detergentu digitoninu
na enzymovou aktivitu a integritu dychaciho retézce

5.1.1 Solubilizace mitochondrialnich membran digitoninem vede ke sniZeni
enzymové aktivity u enzymi mGPDH a SDH

Solubilizace mitochondridlnich membran jemnymi detergenty je osvédCend metoda
V enzymologii pro studium membranovych proteinti. Pfi analyze produkce reaktivnich forem
kysliku se potykdme s problémem odliSeni pfispévku samotného studovaného proteinu
od ptispévku ostatnich enzymt mitochondrialniho dychaciho fetézce. Studium izolovanych
enzymi je vSak rovnéZz problematické, nebot’ v pribcéhu izolace dochazi k velké ztraté
materidlu a navic je mnoho enzymi inaktivovano. Vyuziti solubilizatl pro studium
mitochondrialni produkce reaktivnich forem kysliku by v§ak mohlo pfedstavovat perspektivni
model, omezujici nevyhody intaktnich mitochondrii i izolovanych enzymu. Nejprve vSak bylo
potieba optimalizovat metodu solubilizace na mitochondriich hnédé tukové tkané s dirazem
na flavinové dehydrogenazy.

Je znamo, ze solubilizace tyto dehydrogenazy inaktivuje (Cottingham a Ragan, 1980),
proto bylo nejprve nutné podivat se, co se stane s mitochondriemi po solubilizaci, jelikoz
takto byly vyuZivany i pro vSechny dalsi experimenty. Na ptikladu polarografického méfeni
spotieby kysliku zmrazenymi a nasledné rozmrazenymi mitochondriemi hnédé tukové tkané
je vidét, ze pridavani zvySujici se koncentrace detergentu Kk mitochondriim vede
K postupnému naruseni intaktnosti dychaciho fetézce (obrazek 9). Pii koncentraci detergentu
4 g/g proteinu je jiz fetézec tak disociovan, zZe jen mald porce elektront prochazi z mGPDH az

na komplex 1V, kde je spotfebovavan kyslik za vzniku vody.
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Obrazek 9: Spotieba kysliku mitochondriemi jako funkce titrace detergentem

U vzorku mitochondrii z hnédé tukové tkané potkana byla méfena spotieba kysliku pomoci kyslikové
elektrody. Po pfidani substratu (10 mM GP) byla pfidavana zvysujici se koncentrace detergentu
digitoninu (dig; uvadéno ve finalni koncentraci). Rozmrazené mitochondrie jiz nevyzaduji pfidavek
rozpfahovace pro maximalni aktivaci respirace.

Jelikoz metoda solubilizace dokaZe izolovat membranové proteiny, byly k dal§im
experimentim vyuzity vzorky mitochondrii ziskané diferencidlni centrifugaci, kdy dojde
k odd€leni dvou slozek — sedimentu a supernatantu, pfiCemz solubilizované izolované
proteiny by se mély nachazet predevSsim v supernatantu (Wittig a Schagger, 2009).
Pro zjisténi vlivu plsobeni jemného neiontového detergentu digitoninu na enzymovou
aktivitu zkoumanych flavinovych dehydrogendz byl vSak pouzit supernatant i sediment
pro identifikaci poméru aktivit v obou slozkach. Byly opét vyuzity zvySujici se koncentrace
detergentu, které ukazuji na postupné rozbijeni celistvosti dychaciho ftetézce
pfi spektrofotometrickém méteni enzymovych aktivit.

Enzymové aktivity byly nejdiive zjistovany jako mnozstvi redukovaného cytochromu c
(obrazek 10). Stupen rozbiti dychaciho fetézce od dehydrogendzy po komplex III se zvysujici
se koncentraci detergentu |ze tedy pozorovat jako snizujici se intenzita redukce cytochromu c.
Piedpokladame-li, Ze zkoumané enzymy jsou stale aktivni, pak za sniZzeni enzymové aktivity
muze piedev§im pieruSeni pfenosu elektronti nékde v jejich cesté od substratd glycerol-3-
fosfatu nebo sukcinatu pres mGPDH ¢i1 SDH, pres koenzym Q a ptes komplex III az
na cytochrom c. Na skute¢nost, Ze dychaci fetézec je zachovan jako celek, poukazuje ¢astecné

v

1 g/g proteinu, konkrétn¢ pak ztstava 10 % aktivity mGPDH a 27 % aktivity SDH.
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Obrazek 10: Enzymové aktivity v solubilizovanych mitochondriich mérené jako redukce
cytochromu c

Mitochondrie z hnédé tukové tkané potkana byly solubilizovany se zvySujici se koncentraci digitoninu
(1, 2, 4, 6, 8 g/g proteinu). Aktivity byly méfeny spektrofotometricky v mitochondriich bez detergentu
a v supernatantu a sedimentu po solubilizaci jako stuperi redukce cytochromu c. Jedna se tedy
0 kombinaci aktivit mGPDH nebo SDH s aktivitou komplexu Ill. n = 3 £ smérodatna odchylka

Zatimco cytochrom ¢ reduktazova aktivita nam poskytla tdaj o mife solubilizace, bylo
potteba detekovat i izolovanou enzymovou aktivitu jednotlivych dehydrogenaz, aby bylo
mozné posoudit, zda v disledku ptsobeni detergentu dochazi k jejich inaktivaci. Proto byl
pouzit umély akceptor elektroni DCPIP (obrazek 11). Tato modra latka pfijima elektrony
od molekul koenzymu Q v membrané, ¢imZz se sama redukuje a stava se bezbarvou.
Enzymova aktivita v tomto systému se ztracela v prub&hu solubilizace vice u SDH, coz by

nasveédcovalo jeji vyssi inaktivaci pti solubilizaci.
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Obrazek 11: Enzymové aktivity v solubilizovanych mitochondriich méfené jako redukce
dichlorfenolindofenolu

