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Abstrakt

Mitochondrie v buiikach plni klicovou roli v regulaci homeostazy vapenatych iont, které jsou
nezbytné pro fadu bunéénych procesi, jako jsou produkce energie, intracelularni signalizace a
apoptdéza. Hypoxie ale naruSuje tyto procesy zménou mitochondridlni funkce a homeostazy
vapniku. Ovliviiuje funkci mitochondridlniho vapnikového wuniportéru a dalSich
mitochondridlnich transportérti, coz vede k akumulaci vapnikovych iontl v cytosolu a poklesu
téchto iontl v mitochondriich. To mlze zpusobit dysfunkci mitochondrii, zvySenou produkci
reaktivnich forem kysliku a spustit apoptotické procesy. Tento dopad je zvlasteé zajimavy
u adipocyti, u kterych hypoxie ptispiva i k vaznym metabolickym porucham jako jsou obezita
a diabetes mellitus 2. typu. Tato bakalatska prace shrnuje dosavadni poznatky o vlivu hypoxie
na transport vapenatych iontti v mitochondriich a diskutuje mechanismy, kterymi hypoxie

ovliviiuje mitochondrialni funkce a mitochondriélni vapnikovou homeostazi v adipocytech.

Klic¢ova slova: mitochondrie, vapnik, hypoxie, adipocyty

Abstract

Mitochondria play a crucial role in cells by regulating the homeostasis of calcium ions, which
are essential for a range of cellular processes such as energy production, intracellular signalling,
and apoptosis. However, hypoxia disrupts these processes by altering mitochondrial function
and calcium homeostasis. Hypoxia affects the function of the mitochondrial calcium uniporter
and other mitochondrial transporters, leading to the accumulation of calcium ions in the cytosol
and a decrease in these ions within the mitochondria. This can cause mitochondrial dysfunction,
increased production of reactive oxygen species, and trigger apoptotic processes. This impact
is particularly significant in adipocytes, where hypoxia can influence the development of severe
metabolic disorders such as obesity and type 2 diabetes mellitus. This bachelor's thesis
summarizes the current knowledge on the effect of hypoxia on the transport of calcium ions in
mitochondria and discusses the mechanisms by which hypoxia influences mitochondrial

functions and mitochondrial calcium homeostasis in adipocytes.
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1 Uvod

Vépenaté ionty (Ca®") jsou zasadni pro fadu bunécénych procesti vcetné produkce energie,
regulace bun&né signalizace a apoptdzy. Intracelularni hladina Ca®* je ovlivnéna fadou faktort,
zejména transmembranovym transportem, regulaci pfijmu a vydeje Ca®* z endoplazmatického
retikula (ER) a mitochondrii. Mitochondrie ptsobi jako ,,pufr pro cytosolicky Ca?". (Rizzuto
et al.,, 2012). Dilezitou funkci Ca?" v mitochondriich je regulace aktivity dehydrogenaz,
konkrétné pyruvatdehydrogenazy a naslednych enzymu cyklu trikarboxylovych kyselin (TCA),
isocitratdehydrogendzy a a-ketoglutaratdehydrogendzy, ¢imz je regulovana produkce

adenosintrifosfatu (ATP) (Denton & Mccormack, 1990).

Mitochondridlni funkce a metabolismus Ca** mohou byt vyznamné ovlivnény hypoxii,
coz je stav snizené koncentrace kysliku. Béhen hypoxie se sniZzuje ucinnost elektronového
transportniho fetézce (ETC), ktery slouzi jako kone¢ny akceptor elektronti. Tato neefektivnost
miZe vést k produkeci reaktivnich forem kysliku (ROS), které zptsobuji oxidacni poSkozeni
mitochondridlni deoxyribonukleové kyseliny (DNA), proteint a lipidi (Chandel et al., 1998).
Zvysena produkce ROS pii hypoxii modifikuje aktivitu proteint regulujicich pfijem a vydej
Ca?" do mitochondrii a zptsobuje tak poruchy v transportu Ca®* a tim i poruchy intracelularni

koncentrace Ca?" (Kristian & Siesjo, 1998).

