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Abstrakt

Produkce kyslikovych radikélv mitochondriich a z ni plynouci oxidativni stjesvyznamnym
fenoménem dlouhodobého vyzkumu a tégdorétem diskusi. Poznani, jakgsre jsou kyslikove
radikaly produkovany a jaky mechanismus k této ivorede, by mohlo napomociiimému
ovlivnéni jejich produkce s potencialem pro vyuziti v pra U nékterych enzym je jiz
molekularni podstata produkce kyslikovych radikdbkre popsana, u jinych vSaketrvavaji
otazka fyziologické dlezitosti této produkce. Dlouhou dobu byly totizskiové radikaly
povaZzovany za jednozt® Skodlivé faktory narusujici celistvost organismlavejsi vyzkumy
ale naopak nazugji, Ze jejich existence e byt téZ finosna a &elna. Prokazateintotiz
mohou slouzit jako signalizai molekuly v gkterych metabolickych a regulaich drahach
probihajicich v organismu.

Tato bakal#ska prace nabizi nahlédnuti do &mného stavu znalosti. Z&imje se na co
nejpodrob#jsi popis produkce reaktivnich forem kysliku enzymiyochondrialniho dychaciho
rettzce. Dale pak se zabyva&kterymi signalnimi kaskadami, u kterych byl prokazaodil
mitochondrialni tvorby kyslikovych radikial

Kli ¢ova slova: mitochondrie, enzymy dychacihetzce, reaktivni formy kysliku, oxidativni

stres, oxidang redukéni signalizace, autofagie, hypoxie, &6



Abstract

The production of mitochondrial reactive oxygen cee and the resulting oxidative stress is
an important phenomenon driving long-lasting resleasind intense discussions. Knowledge
of exact mechanisms of reactive oxygen speciesugtmh and pathways leading to their
formation could help us to directly affect theiroguction, a task with potential terapeutic
implications. The molecular nature of the productiof reactive oxygen species by some
enzymes has already been well documented, butso#iglr remain controversial and current
theories are obviously far from the truth. Much earteresting is the question of physiological
importace of this production. The reactive oxyg@ecses were considered harmful factors
clearly distorting the integrity of the organisnr Bolong time. However, recent research suggest
that their existence can also be beneficial aneceffe. Evidently they can serve as a signaling
molecules in several metabolic and regulatory pattsaccurring in the organism.

This bachelor thesis offers insight into the cutretate of knowledge. It focuses on the
most detailed description of the reactive oxygesecss production by mitochondrial respiratory
chain enzymes. Furthermore, it deals with some adiigm cascades, where involvement

of mitochondrially generated reactive oxygen spebigs been proved.

Keywords: mitochondria, respiratory chain enzymes, reaabixggen species, oxidative stress,
redox signalisation, autophagy, hypoxia, P66
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1. Uvod

Mitochondrie jsou semiautonomni organely nachazejéc ve ¥tSingé eukaryotickych bugk.
Podle endosymbiotické teorie Lynn Margulisové ntitmedrie vznikly pohlcenim
prokaryotického organismu, nejspiSeckierého ze zastupic rickettsialni podskupiny
a-Proteobakterii s anaerobnim heterotrofnim typernabmdismu. Tuto teorii podporuji i studie
porovnavajici mitochondrialni a bakteridlni genolitochondridlni genom prvak odhalil
neaiekavané mnozstvi spaéleych primitivnich znak (shrnuji Grayet al., 1999), coz poskytuje
jednoznény dikaz o mivodu mitochondrialni DNA (mtDNA) z jednoho spéteho pedka.

Mitochondrialni morfologie vykazuje ztiaou dynamiku, jednotlivé mitochondrie jsou
schopné fuze a émvného rozdleni (Hoppinset al, 2007). Struktur&ise mitochondrie skladaji
z vrejSi membrany, mezimembranového prostoru, fahitmembrany a matrix — viiitiho
prostoru. VRjSi membrana je vofn propustnd pro nenabité molekuly do 10 kDa, takze
mezimembranovy prostor obsahujéibpzné totéz, co cytoplasma. Viiiti membrana se
rozckluje nacast grléhajici k vrgjSi membran acast, jez Palade nazvalistae mitochondriales
tedy mitochondrialni kristy — Gtvary membrany velljici se do vniniho prostoru mitochondrie
(shrnuji Freyet al, 2002). Struktura krist je ro¢a dynamicka, podle ptgby mohou zanikat
a zase vznikat (Perkinst al, 2001). Obeah plocha krist zavisi na metabolické akidvit
konkrétni buiky, jelikoz zwtSuji plochu pro umighi enzynti dychacihdetzce a ATP syntazy.

Relativré nizky obsah kédujici informace v mtDNA v porovn&nihejmensim zndmym
bakterialnim genomem naznge, Ze muselo dojit kipsunu gkterych gef z mitochondrialni
do jaderné DNA prawipodobrg nékdy na z@atku vyvoje protomitochondrialniho genomu.
Rozdily v obsahu génmezi existujicimi mtDNA nejlépe dokazujigzhod geth praw v dohe
na z&éatku evoluce mitochondrii. Timto se mitochondradyssemiautonomnimi organelami pin
zavislymi na jadernych genech. ebjsou zdokumentovanytipady gechodu genetické
informace do jadra u rostlin, a to jak gepro proteiny dychacihtetézce, tak pro ribozomalni
proteiny (shrnuji Gragt al, 1999).

Mitochondrialni genom se podoba bakterialnimu. Gde/ge jedna o jedinou cyklickou
molekulu DNA o velikosti piblizn¢ 6 az 200 kbp. Mutace v mtDNA vedou k zavaznym
onemocgnim (LHON - Leberova &licna optickd neuropatie; MERRF - progresivni vrozena
mitochondrialni encefalomyopatie; MELAS - mitochoidthi encefalomyopatie, laktatova
acidéza a phody podobné zachvah mrtvice; NARP - neurogenni svalova ochablostasiat

a retinis pigmentosa).



V matrix mitochondrii probihd mnoho katabolickyclamabolickych drah, jako n#glad
Krebgiv cyklus, B-oxidace mastnych kyselin, oxidace aminokyselin iasyntéza hemu,
nekterych fosfolipidi a koenzymu Q. Ve &Siné burgk hraji mitochondrie vyznamnou roli
v apoptOze (programované kiiné smrti). Vylitim cytochrome z mezimembranového prostoru
skrz por ve vijSi membran dochazi k aktivaci apoptotické drahy.

Mitochondrie jsou obe@npovazovany za hlavni elektrarnyitiy, protoZe produkuji vice
nez 90% bu&ného adenosintrifosfatu (ATP), molekuly obsahuijierkroergickou vazbu. Cely
proces se odehrava na ¥nit membras. Enzymy dychacihdettzce (komplexy I a Il, dalsi
dehydrogenazy) vyuZivaji redirk potencial jinych buftnych molekul (NADH, FADH,
glycerol-3-fosfatu) a fenaseji postugnelektrony ve srru zvysujiciho se redoxniho potencialu
pomoci penasén ubichinonu (koenzym Q uviitmembrany fenaSi e z miznych zdroj
schopnych redukovat ubichinon na komplex Ill) aocyiromuc (vné vnitini membrany fenasi
e z komplexu Ill na komplex IV) skrzettzec az na molekularni kyslik za vzniku,(H
na komplexu IV. Htom dochazi k prostupu proton(komplexy 1, 1l a 1V) do mezi-
membranového prostoru. Jejich gradient je vyuZisjejeni ADP a fosfatu, a tim vzniku ATP
na ATP syntaze (komplex V).

Kromé¢ uvedeného mohou mitochondrie plnit i velmi spekd ukoly, jako je naijklad
produkce tepla v hmalé tukové tkani. K tomu dochazi pokud tzv. r@pijici protein UCP1
(uncoupling protein )1 propusti protony z mezimembranové prostoruétzplo matrix
mitochondrie, a tim obejde syntézu ATP na komplxuozprahne tedy dychadetzec a ATP
syntazu. Energie uloZena v elektrochemickém gradig¢ak neni vyuZzita pro praci, ale je
uvolnéna ve forng tepla.

DalSim velmi studovanym fenoménem probihajicim toafiondriich je produkce
reaktivnich forem kysliku. Zda se, Ze tyto molekygjichZ uloha v organismu je slozita, nelze
povazovat za jednoztia destruktivni ani za bezchybmprosgsné. Jak jsou kyslikové radikaly
produkovany a protyto Skodlivé molekuly mohou organism téz prospivat, je tématem této

prace.



2. Slozky dychaciho Fetézce

2.1 Komplex |

Komplex | neboli NADH: ubichinon oxidoreduktdz& NADH dehydrogenaza je velky
transmembranovy enzymovy komplex (1000 kDa; Len@eaova, 2010) sloZzeny ze 4&nych
podjednotek, z nichz 7 je kddovano mtDNA. Enzymabhge jako prostetické skupiny jeden
flavinmononukleotid a osm Zelezosirnych center gdel a Cox, 2005), sloZzek schopnych
pienaSet elektrony skrz komplex od donoru k akceptdelektrony prochazi po spadu
zvysujiciho se redoxniho potencialu.

NADH dehydrogenaza je enzym schopnifjimat elektrony od molekuly NADH
(nikotinamid adenin dinukleotid), jiZz oxiduje na WA Zarover od NADH odebira hydridovy
ion a z matrix jeden proton. VSe palegava na koenzym Q:

NADH + H" + Q— NAD" + QH, (Nelson a Cox, 2005)

Souwasre stim enzym umaije na kazdé 2 ipnesené elektrony prostup 4 praton
pies membranu do mezimembranového prostoru ppeetbbrE mechanickym pumpovanim
pomoci zrény konformace jednoho z hetliXHunteet al, 2010).