Mitochondrie z hnédé tukové tkané potkana byly solubilizovany se zvysujici se koncentraci detergentu
digitoninu (1, 2, 4, 6, 8 g/g proteinu). Aktivity byly méfeny spektrofotometricky v mitochondriich
bez detergentu a vsupernatantu a sedimentu po solubilizaci jako stupeh redukce
dichlorfenolindofenolu. Jedna se tedy pouze o aktivity mGPDH nebo SDH.

n = 3 + smérodatna odchylka

Pokles enzymové aktivity byl vS§ak mnohem méné vyrazny, kdyz byl jako umély
akceptor elektronli pouzit koenzym Q1 (obrazek 12). To ukazuje, ze v ptipadé DCPIP nebyla
pri¢inou poklesu meétfené aktivity inaktivace enzymt, ale spiSe vyplaveni koenzymu Q

Z membrany.
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Obrazek 12: Enzymové aktivity v solubilizovanych mitochondriich mérené jako redukce
koenzymu Q1

Mitochondrie z hnédé tukové tkané potkana byly solubilizovany se zvysujici se koncentraci detergentu
digitoninu (1, 2, 4, 6, 8 g/g proteinu). Aktivity byly méFeny spektrofotometricky v mitochondriich
bez detergentu a v supernatantu a sedimentu po solubilizaci jako stupern redukce koenzymu Q.
Jedna se tedy pouze o aktivity mGPDH nebo SDH. n = 3 + smérodatna odchylka
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Ptedchozi vysledky poukazuji na ztratu molekul koenzymu Q, tedy ztrdtu mobilniho
ptenasece, ktery propojuje elektron transportni fetézec. Proto jsme se rozhodli studovat, co se
stane po pridani koenzymu Q (zde solubilniho koenzymu Qi) K mitochondriim
solubilizovanym digitoninem 2g/g proteinu v systému S akceptorem DCPIP. Zatimco
umGPDH pfidani externiho koenzymu Q vedlo ke zvySeni aktivity pouze dvojnasobné,
uSDH byla naméfena ,reaktivace” enzymu pfiblizné dvacetinasobna. Jednak mizeme
pozorovat, ze takto vyvoland maximalni aktivita je asi pétkrat vétsi u SDH, coz muze svédcit
o inaktivaci mGPDH béhem solubilizace, ale také zde vidime, Ze koenzym Q se snadné&ji

ztraci z kontaktu s SDH. mGPDH by tedy zfejmé mohla mit vyss$i afinitu k molekulam

koenzymu Q.
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Obrazek 13: Enzymové aktivity v solubilizovanych mitochondriich méfené jako redukce
dichlorfenolindofenolu titrovana koenzymem Q

Mitochondrie z hnédé tukové tkané potkana byly solubilizovany digitoninem (2 g/g proteinu). Aktivity
byly méfFeny spektrofotometricky v supernatantu po solubilizaci jako stupeh redukce
dichlorfenolindofenolu za souc¢asného pfidavani zvySujici se koncentrace koenzymu Qi (0 az 50 pM).
n =3 az 5 + stfedni chyba priméru

Enzymy zistdvaji 1 po solubilizaci nadéale aktivni, méfitelnost jejich aktivit je
inhibovana rozpadem dychaciho fetézce, a to pfedevSim ztrdtou koenzymu Q. Jak bylo
popsano vySe, dosavadni vyzkumy nenasvédCuji pifitomnosti SDH a mGPDH
v superkomplexech. Nedd se tedy ani predpokladat existence odd€lené skupiny molekul
koenzymu Q asociované s dehydrogenazami, a tedy ani ze by Si ve vétsi mife udrzovaly
molekuly koenzymu Q. Piesto se ukazalo, z2¢ mGPDH je dokaze zadrzet s vétsi afinitou,
i kdyz ptidani molekul koenzymu Q stale dokazalo tento enzym aktivovat, tedy spojit dychaci

fetézec.
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5.2 Produkce reaktivnich forem kysliku u flavinovych
dehydrogenaz mGPDH a SDH v digitoninem solubilizovanych
mitochondriich

5.2.1 Produkce reaktivnich forem kysliku digitoninem solubilizovanymi proteiny

mGPDH a SDH a jejich odliSna odpovéd’ na pridani koenzymu Q
Pro mitochondrie a pro vzorky se zvySujici se koncentraci detergentu digitoninu byla méfena
produkce reaktivnich forem kysliku reakci s Amplex UltraRed za pfitomnosti kienové
peroxidazy. Tato méfeni pak probihala za vyuziti tii substrath: glycerol-3-fosfatu
o0 koncentraci 10 mM a dvou riznych koncentraci sukcinatu, a to 10 mM a 0,4 mM. Vyse
bylo vysvétleno (viz 2.2.3), Ze pii nizké koncentraci sukcinatu dochazi k produkci
kyslikovych radikalti také flavinem sukcinat dehydrogenazy, zatimco tato produkce neni
pozorovatelna pii bézné vyuzivané koncentraci 10 mM, ktera je saturujici. Stejny efekt
koncentrace nebyl pozorovan u mGPDH (Tretter a Adam-Vizi, 2004), naopak sniZeni
koncentrace glycerol-3-fosfatu vedlo k prostému sniZeni pozorované produkce reaktivnich
forem kysliku.

