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Abstrakt

Mitochondrie je zdsadni organelou energetického metabolismu bunky. Jsou zde déle
zpracovavany produkty glykolyzy v citratovém cyklu, a vznikajici redukované formy
koenzymt jsou regenerovany v dychacim fetézci. Kromé toho je tato sit’ enzyml vyuzivana
k tvorbé intermediati metabolismu aminokyselin, mastnych kyselina a dalSich stavebnich
prvkil buniky. Neni zanedbatelna ani funkce mitochondridlni signalizace v SirSim kontextu
buiiky, naptiklad v zprostfedkovani apoptdézy. Mnoho z téchto jejich proteinti muize byt
regulovano tyrosinovou fosforylaci, s moznosti pieprogramovani organely, potazmo celé
bunky. Disledky mohou byt zmény z respirace k preferenci fermentace, inhibici apoptodzy nebo
zvyseni produkce kyslikovych radikali. Takové fenotypy jsou charakteristické pro nadorové
bunky, pficemz je zndmo Ze mutace v genech pro tyrosinové kindzy jsou mnohdy pti¢inou
jejich vyskytu. Shrnuti funkce a vlivu tyrosinové fosforylace na mitochondridlni proteiny jako

takové a nasledn¢ v kontextu metabolismu a organizace mitochondrii jsou tématem této prace.

Klicova slova: tyrosinova fosforylace, mitochondrie, tyrosinové kinazy, nadoroveé

bujeni, apoptdza, Warburgtiv effekt, elektron transportni systém, Src, EGFR



Abstract

Mitochondrion is an essential organelle contributing to energetic metabolism of cell.
Products of glycolysis are processed there in citric acid cycle and the forming reduced
coenzyme compounds are regenerated there in electron transport chain. On top of that this
network of enzymes is used for synthesis of metabolic intermediates of amino acids, fatty acids
and more cellular building blocks. Mitochondria also play a role in cellular signaling, e.g. in
apoptosis. Many of mitochondrial proteins can be modulated by tyrosine phosphorylation, with
possibility of reprograming the organelle, or even the whole cell. Consequences can be a
preference for fermentation over respiration, inhibition of apoptosis or increase of reactive
oxygen species formation. Such phenotypes are characteristic for cancer cells, and it is known
that mutations in tyrosine kinases are often the cause of their occurrence. Summary of function
and influence of tyrosine phosphorylation on mitochnodrial proteins themselves, or in the

context of metabolism and organization of mitochondria are the topic of this thesis.
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Seznam zkratek

EGF — epidermal growth factor

FASN - fatty acid synthase

FGFR1 — Fibroblast growth factor receptor 1
HTLV-1 - human T-cell leukaemia virus type 1
HSP 90 — heat shock protein 90

IPS1 — Interferon beta promoter stimulator protein 1
OSCP - oligomycin sensitivity conferral protein
PTPDI1 — Protein-tyrosine phosphatase D1
PKCd — protein kinaza C typu delta

Mifnl — Mitofusin-1

NF-kB — nuclear factor kappa B

OPAI1 — optical atrophy protein

TNF — tumor necrosis factor

SH — Src homology

Yx — tyrosin na poloze o ¢isle x
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1. Uvod

Proteinova fosforylace patii mezi nejvyznamnéjsi post-translacni modifikace, pomoci
niz je mozné regulovat aktivitu enzymi, zprostiedkovavat asociaci proteini do komplexu a
podilet se na ptenosu signalu, fidit genovou expresi nebo se podilet na struktuie proteinu. Jedna
se o reakci, pri které je presunut y fosfat z ATP na -OH skupinu aminokyselinového zbytku.
Enzymy, které katalyzuji tuto reakci, se nazyvaji kinazy, aktivitu v opacném sméru vyvijeji
fosfatazy, které stépi esterovou vazbu fosfoaminokyselinového zbytku. Fosforylace je tudiz
reverzibilni.

Kolem 30 % vSech proteini mize byt timto zplsobem modifikovano, pficemz
aminokyseliny, které mohou kovalentn€ navazat fosfat, jsou v drtivé vétSina serin threonin a
tyrosin. Proteiny mohou byt fosforylované na vice mistech a rtznymi kindzami. Vliv
fosforylace muaze byt jak inhibicni tak aktivacni, signalizace z riznych drah se tak miize velmi
komplexné ovliviiovat a dovoluje buiice provadét drobné reakce na podnéty.

Serin a threonin jsou fosforylovany spole¢nymi kinazami, zatimco tyrosin je
fosforylovan vlastnim souborem kinaz. V lidském genomu bylo objeveno vic jak 500
koédovanych kinaz, pfiCemz cca 90 z nich jsou tyrosin kinazy, které tvoii vlastni vétev
v superroding proteinovych kindz (Manning 2002), a 1ze je funk¢né rozd€lit na nereceptorové
tyrosinové kinazy a receptorové tyrosinove kinazy.

Serin/threoninova a tyrosinova fosforylace maji odlisSnou dynamiku svého vyskytu.
Tyrosinova fosforylace méa obvykle kratsi trvani, protoZe je rychle zvracena aktivitou protein
tyrosinovych fosfataz (Tonks and Neel 2001). Funguje jako ,,piepinac* riznych fyziologickych
procest, a vétSinou k ni dochézi jen v zavislosti na konkrétnich stimulech. Fosfotyrosin na
rozdil od fosforylovanych Ser/Thr ziidka plni strukturni funkci v proteinech, jeho funkce je
zpravidla regulacni. Naopak Casto plni funkci prostiednika asociace proteinovych komplexd,
ma vyssi afinitu ke specifickym vazebnym doménam neZ fosforylovany Ser/Thr, a je tak pro
néj typicka tvorba ,,leSeni* pro prenos signalu (Hunter 2009). Z téchto divodu byva v klidovém
stavu v butice tyrosin fosforylovano méné nez 1 % fosfoproteomu (Humphrey, James, and
Mann 2015).

Kratce po objeveni proteinové fosforylace se ukdzalo, ze deregulace jeji fyziologické
miry mize vést k zdvaznym patologiim. K deregulaci proteinové fosforylace miize dochézet
zménou genoveé exprese, fizi nebo deleci v genech kinaz anebo obdobnymi zménami u jejich
regulacnich faktort. To v§e miiZe vést k vzniku nadorového bujeni, pfi€emz tyrosinové kinazy
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nejsou jedinou, byt nejvyznamnéjsi vétvi superhrdiny proteinovych kindz, které se na tomto
procesu podili. Divodem je pravdépodobné jejich vyznam v regulaci rastu (Aaronson 1991),
zprostiedkovani bunééné motility (Hsia et al. 2003; Carragher et al. 2001) a moznosti
preprogramovat bunécny metabolismus (Ward and Thompson 2012).

energetického metabolismu na glykolyzu a fermentaci a zaroven inhibici aerobniho
metabolismu pravdépodobné v souvislosti se zménou tkanového uspotradani nadoru. Pfirozené
se zvySuje spotieba glukézy a tvorba laktitu. Souhrnné jsou takové fenotypové projevy
oznacované jako Warburglv jev (Warburg, Wind, and Negelein 1927). Zasadni vyznam ma
pak preprogramovani metabolické aktivity v mitochondrii.

Mitochondrie jsou organely se zdsadnim vyznamem pro energeticky metabolismus
buniky. Jedna se o organelu s vnéjsi a vnitini membranou, vnitini prostor se nazyva matrix.
Probiha v ni Citratovy cyklus, kde je zpracovavan acetyl koenzym A, jehoz vystupem jsou
redukované koenzymy jejichz regenerace v elektron transportnim fetézci vytvaii gradient H"
na opacnych stranich vnitini membrany, ktery je findlné¢ preménén na ATP. K dokonceni
pienosu elektronu je zapotiebi pritomnost kysliku, pficemz dochézi k vzniku vody (Schéma 1).

Role ,elektrarny bunky neni vSak jedind funkce mitochondrii. Intermediaty
Citratového cyklu jsou nezbytné pro syntézu organickych molekul jako jsou nékteré
neesencidlni aminokyseliny, mastné kyseliny a ketolatky. Ma také funkci ve vapnikové
signalizaci(Pozzan, Magalhaes, and Rizzuto 2000), a dale je klicovym c¢initelem v endogenni
apoptdze. Samotna koncentrace Ca** v mitochondrii se podili na tvorb& PTP poru, plisobi jejich
bobtnani a naruseni integrity (Bernardi et al. 1999). Uvolnéni cytochromu C do cytosolu,
regulovano rovnovahou pro apoptotickych (napi. Bak, Bax a Bid) a ani-apoptotickych (napf.
Bcl-2 a Bel-XL) faktori(Ola, Nawaz, and Ahsan 2011; Burlacu 2003), je prvnim krokem v
endogenni apoptdze. Obecné dysfunkce mitochondrii posouva butiku spise k apoptdze, avsak
v posledni dobé¢ se ukazuje, Ze dysfunkce mensiho rozsahu miize naopak spustit signalizaci pro
spusténi mechanismi prezivani bunky (Guerra et al. 2017)

Tyrosinova fosforylace se v poslednich dekddach ukézala jako podstatny faktor
v regulaci mnohych mitochondrialnich procesii souvisejicich s energetickym metabolismem,
apoptozou, organizaci mitochondrii v bufice a retrogradni signalizaci. Tato prace by méla
shrnout, jaké tyrosinové kinazy plisobi v mitochondridlnich kompartmentech, jak se do nich
dostavaji, popt. které faktory to zprostiedkovavaji. Dale shrnout proteiny, které jsou jimi

fosforylovany, mista fosforylace a jejich signifikanci.