Tato prace se zamé&fi na disledky poruchy mitochondridlniho Ca?* ([Ca®*]miw) pii
hypoxii v adipocytech. Studie ukazuji, ze [Ca**]mit hraje klicovou roli v regulaci energetického
metabolismu a lipolyzy. Naru$enad homeostiaza [Ca?']mito vede k inhibici oxidace mastnych
kyselin a zvySeni anaerobni glykolyzy s naslednym hromadénim lipidii a rozvoji inzulinové
rezistence. Dysregulace intracelularniho Ca?* mlze ovlivnit signaliza¢ni drahy zapojené do
adipogeneze a apoptozy, vedouci k metabolickym poruchdm, jako je diabetes mellitus 2. typu

(Trayhurn, 2013).

Pochopeni molekuldrnich mechanismt, kterymi hypoxie ovliviluje mitochondrialni
zpracovani Ca*', je klicové pro vyvoj terapeutickych strategii zaméfenych na zmirnéni
negativnich u¢inkid nedostatku kysliku na bunééné zdravi. Chronicka hypoxie, jaka se vyskytuje
napf. pii chronické obstrukcni plicni nemoci, obstrukéni spankové apnoe ¢i srdeCnim selhani
muze prispét k rozvoji kardiovaskularnich chorob, neurodegenerativnich poruch
a metabolického syndromu (Nanduri et al., 2015). Cilem této prace je shrnout nejnovéjsi
poznatky o mitochondridlnim metabolismu Ca?* a molekularnich mechanismech, kterymi

hypoxie ovliviiuje tento metabolismus.



2 Mitochondrie

Mitochondrie jsou semiautonomni organely lokalizované v cytoplazmé eukaryotickych bunck.
Mitochondrie se podili na fadé¢ bunécnych procest, véetn¢ produkce energie pro builku ve
form¢é¢ ATP a guanosintrifosfatu (GTP), ale podili se také na dalSich dilezitych bunécnych
procesech — hraji klicové role nejen v metabolismu, ale také v bunécéné signalizaci, diferenciaci
a homeostdze Ca?>" (Mishra & Chan, 2014). Produkce ATP prostfednictvim oxidativni
fosforylace (OXPHOS) zahrnuje TCA cyklus a ETC (Obr. 5). TCA cyklus neboli Krebstv
cyklus je fada enzymatickych reakci probihajicich v mitochondridlni matrix. Zac¢ina kondenzaci
acetyl-CoA s oxaloacetatem za vzniku citratu, ktery je poté metabolizovan v nékolika krocich,
produkujic NADH, FADH2 a GTP. Hlavnim ucelem Krebsova cyklu je generovani vysoce
energetickych elektronovych nosi¢ii, NADH a FADH», které jsou kli¢ové pro dalsi fazi

produkce energie.

Elektronovy transportni fetézec, umistény ve vnitini mitochondridlni membranég, se
sklada ze ¢ty mnohaslozkovych komplexii (komplexy I-1V) a dvou mobilnich elektronovych
nosici, ubiquinonu (koenzym Q) a cytochromu c (viz. Obr. 1). Komplex I (NADH: ubiquinon
oxidoreduktaza) piijimé elektrony z NADH, zatimco komplex II (sukcinatdehydrogenaza)
pfijima elektrony z FADH.. Tyto elektrony jsou pifenaSeny pies ETC prostfednictvim
ubiquinonu a cytochromu c, sekvencné prochazeji komplexy III (ubiquinol: cytochrom c
oxidoreduktdza) a IV (cytochrom c oxiddza) (Ramsay, 2019). Pienos elektronti pfes komplexy
je spojen s pumpovanim proton z mitochondridlni matrix do intermembranového prostoru,
¢imz vznikéa elektrochemicky protonovy gradient pfes vnitini mitochondridlni membranu.
Tento protonovy gradient generuje protonovy motoricky potencial, kterd pohani syntézu ATP
prostiednictvim ATP syntdzy (komplex V) procesem zndmym jako chemiosmoéza. Protony
proudi zpét do mitochondrialni matrix ptes ATP syntazu, coZz zplsobuje konformacni zmény,

které umoziuji enzymu fosforylovat adenosindifosfat (ADP) na ATP (Spinelli & Haigis, 2018).