Na grafu (obrazek 14) je vidét, ze zvySujici se koncentrace detergentu vede
ke zvySujici se naméfené produkci reaktivnich forem kysliku u mGPDH a u SDH s nizkou
koncentraci substratu. Témét Zadnd produkce pak nebyla pozorovana pii vyuziti vysoké
koncentrace sukcinatu v systému, coZ odpovida i star§Sim publikovanym piedpokladim, ze
SDH neni za standardnich podminek této produkce schopna. Jak bylo pozorovano i u méfeni
enzymovych aktivit u mitochondrii a také vzorkd s nizkou koncentraci digitoninu 1 g/g
proteinu a ¢astecné i 2 g/g proteinu, dychaci fetézec zlstava zachovan, coz se odrazi v méfeni
produkce kyslikovych radikalii s pfidanym myxothiazolem. Ten zveda métenou produkci
kyslikovych radikalt, jelikoz dochazi k jejich tvorbé déale po sméru toku elektrontl, a to
piedevsim piimo redukovanymi molekulami koenzymu Q (Vrbacky et al., 2007) nebo v Qo
misté komplexu III (Raha et al., 2000). Toto zvySeni produkce 1ze pozorovat u vSech tii typd

substratu.
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Obrazek 14: Produkce reaktivnich forem kysliku v solubilizovanych mitochondriich
Mitochondrie z hnédé tukové tkané potkana byly solubilizovany zvySujici se koncentraci digitoninu (1,
2, 4, 8 g/g proteinu). Produkce reaktivnich forem kysliku byla detekovana v mitochondriich
a v supernatantech po solubilizaci jako produkce peroxidu vodiku méfena fluorometricky dle stupné
oxidace Amplex UltraRed (50 uM) za pfitomnosti kienové peroxidazy (1 U/ml).

MXT — myxothiazol; n = 3 az 5 £ smérodatna odchylka

Vzhledem k tomu, Ze stejna prace (Quinlan et al., 2012), ktera poukazala na tvorbu
kyslikovych radikald komplexem II, fika také, ze sukcinat dehydrogenaza je zodpovédna
| za produkci radikaltt naméfenou U ostatnich enzymu dychaciho fetézce, byl sledovan efekt
inhibitoru komplexu Il atpeninu A5 na produkci radikalt s glycerol-3-fosfatem jako
substratem (obrazek 15). U intaktnich mitochondrii byl skute¢né namétfen rozdil mezi
pozorovanou produkci peroxidu vodiku mezi méfenim pouze s myxothiazolem a pti pouziti
obou inhibitori myxothiazolu i atpeninu A5, coz svéd¢i o asteéném piispévku komplexu Il
k této produkci. Avsak u vzorku s digitoninem 2 g/g ¢i 6 g/g proteinu nebyla pozorovana
signifikantni zména v méfené produkci peroxidu po pouziti myxothiazolu, atpeninu A5 nebo
jejich kombinace, jelikoz zde je jiz dychaci fetézec disociovan. Solubilizované vzorky
mitochondrii jsou tedy vhodnym modelem pro studium izolované produkce reaktivnich forem

kysliku jednotlivymi dehydrogenazami.

52



1200 - OPouze GP

O Atpenin A5
1000 - @ MXT
'ga @ MXT + Atpenin A5
E 800 -
E
< 600 - I
g
~ 400 - I
S 00
T
200 -
0 -
mitochondrie Dig 2 Dig 6

Obrazek 15: Produkce reaktivnich forem kysliku u mGPDH v solubilizovanych mitochondriich
jako funkce inhibitorti dychaciho retézce

Mitochondrie z hnédé tukové tkané potkana byly solubilizovany digitoninem (2 a 6 g/g proteinu).
Produkce reaktivnich forem kysliku byla detekovana v mitochondriich a v supernatantech
po solubilizaci jako produkce peroxidu vodiku méfena fluorometricky dle stupné oxidace Amplex
UltraRed (50 uM) za pfitomnosti kfenové peroxidazy (1 U/ml). Byly pfidany inhibitory komplexu Il —
myxothiazol (MXT) a komplexu Il — atpenin A5. n = 3 + smérodatna odchylka

Stejn€ jako u méfeni enzymovych aktivit 1 u méfeni produkce reaktivnich forem
kysliku byl zkouman efekt pfidavani koenzymu Q1 (obrazek 16). U vSech tii typl substrat
byl u nesolubilizovanych mitochondrii pozorovan prooxidacni efekt koenzymu Q (16A, B,
D). Pii méfeni s konstantni koncentraci 12 pM koenzymu Q se zvySujici se koncentraci
pouzitého detergentu (digitonin 1 az 8 g/g proteinu) byl u mGPDH a nizké koncentrace
sukcinatu u SDH po solubilizaci pozorovan antioxida¢ni efekt koenzymu Q, avsak u SDH
s vysokou koncentraci substratu doslo ke zvySeni pozorované produkce oproti produkci
bez koenzymu Q.

Na obrazku 16C je poté zobrazeno titrovani koenzymem Qi za stalé koncentrace
detergentu digitoninu (2 g/g proteinu), které ukazalo znovu stejny — antioxidacni efekt
u mGPDH a nizké koncentrace substratu u SDH a prooxidacni efekt se satura¢ni koncentraci
substratu pro SDH. Pro lepSi zobrazeni je zde produkce peroxidu vodiku vynesena

na logaritmické ose vii¢i rostouci koncentraci pfidaného koenzymu Q1.
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Obrazek 16: Vliv pfidavani koenzymu Q: na produkci reaktivhich forem kysliku
v solubilizovanych mitochondriich

Mitochondrie z hnédé tukové tkané potkana byly solubilizovany digitoninem (1, 2, 4, 6 a 8 g/g proteinu
nebo 2 g/g pro titraci koenzymem Qi). Produkce reaktivnich forem kysliku byla detekovana
v mitochondriich a v supernatantech po solubilizaci jako produkce peroxidu vodiku méfena
fluorometricky dle stupné oxidace Amplex UltraRed (50 pyM) za pfitomnosti kifenové peroxidazy
(1 U/ml). Byl pozorovan efekt koenzymu Qi pfi konstatni koncentraci 12 pyM (A, B, D) nebo
pfi zvySujici se koncentraci (0 az 50 uM; ¢ast C). n = 3 az 5 £ smérodatna odchylka