Mitochondrialni kompartmenty a
hlavni procesy energetického metabolismu

Matrix

Intermembranovy prostor Vnéjsi membrana

Vnitini membrana

Intermembranovy prostor

Cytochrom C 4H*

Vnitini membrana

Matrix

Schéma 1 Schématicky ndkres kompartmentit mitochondrii a hlavnich procesii energetického metabolismu uvnitr.
Zdroj: viastni.



2. Tyrosinové kinazy

2.1 Evoluéni ptivod tyrosinovych kinaz

K rozvoji tyrosinovych kinaz, podle studie Pincus et al. 2008, doslo nejspis u spole¢nych
predkii Metazoa a jejich sesterské skupiny Choanoflagellata. Obé skupiny sdili jadro
nejpuvodnéjSich tyrosinovych kindz, které se podobaji nereceptorovym tyrosinovym kindzam,
jako naptiklad c-Src. Spolu s tyrosinovymi kindzami doslo v obdobné mife i k rozvoji
tyrosinovych fosfatdz a domén vazajicich fosfotyrosin, aby mohla byt signalizace tyrosinovou
fosforylaci efektivné regulovana a signal prevadén k dalS$im ¢lentim signalizacnich drah. Ob¢
skupiny si také vyvinuly nezavisle na sob€ rodiny kindz s unikatni architekturou, které nejsou
u druhé skupiny. K evolu¢ni radiaci tyrosinovych kindz doSlo v relativné rychlém sledu,
organismy nejpiibuznéjs$i Metazoim a Choanoflagellatiim jako kvasinky a hlenky nemaji zadné
tyrosinové kinazy, a jen par tyrosinovych fosfataz a SH2 domén. Fosfatazy u nich slouzi
pravdépodobné hlavné k defosforylaci promiskuitné fosforylovanych tyrosint Ser/Thr
kindzami. Role tyrosinovych kindz v mezibunécné signalizaci a rozsifeni bunééné informacni
sit¢ o novy zpusob Sifeni signdlu mély pravdépodobné nezanedbatelny vyznam ve vyvoji
mnohobunécnosti zivocisného typu (Pincus et al. 2008).

Tyrosinové kinazy jsou sekvencéné nejpiibuznéjsi kindzam podobnym tyrosinovym
kinazam (tyrosine kinase-like, TKL) (Manning 2002), které¢ se hojn¢ vyskytuji u Dictyostelium
discoideum a byly popsany také u rostlin. Jsou zajimavé tim, ze 1 kdyz vétSina fosforyluje
Ser/Thr, menSina z nich je schopna fosforylovat tyrosin, nékteré exkluzivné, jiné fosforyluji

zaroven 1 Ser/Thr (Goldberg et al. 2006).

2.2 Nereceptorové tyrosinové kinazy

Jejich kanonicka funkce je zprostiedkovavani signalizace v cytosolu, ¢asto pfes vazbu
na cytosolické domény receptori jako jsou integriny, receptory spiazené s G proteiny, nebo
receptorové tyrosinové kindzy. Mohou byt upevnéné na vnitini stran¢ plazmatické membrany

skrze navazané mastné kyseliny. AZ pozdéji byly objevené také v jadie a v mitochondriich.



2.2.1 Kinazy rodiny Src

VétSina kindz rodiny Src méa velmi podobnou strukturu. Budeme-li postupovat
konven¢né od N k C-konci, nalezneme prvni SH4 doménu (SH = Src homology), unikatni
doménu, SH3, SH2 a samotnou katalytickou protein kindzovou doménu.

SH4 je velmi kratkd doména, ma jen 15 aminokyselin. Jeji funkce tkvi v urceni
membranové lokalizace (David-Pfeuty, Bagrodia, and Shalloway 1993). Pomoci kovalentné
navazané myristové kyseliny (myristoylace) kotvi pfislusny protein v membrané. Molekuly
Src kindz se ale vyskytuji 1 volné difundujici (Kaplan et al. 1988). K pfipojeni myristové
kyseliny dochazi kotranslaén¢ (Buss, Kamps, and Sefton 1984). Ukotveni Src kindz k
membrané muze byt jest¢ posileno bud'to bazickymi aminokyselinovymi zbytky v SH3 a
unikatni doméné (u c-Src a Blk) nebo reversibilnim navazdnim palmitové kyseliny (Robbins,
Quintrell, and Bishop 1995) Pfipojeni k membrané mulze byt zdsadni pro pribch
signalizace(Spencer et al. 1995).

Doména SH3 mé délku cca 50 aminokyselin, je schopna vazat proteinovou sekvenci s
vysokym vyskytem prolinu, s konzervované se vyskytujicim motivem Prolin — X — X — Prolin
(X muze byt jakékoli aminokyselina). Podle kontextu okoli mize byt sekvence vdzana obéma
sméry (Lichtarge, Bourne, and Cohen 1996). Doména SH2 véaze proteinovou sekvenci s
vyskytem fosfotyrosinu, pficemz specificita je dale zvysSena okolni sekvenci a hlavné +3
zbytkem, ktery je nejCastéji leucin (Zhou et al. 1993). Mezi SH2 a protein kinazovou doménou
se nachazi zhruba 20 aminokyselin dlouhy linker, ktery méa vyznamnou tlohu v regulaci kinazy
Src.

Kinazova doména Src se sklada ze dvou lalokl, mezi nimiZ se nachazi aktivni misto,
kde probih4 katalyza fosforylace tyrosinu. Cast blize k N-konci je mensi a skladd se prevazné
z B-listi, zajistuje vazbu ATP, Cast blize C- konci se naopak sklada spise z a-helixi a jeji funkce
je vazat substrat. Oba laloky maji mezi sebou urcitou flexibilitu a mizZou zvétSovat €1 uzavirat
Stérbinu, kde se nachazi aktivni misto kindzy. Pro vyménu ADP za ATP je potieba otevienéjsi
konformace, pro katalyzu reakce je tieba uzavienéjsi, kdy jsou substrat i ATP blizko u sobé.
Na C-konci se nachazi neusporadana doména, kde se nachézi tyrosin 527 (Y527), ktery se podili

na regulaci(Xu et al. 1999; Sicheri, Moarefi, and Kuriyan 1997; Williams et al., n.d.)



2.2.2 Regulace kinaz rodiny Src

Kinazy rodiny Src maji pomérné slozity a sofistikovany systém autoregulace. Y527 a
tyrosin 416 (Y416, ¢islovani podle kufeci c-Src) jsou zbytky, které mohou byt fosforylovany,
Y527 za ucelem inhibice nebo Y416 za ucelem stimulace aktivity kinazy.

Pti fosforylaci Y527, ktery se nachazi v C-koncové neusporadané doméné, dochazi k
intramolekularni interakci s SH2 doménou, schopnou vazat fosfotyrosin. Touto interakci se
stabilizuje vazba SH2 na vétsi C-koncovy lalok kindzové domény. Zaroven se zméni pozice
linkeru mezi SH2 a kindzovou doménou. Linker pak leZi mezi menSim N-koncovym lalokem a
SH3 doménou a zprostfedkovava jejich interakci (Schéma 2a). Casti neuspoiadaného linkeru
se zméni sekundarni struktura na polyprolinovy helix a vaze se jako ligand na SH3 doménu.
Timto ,,sevienim* dochazi k naruSeni katalytického mista, konkrétné pohybem aC-helixu v C-
koncovém laloku. Interakce s SH2 a SH3 doménami taky zabraiuje vzdjemnému pohybu obou
lalokt kinazové domény, nutnému k pribehu katalyzy (Xu et al. 1999).

a b c

SH3/SH2
N interakce

Aktivaéni

Kinase smyéka

\ (N-lobe) -

Kinase
{C-lobe)

) Defosforylace
557 I C-koncové .
neuspofadané " =

domény
Y 527

(N-loba) ‘

Kinase
(C-lobe)

Kinase
(C-lobe)

Schéma 2 a) Konformace Src kindzy v inaktivovaném stavu s 527 fosfotyrosinen asociovaném s SH2 doménou. b)
Plné defosforylovany stav c) Aktivovany stav s fosforylovanym Y416. Prevzato a upraveno z Xu et al. 1999.

Fosforylace na Y527 mulZe byt katalyzovana kindzou Csk (C-terminal Src
kinase)(Okada and Nakagawa 1989), ktera byla objevena i v mitochondriich (Salvi, Brunati,
and Toninello 2005), tudiZ je moZné predpokladat jeji zdsadni vyznam v regulaci kratkodobé
trvajici tyrosinové fosforylaci.

Fosforylace na Y416 naopak stabilizuje ¢ast C-koncového laloku kindzové domény
zvanou aktivacni smycka, kterd je v misté katalyzy, a zajiStuje vazani substratu (Schéma 2c).

Primarné se jedna o transautofosforylaci (G. Sun et al. 2002).