Diferenciace bunék je rovnéz ovlivnéna mitochondrialni aktivitou, jelikoz energetické
pozadavky na rizné faze diferenciace jsou zajiStovany mitochondriemi, které poskytuji
potfebnou energii a zaroven reguluji bunécné signaly prostiednictvim reaktivnich kyslikovych
radikalti (ROS). Mitochondrie jsou klicové v ramci bunééné signalizace diky své schopnosti
generovat ROS. ROS pusobi jako signalni molekuly, které mohou ovliviiovat rizné bunécné
procesy, véetné proliferace, diferenciace a apoptozy. Déle mitochondrie slouzi jako vyznamné
zasobarny Ca*', které mohou rychle uvolnovat nebo pfijimat Ca*" podle potfeby burnky.

Mitochondrie také hraji klicovou roli ve vnitfni (intrinsické) cesté apoptoézy. Uvolnéni



cytochromu ¢ z mezimembranového prostoru mitochondrii do cytosolu, spusténé pro-
apoptotickymi signaly, vede k aktivaci kaspaz a nasledné exekuci apoptdzy. Tento proces je
regulovdn anti-apoptotickymi proteiny Bcl-2, které kontroluji permeabilizaci vné&jsi

mitochondridlni membrany (OMM) (Tait & Green, 2010).
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Obr. 1: Komponenty elektronového transportniho systému od NADH k kysliku, které prendseji protony z
vnitrni strany na vnéjsi stranu vnitini membrany: Komplex I, Il a IV (Ramsay, 2019).

2.1 Struktura

V elektronové mikroskopii se mitochondrie jevi jako kruhové ¢i ovalné struktury s ostrymi
obrysy a odlisuji se optickou denzitou (hustotou) od zbytku cytoplazmy. Denzita mitochondrii
je vyssi nez denzita okolni cytoplazmy a je zplisobena vysokou koncentraci proteint, lipidi
a DNA uvnitf mitochondrii, coz je ¢ini v elektronovém obraze tmavsimi s viditelnou vnitini
membréanou a pfitomnosti elektronové denznich matrixovych granuli (Palade, 1952).
V metabolicky méné aktivnich bunkéch jsou mitochondrie Casto pfitomny jako Cetné malé
sférické utvary nebo kratké ty¢inky, zatimco v metabolicky aktivnich bunikach se objevuji jako
velké propojené sité (Bereiter-Hahn, 1990). Mitochondrie, jakozto intracelularni organely, se
vyznacuji ptitomnosti dvou membran, které vytvareji ¢tyii podprostory uvnitt organely: vnéjsi
mitochondridlni membranu (OMM), mezimembranovy prostor (IMS), vnitini mitochondridlni
membranu (IMM) tvofici kristy (vychlipeniny), a mitochondridlni matrix (viz Obr. 2) (Lewis

etal., 2016).

OMM je propustnd pro malé molekuly a ionty a obsahuje napét'ové zavislé aniontové
kanaly (VDAC), které umoziiuji priachod iont a malych molekul az do velikosti 5 kDa. OMM
také hosti proteiny zapojené do syntézy lipidl, regulace apoptézy a dynamiky mitochondrii

(procesy fuze a Stépeni) (Camara et al., 2017). Naopak vnitini mitochondridlni membrana



(IMM) je nepropustna a obsahuje komplexy (I-IV) elektronového transportniho fetézce (ETC),
ATP syntazu, rtizné transportéry jako jsou adenin nukleotidovy translokator (ANT), fosfatovy
translokator, protonové pumpy, vapnikovy uniporter (MCU), karnitin/acylkarnitinovy
pfenase¢, enzymy metabolickych drah (dehydrogenazy a transhydrogendzu) a regulaéni
proteiny (naptiklad proteiny regulujici apoptézu (Bax, Bak). Unikétni sloZeni lipidi v IMM,
bohaté na kardiolipin (Pangborn, 1945), podporuje jeji roli v udrzovani elektrochemického
gradientu nezbytného pro produkci ATP (Paradies et al., 2004). Klicky IMM (kristy) vyznamné

zvySuji povrchovou plochu, coz umoziuje efektivni konverzi energie.
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Obr. 2: Struktura mitochondrie (vlevo) a zabér mitochondrie z transmisniho elektronového mikroskopu
(vpravo) (Westermann, 2010)