2.2 Komplex I

Komplex Il je také znamy jako sukcinat-ubichinonidoreduktaza. Jeji hlavriast sukcinat
dehydrogenaza je jedinym enzymem Krebsova cykluaman na membranu. Na rozdil
od komplexu | neslouzi jako protonova pumpa aftispfva tedy ke vzniku protonového
gradientu.

Sukcinat dehydrogenaza obsahuje dva hydrofilnigomgt— flavoprotein (podjednotka A)
a Zelezosirny protein (B), dva transmembranovéemgt(C a D) a d¥ prostetické skupiny (Sun
et al, 2005), které f&naseji elektrony ze sukcinatu, jenZninna fumarat, afi na koenzym Q
v membran. Ukazalo se, Ze komplex Il obsahujeédmista vazajici koenzym Q — tzv.
proximalni (@), v matrix a distalni (g), blize mezimembranového prostoru (Kayasteal,
2001). Mezi ¢mito dwma misty se nachazi helm ktery mize zachycovat elektrony, pokud
nejsou dostatmé rychle oderpavany na koenzym Q, a branit tak jejich Unikar{kovskayaet
al., 2003). Zadna ze 4 podjednotek enzymu neni kddowitDNA.



2.3 Mitochondrialni dehydrogenazy

Na koenzym Q dokaziirpnasSet elektrony i jiné dehydrogenazy kmiitmembrany mitochondrii.
Acyl - koenzym A dehydrogenaza ziskava elektrorfraxidace mastnych kyselin, ty poté
piedava na elektronyienasejici flavoprotein (ETFelectron-transferring flavoprotejn ktery
elektrony dale fevadi na membranovou ETF: ubichinon oxidoreduk{&zlson a Cox, 2005).
Tento enzym dokazefiimat redukni ekvivalenty i od dalSich dehydrogenéaz; ifldpd
od dimethylglycin dehydrogenézy a sarkosin dehyeindgy (shrnuji Lenaz a Genova, 2010).
Vyznamnou dehydrogendzou vyuZivajici substrat zZmmsmbranového prostoru,
potazmo z cytoplasmy, je mitochondrialni glycerdb8fat dehydrogenaza (mGPDH), ktera
oxiduje glycerol-3-fosfat na dihydroxyaceton fosféiento enzym je intenzi¥nstudovan jako

zdroj kyslikovych radikal.

2.4 Koenzym Q

Ubichinon nebo téZz koenzym Q je mala hydrofobni ekola benzochinonu s dlouhym
izoprenovymiettzcem (u savt obvykle z deviti nebo desiti jednotek — koenzygtiio; Voet
a Voetova, 1995), schopn&epasSet membranou az dva elektronyrem na komplex lil.
Ubichinon niize gijmout jeden elektron za vzniku semichinonovéhakad (QH) nebo dva

elektrony a vznikne ubichinol (QtNelson a Cox, 2005).

2.5 Komplex llI

Mistem oxidace koenzymu Q je komplex Il téZz nanjvacytochrombc, komplex nebo
ubichinon: cytochront oxidoreduktaza. K oxidaci koenzymu Q dochazi v RQQwyklu. Protoze
cytochromc, ktery je dalSim akceptorem elektfiopo komplexu Ill, niZze genasSet pouze jeden
elektron, ale koenzym Q poskytuje 2 elektrony, deklkomplex Il tyto dva elektrony rozlit
a pebyteny elektron vraci na koenzym Q. Konkrétie molekula QH oxidovana na Q, oba
elektrony vstupuji do komplexu Il a protony se nfiado mezimembranového prostoru. Jeden
z elektror vstupuje pes Rieskeho Zelezosirné centrum na cytochegra nasledé na volny
cytochromc. Druhy elektron se paki@s cytochromyp s nizkym b.) a vysokym lpy) redoxnim
potencidlem vraci na molekulu koenzymu Q, z nigt&ea Q (Nelson a Cox, 2005). Pdgnosu
druhého elektronu na"Q@lojde k pitahnuti dvou protoinz matrix a vzniku QH Cyklus se nize
opakovat. Celko¥tedy dojde k prostupttyi protomi do mezimebranového prostoru.
Cytochrom bcl komplex je dimer identickych mononterkazdy slozeny z 11 pod-

jednotek, z nichz pouze jedna je kédovana v mtDNA.
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2.6 Cytochrom c

Cytochromc je rozpustny protein nachazejici se v mezimembw@moprostoru. Blizko vnihi
membrany je udrZzovan elektrostatickymi silami. Jeda o molekuluienasejici jeden elektron
od komplexu Il na komplex IV. Cytochrom stejre jako ostatni cytochromy, obsahuje hem
jako prostetickou skupinu a dokaze absorbodadt viditelného spektra. Hemova skupina

cytochromii obsahuje substituovany porfyrinovy kruh s atomeheza uprosed.

2.7 Komplex IV

Komplex IV neboli cytochromc oxidaza je poslednim enzymem dychacietzce, ktery
predava elektrony na jejich kotrey akceptor — kyslik. Komplex IV je membranou prazhjici
enzym slozeny z 13 podjednotekii E nich, které jsou jovodem z mtDNA, tvé katalytické
jadro enzymového komplexu, jez @pslouzi jako protonova pumpard3toZze zde dochazi
k interakci elektrofi a kysliku, nebyla zatim potvrzengirpzena tvorba kyslikovych radikal
timto komplexem.

Cytochromc oxidaza odebira elektrony od cytochrorowna vrEjsi strak membrany,
ktery se timto redukuje a jeipraven genést dalSi elektron. Elektrony nejprve vstupujiamty
meédi Cu, Vv tzv. dvoujaderném centru, kde jsou ionty drz8kyyskupinami cysteinovych zbyik
Poté elektrony putuji na cytochromayag a dalSi ion rédi Cus. Hemova skupina cytochronayg
a Cw tvori druhé dvoujaderné centrum, kter@ima elektrony z hema a grenasi je na kyslik
vazany k hemuwas. K UpIné redukci molekuly ©na 2 HO je vSak zapdebi — krong ¢ty
elektrori — take étyt protori, které komplex ziska z matrix. Energie této redobaakce je
vyuzita k pumpovani dalSickityi protori do mezimembranového prostoru (Nelson a Cox,

2005), tj. 2 protony na jednu vzniklou molekulu yod

2.8 Komplex V

Protonovy gradient vznikly pumpovanim protodo mezimembranového prostoru komplexy
dychacihotetzce je vyuzit k produkci molekuly ATP na komplexun&boli ATP syntaze.
Spojeni &chto dvou pochailse nazyva oxidmi fosforylace. ATP syntaza je velky enzym, ktery
ma dw hlavni ¢asti: kp a R. Fo ¢ast se nachazi ve vimi membrad a jeji kruh slozeny
z 10-12 ¢ podjednotek (Nelson a Cox, 2005) je schopen s&ebtdiky zgtnému prostupu
protonovych ioni do matrix po spadu koncentrdho gradientu. Tato protonova sila je

pievadna z ¢ kruhu nay podjednotku F ¢asti, ktera se nachazi v matrix mitochondrie.
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Podjednotkay svoji rotaci mini konformacia a  podjednotek, jeZz jsou timto schopny

syntetizovat ATP z ADP a anorganického fosfatu.
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3. Mitochondrialni produkce kyslikovych radikal u...

Za kyslikové radikély nebo Iépe reaktivni formy s povaZzujeme takové sldeniny kysliku,
které jsou velmi reaktivni (typicky k¥ piitomnosti neparového elektronu), a proto neb&zpe
a zapicinuji fadu onemoani. V mitochondriich vznika igskokem elektronu ipnaseného
dychacimiettzcem na molekulu kysliku superoxidovy radikalovyoanO,”. Ten pak nize byt
premenén nékterou ze superoxid dismutaz (SOD; McCord a Frido®P69) na peroxid vodiku
H.O,, jenZ se rozpada na mnohem nebéa§éi hydroxylovy radikalOH bud’ samovol# nebo
tzv. Fentonovou reakci za&ifpmnosti néd’natého nebo Zeleznatého iontiefna na peroxid
vodiku je ovSem Zadouci, protoZe tefze slouzit jako substrat enzymu katalazy (Retdal,
1991), ktera jej germeni na neSkodné molekuly ,B a Q. Na odstraovani HO, se
vedle katalazy podileji i thioredoxinové a perodorinové systémy, které ve finale oxiduji
molekuly glutationu. K odstrani volnych kyslikovych radikél prispivaji téz latky zvane
antioxidanty, mezi které pamnagiklad N-acetyl cysteim-tokoferol nebo vitamin C.

Na tomto mist je poteba zminit i existenci reaktivnich diutdusiku vznikajicich
z 'NO a Q" pomoci syntazy oxidu dusného (NOS). Aktivitou NQ@3nika peroxynitrit
(ONOQO), z rthoz pak vznikaji dalSi druhy jako ri#idad oxid dusiity ((NO,), oxid dusity
(N20O3) nebo samotny oxid dusnaty (NO). Tyto latky seifjath bugéném poSkozeni, ale téz

signalizaci.

02 e- 05— SOD HzOz katalaza Hzo + 02

l NOS l Fentonova reakce

ONOO~ ‘OH

Obréazek 1: Jednotlivé formy reaktivnich forem kysliku a dusiku a jejich vzajemné vztahy

peroxid vodiku, ktery je rozkladan katalazou. Ze superoxidového radikalového aniontu vznika téz peroxinitrit. Tato reakce je
katalyzovana syntazou oxidu dusnatého (NOS) a jako dalSi substrat slouzi radikal ‘NO, ktery neni pro prehlednost znazornén.

Peroxid vodiku je pfeméfovan na radik&l ‘OH Fentonovou reakci nebo samovolné.