Z kinaz rodiny Src byly zatim v mitochondriich detekovany: c-Src, Fgr, Fyn a Lyn, Lck
(Salvi, Brunati, and Toninello 2005; Salvi et al. 2002; Miyazaki et al. 2003).

2.2.2.1 Fyn

Pii vyzkumu fosforylace mitochondrialniho translacniho aparatu byla kinaza Fyn
objevena jako pfi¢ina tyrosinové fosforylace na proteinech komplexu mitochondridlniho
ribozomu, bez detailli konkrétnich mist a vyznamu. Dale byla objevena souvislost mezi
snizenim exprese Fyn kinazy, po jejim knock downu pomoci siRNA, a snizenou syntézou
mitochondrialné kodovanych podjednotek elektronového transportniho systému (ETS). Také
bylo objeveno, ze Fyn kinazy asociuji s ribozomalnimi proteiny. Fyn kindza ma tedy velmi
pravdépodobné funkci v regulaci mitochondridlni proteosyntézy (Koc, Miller-Lee, and Koc

2017)

2.2.2.2 Lyn

Vyznam kindzy Lyn ve fyziologii mitochondrii byl popsan pfi regeneraci krysi jaterni
tkan¢ po parcialni hepatoktomii. V rozmezi 24 — 36 hodin po zakroku byla Lyn zaznamenana
v intermembranovém prostoru, kam translokovala z cytoplazmatické membrany, kde se jeji
mnozstvi naopak snizilo. Kinaza byla v aktivovaném stavu, tedy fosforylovana na tyrosinu 396
(ekvivalent Y416), a v komplexu s dal§imi, neidentifikovanymi proteiny, které¢ pravdépodobné
zprostiedkovaly jeji translokaci. Jeji vliv byl zdsadni pro udrzeni integrity membrany béhem
prereplikaéni fize G1 bunééného cyklu, kdy se v buiice vyskytuje vysoka koncentrace Ca?",
ROS (reactive oxygen species — reaktivni formy kysliku) a dochdzi k celkovému snizeni
metabolismu mitochondrii. Fosforylace mitochondridlnich proteinti zprostiedkovana Lyn
Tento vliv byl vyrazné potlacen aktivitou fosfataz, jejichz inhibitory byly vyuzity pfi vyzkumu
pro zvyraznéni funkce Lyn (Gringeri et al. 2010).

Jeden z popsanych mechanismii lokalizace Lyn v mitochondrii je jeji interakce s
proteinem vrozené imunity RIG-1, cytosolickym receptorem virdlnich RNA (Takeuchi and
Akira 2008) a jeho adaptorem IPS-1, ktery se nachdzi ve vnéjsi mitochondrialni membrané a
spolu s dal§imi faktory zprostfedkovava zanétlivou odpovéd’. Lyn je translokovana na vngjsi
mitochondridlni membranu, kde tvofi s RIG-1 a IPS-1 komplex. Také je zde nezndmym

prostiednikem fosforylovana na aktivaénim tyrosinu 396. Pfitomnost Lyn kindzy na vné&jsi



mitochondridlni membrané, pozitivné reguluje tvorbu anti-virdlnich INF-f cytokind. Tento

mechanismus byl popsanu u mySich makrofagu (Lim et al. 2015).

2.2.3 c-Abl

Tyrosinova kinaza vyskytujici se primarné v jadie a cytosolu. Jeji nejvice prozkoumana
funkce je reakce na bunécny stress, poskozenou DNA, a jeji néasledna ucast na zastaveni
bunécného cyklu ¢i apoptoze. Bylo objeveno, Ze se mize podilet také na opravé DNA nebo
organizaci cytoskeletu. Stejné jako kinazy rodiny Src obsahuje SH3, SH2 a kindzovou doménu,
avSak m4 unikatni C-konec s tfemi jadernymi lokalizacnimi signaly a doménu bohatou na
prolin, schopnou vazat SH3 doménu, DNA vazebnou doménu a doménu schopnou vézat F a G-
aktin (Kharbanda et al. 1998). MiZe dojit k balancované reciproké chromozomalni translokaci,
pii které vznika takzvany Filadelfsky chromozom, pfi¢emz je gen c-Abl fuzovan s genem BCR.
Tak vznik4 konstitutivné aktivni kindza BCR-AblI, ktera ma z4sadni roli v chronické myeloidni
leukémii (Quintds-Cardama and Cortes 2006).

K jeji mitochondrialni lokalizaci dochazi v souvislosti se zvySenym vyskytem ROS,
tento pfesun je navic zprostiedkovan PKCd, Ser/Thr kindzou, piicemz vliv c-Abl na fyziologii
mitochondrii se projevuje snizenim membranového potencidlu a ubytkem ATP, jev zpravidla
spojeny s nekrézou (Kumar et al. 2001). Jako dalsi signal k lokalizaci v mitochondrii mtize
slouzit stres v endoplazmatickém retikulu (ER) zplisobeny zvySenym mnoZstvim Spatné
sbalenych proteint nebo rozhozenim Ca’** homeostazy. Ur¢ita frakce c-Abl je lokalizovana
v ER a pfi zvySeném bunécném stresu je piesunuta do mitochondrii. Zaroven s piesunem c-Abl
dochazi k uvolnéni cytochromu C z mitochondrii, coz je prvnim krokem v endogenni,

mitochondriemi zprostiedkované apoptoze (Ito et al. 2001).

2.2.4 Csk

C-terminal Src kindza je jednim z hlavnich regulatort rodiny Src kindz, byla objevena
translokovand v mitochondriich v jedné z prvnich studii zamétujicich se na toto téma (Salvi et
al. 2002). Fosforyluje kinazy rodiny Src na Y527 a jeho ekvivalentech a inhibuje jejich aktivitu
zménou konformace, coz se projevuje snizenim Vmax (Okada and Nakagawa 1989). Kindzy
rodiny Src vSak mohou predejit inhibici autofosforylaci Y416 a jeho ekvivalentii na kindzové
doméné, coZ zabrafuje inhibi¢ni vazbé mezi fosforylovanym Y527 a SH2 doménou (Gongqin

Sun, Sharma, and Budde 1998).



Sklada se z homologti domén SH2, SH3 a kindzové domény, ale nema jako kinazy
rodiny Src aktivaéni tyrosinovy zbytek na aktivacni smycce kindzové domény. Dvé
konektorové oblasti, prvni mezi SH3 a SH2 a druhd mezi SH2 a kindzovou doménou, mohou

interagovat s kindzovou doménou a tim ji aktivovat (Ogawa et al. 2002).

2.2.5 Jak2

Ma vyznamnou ulohu v pifevodu signalu v cytoplazmé, kde se vaze na receptory
hormont jako prolaktin nebo ristovy hormon (Growth hormon,GHR), nebo na receptory
cytokinll z rodiny interferond. Fosforylaci tyrosinii na receptorech tvoii mista pro asociaci
proteint rodiny STAT s recptory, které po vazbé kindza JAK?2 také fosforyluje na tyrosinech.
Takto fosforylované proteiny rodiny STAT tvoii dimery, nebo heterodimery a vstupuji do jadra,
kde reguluji transkripci (Sakatsume et al. 1995; Berry et al. 2011). Pfesto byla kindza JAK2
objevena i1 v mitochondridlni matrix, kde se podili na regulaci pyruvat dehydrogenadzového

komplexu.



2.3 Receptorové tyrosinové kinazy

Receptorové tyrosinové kinazy (RTK) se zpravidla vyskytuji na povrchu bunck a
zprostiedkovavaji signalizaci do buiiky po stimulaci extracelularnimi ligandy, jako jsou ligandy
rodiny EGF. RTK vazou ligandy jako diméry (Schéma 3), ¢imz se aktivuji kindzové domény a
nasledné se transfosforyluji (Ullrich and Schlessinger 1990) a vytvafeji mista pro vazani
proteint a adapterd, slouzi jako ,,leSeni“, které zprostiedkovava pienos signalu. Jejich obecna
struktura od N-konce je nasledujici: extracelularni oblast ligand vazajicich domén, integralni
membranovad doména a kindzova doména v cytosolu na C-konci, pficemz jednotlivé rodiny

maji vyrazné¢ odlisné jak receptorové, tak kinazové domény(Lemmon and Schlessinger 2010).

Extracelularni oblast lignad vazajicich domén
A TrkA B KIT

D2

Stem
cell
factor

D3

Nerve
growth factor

c FGFR

Schéma 3 Ilustrace mechanismsu vazby ligandii do extraceluldrnich oblasti receptorovych tyrosinovych kindz. Ze
schéma je patrny rozdil mezi dimerizaci s mistem kontaktu zprostiedkovanym ligandy u TrkA a proteinem zprostredkovanym
kontaktem u rodiny EGF receptorii nebo FGFR. Epidermal growth factor(EGF) — epidermalni ristovy faktor,; Stem cell factor
— faktor kmenovych bunék; Fibroblast growth factor — vazivovy ristovy faktor; Nerve growth factor — nervovy riistovy faktor.
Prevzato a upraveno z Lemmon and Schlessinger 2010.
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2.3.1 EGF receptory

Jsou také znamy jako ErbB/HER rodina, tvofi s ostatnimi RTK dané rodiny
heterodimery. Kontakt mezi jednotkami je zprostfedkovan receptorem, ne ligandem (Garrett et
al. 2002) Pti vazbé ligandu dochazi ke zméné konformace EGF receptort. Obé molekuly tvotici
dimér ¢i heterodimér mohou mit odlisné ligandy (Burgess et al. 2003). Diky této variabilité

mohou EGF receptory vést velmi diversifikované signaly.