Kromé vlivu pfidavani koenzymu Q byl také zkouman kombinovany efekt
s myxothiazolem (obrazek 17). Propojeni dychaciho fetézce rozpustnym koenzymem Qi
vedlo Kk pfenosu elektront z SDH nebo mGPDH na komplex 111, avSak pii zablokovani vstupu
do komplexu III myxothiazolu doslo ke zvySeni moznosti iniku elektrond ptimo z koenzymu
Q, tedy ke zvyseni pozorované produkce peroxidu vodiku. V pfipadé vysoké koncentrace
sukcinatu bylo zvyseni produkce peroxidu vodiku malé. Produkce reaktivnich forem kysliku
pozorovand pouze po piidani koenzymu Q zde byla nejspiSe zplisobena zvySenim

pravdépodobnosti tiniku elektrond praveé z koenzymu Q nebo téz z komplexu Il po propojeni
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fetézce. Bez koenzymu Q tato produkce pozorovatelna neni, nepochazi tedy pravdépodobné

ze samotné dehydrogenazy.
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Obrazek 17: Vliv pridavani koenzymu Q a myxothiazolu na produkci reaktivnich forem kysliku
v solubilizovanych mitochondriich

Mitochondrie byly solubilizovany detergentem digitoninem (1, 2, 4, 6 a 8 g/g proteinu). Produkce
reaktivnich forem kysliku byla detekovana v mitochondriich a v supernatantech po solubilizaci jako
produkce peroxidu vodiku méfena fluorometricky dle stupné oxidace Amplex UltraRed (50 pM)
za pritomnosti kfenové peroxidazy (1 U/ml). Byl pozorovan efekt koenzymu Q (12 yM) a kombinovany
efekt s myxothiazolem (MXT; 1 uM). n = 3 + smérodatna odchylka

Produkce reaktivnich forem kysliku roste se zvySujici se koncentraci detergentu
u mGPDH a u SDH s nizkou koncentraci substratu (obrazek 14), coz ukazuje na zvySenou
nachylnost k uniku elektronii u izolovaného enzymu nezapojené¢ho do dychaciho fetézce,
ktery by elektrony odebiral. Narozdil od literatury jsme neprokazali, Ze by tvorba kyslikovych
radikdldi u mGPDH byla zplsobena i jinymi misty dychaciho fetézce nez piimo timto
enzymem (obrazek 15). Zajimavy je pak vliv pfidavani koezymu Q k solubilizovanym
vzorklim, kde je u mGPDH a SDH s nizkou koncentraci substratu pozorovan antioxidacni
vliv, naopak u vzorkl s vysokou koncentraci sukcinatu dochazi ke stimulaci produkce
reaktivnich forem kysliku (obrazek 16). Pfidani myxothiazolu do systému jen potvrdilo, Ze
po propojeni dychaciho fetézce koenzymem Qi, dojde po zablokovani komplexu III timto

inhibitorem k uvoliovani elektront na kyslik (obrazek 17).
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5.2.2 Produkce reaktivnich forem kysliku vyvolana jednoelektronovymi
akceptory

Jak bylo popsano Vv tvodnich kapitolach a v ¢lanku Drahoty et al. (2002), Ize u mGPDH

vyvolat spotiebu kysliku pfidanim jednoelektronového akceptoru ferrikyanidu. Vliv riiznych

akceptorti elektronti jsme se rozhodli detailnéji prostudovat na modelu solubilizovaného

enzymu.

V dtsledku piidani FECN vznikaji v systému kyslikové radikaly. Findlni pfeména
peroxidu vodiku na vodu pusobenim piidané kienové peroxiddzy je spojena s méfitelnym
zableskem luminolu. Experimenty na obrazku 18 ukazuji, co se stane sevzorkem
solubilizovanych mitochondrii, pokud k nim pfiddme FeCN. Na obrazku 18A byl nejprve
v 5. vtefiné pfidan substrat glycerol-3-fosfat, po dalsich 60 vtefinach pak jednoelektronové
akceptory FeCN nebo HAR. Zatimco pifidani FeCN jednoznaéné vedlo k zablesku
luminiscence v dusledku vzniku peroxidu vodiku, HAR Zadny pozorovatelny efekt na luminol
nem¢l, v systému tedy nevznikly zadné reaktivni formy kysliku.

Na obrazku 18B je pak vidét, co se stane po opakovaném pridani FeCN, nebo
po pfidani FeCN nasledovaném akceptorem HAR. Je vidét, Ze opakované ptidani FeCN vede
k opakované indukci vzniku peroxidu vodiku, naopak HAR dokaze nejspise odebirat veskeré
volné elektrony ze systému a inhibovat tak jejich tnik na kyslik. Podobny experiment pak
ukazuje obrazek 18C, kde byl nejprve ptidan FeCN, poté HAR a poté znovu FeCN, kdy
pfi druhém pfidani FeCN doslo k indukci tvorby kyslikovych radikald, jedna se tedy
0 neustdlou koncentrani kompetici o elektrony. Navic je na tomto obrazku ukazano, Ze
méfeni s mitochondriemi ¢i vzorky solubilizovanymi digitoninen 2 g/g proteinu vede k témét
stejnym absolutnim hodnotam. T u tohoto typu experimentli je vSak otdzkou, zda se jedna
0 produkci reaktivnich forem kysliku spojenou ptimo s enzymem nebo k ni dochazi na jinych
komponentach dychaciho fetézce. Odpoveéd’ piinasi méfeni s digitoninem 6 g/g, kdy je fetézec
kompletné rozbit a zasnizeni absolutni produkce mize uz vySe zminovana c¢astecnd
inaktivace enzymu po solubilizaci. mGPDH jakoZto producenta reaktivnich forem kysliku
potvrzuje i vysledek na obrazku 18D, kde je porovnano méfeni se samotnym substratem
s kombinaci substratu glycerol-3-fosfatu a inhibitorGi dychaciho fetézce rotenonu, atpeninu
A5, malonatu, myxothiazolu a antimycinu A, které vylucuji produkci superoxidu jakymikoli
dalsimi komplexy dychaciho fetézce. Méfeni s enzymaticky neaktivnim analogem substratu

B-glycerolfosfatem (obrazek 18D) navic vylucuje, ze by naméfené hodnoty v ostatnich
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experimentech byly artefaktem systému. Nizkd naméfend hodnota pochazi ziejmé
ze zbytkového a-glycerolfosfatu, ktery muize byt ve stopovém mnozstvi u komeréné

dostupného B-glycerolfosfatu pritomen.
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Obrazek 18: Produkce reaktivnich forem kysliku enzymem mGPDH indukovana pomoci FeCN
mérena jako luminiscence

Oxidace luminolu (1 mM) za pfitomnosti kfenové peroxidazy (2,5 U/ml) byla indukovana pfidanim
FeCN (500 uM) nebo HAR (125 uM). V pfipadé A a D byly vyuzity supernatanty vzniklé solubilizaci
2 g/g proteinu, na obrazku B pak digitonin 6 g/g. Pro obrazek C byly vyuzity mitochondrie a
supernatanty 2g/g a 6g/g. Indukce produkce reaktivnich forem kysliku byla méfena za pfitomnosti
inhibitort dychaciho fetézce a analogu substratu.