.Preskok” elektronu na kyslik je procesem velmi skphit ale téZz zajimavym. Jakym
zpasobem k 8imu dochazi a ktera mista v mitochondriich jsouatmto mechanismu zapojena,

se snaZzi popsat nasledujiést prace.
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3.1 Produkce superoxidu komplexem |

NADH dehydrogenaza je jednim z hlavnich produtdwyslikovych radikal a také strukturh
nejsloZigjSim enzymem dychacihdettzce. Pro pochopeni funkce je fmiia se podivat
do struktury enzymu konkrétj. Komplex | ma u vSech studovanych organistvar pismene L
a 14 zékladnich podjednotekildzitych pro penos energie. Sedm z nich je kddovano ygad
jsou hydrofilni a tvéi vnéjSi ¢ast zasahujici do matrix mitochondrie. Zbyvajicéeldm je silg
hydrofobnich a vytv&ji 56 transmembranovych halix U eukaryot jsou kodovany
mitochondrialnim genomem (shrnuje Hirst, 2010). Réanplex | se dale nekovalertrvaze
flavin mononukleotid (FMN) a osm Zelezosirnych entez jsou pojmenovany dle signalu
elektronové paramagnetické resonance (viz Obraekv®echny prostetické skupiny jsou

obsazeny v hydrofilnfasti enzymu.

B
“
A FMN
0
oﬂm ¢
Nla ™.
N3 "‘%Nlb

Obréazek 2: Struktura hydrofilni  €asti komplexu |, p Fevzato ze Sazanov a a Hinchliffe (2006), upraveno d le Hirst (2010)
a Hunte et al. (2010)

(A) Sipkami je znazornéno misto oxidace NADH a redukce koenzymu Q. Podjednotky jsou pojmenovany dle oznageni v organismu
Bos taurus (tur doméci). Na ¢asti (B) pak jsou zvyraznéna Zelezosirna centra enzymu pojmenovana dle signalu z elektronové
paramagnetické resonance. Modré Sipky naznaduji hlavni cestu pfenosu elektron(i, mozny pfechod elektronu z flavinu na centrum

N1la je naznacen zelenou Sipkou.

Je znamo, Ze NADH jakoZto substrat se vaze na i pagljednotku, ktera se nachazi
v blizkosti flavinu, misto vazby koenzymu Q je mahrani 49 kDa a PSST podjednotek (Hunte

et al, 2010). Primarni funkci flavinu je tedy oxidacADH. Sedm z osmi Zelezosirnych center
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(Sest 4Fe-4S a jedno 2Fe-2S) vytw@tezec, ktery se podili nargnosu elektrol pres komplex
l. U posledniho 2Fe-2S, tj. Nl1a mista neni znanmkde v gimém genosu energie z flavinu
na koenzym Q, ale tiie z FMN odebirat elektron (Hirst, 2010).

Jak shrnuje Murphy (2009), produkce"®omplexem | zavisi na protonovém gradientu,
pomeéru NADH/NAD®, ponmeru QH,/Q a aktualni lokalni koncentrach &oenzym Q je schopen
tohoto gFenosu elektronu pouze vazany na protein nebo ¢akt&né redukovany semichinon
‘QH. Dale je produkce superoxidu zavisla na protainmosile protonového gradientu a rozdilu
pH skrz membranu (Lambert a Brandt, 2004). Ze stiniykenzymu pak vyplyva, Zze komplex |
produkuje superoxid pouze na \Vnit stranu vnitni mitochondrialni membrany (Mullest al,
2004).

Pozorovani chovani komplexu | pomo@izmych analog fyziologického koenzymu
(respektive @ jako napiklad koenzymu @ a @, idebenonuc¢i decylubichinonu vedlo
ke zjistni, Ze kratké molekuly fpdevSim @ a Q) stimuluji produkci superoxidu (Genod
al., 2001). Misto uniku elektrégnby zde nglo byt hledanym firozenym donorem elektrdén
pro membranoyvazany ubichinon. Jako hlavni kandidat je navrinovaelezosirné centrum N2,
jakozto misto s nejvySSim standardnim elektrodovyatencidlem ze vSech Fe-E.( =
-150mV az -50mV; Ohnishi, 1998), sredoxnim potéleeh zavislym na pH, vhodnym
umisgnim na rozhrani mezi periferni a membranovdsti komplexu a s nejmensi sterickou
ochranou okolim komplexu. &feni vyuZivajici iznych inhibitofi komplexu | tuto hypotézu
podporuji. Inhibitory tidy A (rotenon, piericidin A a rolliniastatin 1 g 3timuluji produkci
kyslikovych radikal, protoZze blokuji fistup koenzymu Q (a analpgk mistu N2, a tedy
umoziuji preskok elektrofi na kyslik. Naopak inhibitoryfidy B (stigmatelin, mucidin
a kapsaicin) zabmaji vzniku superoxidu, a to dokonce i zdtpmnosti inhibitof tiéidy A (Fato
et al, 2009).

Zajimavym pokusem pak bylo sledovani mutanigarowia lipolytica ktery neobsahuje
Zelezosirné centrum N2jgsto u &) dochazi k normalni produkci kyslikovych radik&Galkin
a Brandt, 2005). Podobrjako pozorovani dalSich skupin (Esterhdtyal, 2008; Kussmaul
a Hirst, 2006), i tento pokus popira hypotézy papsaySe a autonavrhuiji flavin jako centrum
vzniku radikah. Nachylnost flavinu k Gniku elektrénby mohla vys¥tlovat funkci centra Nla,
které se nepodili na transportu elektrgies komplex I. Mohlo by totiz hrat rolifpodebirani
elektrori zc¢astén¢ redukovaného flavinu, ktery pak nema tendenci noadt elektrony
na kyslik. Produkce superoxidutize byt téZ spojena s tvorbou semichinoi@H), ¢imz vSak

neni vyvracena moznost produkce flavinem nebo M#&em (Ohnishet al, 2010).
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Experimentala Ize zvysit produkci volnych kyslikovych radikaha komplexu | pomoci
odstragni cytochromuc, které vede ke zpomaleni respirace. Vyznamnym usditorem
produkce kyslikovych radikélse ukazuji téZ inhibitory jako rotenon a MP@-methyl-4-
fenylpyridium; Kushnarevaet al, 2002). Jakékoli zpomalenii zastaveni toku elektrdn
rettzcem, nafiklad i blokace syntézy ATP (Murphy, 2009) tedy pordije produkci
kyslikovych radikal na komplexu I.

Daldi moznosti je produkce kyslikovych radikdiii redukci NAD". Pokud je dychaci
rettzec fresycerxi zablokovan a je dostatek sukcinatu, dochazi kzgstnému toku elektrain
od komplexu Il na komplex | a skrzijnna NAD', coZ je povazovano za né&fSi pispsvek
k produkci superoxidu mitochondriemi (Mullet al, 2008). Bylo zniieno, Ze k takovéto tvogb
dochazi i pi nizkych koncentracich substiiat to dokonce zafffomnosti substratkomplexu |
a ll, avdak pi redukci NAD'. Takové podminky jsou blizké stavu viloe, coz nazraije, Zze by
se tento zfisob produkce kyslikovych radikamohl uplatiovat iin vivo (Muller et al, 2008).

Ke zvySeni produkce kyslikovych radikd{zavislé na pH; Lambert a Brandt, 2004) dochazi
zejména, kdyz mnozstvi NAD(P)H/NADdosahne hodnoty alespd,85. Zvyseny pogT
NADH/NAD" totiz vede k permanentni redukci FMN, coZ uingé Gnik elektrod (Murphy,
2009). Zde je primarnim kandidatem na misto produkyslikovych radikd@ Nla Zelezosirné
centrum komplexu |, protozZe je to jedidastrettzce s negativ)Sim redoxnim potencidlem
nez ma dvojice NADH/NAD.

Ne vSichni vSak souhlasi s existenci produkce na@ikh forem kysliku na komplexu I.
Bylo nagiklad prokadzano, Ze bez inhibitodychacihoretzce (konkrétd antimycinu A) neni
vznik H,O, resp. @ na komplexu | n&itelny, coz autéi pokladaji za dkaz, ze
za fyziologickych podminek k tvoébkyslikovych radikdl nedochézi (Staniek a Nohl, 2000).
Toto tvrzeni nize byt podpteno i zjiSénim, Ze pouze 0,15% z celkového elektronového toku
dalo vznik HO, pii oxidaci palmitoyl karnitinu tviéiciho NADH pro komplex | (St-Pierret al,
2002). Je tedy mozné tvrdit, Ze ngemé hodnoty reaktivnich forem kysliku jsou pouze
artefaktem systému (Nolet al, 2005) a mitochondrie za fyziologickych podmimedprodukuji

vyznamné mnozstvi kyslikovych radikal

3.2 Reaktivni formy kysliku na komplexu IlI

Na rozdil od ostatnictasti dychaciheetézce je produkce volnych kyslikovych radikgdomoci
cytochrombg; komplexu popsana jizékolik desitek let. Bylo zji&no, Zze za Unik elektr@n
nemize inhibice komplexu myxothiazolem (zafwge redukci Rieskeho Zelezosirného proteinu
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v ramci komplexu Ill), ani vyliti cytochrome nebo inhibice cytochrone oxidazy (ta spisSe
aktivuje produkci superoxidu na komplexu I; Chen al, 2003), a prawipodobré ani
cytochromyb, které jsou satasti proteinu (Turrenst al, 1985). Jako jediny mozny &gob
Uniku elektrom se jevi mechanismus zvany Q cyklus. Jak bylo popsése (kap. 2.5),
Rieskeho Zelezosirny protein r@hgie dvouelektronovy fenos na jednoelektronovy. Je isdta
téZz zminit, Ze komplex Il m& dvwvazebna mista pro koenzym Q. Tzv. miste ¢ nachazi
v blizkosti mezimembranového prostoruigima elektrony do komplexu. Naopak misto j©
blize matrix a elektrony se zde vraceji na koenZynve spolupraci s protony odebiranymi
z matrix. Prvotni jednoelektronova oxidace y @ist Usti v gechodnou formu semichinonu
‘QH. Druhy elektron prochaziigs cytochromyb a v Q mis€& redukuje jinou molekulu
koenzymu Q. Ta se i vzagti na neutralni QkH(Trumpower, 1990).