2.3.1.1 EGFR

Zvysena exprese EGFR je pfitomna u fady nadort, ¢asto spolu s c-Src kinazou, pficemz
je nazna¢ena moznost jejich vzajemné stimulace. Fibroblasty se zvySenou expresi obou kinaz
mély zrychlenou syntézu DNA, rychleji rostly na agaru 1 v laboratornich mySich. EGFR je
fosforylovéana c-Src na tyrosinu 845, v misté aktivni smycky kindzové domény, s vyznamnym
vlivem zvySeni rychlosti katalyzy (Biscardi et al. 1999).

Jako jeden z cilti synergistického plisobeni obou kinaz po stimulaci hormonem EGF
byla objevena CoxII podjednotka cytochrom C oxidazy (COX) ve vnitini mitochondrialni
membrané, kde dochazi k jeji fosforylaci na neureném tyrosinovém zbytku. Fosforylace ma
za dusledek sniZeni aktivity ETS o 60 %. Pfedchazi ji dosud pln€ nepochopeny mechanismus
translokace EGFR spolu s c-Src do vné&j$i mitochondridlni membrany. Ve struktufe byla vSak
na rozdil od c-Src objevena mitochondrialni lokaliza¢ni sekvence. Pro objevenou zavislost
translokace na klatrinu byla navrzena moznost endocytozy, avSak je jen malo a
neprozkoumanych proteinli ve vnéj$i mitochondrialni membrané schopnych zprostfedkovat
splynuti membran (Demory et al. 2009).

Dalsi objevené funkce EGFR v mitochondriich byla stimulace reorganizace
mitochondrii skrze zrychlené dé€leni a podpora bunécné motility a tvorba metastazi
v nemalobunééném karcinomu plic (non-small cell lung carcinoma, NSCLC) Na rozdil
k ptedchozi studii v tomto ptipad€ dochazi k celkovému zvySeni produkce ATP. Mechanismus
za témito efekty je interakce EGFR s Mfnl — faktorem pro fizi mitochondrii. Tato interakce
pravdépodobné zeslabuje schopnost Mfnl polymerizovat a spoustét fuzi mitochondrii (Che et
al. 2015).

Opacny efekt podpory flize mitochondrii nastava pfi interakci mitochondrialniho EGFR
s palmitatem, ktery je v nadbytku de novo syntetizovan proteinem FASN. Ten je stimulovan
EGFR na plazmatické membrané, pficemz tvoii aktivni homodimer. Nasledné je

mitochondridlni EGFR, palmitoylovan nezndmym mechanismem na cysteinovém zbytku,
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interaguje svou cytosolickou doménou s prohibitinem 2 (PHB2) a zvysuje jeho koncentraci,
pri¢emz toto zvyseni zavisi i na jeho kindzové aktivité. PHB2 je pleiotropni protein, vyskytujici
se v riznych bunéénych kompartmentech, ma roli v signalizaci jako transkripcni faktor nebo
chaperone. Jeho chaperonova aktivita je pfitom zasadni pro zabranéni proteolytické degradace
OPA1, GTPazy podporujici mitochondrialni fuzi (Ishihara et al. 2006). Koncentrace obou
proteint byla pti knockdownu EGFR snizend. Cely proces je opét stimulovan hormonem EGF
(Schéma 4) (Bollu et al. 2014). Ob¢ ptedchozi studie jdou v jistém smyslu proti sobé a

pravdépodobné existuji dalsi Cinitelé nebo interakce, které oba jevy reguluji a drzi v rovnovaze.

EGF

Plazmaticka membrana
/ \ Dimerizace
gy

*
.

3
Cytosol / .S Syntéza palmitatu

EGF

Schéma 4 Ilustrace regulace mitochondridalni dynamiky v zavislosti na EGF skrze de novo tvorbu palmitdtu.
Zdroj: viastni.

Lokalizace EGFR na vn&j$i membranu mitochondrii muize byt také iniciovana
vystavenim myoblastli nizkym koncentracim arzénu. Podobné, jak bylo popsano ve studii
Demory et al., doslo k interakci s Cox II podjednotkou COX, a kromé toho také ke zvysSeni
tvorby ROS a zvySeni membranového potencialu mitochondrii.
hladina jaderného cyclinu D1, proteinu, G€astniciho se na regulaci bunééného cyklu podporou

ptechodu z G1 do S faze. Jeho zvysenou expresi dochdzi k proliferaci myoblastt na ukor jejich
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diferenciace. Regulace cyclinu D1 mize zaviset na tvorbé ROS v mitochondriich zvysené

ptusobenim EGFR (Cheikhi et al. 2020).

2.3.1.2 ErbB2

Nevaze sam o sobé zadné ligandy, ale piisobi jako koreceptor s ostatnimi RTK z rodiny
EGF receptort. Pfitom je tvorba heterodimeru s ErbB2 dokonce upfednostiiovana ostatnimi
RTK zrodiny EGF receptort (Graus-Porta et al. 1997). V heterodimerech zesiluje signalizaci
rodiny EGF receptorti a je zdsadni pro prenos uréitych signalii (Beerli et al. 1995). Miize byt
také onkogenem v rliznych typech nadorti (Slamon and Clark 1988).

Bylo objeveno, Ze 1 za fyziologickych podminek se nachazi v mitochondriich, jeji
translokaci zprostfedkovava mitochondrialni Hsp70, pfitom je také nezbytnd mitochondrialni
lokalizacni sekvence. Mira translokace je Umérnd kindzové aktivite¢ ErbB2, mutanta se
zvysenou kinazovou aktivitou se vyskytovala v mitochondriich ve vétSim mnoZzstvi, mutanty se
snizenou kindzovou aktivitou naopak ubylo. Samotny efekt zvySené exprese ErbB2 se
projevoval sniZenim piijmu O> a zeslabenim aktivity ETS, snizenim ATP/ADP poméru a
membranového potencidlu mitochondrii. Naopak ptijem glukozy byl zvySen. ErbB2 asociuje
s COX II podjednotkou, kterou inhibuje, pficemz mira inhibice roste s velikosti kindzové

aktivity, podobé¢ jako v ne€kterych ptipadech u EGFR (Ding et al. 2012).

2.3.1.3 ErbB4

Paradoxni ¢len rodiny ErbB, na rozdil od ostatnich jeho aktivita piispiva v nadorovych
bunkach k zastaveni proliferace a aktivaci apoptézy (Sartor et al. 2001). Pii stimulaci
hormonem heregulin B1 dochazi k proteolyze ErbB4 ns cytosolické strané¢ y-sekretazou.
Vznikly cytosolicky fragment, nazyvany 4ICD, je nésledné translokovan na vnéjsi
mitochondridlni membranu, kde interaguje s proapoptotickym faktorem BAK, ktery aktivuje.
4ICD obsahuje BH3 doménu, diky které muze k této asociaci dojit. K apoptéze nésledné
dochézi obvyklou endogenni cestou. K samotné interakci neni potieba kindzové aktivity ErbB4,

byt’ ma pravdépodobné roli v zprosttedkovani proteolyzy v cytoplazmé (Naresh et al. 2006).

2.3.2 TrkA

Patii mezi neurotrofinové receptory (Muragaki et al. 1995). M4 popsanou Ulohou

v proliferaci a podpote piezivani bun€k (Freund and Frossard 2004; Wu et al. 2020), pficemz
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v neptitomnost signdlu NGF muize naopak mit roli v apoptdze (Feinberg et al. 2017). Obvykle
se nachazi v plazmatické membran¢, bylo vsak objeveno, ze spolu s p7SNTR — ¢lenem rodiny
tumor necrosis factor receptori — je lokalizovdna do mitochondrii v bunikach lidskych
podocyti. Tam piisobi proti toxickym u¢inkiim Ca** vedoucim k narugeni mitochondrilni
integrity (Carito et al. 2012), coz potvrzuje vyznam TrkA v prezivani buniky, nebot’ se jedné o
antiapoptoticky tcinek.

TrkB, pattici do stejné rodiny kinaz, byla také objevena v mitochondrii, ale jeji funkce
zde nebyla urcena (Wiedemann et al. 2006), prestoze jsou zndmy piipady, kdy signalizace pies

tento receptor ovlivnila funkénost mitochondrii (Chen et al. 2019).

Dalsi RTK popsané v mitochondrii jsou FGFR1, FLT3 a HGFR. Jejich biologicky

vyznam je popsan u piislusnych proteini.
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3. Adaptorové proteiny

Adaptorové proteiny jsou potiebné pro presun a lokalizace nékterych kinaz
v mitochondriich, vzhledem k jejich Casté nepfitomnosti mitochondridlnich lokaliza¢nich
signalti. Bylo objeveno nékolik takovych adaptorovych proteinti, které asociuji s kindzami
rodiny Src. Jejich vyznam se zprostiedkovanim pfesunu nekonéi, podili se 1 na regulaci aktivity

asociovanych kinaz a nékteré i sami interaguji s mitochondrialnimi proteiny.