Rot — rotenon, MLN — malonat, AtpA5 — atpenin A5, MXT — myxothiazol, AA — antimycin A

Meéfeni produkce reaktivnich forem kysliku jako oxidace luminolu v riznych
variantach experimentu ukazuji, Ze za tuto produkci je zodpovédna pouze mitochondridlni
glycerol-3-fosfat dehydrogenaza a Ze tato produkce je relativné vysoka. Vzhledem k tomu, ze
takto FeCN indukovana produkce je specificka pro mGPDH, tak také in vivo muze dochazet

ke stimulaci, ktera bude specificka pouze pro tento enzym.
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5.2.3 Mistem produkce reaktivnich forem kysliku u mGPDH je vazebné misto
koenzymu Q

Ptedchozi experimenty naznacuji, ze mistem zodpovédnym za produkci kyslikovych radikala
umGPDH je nejspiSe vazebné misto koenzymu Q. Jelikoz neni znam zadny specificky
inhibitor tohoto vazebného mista u mGPDH, byl vyuzit obecny inhibitor ptsobici na tato
mista uriznych enzymi (Kogut a Lightbown, 1962). Véaze se do Q vazebného mista
U bakterialniho analogu mGPDH, piicemz konkrétné¢ toto misto je relativné konzervovanou
oblasti (Yeh et al., 2008). Mé&feni s HQNO u mitochondrii solubilizovanych digitoninem 6 g/g
proteinu ukazalo odliSnou odpovéd mGPDH a SDH snizkou koncentraci substratu
na ptisobeni tohoto inhibitoru (obrazek 19). Zatimco produkce méfeného peroxidu vodiku se
umGPDH snizila, na produkci komplexem Il, kde k uniku elektronii dochazi na flavinu,
nemélo ptidani HQNO vliv. Mistem uniku elektroni u mitochondrialni glycerol-3-fosfat
dehydrogenazy, a zaroven mistem produkce reaktivnich forem kysliku je tedy misto vazajici
koenzym Q. Vznika-li zde semichinonon, pak muze byt vysvétlena i produkce na ob¢ strany

membrany podobnym systémem, jako byl navrzen u komplexu Il (viz 2.2.2).
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Obrazek 19: Efekt HQNO na produkci reaktivnich forem kysliku

Efekt pfidani obecného inhibitoru Q vazebného mista HQNO (10 pM) na produkci reaktivnich forem
kysliku méfenou s Amplex UltraRed (50 uM) a kfenovou peroxidazou (1 U/ml) u supernatantd
solubilizovanych digitoninem 6 g/g proteinu. n = 3 + smérodatna odchylka
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5.3 Charakterizace funkcénich forem mGPDH

5.3.1 Riizné funkéni formy mGPDH

vvvvvv

Jiz nékteré diivéjsi studie naznaCuji, ze mGPDH vytvaii oligomerni struktury
0 nékolikanasobné vétsi velikosti neZ je velikost holoenzymu se 74 kDa. Rozhodli jsme se
proto studovat v jakych nativnich formach ¢i komplexech je mGPDH piitomna ve vnitini
mitochondridlni membrané (obrézek 20). K témto experimentim byl vyuzit specialni nativni
elektroforeticky systém hrCNE3, ktery proteiny nedenaturuje jako bézna SDS elektroforéza.
Narozdil od béznéji vyuzivané modré nativni elektroforézy také I1épe zachovava
vysokomolekularni formy a umoziiuje nasledna enzymaticka méfeni, ktera jsou inhibovana
barvou Coomassie Blue pridavanou pravé do modré nativni elektroforézy (Wittig a Schagger,
2009). Histochemicka detekce aktivit enzymi piimo v gelu ukazala, ze u mGPDH existuje
nékolik rtiznych forem, které jsou vSechny katalyticky aktivni. V tomto systému jsme tedy
mohli pozorovat nékolik funkénich forem proteinu mGPDH jak na signalu protilatky
z Western blotu, tak pfimym histochemickym métenim, které potvrdilo, Ze vSechny
detekované formy (D — dimer, T — trimer, Te — tetramer, SK — superkomplex) jsou funkéni.
U SDH byla pozorovana pouze aktivita monomeru. Zdanlivy rozdil velikosti mezi vzorky
solubilizovanymi s detergentem 1 g/g a 2 g/g proteinu je zplisoben vétsi velikosti micel, tedy

obalenosti proteinii zbytky membrany.
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Obrazek 20: RGzné funkéni formy enzymi mGPDH a SDH separované pomoci hrCNE3
elektroforézy

Vzorky mitochondrii solubilizované digitoninem 1 a 2 g/g proteinu byly separovany pomoci nativni
elektroforézy hrCNE3. V prvni €asti obrazku byl signal mGPDH detekovan specifickou protilatkou,
aktivita enzyml mGPDH a SDH v gelu byla stanovena histochemicky; u mGPDH je vyznacen
superkomplex.