Praw semichinon vznikajici v mistQp je povazovan za hlavni zdroj superoxidu
(Turrenset al, 1985; Boveriset al, 1976), jehoZ vznik je pozorovadeoevsim zaitomnosti
antimycinu A — inhibitoru prostupu elektrdrdo Q mista (St-Pierreet al, 2002). Ke zvySeni
produkce superoxidu dochézi ii maruseni funkce @ mista (Muller at al., 2002) nebo
pii Spatném spojeni koenzymu Q s komplexem lll, leddijezity jejich oxid&ne redulkeni vztah
a téz slozeni fosfolipid v okoli (Gille a Nohl, 2001). Vzhledem ke struiducytochrombc,
komplexu a jeho mist vazajicich koenzym Q (Iwettaal, 1998), se nabizi, Ze by komplex Ili
mél tvorit kyslikové radikaly pouze sérem do mezimembranového prostoru. Jejich vyskyk via
byl zmeéten na obou stranach vimt mitochondrialni membrany, a toigsto, Ze bylo zabréno
jakékoli jiné tvorkk (Muller et al, 2004). Konkrété bylo za gitomnosti antimycinu A nagieno
70% produkce v matrix a 30% mezi membranami (Mivigxand, 2005).

Vime, Ze nemize dochazet k samovolnému prostupu nabitého suplereho aniontu,
zatimco difuze peroxidu vodiku je virit mitochondrialni membranou pouze zpomalena (étan
al., 2001). Mulleret al (2004) navrhuji, Ze by membranou mohla prochégeitonovana forma
superoxidu H@, ale ta se ve skuteosti vyskytuje jen ve velmi malém mnozstvi (érez
0,2% @i pH 7,44). Mohla by ovSem vznikat uvhitnembrany, kde je prakticky nezjistitelna,
a odtud pak odchazet svévelna ol strany a tam ihned reagovat. Jako dalSi mozndstmik
neutralniho semichinonu zgQmista tzv. hydrofobnim tunelem, jenZz uumgke semichinon
do lipidického prosedi v membrak a ten pak riize ot snerovat k ogma stranam membrany
a az poté reagovat s kyslikem. Unik nabitého suigucz mitochondrie do cytosolu je tgoben
existenci aniontového kanalu zavislého nattiage vrejSi membrén (Hanet al, 2003).

Zajimavé je pozorovani vlivuiznych inhibitofi komplexu Il na produkci superoxidu

(cilova mista viz Obrazek 3). Potvrzuje se, Zenaytin A zvySuje produkci superoxidu v nist
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Qo, protoze nedochazi k éerpani elektrob, neuzavira se Q cyklus a hromadi sep’,Q
semichinon (Rahaet al, 2000). Jako misto snadného uUniku elektronu zeickgnonu je
navrhovano okoli cytochromuwymebo gimo misto @ (Zhanget al, 1998). Samotné pouZiti
inhibitord myxothiazolu a stigmatelinu nevede k vyraznémusSewy koncentrace superoxidu,
a dokonce poidani k antimycinu A koncentraci superoxidu snizgjiotoze zabtauji vzniku
dalSiho semichinonu. Jejich pouZziti po odstransuperoxid dismutdzy obsahujici mangan
(MnSOD) vSak pekvapiv¥ vedlo k vyraznému zvySeni mnoZstvi detekovanéhmersxidu.
Predpoklada se, Ze tyto inhibitory maji vliv na preduv Q misg, které zane byt ihned
redukovano zgtnym elektronovym tokem, a tim zaravezroste i populace ,Q semichinonu.
Za fyziologickych podminek se zde vyskytuje MnSQdiera vznikajici superoxid ¢drpava,

a proto neni r¥itelny (Rahaet al, 2000). K jinému z&ru dosgla studie Starkova a Fiskuma
(2001), ktei nan®tili produkci H,O, v disledku pouziti myxothiazolu a jako jediné moznétmis
produkce navrhuji naopak mist@.Qvrdi, Ze pro produkci superoxidu neniijetia semichinon,

ale zdsadni roli hrajerimo komplex Il1.

. . . e’
mezimembranovy prostor - @

i komplex | b mGPDH Stigmatelin (‘E — . e ~
J Myxothiazol\ 2 Q, e
L QH, I . =
e Q | 3 >
Rotenon\ Q I bl E, E
_;\_14[;] LQ. \Antimycin A E KCN/J_

matrix | Piericidin A

Obrazek 3: Schematické znazorn éni inhibitor G dychaciho Fetézce

Komplex I, mitochondridlni glycerol-3-fosfat dehydrogendza (mGPDH) a komplex Il tvofi redukovany koenzym QH,. Ten je
zpracovavan Q cyklem na komplexu I, kde vidime rozdéleni dvouelektrodového pfenosu na jednoelektronovy a navrat elektrond
zpét na koenzym Q. Elektrony pfechéazeji pomoci cytochromu c (cyt c) na komplex IV, kde reaguji s kyslikem.

Cervenymi garami jsou znazorn&na mista inhibice jednotlivymi vybranymi inhibitory.

3.3 Mitochondrialni glycerol-3-fosfat dehydrogenaz  a a kyslikoveé radikaly

Mitochondrialni glycerol-3-fosfat dehydrogenaza (RiB) je dalSim enzymem vhiti mito-
chondrialni membranyfspivajicim k produkci volnych kyslikovych radikémitochondriemi.
Krystalova struktura zobrazuje mGPDH jako dimeiZzehy z identickych podjednotek o mole-
kulové hmotnosti 74 kDa s C koncove@asti vie membrany a N koncovo&asti uvnit (viz
Obrazek 4; Yehet al, 2008). B chromatografické separaci nicné€enzym migruje jako

homotetramer, ktery fize gedstavovat strukturu skui@ existujici v membrah (Garrib
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a McMurray, 1986). mGPDH Ize naléztepgevsim ve hidé tukové tkani (Housk et al, 1975)
a v placent (Swierczynsket al, 1976), dale pak v jatrech, mozku a srdci (dkcet al, 2009).

W

/
1N
N\ 8 ; \’t?

e

doména vazajici FAD &
4,

MMP

Obréazek 4: Krystalova struktura dimeru mitochondrialni glycero |-3-fosfat dehydrogenazy, p Fevzato z Yeh et al. (2008)

Jsou znazornény dva pohledy na strukturu enzymu, ktery je zapustén do membrany (Sedé€) a vy€nivd do mezimembranového
prostoru (MMP). Aktivni misto se nachazi vdoméné vazajici flavin adenin dinukleotid (FAD), kde jsou molekuly FAD
a dihydroxyaceton fosfatu znazornény ¢ervenym kulickovym modelem. ,MD“ oznacuje molekulu menadionu, tj. analogu koenzymu

Q, ¢imz naznacduje mozné misto jeho vazby.

Produkce kyslikovych radikél enzymem mGPDH je prokazana jizéknolika
pozorovanimi (Drahotat al, 2002; Vrbackyet al, 2007; Mr&ek et al, 2009), ale dodnes neni
zndm pesny mechanismus. Tato produkce je vyznaniedgySim fi zablokovani transportu
elektroni dychacimrettzcem, coz se fize objevit u fiznych patologii, a to i u tkani s relatévn
nizkym obsahem mGPDH (Mfék et al, 2009). Zablokovani komplexu Il myxothiazolem
(inhibitor mista @) vylouc¢i moznost produkce superoxidu jinym mistem, polaidge pouzit
glycerol-3-fosfat jako jediny substrat systému (dky et al, 2007). Po rozruSeni membrany
detergentem dochéazi k podobnému efektu, protozezkoe Q neni schoperrgnaset elektrony
vodnym roztokem — koenzymQje hydrofobni a je nepragdodobné, ze by sam elektrony
piedaval (Drahotaet al, 2002). Navic byla pozorovana produkce superoxiduolE strany
membrany, a to té#h srovnateld (Miwa a Brand, 2005), ékoli se enzym nachazi pouze
na vrejSi strag a neprochazi skrz membranu (Yethal, 2008). Dive se pedpokladal vyznam
mista redukujiciho koenzym Q, flavinu a Zelezosimgenter, které ovSem nebyly jednoawa
potvrzeny (Garrib a McMurray, 1986). Nyni se ukazudje Zzadné kofaktory se zde nevyskytuji
a nepodili se tedy nargnosu elektrolh a dokonce by jedinym mistem schopnyiijimat
a odevzdavat elektronydnbyt pouze flavin (FAD), ktery se nachazi v N kowmé casti. Podle
tohoto modelu flavin fijjme elektrony od glycerol-3-fosfatu, 2moz vznikne dihydroxyaceton

fosfat a tento uvolni redukovany flavin (FARHpro gistup koenzymu Q (Yeét al, 2008).
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3.4 Komplex Il jako misto produkce superoxidu

Sukcinat dehydrogenaza neni obvykle povaZzovandexaihzdroj volnych kyslikovych radika|
to vSak neplati pro patofyziologické mutace. Vzaiperoxidu je mozné pozorovat u mutant
v podjednotkach B, C a D (viz kap. 2.2), coz vedaxiklativnimu naruSeni DNA, genomové
nestabili¢, vzniku nadol a neschopnosti podléhat normalni apoptoze. Prodszeroxidu
mutovanou podjednotkou C potvrzuji i Slaae al (2006). Mutace sukcinat dehydrogenazy
vyrazre zkracuji Zivot i uCaenorhabditielegansziejme vlivem oxidativniho stresu (Ishét al,
1998). Meteni, kterd provedl Zhangt al (1998) na izolovaném enzymu dokladaji, Ze pokud
nejsou elektrony ihned odebiranynie je redukované centrum FAD uiolat na kyslik. Jiné
studie mutovaného enzymu pak ukazuji, Zze misterkulelektrori maze byt i proximalni
vazebné misto koenzymu Q nebo jeho bezpedef okoli, a to fedevSim za ifitomnosti
casté&ne redukované formy — semichinonu (Guo a Lemire, 2003

VétSina superoxidu produkovana mitochondriemi dyciiagi na sukcinatu (substrat
komplexu II) vSak pochazi ze&péeho toku elektroln na komplex | a je tedy twena

komplexem | (viz kap. 3.1).