3.1 A-kinase anchor protein 1(AKAP1)

AKAP1 byl pivodné urcen jako protein kotvici Ser/Thr kindzu PKA k riznym
bunéénym kompartmentiim. Pozd¢jsi vyzkum v lidskych tkanovych kulturdch bunék ukazal, ze
je schopny vézat i dalsi proteiny ucastnici se signalizace, konkrétné c-Src a PTPDI1.Ti jsou
navdzané s AKAP1 v komplexu, ktery se vdZe na vnéj$i membranu mitochondrii. PTPDI je
fosfatdza, ktera katalyzuje aktivacni defosforylaci Y527 na c-Src. Dalsi disledek tohoto
piesunu je snizeni transdukce EGF signdlu do jadra, ktery je v nepfitomnosti AKAPI
stimulovany spolecnou aktivitou PTPDI1 a c-Src (Cardone et al. 2004). Samotny vyznam
presunu komplexu AKAP1-PTPDI1-c-SRC spociva ve fosforylaci cytochromu C oxidazy a
zvyseni produkce ATP oxidativni fosforylaci, zatimco pii inhibici syntézy AKAP1 pomoci
siRNA doslo k jejimu vyraznému snizeni (Livigni et al. 2006).

Dalsi vyzkum prokazal translokaci AKAPI jen pii normoxii, zatimco pii hypoxii
dochazelo k degradaci AKAP1 zprostiedkovanou ubiquitinaci indukovanou ligdzou Siah2, coz
vedlo k inhibici oxidativni fosforylace a snizeni membranového potencialu mitochondrii,
nejspis kvili zadrzeni PTPDI a c-Src v cytosolu (Carlucci et al. 2008). Tento mechanismus,
objeveny v kontextu ischemie, by mohl mit svou ulohu v pfeZivani pfi nizkych hladinach O,
coz je jev Casty v nddorovych tkénich.

AKAP1 byl také objeven v mitochondrialni matrix, naznacujici mozny mechanismus

translokace c-Src (Sardanelli et al. 2006)
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3.2 Docking protein 4 (Dok-4)

Rodina proteinti Dok patii mezi adaptorové proteiny, n¢které jsou schopné vazat SH2
doménu, interaguji s riznymi kindzami a mohou byt fosforylované. Bylo objeveno, Zze Dok-4
zprostiedkovava presun c-Src do mitochondrii. Sam je do mitochondrii lokalizovan skrze svou
N-koncovou aminokyselinovou sekvenci a PTB doménu (phosphotyrosine binding domain).

PTB doména se vyskytuje u mnoha proteinti signalnich drah, kde se ti€astni signalizace
asociaci s fosfosforylovanymi tyrosiny a zprostiedkovava prenos signalu (Bork and margolis
1995), podobné jako SH2 doména. Miize také vSak slouzit k ureni bunécné lokalizace, diky
schopnosti podilet se na vazbé na membranu (Bedirian et al. 2004).

Lokalizaci c-Src za pomoci Dok-4 provazi sniZzeni exprese komplexu I ETS a zvySena
produkce ROS. To souvisi s dal§imi funkcemi Dok-4, coz je obohaceni tvorby ROS
zprostiedkované cytokinem TNF-a a aktivace transkripéniho faktoru NF-xB. Pro vyznamnou

aktivaci NF-kB byla nutna ptitomnost c-Src (Itoh et al. 2005)

3.3 pl3

Ke zménam v tyrosinové fosforylaci v mitochondrii nemusi dochdzet jen endogenng,
nybrz mize byt ovlivnéna i jinym organismem. Dopliitkovy protein (accessory protein) p13
lidského T-bunécného lymfotropniho viru typu 1 (HTLV-1) je schopny vazat SH3 doménu
kinaz c-Src, Lyn, Fyn a Fgr skrze sviij na prolin bohaty C-koncovy motiv. Jako heterodimer
zprostiedkovava presun kinaz do intermembranového prostoru mitochondrii, kde vyrazné
stimuluje proteinovou fosforylaci. Kinadza Lyn se pravdépodobné prostiednictvim p13 piesouva
do mitochondridlniho matrix. Interakce pl3 s kindzami rodiny Src také rusi patologické
priznaky infekce pl3, vyznacujici se produkci ROS a snizenim potencialu vnitini

mitochondridlni membrany (Tibaldi et al. 2011).
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4. Mitochondrialni proteiny fosforylované na tyrosinu

4.1 Pyruvat dehydrogenazovy komplex (PDC)

Vyznam komplexu v energetickém metabolismu je pfeména pyruvatu na acetyl
koenzym A, ktery vstupuje do Citratového cyklu, kde je dale zpracovavan a slouzi jako substrat
pro redukci koenzymii. Jedna se o rychlost urcujici krok aerobniho metabolismu eukaryotické
buiiky. Proto ma jeho regulace zasadni vyznam v piepnuti zavislosti metabolismu z oxidacni

fosforylace na aerobni glykolyzu a fermentaci.

4.1.1 Pyruvat dehydrogendza podjednotka a (PDHAI)

Dvé kopie PDHA 1 spolu s dvéma 3 podjednotkami tvoii heterotetramer E1 —
komponent PDC. El katalyzuje dekarboxylaci pyruvatu a reduktivni acetylaci lipoylové
skupiny ostatnich podjednotek PDC. Obé& poloviny vazou vlastni thiamin pyrofosfat (TPP) a
iont Mg?* ve svém aktivnim misté. PDHA1 vaze Mg*" a pyrofosfatovou ¢ast TPP (Kato et al.
2008).

Bylo objeveno, ze PDHA1 je fosforylovana na tyrosinu 301 (Y301). Bylo zjisténo, Ze
buniky s nahrazenym Y301 za fenylalanin maji zvySeny obrat pyruvatu a sniZenou produkci
laktatu za normoxie a hife se adaptuji za hypoxie na glykolyzu, coz se projevuje snizenou
produkci ATP. Y301 se nachazi blizko aktivniho mista enzymu a jeho fosforylace blokuje
vazbu substratu. Jedna se o stejny mechanismus jako inhibice fosforylaci na serinu 293, avSak
nijak spolu nesouvisi a defekt vjednom neovlivni druhy. Kinazy, které tuto fosforylaci
katalyzuji, jsou BCR-ABL, FLT3, JAK2 (Fan, Kang, et al. 2014).

Moznosti posttranslacnich modifikaci PDHA1 vSak timto nekonci, také tyrosin 289
(Y289) miize byt fosforylovan c-Src kinazou s podobnymi projevy jako predchozi modifikace.
Bylo prokédzano, ze PDHA1 ma4 sniZenou schopnost zpracovavat pyruvat, a tim snizuje tvorbu
ROS, zvySuje odolnost buiiky proti oxida¢nimu stresu a snizuje spotfebu kysliku. Y289 se
nachazi v blizkosti argininu 288, ktery se vyznamné podili na ukotveni koenzymu TPP, nutného
k dekarboxylaci pyruvatu. Bylo navrzeno, Ze fosforylaci Y289 nastane stericky stfet s
aspartatem 315, a naslednou lokalni reorganizaci bude naruSeno véazani TPP a oslabena

katalyticka aktivita (Jin et al. 2016).
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4.1.2 Fosfataza pyruviat dehydrogendzy (PDPI)

PDPI je upstream regulovana fosforylaci na tyrosinu 381 (Y381). Jeji fosforylace vede
k disociaci enzymu sirtuin 3 — deacetylasy — z komplexu PDP1 a PDC. Misto n¢ho se do
komplexu vaze acetyl koenzym A transferaza (ACAT1), ktera acetyluje PDP1 na lysinu 202,
¢imz zpusobi jeho disociaci. ACAT1 déle acetyluje PDHAT1 na lysinu 321, coz vede k ptipojeni
PDHK, fosforylaci serinovych zbytki PDH, hlavné€ na serinu 293, a naslednou inhibici PDHA1
(Schéma 5). Tento pripad zajimaveé demonstruje spfazeni riznych mechanismu posttranlacnich
modifikaci v regulaci jednoho proteinového komplexu. Jako ptivodci fosforylace Y381 byly
identifikovany mnohé mitochondridlni tyrosinové kinazy, mezi které patii JAK2, FLT3,
FGFR1 a EGFR (Fan, Shan, Kang, Elf, Xie, Tucker, Gu, Aguiar, Lonning, Chen, Mohammadi,
Britton, Garcia, AleCkovi¢, Kang, Kaluz, Devi, Van Meir, et al. 2014).

Buriky zaviseji vice na Buriky zaviseji vice na
oxidativni fosforylaci glykolyze

Schéma 5 Regulace PDPI na tyrosinu 381. PDPI (Pyruvat dehydrogendzova fosfatiza), PDKI (Pyruvat
dehydrogendzova kindza), SIRT3(Sirtuin 3), ACATI(Acetyl koenzym A transferdza), PDHAI(pyruvat dehydrogendza
podjednotka o). Prevzato z Fan et al. 2014.