2.2 MnoiZstvi a typy

MnozZstvi mitochondrii se v riznych bunikach 1isi z divodu bunééné adaptace na metabolické
potteby. Napftiklad v buiikach s vysokymi energetickymi naroky, jako jsou svalové buiiky, je
mitochondrii mnohonédsobné vice nez v builkkdch s nizkymi energetickymi naroky jako
naptiklad ve fibroblastech, makrofazich nebo adipocytech (Robin & Wong, 1988). Pocet
mitochondrii v bunice se také miize ménit v reakci na podminky prostiedi a fyziologické stavy
— bylo dokazano u svalovych bunék, ze chronicka elektricka stimulace svalu a vede ke zvyseni
objemové hustoty mitochondrii (Schwerzmann et al., 1989). Velikost mitochondrii je také
zavisla na metabolické aktivité bunck. Jsou zaznamenény charakteristické rozdily v primérech
mitochondrii — §tihlé mitochondrie (primér 0,2-0,3 pm) byly nalezeny v endoteliich, epitelu
pankreatickych vyvodu, centroacinarnich buiikach pankreatu a v buitkkdch Langerhansovych
ostrivk; silnéjsi byly nalezeny v jaternich bunikach (pfiblizn€ 0,5 pm), v epitelu proximélniho
tubulu nefronu (0,4-0,6 um), v pankreatickych acinarnich bunkéach (0,5-0,7 um) a ve vlaknech
srdec¢niho svalu (0,4-1 um) (Palade, 1952).



Mitochondrie vykazuji rozmanitost ve form¢& a funkci v zéavislosti na typu bunky
a fyziologickych podminkéch. Ve svalovych buiikach l1ze rozpoznat riizné typy mitochondrii
zkoumdnim jejich morfologickych, biochemickych a funkénich charakteristik. Tyto typy
zahrnuji subsarcolemmalni a intermyofibrildrni mitochondrie ve svalovych bunkéch, které se
1i81 svou polohou a funkci. Subsarcolemmalni mitochondrie jsou umistény pod bunécnou
membranou a primarn¢ se podileji na reakci na bunécné signaly a energetické naroky, zatimco
intermyofibrilarni mitochondrie jsou situovany mezi myofibrilami a vice se podileji na trvalé
produkci ATP béhem svalové kontrakce (Palmer et al., 1977). Podobné lze rozlisit neuronalni
mitochondrie na nesynaptické neboli volné mitochondrie a synaptické mitochondrie, které 1ze

dale rozdélit do dvou skupin na zakladé sedimentace — tézké a lehké (Liao et al., 2020).

Mitochondrie 1ze také klasifikovat na zdkladé€ jejich metabolického stavu, kdy se mohou
vyskytovat ve dvou konformacich: kondenzované nebo ortodoxni, dle jejich aktivity
a mitochondridlniho membranového potencidlu (Hackenbrock, 1966). Ortodoxni konformace
je charakterizovana rozséhlejsi oblasti matrix a mens$im poctem krist. Tato konformace je
typicka pro mitochondrie v klidovém nebo méné aktivnim stavu, kde je nizsi spotieba energie
a niz8i produkce ATP. Kondenzované konformace naopak vykazuje kompaktnéjsi oblast matrix
a vice krist. Tento stav je spojen s vysokou metabolickou aktivitou mitochondrii, odpovidajici
vys$s§i bunécéné spotiebé kysliku a intenzivni produkce ATP. Zmény mezi t€émito konformacemi
umoziuji mitochondriim rychle reagovat na energetické pozadavky bunky (Benard et al.,

2006).