3.5 Komplex IV a produkce kyslikovych radikal

PrestoZze neni cytochrom oxidaza tradiné povazovana za producenta kyslikovych radikal
muze za patofyziologickych situaci byt jejich vzniszznamenan. Enzym fosforylovany protein
kindzou A g hypoxii a nasledné ischémii a reperfuzi vyiveyznamné mnozstvi kyslikovych
radikah, které zgsobuji nevratné poskozeni myokardu (Praiual, 2006). K podobnym
zawram dosli i Castelleet al (2006), ktéi prokazali, Ze za nedostatku kysliku a dostatktuni
NO, redukuje cytochront oxidaza N@ na NO a chova se tak jako mitochondrialni NO

syntaza.

3.6 DalSi mitochondriélni producenti reaktivnich f ~ orem kysliku

Bylo objeveno, Ze na produkci volnych kyslikovyddikali se podili i jiné proteiny, i kdyz
za hlavni pispevatele jsou stale povazovany komplex | a kompléxythacihaetzce. DalSimi
enzymy penasejicimi elektrony na koenzym Q a zatoywodukujicimi superoxid jsou
flavoproteiny ETF a ETF:koenzym Q reduktaza (Stfiet al, 2002). Mezi enzymy vyznamné
v metabolismu mitochondrii, které se zamdvpodili na vzniku kyslikovych radikal pati
dihydroorat dehydrogenaza (Forman a Kennedy, 19d%etoglutarat dehydrogenaza (Starkov

et al, 2004) a mitochondrialni akonitaza (Vasquez-Vigaal, 2000). Mitochondrialni tvorba
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kyslikovych radikal vSak nemusi souviset pouze s enzymy zapojenymietabolickych drah.
Priklady takovych proteiin, které produkuji reaktivni formy kysliku, jsou itochrom bs
reduktaza (Whatleyet al, 1998), protein p68° (Trinei et al, 2009), monoamin oxidaza
(Hauptmanret al,, 1996) a téz externi NADH dehydrogenaza (Fanegatti, 2003).
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4. ... ajeji uloha ve fyziologickych regulacich

Volné kyslikové radikdly jsou trathi¢ povazovany za velmi reaktivni vedlejSi produkty
metabolismu, které jsou Skodlivé, narusuji celistvarganismu a a jsou zod@owmé za rozvoj
mnoha patologii. Podle teorie volnych radikdHarman, 1956) maji zasadni vlivgoevsim
na starnuti organismu, které jeizpbeno hromaghim bodovych mutaci a deleci v mtDNA, coz
bylo nekterymi studiemi potvrzeno (Kokoszlat al, 2001), jinymi zpochybino (Vermulstet
al., 2007; Trifunovicet al, 2004). Mitochodrialni genom nema histony zajjici ochranu,
ani dostatén¢ (cinné opravné mechanismy (Larsenal, 2005; Yakes a Van Houten, 1997)
a v piibéhu ¢asu mutace fibyvaji, a to bd’ v disledku chyb Bhem replikace (Kujotlet al,
2005) nebo jako dopad oxidativniho stresu kyslilbvyradikah. Cim déle mitochondrie
existuje, tim vice kyslikovych radikalznikne a tim vice chyb se objevi v mtDNA (Trifuo

et al, 2005). V disledku vznikaji chyby v transkripci protéim nasledé chyby v jejich funkci.
Timto jsou zasaZeny pré&venzymy dychacihaetzce, které maji podjednotky kédované
v mtDNA. Mutované enzymy pak produkuji vice kyshigoh radikah. Tento mechanismus je
znam jako ,zéarovany kruh* yicious cycleHiona a Leeuwenburgh, 2008).

Mutace v enzymech dychacihi@izce jsou rovéZ povazovany za fffinu neuro-
degenerativnich onemo#m jako napiklad Alzheimerova nebo Parkinsonova choroba. Jako
jedna z mnoha moznosti vzniku Alzheimerovy chorgbgavrZzena mutace v komplexu IV a s ni
spojeny oxidativni stres. Nicmé&npiimy dikaz propojujici mutace v mtDNA a vznik
Alzheimerovy choroby zatim chybi (Fukui a Morae80®&). Parkinsonova nemoc byla byt
zpasobena mutaci v komplexu |, zvySeny oxidativni sstzde spousti posSkozeni klun které
zaji¥uji spravnou funkci fenosu signél mezi neurony. Jestli je b&ma smrt zfsobena
Spatnou funkci mitochondrii, nebo k apoptéze vegdamarre jiné mechanismy, je otazkou
dalSiho vyzkumu (Keanet al, 2011).

V posledni dob se vSak ukazuje, Ze by volné kyslikové radikalyhimdoyt sodasti
signalnich drah nebo jinych fyziologickych proteBrestoze stale nebylo zeno, jak a kolik
superoxidu vznikdn vivo, zawry mnoha pokus se shoduji alesfpiona minimalni pirozené
produkci. Ugitym predpokladem tedy je, Ze seitky na jeho vyskyt adaptovaly a jsou schopné
jej vyuzit. 1 kdyz maji tyto molekuly kratkou Zivaodst a jsou velmi reaktivni, mohou modulovat
aktivitu oxidovatelnych substri@t DalSi ¢ast prace se tedy zaimje na uplaténi reaktivnich
kyslikovych forem produkovanych mitochondriemi wbtné signalizaci.
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4.1 Principy oxida €né reduk €éni regulace

Pro pochopeni, jak mohou reaktivni formy kysliksa@ovat do signalizaich drah, jefeba se
zamyslet nad Zjsoby, kterymi mohou ovlisovat aktivitu proteifi. Hlavnim mistem échto
modifikaci jsou cysteinové zbytky s oxidovatelnbiotovou skupinou. Nachylné k oxidativnim
modifikacim jsou téZz aminokyseliny methionin, trgfatn a tyrosin. Oxidaé¢ redulkéni zmeny
thiolové skupiny (SH) wad proteini vedou k nasledné regulaci mnohych drah, jakdikkzal
vzajemného fisobeni proteifn, afinity transkrignich faktofi, translace, oprav, apoptdzy
konformani zmeny dané bilkoviny. Tyto reakce SH skupiny zahrnugtnou oxidaci pomoci
H,O, na SOH, ktera iize byt dale nevratnoxidovana na S a na sulfonovou kyselinu
(S(=0)-OH). S-S niistky vznikaji bd’ v ramci jedné molekuly, nebo spojuji molekuly
dohromady. Redpoklada se, Ze vznik smiSenych pratgm jednim z obrannych mechanism
buiky. MozZnost vytvéet disulfidy s glutathionem se nazyva glutathionglgobect vznika
PSSG). Bsobenim reaktivnich forem dusiku vznikd SNO skupiebo téZ mize vznikat SN

skupina v ramci proteinu (Janssen-Heiningteal., 2008).
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Obréazek 5: Riizné modifikace thiolové skupiny v proteinech, p  Fevzato z Hamanaka a Chandel (2010)

Peroxid vodiku pusobi na skupinu S™ za vzniku SO’, kterd muze byt dale modifikovana nevratné (riizovy ramecek) nebo vratné (Sedy
ramecek). Znazornéna glutation reduktdza (GRX) a thioredoxin (TRX) vraci protein do pdvodniho stavu. Podrobnéjsi informace
v textu.

23



Ve skut€nosti, pokud neni reakce katalyzovana, samotndotféoskupina s peroxidem
vodiku nereaguje. K reakci dochéazi pouze ve &oifmolatu, tj. S. Uloha HO, v této signalizaci
nejvice ovliviuje molekuly v blizkosti svého vzniku. Vzdatgsi jsou ochraény buréénymi
enzymy kataldzou, glutation peroxidazou, thiorederi a peroxiredoxinem, kter&epeni
H.O, na vodu a kyslik (Formaet al, 2004). Tyto enzymy, stejnjako dalSi ovlivnitelné
piitomnosti kyslikovych radiké) obsahuji v aktivnim migtcysteinovy zbytek.

4.2 Regulace aktivity protein 0

Praw redoxni modifikace cystein které jsou nazyvany molekularnimirepini
(switche}, vedou ke zmndm aktivity proteif. Mezi takovéto enzymy jednozir& pati
tyrosinové fosfatazypfotein tyrosine phosphatagesielka rodina proteiny které se podileji
na genosu informace v mnoha kignych signalizanich drahach. VSechny takovéto fosfatazy
obsahuji kriticky thiolatovy cystein. iBobeni HO, se projevuje ve vratné oxidaci thiolu
na SOH. Takto poz#mény cysteinovy zbytek netie gijimat fosfat a fosfatdza neibe
defosforylovat cilové molekuly (Mengt al, 2002). Konkrétnim ifpadem je inaktivace
fosfatazy 1B v epidermalnich tkéch jako reakce na epidermalistovy faktor, ktery zarove
aktivuje protictidnou tyrosinovou kinazu. Aktivity obou enzyinffosfatazy a kinazy) se tedy
navzajem nevyrusi, pokud je funkce fosfatazy rebére zastavena. Vysledkem je aktivace
kindzy a nasledna mitéza (Leeal, 1998).