PDP1 mtize byt inhibovana také fosforylaci na tyrosinu 94 (Y94), kdy fosfotyrosin brani
v pfipojeni na kyselinu lipoovou, ktera je kovalentné¢ vdzand na L2 podjednotku E2. Tato
interakce je vyznamnd v tvorbé stabilniho komplexu s E2 a nasledné katalytické aktivité,
pricemz je také zavisla na piitomnosti Ca>" kationtd. FGFR1, Ber-Abl a JAK2 jsou schopné
fosoforylovat Y94. Projevuje se snizenim oxidativniho metabolismu a odolnosti vii¢i hypoxii

(Shan et al. 2014)
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4.1.3 Kinaza pyruvat dehydrogenazy (PDHK)

PDHK je Ser/Thr kinaza, ktera fosforylaci PDHAI1 snizuje aktivitu PDH a pisobi
antagonisticky k PDP1. Tti tyrosinové zbytky na mistech 136, 243 a 244 (Y136, Y243, Y244)
mohou byt fosforylovany kindzami FGFRI1, FLT3, JAK2, BCR-ABL. Y243 a Y244 se
nachazeji v blizkosti mista vazby ATP, zatimco Y 136 se nachazi blizko mista vazani molekuly
inhibitoru PDH AZD7545. Fosforylace na Y243 a Y244 posiluje asociaci PDHK s PDC a muize
usnadiiovat vazby ATP do aktivniho mista enzymu, zatimco role fosforylace Y136 byla urcena
jen jako posileni této interakce. Dusledkem toho je zvySeni fosforylace PDHAT na serinu 293
a snizeni aktivity komplexu PDC. Mitochondrie s PDHK se substituovanymi tyrosiny za
fenylalaniny vykazovaly vétsi spotrebu kysliku a vysS§i obrat pyruvatu, zatimco rakovinové

buniky s touto modifikaci mély nizsi rychlost proliferace nez kontrolni (Hitosugi et al. 2011).

4.2 FElektron transportni systém

Nejvice energie v podobé ATP, kterou dokdze bunka vyrobit, pochdzi z aktivity
elektronového transportniho systému v mitochondriich, kde se oxiduji koenzymy vznikl¢é jako
produkty Citratového cyklu a glykolyzy. Elektrony z koenzymt jsou vedeny skrze nékolik
proteint (komplexy 1, II, III, IV), pficemzZ je jejich energie postupné vyuzivana k piesunu
protont do intermembranového prostoru mitochondrii. Tak vznika elektrochemicky potencial.
Ten je nasledné vyuzit k ulozeni energie ve formé ATP. K tomu je potfeba navic kyslik, ktery
v poslednim cClanku fetézce akceptuje tyto elektrony. Bunky, které prochéazeji nadorovou
transformaci, vSak maji Casto horsi pristup ke kysliku, tak pak Casto zaviseji pfevazné na
glykolyze. Tomu musi predchazet deaktivace elektronového transportniho fetézce, popiipadé
modifikace jeho vlastnosti, aby nedochazelo k poskozovani bunky v dasledku jeho deregulace.
Jeho aktivita spojend s kyslikem vede neodvratné k tvorbé kyslikovych radikald, které pti

zvySeni koncentrace mizou zdvazn¢ poSkozovat vnitini struktury bunky.
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4.2.1 NADH dehydrogenaza (Komplex I)

Za fyziologickych podminek slouzi jako misto pro vstup protonu do elektron
transportniho fetézce, NADH jako donor. Pii nadorové transformaci neztraci svou dulezitost,
jeho role v metabolismu buriky se v§ak méni. Pomahé udrzovat spravny pomér NADH a NAD,
vyznamny pro rovnovahu mezi anabolickymi a katabolickymi procesy.

Bylo objeveno, ze fosforylace podjednotky NDUFB10 c-Src kindzou miize zvysit
aktivitu protonové pumpy komplexu, a tim udrZzovat protonovy gradient mezi matrix a
intermembranovym prostorem, ktery je nutny pro transport proteinti do mitochondrii, k udrzeni
funkce Citratového cyklu, potazmo jeho funkce v tvorbé prekursort biomolekul potiebnych
k proliferaci. Inhibice c-Src kindzy vede ke snizeni proliferace. Fosforylace NDUFB10 se také
vyznamné podili v udrzovani aktivity komplexu (Hebert-Chatelain et al. 2012)

Naopak fosforylace na tyrosinu 193 (Y193) podjednotky NDUFV2 c-Src kinazou
pusobi zvySenim aktivity NADH dehydrogendzy a zvySuje Zivotaschopnost bunék a je nutna
pro efektivni fungovani ETS. Bylo také pozorovano, ze dochazi ke snizeni produkce ROS.
Podjednotka NDUFV2 se nachazi v blizkosti mista vazby NADH a fosforylace na Y193 se
pravdépodobné vyznamné podili na funkci dehydrogenazy (Ogura et al. 2012).

Pomoci proteomickych postupli byla dale objevena dalsi mista tyrosinové fosforylace
na riiznych podjednotkach Komplexu I, avSak jejich role v regulaci nebyla zatim prozkoumana

(Cesaro and Salvi 2010).

4.2.2 Sukcindt-ubichinon reduktiza (Komplex I1)

Jedna se o enzym, skrze ktery vstupuji do respira¢niho fetézce elektrony z FADH2,
které jsou ziskavany z pfemény sukcinatu na fumarat v Citratovém cyklu. Tuto reakci i1
komplex sdm katalyzuje, jako jediny ma roli jak v Krebsové cyklu, tak v elektronovém
transportnim systém (Cecchini 2003). Elektrony jsou dale pfeddvany na ubichinon, difundujici
v membrané, na kterém pokracuji dal v ETS. Sklada se ze ctytech proteini: SDHA, SDHB,
SDHC a SDHD. VSechny jsou kdédovany v jadre, coz je jeho dalsi ojedinclost mezi proteiny
ETS. Komplex II obsahuje 5 prostetickych skupin: FAD, hem, 3 Zelezo-sirna jadra.

Bylo zjisténo, Ze ma roli v pfeprogramovani metabolismu butiky z aerobni glykolyzy na
anaerobni, pfi¢emZ se méni pomér koncentrace FAD a NAD zcca. 1:5 na 1:2. Aktivita
komplexu II se zvysuje prostrednictvim fosforylace na tyrosinu 543 a tyrosinu 604 (Salvi et al.

2007)). Tuto reakci katalyzuje kinaza Fgr. ZvySeni aktivity komplexu II souvisi s inhibici
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aktivity komplexu I, a projevuje se v buitkdch s mutovanym komplexem I, pravdépodobné jako
reakce na dysfunkci komplexu I. Také je projevem zvyseni koncentrace kyslikovych radikala,
konkrétn¢ peroxidu vodiku, ale ne superoxidi. Sama fosforylace komplexu Il vede ke zvyseni
jejich produkce a posileni tohoto efektu. Jedna se o ptiklad drahy zapojujici se do radikalové

signalizace (Acin-Pérez et al. 2014).

4.2.3 Ubichinon cytochrom c oxidoreduktaza(Komplex II1)

Ptenasi elektrony z ubichinonu na cytochrom C, spojuje alternativni mista vstupu
elektronti. Sklada se z 10 podjednotek, podjednotka cytochrom b je kodovana mtDNA, zbytek
v jadre. Pouze 3 podjednotky se U€astni prenosu elektronli: cytochrom cl, Rieske Fe-S protein
a vySe zminény cytochrom b.

Misto fosforylace bylo objeveno u podjednotky 2, nachazejici se v jadie komplexu I1I,
pii zvySeni koncentrace peroxidu vodiku (Augereau et al. 2005). Nebylo vSak zatim vice

charakterizovano.

4.2.4 Cytochrom C

Jeho hlavni funkci je pfenos 2 elektronii mezi komplexem III a IV za pomoci prostetické
skupiny hemu vazajici atom Zeleza. Jedna se o pfevazné volné difundujici intermembranovy
globularni protein s afinitou ke kardiolipinim, fosfolipidiim, vyskytujicim se ve wvnitini
mitochondrialni membrané. Jeho dalsi, pozdé€ji objevenou funkci, je zprostiedkovani apoptozy
skrze interakci s proteinem Apaf-1 (Green 2000), ktery nasledné oligomerizuje na
multimolekularni komplex apoptozom a spousti kaspazovou kaskadu skrze aktivaci proteinu
kaspaza-3, pticemz vaze ATP jako regulator interakce s Apaf-1 (Patriarca et al. 2009). Dalsi
funkce cytochromu C zahrnuji peroxiddazouvou aktivitu (Pereverzev et al. 2003), souvisejici s
oxidaci fosfolipidt (Kagan et al. 2005).

U dvou tyrozinovych zbytkli na cytochromu C bylo objeveno, Ze mohou byt
forsforylovany: tyrosin 48 (Y48) a tyrosin 97 (Y97). Nebyly zatim identifikovany kinazy
zodpové&dné za tyto modifikace. Fosforylace na Y97 byla objevena v tkani kravského srdce.
Bylo zjisténo, Ze pisobi zménou kinetiky oxidace cytochromu C cytochrom C oxiddzou, méni
zavislost na koncentraci substratu na sigmoidalni, pfi¢emz zvysuje K, pfiblizné dvojnasobné a
koncentrace substratu nutnd k dosdhnuti Vimax je zvySena 2.2krat, Vimax vSak jinak zlistava stejna.

Jako duasledek polohy Y97 v hydrofobni ¢asti molekuly byl navrZzen mechanismus regulace
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afinity ke kardiolipiniim, ktery by mohl byt zodpovédny za zvySeni nebo snizeni oxidazové
aktivity cytochromu C, ale jeho pfesny vyznam nebyl urcen (Lee et al. 2006).