D — dimer; T — trimer; Te — tetramer; SK — superkomplex

5.3.2 Superkomplexy proteinu mGPDH

Piedchozi vysledky ukazaly, Ze mGPDH existuje ve vysokomolekularnich forméch, které
jsou navic enzymaticky aktivni. Otdzkou zlstavaji interak¢ni partnefi mGPDH, predevSim
pak Vv pozorovaném superkomplexu. Interakce s komplexy dychaciho fetézce ¢i jinymi
mitochondrialnimi proteiny by mohla ptfedstavovat superkomplex specificky pro mGPDH.
Ktomu byla vyuzZita dvourozmérnd elektroforéza, kdy byly proteiny v prvnim rozméru
separovany hrCNE3 nativni elektroforézou tak, aby co nejvic plvodnich interakci
mezi proteiny bylo zachovano. V druhém rozméru pak bylo vyuzito klasické denatura¢ni SDS
elektroforézy v 10% gelu. V tomto systému bychom méli vSechny proteiny, které putovaly
za nativnich podminek spolu, vidét v druhém rozméru pod sebou. Gel z druhého rozméru byl
vyuzit pro Western blot a na stejné membrané byla detekovana mGPDH (obrazek 21A)
a komplexy dychaciho fetézce s koktejlem protilatek proti reprezentativnim podjednotkdm
(21B). Pocitacova analyza (21C) neprokazala zadny vyrazny piekryv signald jednotlivych
forem mGPDH s ostatnimi enzymy. Zdanlivy piekryv s komplexem II je zptisoben podobnou
velikosti dimeru mGPDH a holoenzymu komplexu II. Pfipadny komplex vznikly interakci
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mGPDH a SDH by totiz musel dosahovat velikosti okolo 280 kDa. Lze tedy tvrdit, ze
mGPDH tvofii funkéni homooligomery a nebo vysokomolekularni komplexy s jinymi proteiny

nez jsou enzymy dychaciho fetézce.
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Obrazek 21: RGzné formy proteind dychaciho retézce

Vzorek mitochondrii solubilizovanych digitoninem 2g/g proteinu byl separovan nejprve pomoci nativni
elektroforézy hrCNE3, v druhém rozméru pak pomoci 10% SDS elektroforézy. Po pfeneseni proteind
na PVDF membranu pomoci Western blotu byly detekovany enzymy dychaciho fetézce pomoci
specifickych protilatek. (A) signal mGPDH, (B) signal komplex | az V. (C) pocitacova analyza
prekryvu signald.
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5.3.3 Produkce reativnich forem kysliku izolovanym enzymem

Separace enzyml pomoci nativni elektroforézy umoziuje studovat izolované proteiny v gelu.
Za vyuziti této techniky jsme vyvinuli metodu, jak zkoumat produkci reaktivnich forem
kysliku izolovanymi proteiny (obrazek 22).

Vzorky solubilizovanych mitochondrii s koncentraci detergentu 2 g/g proteinu byly
separovany hrCNE3 nativnim gelem. Cast gelu byla vyuZita pro Western blot detekci
specifickymi protilatkami, coz je ukézano jako prouzek gelu pod grafem. Stejné Siroky
prouzek gelu pak byl nakrajen na 1 mm dlouhé fragmenty a v kazdém pak byla detekovana
produkce reaktivnich forem kysliku. Méfeni produkce peroxidu vodiku ukazalo, ze gelem
izolované enzymy mGPDH a SDH jsou schopny vytvaiet reaktivni formy kysliku. Opét se
potvrdilo, ze v nativnim gelu zistdva aktivita enzym méfitelna, u mGPDH dokonce
bez ptidani koenzymu Q1. Avsak po pridani molekul koenzymu Q1 do systému se produkce
superoxidu u mGPDH jesté zvysila a u SDH se stala métitelnou. Koenzym Q1 mohl usnadnit
ptekonani diftzni bariéry gelu, ale pfedevSim doslo v disledku piidani hydrofilniho

koenzymu Qi Kusnadnéni uniku elektronti. Navic jsme i zde opét detekovali
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Obrazek 22: Produkce reaktivnich forem kysliku izolovanymi enzymy mGPDH a SDH

Vzorky mitochondrii solubilizované digitoninem 2 g/g proteinu byly separovany pomoci nativni
elektroforézy hrCNE3. Cast gelu byla vyuZita pro detekci pomoci specifické protilatky, ast pak
pro méfeni produkce reaktivnich forem kysliku s Amplex UltraRed (50 uM) a kfenovou peroxidazou
(2 U/ml). Pro stimulaci méfeni byl pfidavan koenzym Qi (12 yM).

D — dimer, T — trimer, Te — tetramer, SK — superkomplex
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vysokomolekularni funk¢ni formu mGPDH, ktera je rovnéz schopna produkce reaktivnich
forem kysliku. Pro to svéd¢i skutecnost, ze signaly protilatek presné odpovidaji vrcholim
grafu. Do systému byl pfidavan pouze substrat danych dehydrogendz, namétena tvorba

peroxidu vodiku je tedy zptisobena pouze samotnymi dehydrogenazami.
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6 DISKUSE

Molekuldrni mechanismus produkce reaktivnich forem kysliku flavinovym dehydrogendzami
je aktualni téma v oblasti studia mitochondrialni energetiky, o cemz svéd¢i 1 velké mnozstvi
publikaci. Nejdulezitéjsi poznatky z literatury pak byly stru¢né shrnuty v prvni ¢asti prace.
Prestoze o existenci kyslikovych radikald vime jiz od roku 1956, stle jesté zlstava mnoho
otazek nezodpovézeno, naopak s pokracujicim vyzkumem a vylepSovanim dostupnych
technik se objevuji nové. Zatimco naptiklad produkce komplexem III je jiz delsi dobu
popsana a vime, Ze souvisi s produkci semichinonu v Q cyklu (Turrens et al., 1985, Boveris et
al., 1976), konkrétni mechanismus dosud neni znam. Je$té komplikovanéjsi je pak tvorba
superoxidu ¢i peroxidu vodiku komplexem I, coz souvisi se slozitosti molekuly. Bylo
navrzeno hned n¢kolik kandidatnich mist (Genova et al., 2001, Kushnareva et al., 2002,
Esterhazy et al., 2008), ale v souladu s publikovanymi pracemi neni vylouceno, ze za riznych
situaci a podminek pokusu dochazi k produkci superoxidu na riznych mistech enzymu.
Sukcinat  dehydrogenaza  a mitochondrialni  glycerol-3-fosfat dehydrogendza  jsou
pravdépodobné spiSe minoritni producenti, ovS§em za riznych patofyziologickych podminek
mize podil reaktivnich forem kysliku produkovanych témito enzymy hrat vyznamnou roli.
Na ptikladu sukcindt dehydrogenazy je také wukazano, jak moc mulze zélezet
na experimentalnich podminkach méfeni (Quinlan et al., 2012).