Regulovany mohou byt iipno transkrigni faktory. Napiklad thiolova skupina
transkrigniho faktoru OxyR raZze byt zmnénéna rekolika zpisoby (S-NO, S-OH a S-SG)
a vSechny se objevujn vivo. VSechny jsou téz transkupe aktivni, ale liSi se ve struktel
proteinu, afinié k DNA a promotoru. Pr@v piepinani mezi jednotlivymi stavy, pa#rn
v zavislosti na redoxnim stavuiiky, slouzi k regulaci genoveé exprese (kKetral, 2002).

Jinym podobnym fikladem je kvasinkovy transkipi faktor Yapl, ktery aktivuje
expresi get pro antioxidanty jako odp@d’ na oxidativni stres.i#Pnadneérném vyskytu HO,
dochazi ke vzniku disulfidu mezi &wa cysteinovymi zbytky proteinu, 2m¢ konformace
a vystaveni signalu sftujiciho protein do jadra. Yapl tedy slouzi k ud@wvspravné hladiny
kyslikovych drulii v cytoplasm. Zpstnou redukci zde umaije thioredoxin (Delaunagt al.,
2000).

Zpétna redukce thidl cilovych proteii byla zkoumana na modelu glyceraldehyd-3-
fosfat dehydrogenazy. Bylo ukazano, Ze se reaktmiVisi dle toho, k jakym z@gnam doslo.
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Zatimco thioltransferaza inaktivuje smiSené disloWé vazby, thioredoxin snaze odstrg
SOH a SGH skupiny (Yoshitaket al, 1994).

Kromé regulaci drah a aktivit proteinse mitochondrialni kyslikové radikaly podileji
na tvorlg spravné konformace protéirudrzovanim dostateé redoxni hladiny v bice. Bylo
prokazano, Ze ip inhibici produkce kyslikovych radikél nedochazi ke spravnému sbaleni
a umiséni proteiri na vrEjSi stranu plasmatické membrany (prgpadobré zpomalenim této
drahy v endoplasmatickém retikulu). Nejvice jsolirany povrchové receptory s disulfidickymi

mustky, ale tzv. redutni stres ma vliv na celkovou homeostazu proteonan@ét al, 2007).

4.3 Regulace na arovni organel — reaktivni formy k  ysliku jako signaly autofagie

Reaktivni formy kysliku mohou ovli\ovat téZ homeostazu celych Blna to gimou regulaci
aktivity a mnoZstvi mitochondrii. Vyznam mitochoiidjako producent reaktivnich forem
kysliku a s nimi spojeného oxidativniho stresu goddiskutovatelny. Jejich odbouravani pak
muze gedstavovat jistou ochranuitky (Scherz-Shouval a Elazar, 2010). K degradaci jsdy
vybirany ty mitochondrie, u nichz doSlo ke z&ratembranového potencialu (Lemastetsal,
1998), nebo takové, které jsou ozeay receptorem NIX, jenz se vaze na protein Atg8 dale;
Novak et al, 2009). Takovyto signalipdukuje dané mitochondrie k degradaci. Cely tento
proces zvany autofagie ma tedy hlavni funkci v i@stvani posSkozenych mitochondrii a jejich
mutované mtDNA, které igjmé¢ produkuji nadrrné mnoZstvi reaktivnich forem Kkysliku
(Elmoreet al, 2001; Mijaljicaet al, 2007).

Autofagie (respektive tzv. mitofagie), kterd udegelkovou homeostazu, aniznly
zabiji, je pirozeny fyziologicky proces napomahajici iepiti bithem hladowni diky
proteolytickému rozkladani cytosolickych komponefitakeshige et al, 1992), nebo
pii diferenciaci bugk béhem Gstu a vyvoje (Cecconi a Levine, 2008). Takto odbo#érslozky
cytoplasmy jsou po fuzi autofagickéhocka s lysosomem degradovany na stavetastice
a mohou byt znovu pouzity. V poslednickikalika letech se ukazuje, Ze vyznamnou roli
v regulaci tohoto procesu hraji kyslikové radikdfesny mechanismus jejichigobeni vSak
nebyl dosud objasm, p‘esto pozorovani nazégi jejich dilezitost.

Hladowni, inhibice dychacihdettzce a pidani HO, do systému vedou ke spérsit
autofagie kyslikovymi radikaly. Naopak zvySeni wikSOD a katalazy k jeji inhibici (Scherz-
Shouvalet al, 2007; Cheret al, 2009). Ze vSech dratradikah je jako hlavnicinitel v téchto
procesech navrhovan superoxid (Chenh al, 2009). Oxidace mitochondrialnich ligid

reaktivnimi formami kysliku vyprodukovanych vsledku misobeni rapamycinu také spousti
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autofagii, kterd vede k odstran téchto poSkozenych molekul (Kissovat al, 2006).
Vyznamnou roli hraje téz fosfatidyl inositol 3 kg tidy Ill, ktera tvdi komplex
s autofagickym proteinem zvanym Beclinl, a v torktimplexu iniciuje autofagicky proces
(Tassaet al, 2003). Navic se tpdpoklada, Zze by #&a mit vyznam v podge produkce
kyslikovych radikal (Scherz-Shouvaét al, 2007). DalSim proteinem ovlignym redoxnim
stavem v biice je autofagicky protein Atgd(tophagy; Klionsky et al, 2003), ktery ovliviuje
aktivitu proteinu Atg8 (Scherz-Shouvat al, 2007). Protein Atg4 od§iuje C koncovouwast
proteinu Atg8,¢imz tuto molekulu aktivuje a prozatim ponechavayiosolu (Kirisakoet al.,
2000). Atg8 je poté kaskadoue¢jd podobnou ubigitinylaci fpojen k fosfoethanolaminu
v membrag budouciho autofagického &k (Kabeyaet al, 2000; Ichimuraet al, 2000;Suzuki
2001; Tanida 2002). Hladovi-li vSak iika, je protein Atg4 inhibovan, ndrbe dale zptne
odSEpovat Atg8 z membrany, coz je jeho druhou funketrtba v&ku neni naruSena a cely
proces pokréuje. A prae tento krok by mil byt hlavni cil oxidéné redukni regulace autofagie.
Bylo prokézano, Ze konkrétnim mistem v Atg4 je eiysB1 v blizkosti aktivniho mista, za které
je povazovano okoli cysteinu 77. Na cysteinu 8lik&rskupina SOH, nelze vSak vyt
vzniku disulfidu (Scherz-Shouvat al, 2007), jelikoz se tyto aminokyseliny nachazejistejné
strar¢ a-helixu (Sugawarat al, 2005).

Vyznam procesu autofagie seiralziuje predevsim v souvislosti gkterymi chorobami.
Absence autofagie v neuronech vede k rozvoji negederativnich chorob (Yust al, 2009).
Déale pak onemocmi tradtné spojovana se zvySenym vyskytem kyslikovych radikgko
nagiklad rakovina a ischémie s naslednou reperfuzihouobyt efektivie blokovana spravn
fungujici autofagii (shrnuji Scherz-Shouval a Etaz2010). OvSem kigsnému poznani
jednotlivych proce$ mize napomoci pouze dalSi studium, které by mohld &2k potlgeni

danych chorolsi snad k porozuni procesu starnuti organiam

4.4 Pusobeni kyslikovych radikal G pfFi nedostatku kysliku

Dulezitost kyslikovych radikél jako pimych signalizanich molekul se rowi ukazuje
pii vystaveni biiky nizkému obsahu kysliku — tzv. hypoxii (0,5 — 834. Prestoze je kysliku
mére, paradoxy se produkce superoxidu zvySuje a spousti sigrializaskady vedouci
k expresi specifickych géma ke sniZzeni ptgby kysliku pro tvorbu buiné energie (Hamanaka
a Chandel, 2010).

Mitochondrie, které samy vyuZivaji kyslik jakdleZity substrat oxidai fosforylace,

slouzi zaroveé jako senzory jeho hladiny v bce. Ritomnost funknich mitochondrii je
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pro hypoxickou signalizaci velmittezita, jelikoz hraje roli v produkci reaktivnichorem
kysliku jako odpowd’ na hypoxii, coZ je nezbytné pro daldesi signal (Chandelket al, 1998).
ZvySenou citlivost na obsah kysliku ukazuje cytooas v komplexu IV (Wilsoret al, 1994),
ktery za nedostatku Lzpomaluje tok respitaim fettzcem a je timto zodpédny za spushi
produkce superoxidu. Jako misto produkce bykemno Q@ misto komplexu lll, ktery je téz
citlivy na kyslik. Nekolik nezavislych pokus prokdzalo jednozriay vliv reaktivnich forem
kysliku pochazejicich z komplexu lll naei drdhy vyvolané hypoxii. Inhibice komplexu 1l
stigmatelinem (zabtauje vstupu elektroi) ¢i vypnuti funkce Rieskeho Zelezosirného proteinu
pomoci RNA interference {pnos elektrofn v ramci komplexu Ill) blokovalo &ni hypoxického
signélu (Brunelleet al, 2005; Guzyet al, 2005; Bellet al, 2007), pestoZze doSlo ke zvySeni
produkce superoxidu na komplexu I. Funkce dychadétzce je tedy nezbytna pragmos
elektroni az na komplex Il a naslednou signalizaci (Gegwl, 2005). Otazkoutstava, pro je
prak tento mechanismus tak &bivy. Guzy a Schumacker (2006) ve své praci navrtagi
pricinou je prodlouzeni Zivotnosti £semichinonu, tedy prodlouzeni doby pro Unik elahdr
a za velmi dlezité povazuji, Ze superoxid je produkovan do mebranového prostoru a ne
do matrix.