Dale byla objevena v tkani kravskych jater fosforylace na Y48 a jeji vliv na sniZeni
obratu cytochromu C v dychacim fetézci zhruba o polovinu (Yu et al. 2008). Dalsi vyzkum
s pouzitim fosfomimetické varianty Y48E ukézal, ze snizuje jeho redoxni potencial skrze
¢astecnou denaturaci proteinu a odkryti hemové prostetické skupiny vodnimu prostiedi. Miize
to byt jednim z diivodd snizeni obratu cytochromu C. Fosforylace také snizuje afinitu ke
kardiolipinim ve vnitfni membrané, zaroven zeslabuje peroxidazovou aktivitu zavislou na
pfitomnosti kardiolipini, pfi¢emz tuto ztratu aktivity do jisté miry kompenzuje. Nejzasadné;si
vliv mé tato modifikace na funkci zapoceti apoptozy, kterou velmi siln€ inhibuje. Ptestoze
pfimy mechanismus neni zndmy, mohlo by jit o rozséhlejSi zménu konformace proteinu (Pecina

et al. 2010).

4.2.5 Cytochrom C oxidaza (COX, Komplex IV)

Je findlnim proteinem dychaciho fetézce, ptijima elektron od cytochromu C a pfendsi
jej skrze redoxni systém pifenaseci na findlni akceptor O, za souCasné tvorby
elektrochemického gradientu H'. Jedna se o komplex tvofeny 13 podjednotkami, 3 z nich
tvofici jadro proteinu jsou kdédovany v mitochondrii. Komplex je alostericky inhibovan
vysokou koncentraci ATP, aktivovan ADP a AMP(Arnold and Kadenbach 1999; Napiwotzki
et al. 1997) podle energetického stavu bunky. V ramci kinetiky dychaciho fetézce miize mit
v nékterych bunécnych liniich pozici rychlost reakce limitujiciho enzymu (Villani et al. 1999).

Prvni pfipad regulace COX tyrosinovou fosforylaci byl objeven v osteoklastech, kde
jejich zvysena aktivita zévisela na ptritomnosti c-Src kindzy, zvysujici aktivitu COX, a tim
zaroven rychlost tvorby ATP. Fosforylovana byla podjednotka II, pfesné misto fosforylace
(Y304) na podjednotce I v jatrech muze byt fosforylovan. Déje se tak pod vlivem cAMP,
indukovanym hormonem glukagonem, pfipadné forskolinem, ktery aktivuje pfimo adenylyl
cyklazu. Fosforylace tohoto mista ma na aktivitu COX inhibi¢ni G€¢inek pfi Vmax okolo 50 %,
pii fyziologickych koncentracich aktivitu v podstaté vypind. Ve stejné praci byla objevena
fosfotyrosinova mista na dalSich podjednotkach COX, konkrétné na II a IV, byt zodpovidajici
kinazy zlstavaji neznamé (Lee et al. 2005). Jako dalsi faktor vedouci k fosforylaci Y304 byl
objeven cytokin TNF a, taktéZ v jaternich buikéach kravy (Samavati et al. 2008), pro ktery je

typické snizeni oxidativniho metabolismu (Berg et al. 2003).
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4.2.6 ATP syntaza

Je to proteinovy komplex, ktery syntetizuje ATP z ADP a fosfatu. Je pohanén
gradientem H' mezi matrix a intermembranovym prostorem mitochondrii. Tento protein ma
naprosto zdsadni vyznam v energetickém metabolismu, nebot’ zde vznikd vétSina ATP
obligatné aerobné respirujiciho organismu.

Sklada se z dvou jednotek, Foa Fi. Fo je integralni membranovy komplex nachazejici se
ve vnitini mitochondrialni membrané. Sklada se z podjednotek a, b, ¢, d, e, f, g, A6L, Fs a
OSCP. C podjednotka se vyskytuje v 10 a vice kopiich, podle zkoumaného organismu, které
asociuji do kruhového komplexu, ktery slouzi ATP syntaze jako ,,rotor. Sousednim lalokem
z podjednotek a, ¢, f, g, a A6L prochazi kanal, kterym se vraceji H" do matrix, pfic¢emz otaceji
rotorem z ¢ podjednotek.

Fo jednotku tvofi jesté posledni funkéni ¢ast sestavajici z podjednotek b, d, Fs a OSCP.
Tvofti periferni stonek, ktery vystupuje z membrany a interaguje s Fi. Upeviiuje spojeni FO s F1
a slouzi jako ,,stator - nepohybuje se spolu s kruhem c podjednotek a drzi F; ve statické poloze.

Samotnou katalyzu provadi jednotka Fi, tvofena podjednotkami a, B, 7y, O, €.
Podjednotky v, 9, € se pohybuji spolu s rotorem z ¢ podjednotek a jejich pohyb pohani zménu
konformace a tvorbu ATP ve tfech kopiich a a B, které tuto reakci katalyzuji (Rubinstein,
Walker, and Henderson 2003).

Na tomto komplexu byla objevena fosforylace na tyrosinu 75 na 6 podjednotce F1, jako
reakce na stimulaci kortikalniho neuronu mysi hormonem PDGF, jeho biologické signifikance
vSak ziistavd neobjasnéna (Ko et al. 2002). Fosforylaci miize zabranit inkubace s
lysofosfatidickou kyselinou(Inoue et al. 1997). Dalsi vyzkum se zaobiral stavem fosforylace
ATP syntazy v klidovém stavu. Na podjednotce y bylo objeveno misto fosforylace v srde¢ni
tkani kravy. Pfesné misto fosforylace bylo obtizné urcit pro vyskyt vice tyrosinovych zbytka
na peptidech podrobovanych hmotnostni spektrometrii. Za pomoci webové aplikace pro
predikci mist proteinové fosforylace NetPhos (Blom, Gammeltoft, and Brunak 1999) bylo
misto fosforylace urceno na tyrosinu 52 (di Pancrazio et al. 2006). Dimericka forma ATP
syntazy, majici vyznam na tvorbé krist u S. cerevisiae (Arselin et al. 2004), fosforylovana na

podjednotce y nebyla.
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4.3 Ostatni mitochondrialni proteiny

4.3.1 Acetyl koenzym A transferdza (Acatl)

Katalyzuje tvorbu acetoacetyl koenzymu A zdvou molekul acetyl koenzymu A
(Antonenkov et al. 2000) v mitochondriich a v cytosolu, respektive jeho ACAT1 a ACAT2
isoformy (Fukao et al. 1997). Jeho vyznam v energetickém metabolismu zde vSak nekonci,
uplatiiuje se také v regulaci acetylaci proteini. Dé&je se tak u PDH a PDP1, které se vlivem
acetylace inhibuji (Fan, Shan, Kang, EIf, Xie, Tucker, Gu, Aguiar, Lonning, Chen,
Mohammadi, Britton, Garcia, AleCkovi¢, Kang, Kaluz, Devi, VanMeir, et al. 2014), cozZ je
vyznamny krok k pfeprogramovani metabolismu na aerobni glykolyzu. Samotnd aktivita
ACATI muze byt regulovéana tyrosinovou fosforylaci na tyrosinu 407 (Y407) pii stimulaci
EGF. K fosforylaci dochazi jen na tetramernich formach ACAT]1, které maji zvySenou aktivitu
oproti monomertm, fosforylace stabilizuje tetramer. ZvySend aktivita enzymu ACAT]1 byla
objevena v mnoha typech nadort. Za fosforylaci na Y407 jsou zodpovédné tyrosinové kinazy

FGFR1 a EGFR, podle typu bun¢k (Fan et al. 2016).

4.3.2 Adenin nucleotid translokaza (ANT)

Pfenasi ATP z matrix do intermembranového prostoru, a naopak ADP pienasi dovnitf.
Jedna se o integralni membranovy protein. Je zdsadni pro udrzeni chodu oxidativniho
metabolismu. ANT mitize zménit konformaci na dva stavy: otevieny do mitochondrialniho
intermembranového prostoru (c-stav) a otevieny do mitochondridlni matrix (m-stav).
Hypoteticky mechanismus vymény ATP za ADP by mohl byt zapocat rozrusenim sité solnych
mustkl na ptislusné stran¢ nukleotidem. Napiiklad ADP rozruSenim sité solnych mustkit ANT
v c-stavu ze strany intermembranového prostoru spusti zménu konformace na m-stav, pficemz
je presunut do matrix. Skrze rozruSeni m-stavu mize zase dojit k opacné smérovanému piesunu
ATP. Timto je také zachovana stechiometrie piesunu 1 : 1 (Robinson, Overy, and Kunji 2008;
Wang and Tajkhorshid 2008). Sav¢i genom obsahuje 4 isoformy, které jsou exprimovany u
bun¢k v riznych stadiich riistu (Stepien et al. 1992).