Prakticka cast prace se zaméfila pravé na studium mechanismu produkce reaktivnich
forem kysliku u SDH a mGPDH na modelu solubilizovanych mitochondrii z hnédé tukoveé
tkané potkana. Solubilizace mitochondridlnich membran umoznila snadnéjsi piistup ke studiu
téchto izolovanych enzymi. M¢feni enzymovych aktivit v supernatantu a sedimentu
po solubilizaci naznacuji, ze ur¢ita ¢ast enzymu zdstava i v sedimentu, avSak toto mnozstvi se
v zasadé neméni srostouci koncentraci detergentu. V souladu s dfivéjsimi pracemi
(Cottingham a Ragan, 1980) je pak pozorovani ¢aste¢né inaktivace obou dehydrogenaz
po solubilizaci, vice pak v ptipadé mGPDH. Navic jsme ukdzali, ze v prubéhu solubilizace
dochéazi ke ztrat¢ molekul koenzymu Q nezbytnych pro funkci dychaciho ftetézce, jelikoz
pfidani koenzymu Q: do systému dokaze obé¢ dehydrogendzy reaktivovat (obrazek 13).
Experimenty naznacuji, ze mGPDH ma vyssi afinitu ke koenzymu Q a méné jej ztraci

z kontaktu.
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Pro studium produkce reaktivnich forem kysliku je vSak solubilizace vhodnou
metodou studia, jelikoz takto Ize odd¢lit ptispévek ostatnich komplexi dychaciho fetézce
K této tvorbé. To bylo ukdzano méfenimi s inhibitory myxothiazolem a atpeninem A5, kde byl
odbouran prispévek komplexu II, o kterém hovofi literatura (Quinlan et al., 2012, Orr et al.,
2012). Piedevsim v piipadé mGPDH bylo ukazano, Ze za produkci je zodpovédna samotna
dehydrogenéza (obrazky 15 a 18D). Vysledky ukazuji, Ze zvysujici se koncentrace detergentu
zpusobuje vétsi unik elektrontt v pfipadé mGPDH a SDH pfi pouziti nizké koncentrace
substratu (obrazek 14). Pfidavani koenzymu Q pozorované mnozstvi peroxidu vodiku
u mGPDH snizuje, ale v ptipad¢ SDH zaleZi tento efekt na pouzité koncentraci substratu.
Zatimco za saturacni koncentrace doslo k nartistu peroxidu vodiku, za nizké koncentrace byl
pozorovan antioxidacni efekt stejn¢ jako u mMGPDH (obrazek 16). Koenzym Q zptsobuje
opétovné propojeni dychaciho fetézce, tedy odebirani elektronli z dehydrogenaz, které pak
nejsou tolik nachylné K uniku elektronti na kyslik za vzniku superoxidu. Tento antioxidac¢ni
efekt byl naruSen myxothiazolem, tudiz ptenos elektronti od dehydrogenaz na komplex Il je
nezbytnym krokem pro roli koenzymu Q jako antioxidantu (obrazek 17). Prooxidacni efekt

13

Vv piipad¢ saturacni koncentrace substratu u SDH nejspiSe uvoliluje ,,ptetlak® elektront
na tomto enzymu, avSak ne vSechny elektrony jsou zpracovany komplexem III, tudiz jejich
mala ¢ast mize reagovat s kyslikem.

Mgfeni s arteficialnimi akceptory elektronti potvrzuji, Ze produkce reaktivnich forem
kysliku enzymem mGPDH je pro tento protein specificka a odliSuje se od ostatnich komplexti
dychaciho fetézce, coZ nejspiSe souvisi 1 s odliSnym mechanismem katalyzy. Prestoze HAR
i FeCN jsou jednoelektronovymi akceptory (Viz 2.4), pouze pridani FeCN indukuje zablesk
luminolu, coz svéd¢i pro odlisny mechanismus pusobeni obou akceptorii. FeCN nejspise
odebira elektron v takovém misté enzymu, kde dochazi ke vzniku reaktivniho intermediatu.
Navic méfeni s koktejlem inhibitorGt komplext I, II a III dokazuje, Ze za Gnik elektroni je
zodpovédna pouze mGPDH.

Odlisny mechanismus produkce reaktivnich forem kysliku naznacuje i méfeni
s inhibitorem HQNO (obrazek 19). Ten nema vliv na SDH, ale u mGPDH produkci méteného
peroxidu vodiku vyrazné€ snizuje. JelikoZ se jedna o obecny inhibitor mista vazajici koenzym
Q (Kogut a Lightbown, 1962), bylo nezbytné vyuzit solubilizované mitochondrie, u kterych
by se vyloucil vliv téchto mist u ostatnich komplext dychaciho fetézce. Naméfené sniZeni

produkce v dtsledku ptidani HQNO pak dokazuje, Ze Q vazebné misto u enzymu mGPDH je
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zodpovédné za unik elektroni a ma piimy vliv na produkci kyslikovych radikala. U SDH pak
tento vysledek souhlasi s navrzenym flavinem (Quinlan et al., 2012), jakozto mistem tniku
elektronti z komplexu I1.