Vyprodukovany superoxidovy radikalovy anion séninna stabilni peroxid vodiku, ktery
hraje Ulohu ve stabilizaci hypoxii indukovanéhotéalh (HIF-1, hypoxia-inducible factor )1
transkrigniho faktoru ,hypoxickych® gein HIF-1 se sklada ze dvou podobnych podjednotek
o zakladni struktie helix-loop-helix(Wang et al, 1995): 120 kDax a 91-94 kDa (Wang
a Semenza 1995). ®hsou neustéle fppisovany, ale zatimco je za Kznych podminek
degradovénap je stabilni. Proces degradace vSak neni trividfii.normalnich hladinich
kysliku v buice dochézi k hydroxylaci prolinu 564 a 402 v tza. kysliku zavislé degradai
domért v centralnicasti (aminokyselinové zbytky 401 az 603; Huat@l, 1998) HIFe prolyl
hydroxylazou (Jaakkoleet al, 2001; Ivanet al, 2001). Tento enzym gatdo skupiny
heterotetramerickych prolyl 4-hydroxylaz, které keé funkci patebuji nehemovy Fé,
a-ketoglutarat, askorbat a také (ako kosubstrat (Kivirikko a Myllyharju, 1998), qto by
HIF-a prolyl hydroxylaza mohla v této kaskachrat roli dalSihocidla hladiny kysliku.
K hydroxylaci dochazi téz na asparaginu 803 tzktoi@m inhibujicim HIF-1 v C koncové
oblasti (Mahonet al., 2001; Landcet al., 2002).Ozna&ené aminokyseliny jsou rozeznavany
proteinem potléujicim nadory zvanym Von Hippel-Lindau (VHL; Maxwaedt al, 1999), ktery
se na HIFe vaZe svoji3 podjednotkou, coz aktivuje ubiquitinglai proces vedouci k degradaci
(Ohhet al, 2000).0 podjednotka proteinu VHL totiz na sebe vaze proteonginC, jenz dale

vaze protein Cul2, a ElonginB, ktery ma vyraznokveetni homologii k ubiquitinu. Cely tento
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komplex se pak podobéa tzv. SCF (Skpl/Cdc53/F-bd&)uBiquitin ligazam (Stebbinst al,
1999) a je zodpany za ubiquitinylaci vedouci k degradaci proteinproteazomu (Kallicet
al., 1999).

Za hypoxickych podminek ovSem nedochazi k degraddi€i-a, protein vstupuje
do jadra, spojuje se s HIFF-a aktivuje transkripci odpovidajicich genPrestoZze je pro tuto
signalizaci nezbytna produkce mitochondridlnichlikgsych radikah a to na komplexu |,
piesny mechanismus propojeni dychad#tszce a inhibice degradace HIF-1 neni znam (shrnuje
Bell et al, 2005; pop. Chandelet al., 1998; Hagert al., 2003; Brunelleet al, 2005; Guzyet
al., 2005; Bellet al,, 2007).

reaktivni formy kysliku

J_ OH

hydroxylace VHL
—b —’
normoxie
21% 0,
hypoxie

0,5-5% 0
L s — 0. ¢ TRANSKRIPCE

Obréazek 6: Proces degradace a aktivace hypoxii indukovaného fa  ktoru
PFi normalnim stavu kysliku dochazi k odbourani podjednotky a ubiquitinylaéni drdhou vedouci k proteolyze v proteazomu. Naopak

pfi hypoxii dojde k aktivaci HIF spojenim podjednotek a a 8 a nasledné transkripci odpovidajicich gen(.

Hypoxie ovliviiuje expresi vice na 400 derv zavislosti na buitném typu. Mezi
nejvyznamgjsi priklady pati produkce erytropoetinu (Schuster et al., 1988)7jzmsobuje
koneinou diferenciaci erytrocyt zvySeni jejich vyskytu v krvi a tedy i zvySeni oastvi
pirenaseného kysliku. DalSintilladem je cévni endotelialniistovy faktor (Levyet al, 1995),
ktery stimuluje @ist cév ve Spatnprokrvenych oblastech. Ro¥h dochazi ke zvySeni exprese
enzymi aldolazy, fosfoglycerat kindzy a pyruvét kinazeig®nzaet al, 1994), jehoz dsledkem
je uprednostini glykolytického metabolismu na Ukor oxidativnih&. v neposlednitact je
uvactna endocytdéza Na/K ATPazy, vyrazného konzumenta,AD2 vede ke sniZzeni peby
produkce ATP (Dadeet al, 2003). Na tomto fjikladu vidime propojeni mitochondrialni
produkce kyslikovych radikéla ATP jako dvou protialdnych produki dychacihdetzce.
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Produkované proteiny pomahajittme vypdadat se s nizkou hladinou kysliku. Genova
exprese je ovliitovana jiz zmignym hypoxii indukovanym faktorem HIF-1. Inhibicehg
degradace je sama o gokelmi slozitym procesem, ovSem i vazba na DNA nawialni. Ta je
spojena s upravami cilového mista (Gillesgiial, 2010). Peroxid vodiku, jako hlavni signalni
molekula, zjisobuje modifikaci bazi v mistech reagujicich na dxyip (hypoxic response
elementsHRE). Preferetn¢ je v disledku hypoxie oxidovan guanin, konkrétguanin na 3
konci sekvence DNA rozeznavané HIF-1 (Pastgthal, 2007; Ziel et al, 2005). Mista
s opakujicim se vyskytem guafirv promotoru (purin-GGG, nebo téz purin-TG-purispy
mista vazajici Zeleznaty ion, ktery ve Fentanogakci snadno reaguje s® za vzniku
reaktivniho'OH, ktery nasledautosi na okolni struktury. Takovato oxidace bazi pigpatiobr
opakuji nejen v HRE oblastech, a tedy jsou p¢pedobré poZzadovany dalSi émjici vlastnosti.
Prikladem je vyskyt ovliiovanych gefh v mononukleosomech, tedy transknp aktivnich
nukleosomech. AvSak samotna hypoxie nema natradpoi chromatinu vliv (Ruchket al,
2009).

Pro transkripci hypoxii indukovanych derje dale patba takzvané kontrolované
poSkozeni DNA a nasledna oprava (Gillespieal, 2010). V mistech promotoru vybiraného
HIF-1 dochazi v dsledku misobeni oxidativniho stresu na guanin k jednovlagnozlomim
(Breit et al, 2008). Timto se DNA stava flexibilni, a tedsigpupna. Navic je aktivovan protein
Ref-1/Ape-1 odstnrgujici poruSené bazebdse exciton repair ktery je koaktivatorem HIF-1
a napomaha mu dostavat se do mist promotoru: iz takovéeto narusSeni (Ziet al, 2005).
Gillespie a Wilson (2007) zastavaji mySlenku, Z&koaeni DNA by mohlo byt normalni
souwdsti regulace genové exprese a Ze takovéto riskaydiisobuje pouze dZné poruchy
vedouci ke starnuti organismu.

6 Shc

4.5 Uloha proteinu p6 v produkci kyslikovych radikal G v mitochondriich

Na signalizaci zprogtdkované mitochondrialnimi kyslikovymi radikaly gedili predevsim ty,
které pochazeji z produkce dychaciiettzcem. Jednim zifklada vyuziti mitochondrie
v signalizaci bez poZadavku na komplexy dychacfeszce je protein p68° vznikajici
alternativnim seihem Shc proteiin Stejré jako dalsi d¥ izoformy p46™ a p52™ (o relativni
molekulové hmotnosti 42 a 52 kDa) Patnezi adaptorové proteiny podilejici se na ddue
signalizaci. VSechny obsahuji C koncovou SH2 domdmde se projevuje fosforylace
tyrosinovych zbytk), oblast bohatou na prolin a glycin¢dst podobnou SH2 dom&ma N
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konci. Pouze protein p8& ma navic na N konci dalsi proliny a glycinyieB vysokou
podobnost se funkce pBBvyrazre lisi od zbyvajicich dvou (Migliacciet al, 1997).

Jednou z funkciéthto proteir je reagovat na epidermalristové faktory, které nasedaji
na odpovidajici receptory v membédaty poté fosforyluji tyrosinové domeény Shc proteijez
vytvéii komplex s Grb2 proteinem. Proteiny pA6a p52™ takto spousti kaskadu vedouci
k mitéze, zatimco komplex p8&-Grb2 je neaktivni a mitdzu blokuje (Migliacoi al, 1997).

DileZitsj&i roli hraje p66"™ vreakci na kyslikové radikaly a regulaci apoptdzy
K fosforylaci proteinu p68' dochazi v dsledku misobeni oxidativniho stresu, ke kterému
mohou vyznamé prispivat téZ mitochondrie. Odstraxi nebo mutace p8& prokazateli
zvySuje odolnost hiky k apoptoze. Véchto buikach nedochazi k aktivaci protéip53 a p21,
které reguluji bu&ny cyklus a jejich funkce&asto vede ke smrti ilgy. MySi s fenotypem
p66°"°"maji 0 30% delsi dobu fimerného doZiti bez zjevnych poruch (Migliaceibal, 1999).