U isoformy ANT1 bylo objeveno, Ze tyrosiny 184, 190 a 194 mohou byt fosforylovany.
Bylo navrzeno, Ze fosforylace na tyrosinech 190 a 194 by mohla mit roli v zprostfedkovani
zmény konformace z m-stavu do c-stavu, pii pfechodu ATP z matrix do intermembranového
prostoru. Pfi defosforylaci je zabranéno spravné funkci enzymu, jak bylo demonstrovano

substituci tyrosinit 194 a 190 za fenylalaniny v transgennich kvasinkach. Ty ztratily schopnost
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ristu na nefermentovatelnych substratech. Tyrosinové kindzy Src a Lck byly identifikovany

jako ptvodci fosforylace téchto zbytkii (Feng et al. 2010).

4.3.3 Mitochondriadlni jaderny retrogradni reguldator I(MNRRI)

Je to regulacni faktor puisobici v jadfe 1 v mitochondridlnim intermembranovém
prostoru, kde riznymi mechanismy reguluje elektronovy transportni fetézec. V mitochondrii se
vaze na COX a zvySuje jeho aktivitu, spotiebu Oz a snizuje vyskyt ROS — zajistuje jeho
optimalni funkci, mozna pomaha tvorbé dimeru. V jadie zvySuje expresi podjednotky COX
412, jeho exprese je zvySena pii hypoxickém stressu (Aras et al. 2015). Velky vyznam pro
mitochondrialni aktivitu MNRRI1 mé fosforylace na tyrosinu 99 kindzou BCR-AbI.
V defosforylovaném stavu neni MNRRI1 schopen spravné interakce s COX. V buiice pak
dochazi k poklesu respirace.

Kindza BCR-Abl se vyskytuje jen v patologickych podminkach, takze je
ptedpokladéano, ze za fyziologického stavu by mohla byt za touto fosforylaci v mitochondrii se

vyskytujici Abl2 (Aras et al. 2017).

4.3.4 NADH oxiddiza 4 (NOX4)

Vyskytuje se v kardiomyocytech, jeji funkei je tvorba ROS. Ugastni se remodelace tkani
iniciaci apoptozy pres mitochondrii (Ago et al. 2010). Vyskytuje se v 1 cytosolu a ER. Prvni
znamy mechanismus jeji regulace byla zména hladiny exprese (Geiszt 2006), ale ukazalo se, ze
za udrzovanim jeji fyziologické miry aktivity stoji také kindza Fyn. Interaguje s C-koncem
NOX4 a fosforyluje silné¢ evolu¢né konzervovany tyrosin 566. Aktivita Fyn se zvySuje
v oxidativnim prostifedi. Mechanismus inhibice NOX4 spo¢iva v oslabeni interakce s p22Phox,

membranovym proteinem nutnym k jeho spravné funkci (Matsushima et al. 2016).

4.3.5 Telomerazova reverzni transkriptiza (TERT)

Kanonickd funkce TERT je zabranéni zkracovani telomer chromozému v jadie pfi
replikaci (Collins 2000), byla vSak taktéZ objevena v mitochondrii, kde plni rozli¢né funkce.
Jeji aktivita v mitochondrii souvisi s potlacovanim efektii oxidacniho stresu zpisobeného ROS
(Ahmed et al. 2008), ochranou mitochondridlniho DNA (mtDNA) pted poskozenim (Haendeler
et al. 2009; Miwa et al. 2016), nebo potla¢enim apoptdzy (Singhapol et al. 2013). Byl popsan
mechanismus regulace telomerazy v jadre, pii némZ dochéazi k jeho exportu pii oxidativnim
stresu, jenz je zprostiedkovan fosforylaci kindzou z rodiny Src (Haendeler et al. 2003). Stejny

mechanismus translokace byl zaznamenan i1 v mitochondriich Hek bunék. Pfi oxidativnim
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stresu se zvysSuje aktivita Src kindzy skrze jeji fosforylaci na Y416, aby pak dale fosforylovala
TERT na tyrosinu 707. To vede ke snizeni koncentrace TERT v mitochondrii dosud nezndmym
mechanismem (Biichner et al. 2010). Miizeme se domnivat, Ze tato regulace ma proapoptoticky
ucinek. Podobné jako jeho jaderna obdoba, deaktivaci TERT kinazou Src jsou potlaceny

prostiedky regenerace a udrzby organely v buiice potencidln€ poskozené oxidacnim stresem.

4.3.6 Single strand DNA binding protein (SSB)

Mitochondrialné lokalizovany SSB ma roli ve stimulaci replikacniho aparatu: helikazy
Twinkle (Korhonen, Gaspari, and Falkenberg 2003) a polymerazy y (Ciesielski et al. 2015) a v
celkové udrzbeé mtDNA. Jeho nizka exprese se poji s Ubytkem mtDNA a proliferaci bunék
nadorovych linii (Ruhanen et al. 2010). SniZeni mnoZstvi mtDNA se také mlZe zprostiedkovat
fosforylaci SSB na tyrosinu 73, katalyzovanou c-Src kindzou v buiikach nadoru prsu, véetné
tézké varianty triple negative (Djeungoue-Petga et al. 2019). Snizeny obsah mtDNA se poji s
rozvojem nadoru prsu a metastdz (Weerts et al. 2016), a s tim souvisejici pfeménou epitel-

mesenchym (Naito et al. 2008).

4.3.7 Glutaminaza (GLS)

Jedna se o velmi vyznamny protein podporujici Warburgiiv effekt. Katalyzuje pfeménu
glutamatu na a-ketoglutarat. Tato reakce méa vyznam v doplnéni citratového cyklu pii syntéze
monomert pro tvorbu biopolymert. Tomuto jevu se fika glutaminolyza. Jsou zndmé dvé
isoformy: GLS a GLS2, respektive varianta objevend v ledvinach a jatrech.

Miize mit zvySenou aktivitu vlivem fosforylace receptorovou tyrosinovou kinazou
MET/HGFR (Hepatocyte growth factor receptor) po stimulaci HGF (Hepatocyte growth factor)
v kultufe jaternich bun¢k. Kindza MET je spojena s nddorovym bujenim v jatrech, kde byla
poprvé objevena. Neni zndmo, jakym zpiisobem se jako integrdlni membranovy receptor
dostava k fosforylaci mitochondrialni GLS ani jaky tyrosinovy zbytek je fosforylovan, ale
jejich ptfimy kontakt byl potvrzen imunoprecipitaci. MET se pfi aktivaci autofosforyluje na
tyrosinech 1234 a 1235, je to z&sadni pro tuto regulaci. Druhy substrat MET kinazy byl PDC,
ktery byl inhibovan. O povaze jeho inhibice vyvstavaji stejné otazky jako u GLS (Huang et al.
2019).
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4.3.8 Heat shock protein 60 (Hsp60)

Je to jeden ze siln¢ konzervovanych bunécnych chaperontl, vyskytuje se jak v cytosolu,
tak v mitochondrii. Byla objevena souvislost jeho degradace v mitochondrii s fosforylaci na
tyrosinu 227 c¢-Src kinazou pii infekci rotavirem. Hsp60 pfti infekci zprostiedkovava presun
jednoho z nestrukturnich proteint rotaviru do mitochondrii, kde spousti proapoptotické drahy.
Rotavirus nejspi§ n¢jakym zpiisobem zmanipuluje c-Src kindzu, aby tuto drdhu podporou
degradace Hsp60 inhibovaly. c-Src kindza se pfitom vyskytuje v aktivované formé s

fosforylovanym Y416 (Chattopadhyay et al. 2017).
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5. Zavér

Demonstroval jsme, Ze aktivita tyrosinovych kinaz a ptidruzenych proteini se podili na
mnohych mitochondrialnich procesech, castéji svou kanonickou funkci proteinové fosforylace,
ale mnohdy i1 pouhou asociaci s proteiny, nezavisle na kinazové aktivité. Neda se fict, Ze by
tyrosinové kinazy plnily jen prostou ulohu vypinace mitochondrii nebo jejiho zachrance.
Bohatstvi moznosti regulace tyrosinovou fosforylaci zahrnuje velmi ¢asto zcela odlisné odezvy.
Tyrosinove kindzy se mohou podilet na zajisténi spravné funkce elektron transportniho fetézce,
ale jiné nebo 1 ty samé za jiného stimulu mohou jeho aktivitu potlait. Podobné by se dalo
mluvit 1 o dalSich vlastnostech mitochondrii jako apoptoza nebo jejich autonomni déleni. Tyto
zéasadni procesy se mohou vSak pii ztraté kontroly obratit proti organismu, a stat se ptivodci
nadoroveho bujeni a dalSich patologii.

Mnoho bylo objasnéno, byt’ leckde schazi komplexnéjsi chapani vztahi mezi kindzami,
enzymy ¢i misty fosforylace. Nékde mozna celé drahy ¢ekaji na objeveni.

Proteomickymi metodami bylo objeveno mnoho potencidlnich c¢ili budouciho vyzkumu
(Cesaro and Salvi 2010; Guedouari et al. 2021). Nekteré zdsadni mitochondrialni procesy, jako
je Citratovy cyklus, jsou z hlediska tyrosinové fosforylce v podstaté neprozkoumané, prestoze
u vétsiny z jeho komponentii byla popsana mista tyrosinové fosforylace. Webové databaze jako
napt. PhosphoSitePlus (Hornbeck et al. 2015) poskytuji vyznamny pichled téchto mist a mohou
slouzit jako odrazovy mistek k dalsimu vyzkumu. V této praci jsem se pokusil shrnout, co je

zatim objevené, ale mnoho dalSiho jesté eka.
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