Konkrétni mechanismus produkce reaktivnich forem kysliku u mGPDH vsak stéle
zustava otazkou. Tento enzym ma relativné jednoduchou strukturu a nejspiSe pouze flavin,
jako jediné misto schopné odebirat elektrony od substratu. U bakterialniho analogu, u které¢ho
je katalytické misto relativné¢ konzervovano, byl navrzen ping pongovy mechanismus katalyzy
(Yeh et al., 2008), u kterého se na tomtéz misté stiida glycerol-3-fosfat s koenzymem Q,
avSak tyto molekuly pfichazeji kazdd zjiné strany — GP ze strany mezimembranového
prostoru, koenzym Q se pak nachédzi uvnitt membrany. Navic Q vazebné misto u mGPDH
neni na rozdil od stejného mista u SDH nijak vyznamn¢ chranéno aminokyselinovymi zbytky,
jedna se spise o planarni oblast molekuly (Mracek et al., 2013), ktera interaguje s lipidy
v membrané. Podobny tvar molekuly ma i ETF:ubichinon oxidoreduktaza (Zhang et al.,
2006), ktera byla také identifikovana jako producent reaktivnich forem kysliku
v mitochondriich (Seifert et al., 2010). Koenzym Q mize od dehydrogenazy snadno pfijmout
pouze jeden elektron a stat se tak nachylnym kjeho ztraté, coz bylo uméle vyvolano
| pfitomnosti ferrikyanidu, ktery jeden elektron odebira a dokud neni z flavinu odebran
I druhy elektron, nemize dojit k dalsimu cyklu oxidace glycerol-3-fosfatu. Tento elektron by
tedy mohl snadno byt odstranén endogennim koenzymem Q za vzniku semichinonového
radikalu, ktery zpusobil ptenos tohoto elektronu na molekulu kysliku. Popsany mechanismus
vysvétluje i pozorovanou produkci superoxidu na obé strany membrany (Miwa a Brand,
2005), prestoze samotny enzym skrz membranu neprochazi.

Mitochondrialni glycerol-3-fosfat dehydrogenaza vytvaii nékolik funkénich forem.
Bézné existuje jako dimer, trimer a tetramer a pomoci nativni elektroforézy byla ukazana i jeji
asociace do vysokomolekularnich struktur (Cottingham a Ragan, 1980). VsSechny tyto
oligomery jsou navic v gelu enzymaticky aktivni, dokonce schopné produkce reaktivnich
forem kysliku. Existence superkomplexii ostatnich enzyml dychaciho fetézce je bézné
akceptovana (Acin-Perez et al., 2008, Schagger, 2002), proto nas zajimalo, zda muze
MGPDH také interagovat S ostatnimi komponentami dychaciho fetézce. Zadna piima
interakce stémito komplexy vsak prokazana nebyla (obrazek 21). mGPDH tedy mize
vytvafet homooligomery nebo specifické superkomplexy s jinymi mitochondrialnimi proteiny

podobn¢ jako v pfipadé dehydrogenasomu popsaného u bakterii (Grandier-Vazeille et al.,
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2001). Pro dalsi potvrzeni nebo vyvraceni interak¢nich partnerd by byla vhodna analyza
prouzkt gelu pomoci hmotnostni spektrometrie nebo imunoprecipitace proti mGPDH. Jelikoz
nebyla zjisténa interakce mGPDH s komplexem IlI, molekuly koenzymu Q nejsou uzavieny
Vv tomto superkomplexu a mohou zpiisobovat Unik elektronti za vzniku reaktivnich forem
kysliku (Lenaz et al., 2007).

Oba enzymy mGPDH i1 SDH jsou schopny nezavislé produkce reaktivnich forem
kysliku, coz ukazala méteni s izolovanymi enzymy v gelu (obrazek 22). mGPDH dokaze
indukovat tvorbu peroxidu vodiku i bez endogenniho koenzymu Q, SDH az po jeho ptidani
do roztoku. To je ale vsouladu s piedchozim pozorovanim snadnéjSi ztraty molekul
koenzymu Q ztohoto enzymu v pribéhu solubilizace (obrazky 12 a 13). Naopak bylo
ukdzano, ze i1 vyssi detekované formy mGPDH jsou schopny produkce reaktivnich forem
kysliku.

Tato prace se zaméfila na studium mechanismu produkce reaktivnich forem kysliku
u enzymtt mGPDH a SDH. Solubilizace a tedy zamezeni toku elektronti dychacim fetézcem
vede ke zvySujicimu se mnozstvi této produkce. Potvrdili jsme, Ze flavinové misto v SDH je
pravdépodobné zodpovédné za vznik kyslikovych radikali v souladu s publikovanymi
pozorovanimi (Quinlan et al., 2012), u mGPDH bylo navrzeno misto vazajici molekuly
koenzymu Q. Pomoci nativnich elektroforéz bylo navic ukazano, ze mGPDH dokaze vytvaret
homooligomerni a vysokomolekuldrni komplexy, které jsou navic enzymaticky aktivni

a pfedstavuji tak pfirozenou slozku membran.
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7 ZAVERY

Tato diplomova prace studovala vliv solubilizace na mitochondrialni membrany a upfesnila

nekteré detaily molekularniho mechanismu produkce reaktivnich forem kysliku u flavinovych

dehydrogenaz mGPDH a SDH. Konkrétné pak bylo ukazano, ze:

Integrita dychaciho fetézce je po solubilizaci naruSena piedevsim diky ztraté

koenzymu Q

Nativni mGPDH ma vyssi afinitu ke koenzymu Q nez SDH

Solubilizace membran vede ke zvySeni produkce kyslikovych radikala u mGPDH,;

u SDH je obdobny efekt pozorovan pouze pii nizké koncentraci substratu

Ptidani koenzymu Q pusobi na mGPDH antioxida¢né, zatimco t¢inek na SDH zévisi

na koncentraci substratu

Izolovana mGPDH je schopna nezavislé produkce reaktivnich forem kysliku

Flavin je zdrojem uniku elektroni u SDH, zatimco v ptipadé mGPDH je za produkci

reaktivnich forem kysliku zodpovédné misto vazajici koenzym Q

mGPDH tvoti homooligomery a specifické superkomplexy

Izolované proteiny mGPDH i SDH jsou schopny tvofit kyslikové radikaly; pouze

u MGPDH k této tvorbé dochazi i bez ptidani koenzymu Q1
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