K indukci apoptézy pomoci fosforylovaného pB6dochazi po fosforylaci serinu 36
v dasledku oxidativniho stresu v fice. Poté fichazi nafadu prolyl izomeradza Pinl, ktera
v mist zbytki serinu 36 a prolinu 37 #pobi konforma&ni zménu (Pintonet al., 2007).
Takovyto protein se fize dostavat do mezimebranového prostoru mitocher{liemotoet al,
2006).

cytoplasma -
ﬂxidativm’ poskozeni
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Obrazek 7: Draha proteinu p66 5™

Protein p66°™ je fosforylovan v disledku oxidativniho po3kozeni serinovou kinazou. Prolyl izomeraza poté zpUsobi konformaéni

She

zménu a p66~" se dostava do mezimembranového prostoru mitochondrie (riZzové) pomoci transportéru ve vnéjSi membrané (TOM,

transporter of outer membrane complex), kde oxiduje cytochrom c (cyt c) a redukuje kyslik na H,O,. Peroxid vodiku aktivuje
otevfeni poru ve vnéjsi membrané (PTP) a timto pérem unik& cytochrom c do cytoplasmy a spousti apopt6zu.

65hc

I, 11, 11, 1V a V zobrazuji proteiny oxida¢ni fosforylace. Komplex p6 a mtHsp70 zde neni pro pfehlednost znazornén.
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Avsak v mezimembranovém prostoru byl nalezen i*ffagefosforylovany, zato twéci
vysokomolekularni komplex s mitochondrialnim chamem mtHsp70. V tomto komplexu by
mé&l byt p66"® blokovan ped nadnirnou aktivaci a @ by se uvahovat pouze v isledku
oxidativniho stresu (Orsiniet al, 2004). V kaZdém ifpact monomerni p68° mize
v mezimembranovém prostoru oxidovat cytochrom ze ziskanych elektrérivorit H,O, a tim
indukovat oteteni pof ve vrejSi membraa (PTP, permeability transition ponge coz ma
za nasledek vyliti cytochromzido cytoplasmy a spufti apoptotické kaskady (viz Obrazek 7;
Pelicciet al, 2005).

Piestoze stale chybi mnoho informaci o aktivaci, yfiska funkci proteinu p68°
ukazuje se, Ze navrhované kaskady existujinéévo a Ze se jedné o jeden z mala popsanych
piipadi zamerné produkce reaktivnich kyslikovych forem. Protp6 ™ pravdspodobré hraje
dulezitou roli v ochraa pied stresem ohrozujicim fiku. Jeho experimentalni odstéan vSak

paradox® vede k prodlouzeni Zivota.

4.6 Jiné moznosti oxida €né reduk éni regulace

Krome¢ uvedenych systéim které jsou prokazatairovliviiovany mitochondrialnimi kyslikovymi
radikaly, existuje i mnoho dalSich cytosolickych amenisni, jez vSak jsou ovliviny
reaktivnimi formami kysliku pochazejicimi primérre jinych zdrofi, neZz jsou samotné
mitochondrie. Uit vSak gesny mivod radikal v cytosolu jetasto velmi obtiZzné.

Ze vSech moznychifpadi je mozné uvést&kolik kaskad, na jejichZz regulaci se jako
signaliz&ni molekuly podileji jak cytosolarni, tak mitochoiddi kyslikové radikaly. Naiklad
drahy transkripnich faktofi NF-«B (shrnuji Morgan a Liu, 2011) nebo AP-1 (Chaemal,
2009). TaktéZz pak Ize zminit aktivaci 2élivych cytokind (shrnuji Naik a Dixit, 2011Xi
kontrolu pfibehu burg¢ného cyklu (Owusu-Ansaét al, 2008) a mnohé dalsi, jejichz samotny
vycet by mohl byt delSi nez cela tato prace. Vidinty tée mechanismy upfatjici se v redoxni
signalizaci kyslikovymi radikaly jsou komplikovam@épodileji se na regulaci na vSech moznych
arovnich v rdmci bugtné existence. Jejich dalSi vyzkum je nezbytnykgdipgesné principy

nejsou obvykle znamy.
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5. Zaver

Mitochondrialni produkce kyslikovych radikal jeji uloha ve fyziologickych regulacich se
ukazala byti tématem velmi rozsahlym, ale zcel& pmsluhujicim pozornost. Tato bakalkéa
prace poskytla nahlédnuti do problematiky tvorbgkteynich forem kysliku a jejich uplatni

v burg¢né signalizaci.

Prace v prvnicasti shromazdila dostupné informace i@gmém mechanismu produkce
kyslikovych radikai na jednotlivych enzymech mitochondrialniho dychadetzce. Zatimco
produkce komplexem Il je jiz delSi dobu popsangirae, Ze souvisi s produkci semichinonu
v Q cyklu, produkce na ostatnich komplexech je kaazdalSich vyzkurin Tvorba superoxidu
na komplexu | je nejkomplikova&jsi, coz souvisi se slozitosti molekuly. 2av jednotlivych
studii sice navrhuji tizna mista — Zelezosirnd centra N2 a Nilaflavin, nelze se vSak
jednoznéné k nékterému z nich fpklanét, protoZze neni vylateno, Ze zaiznych situaci
a podminek pokusu dochézi k produkci superoxiduizaych mistech. Komplex Il a mito-
chondrialni glycerol-3-fosfat dehydrogenaza jsousepminoritni producenti, ovSem jejich
dulezitost nelze zanedbat, neboodil reaktivnich forem kysliku produkovanyemito enzymy
muze zn&né vzriast za patologickych stév Zatimco fyziologicky komplex Il @sobi jako
zprostedkovatel produkce superoxidu na komplexu I, tvdepslikovych radikdli na mGPDH
spiSe souvisi s malou afinitou ke koenzymu Q. J=w@wvmozné, Ze i zde dochazi k&tapmu
toku na komplex |.

Urceni gesného mechanismu produkce kyslikovych radikesak vyzaduje noveé
pristupy a lepSi technologie, jelikozéreniin vitro maze zmisobovat nefesnosti a ukazovat
chybné vysledky. Nagklad mefeni mutovanych enzyinmnebo umndlé piidavani substrét
jednozné&né narusuji normalni stav v boe. Navic bez jdani inhibitofi ¢asto nelze vylotit
produkci superoxidu jinymi nez zkoumanymi enzymye &amotné toto naruSeni vyiva
negesné vysledky. Vime tedy, Ze jakékoli zasahy #éicopeného systému vedou ke vzniku
artefakti a pra¢ odbourani dchto nedostatk povede k objasmi principi fungujicichin vivo.

V tomto sngru je velmi nadjny vyvoj na poli molekular&é biologickych indikatoit, jako je
nagiklad redox citliva varianta zeleného fluoresa@ho proteinu 9HyPer, kterd umozni
sledovani zrén v produkci kyslikovych radikalin vivo a omezi tak chyby zanaSené deremi
na izolovanych mitochondriich, které byly zakladniexperimentalnim modelem mito-
chondrialni produkce reaktivnich forem kysliku \sfgminich ticeti letech. Resto vSak poznani
konkrétniho mechanismu produkce reaktivnich foreyaliku vyvolava otazku, zda je dana

tvorba Skodliv&i naopak. Timto se pak zabyvala d&ist prace.
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Prestoze byly kyslikové radikaly dlouhou dobu povaiow za jednozrimé Skodlivé
vedlejSi produkty metabolismu, v s@msné dob bychom na & méli pohliZzet jako na firozené
a potebné so&dsti burcéného Zzivota. Prace shrnula principy oxid& redukéni regulace
jednotlivych proteii a nasledé i jednotlivych signalizénich drah vedoucich k ovli¢ni
celkové homeostazy. Zminé kaskady vedou k regulaci protieinkonkrét tyrosinovych
fosfataz nebo transkrpich faktofi OxyR, Yapl a fedevsSim HIF-1. Ukazalo se, Ze nedostatek
kysliku stimuluje produkci kyslikovych radikélTato skuténost je sice paradoxni, ale uvazime-
li icelnou produkci superoxidurippotiebs prezit, pak nemusi byt az tak zarazejidi. dnizeni
potteby ATP po endocytdéze nejvyraggino konzumenta — Na/K ATPazy — mohou byt
elektrony vyuZity pro vznik tzv. druhého produktyctiacihoietzce — superoxidu, jenz pak
spousti signalizani kaskadu.

Déle mize pomoci kyslikovych radikiéldochazet k regulaci celych organel, jez je
produkuji, a to pomoci autofagie. Tato draha nag@maodstraéni poSkozenych mitochondrii,
coz ochréuje buiku pred dalSimi poruchami spojenymi s oxidativnim stmese &inné bojuje
proti tzv. z&arovanému kruhu hromadicimu defekty, coZ je povaidovza jednu z ffEin
starnuti.

Jiny pohled pak iinasi poteba mitochondrii v draze proteinu pB% ktery vyuziva
organel pro spu&hbi apoptotické kaskadyiipnadn&rném oxidativnim stresu,cloli enzymy
dychacihoretzce nejsou v této draze nezbytné. Zalezitosti adaléyzkumi by pak nglo byt
vyswétleni, pra odstragni proteinu p68'™ zpasobilo vyrazné prodlouZeni Zivota u mysi.

Osud mitochondrii je nelehky. Zda se, Ze produkgslikovych radikal neni ani
jednoznéné Skodliva ani prosfgna. Akoli existuji dikazy o poskozenich #pobenych
oxidativnim stresem, zde popsané drahy tvorbu isedkh forem kysliku nezbytnpotebuji.
Proto je vyZzadovana jakasi rovnovazna hladina kgsiich radikah v buice, ktera udrzuje
piirozenou homeostazu. Zji&ti jaka je a take, jak a které molekuly navzajeteraguji a které
procesy to naslednovliviiuje, by gispelo k lepSim vyzkumnym a téZ medicinskym posiup
K tomuto poznani se snad jiz rychlighizujeme.
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