2.3 Genom

Mitochondrie maji vlastni genom (mtDNA), coz odrazi endosymbiotickou teorii, kterad
popisuje, jak mitochondrie vznikly z voln¢ Zijicich a-proteobakterii, které byly prostiednictvim
endosymbidzy pohlceny predky eukaryotickych bunék. Pohlcené a-proteobakterie se staly
nedilnou soucasti hostitelskych bunék, ¢imz vznikly mitochondrie (Gray et al., 2001).
Endosymbiotickéd teorie je dale podpofena piitomnosti dvojit¢é membrany, 70S ribozomd,

kruhovou DNA a také reprodukci mitochondrii procesem bindrniho déleni (Sagan, 1967).

Mitochondrialni genom je tvofen kruhovou molekulou DNA, ktera u ¢lovéka ma 16 569
bazi (bp) a obsahuje 37 gend, avSak vykazuje variabilitu u rtiznych druhli (Formenti et al.,
2021). Tyto geny koduji 13 proteint, které jsou esencialnimi slozkami ETC, 22 transferovych
ribonukleovych kyselin (RNA) a 2 ribozomové RNA. Na rozdil od jaderného genomu, ktery je

linearni a obsahuje ptiblizn¢ 20 000-25 000 gent, je mtDNA mnohem mensi a koduje pouze



zlomek proteinti pottebnych pro mitochondridlni funkci. VéEtSina mitochondridlnich proteint je
koédovana jadernymi geny, syntetizovana v cytoplazmé a importovana do mitochondrii, véetné
viech protein G¢astnicich se mitochondrialnim transportu Ca?* (Anderson, 1981). Replikace
mtDNA probihd béhem celého bunééného cyklu a je nezavisla na procesu replikace jaderné
DNA. Replikace mtDNA zahrnuje nékolik klicovych enzym, véetné DNA polymeradzy gamma
(Pol vy), jediné DNA polymerdzy zndmé v mitochondriich, helikdzy Twinkle

a mitochondrialniho proteinu vazajiciho jednotetézcovou DNA. (Korhonen et al., 2004).

2.4 Dynamika mitochondrii

Mitochondrie jsou dynamické organely charakterizované svou schopnosti ménit tvar, velikost
a distribuci v buiice. Mitochondrie neustdle prochazeji procesy déleni a flze, jelikoz jsou
dalezité pro jejich funkci, distribuci a kontrolu kvality. Déleni umozituje mitochondriim se délit
a replikovat, coz zajist'uje dostateCny pocet mitochondrii pro uspokojeni energetickych naroka
bunky, zatimco fize pomahéd zmirnovat poskozeni smichanim obsahu ¢astecné poSkozenych
mitochondrii jako formu kontroly kvality (Bereiter-Hahn & Voth, 1994). Rovnovéha mezi
témito protikladnymi procesy je zasadni pro bunécnou homeostazu a adaptaci na metabolické

zmeny.

Fuze je proces, pfi kterém mitofusiny (Mfnl a Mfn2) na OMM umoziuji ptiblizeni
a spojeni dvou mitochondrii. Tyto proteiny interaguji pres své GTPazové domény, ¢imz zahajuji
fazi OMM. Protein Optic Atrophy 1 (Opal) se nachdzi na IMM a je zodpovédny za jeji fuzi.
Opal také udrzuje strukturu krist a reguluje mitochondridlni dychaci fetézec. Jeho aktivita je
regulovana proteolytickym Stépenim, kde se plna délka Opal $tépi na kratsi formy ucastnici se
fuze (Ramos et al., 2019). Flize mitochondrii umoziuje sdileni zdravé DNA, proteint a dalsich
komponentli, coz napomaha opraveé poskozenych mitochondrii a optimalizuje produkci ATP.
Tim také zajistuje rovnomérnou distribuci enzymil a substrati potfebnych pro OXPHOS
a zabranuje nadmérnému uvolfiovani pro-apoptotickych faktord. Vyména mtDNA mezi
mitochondriemi udrzuje genetickou stabilitu a funkénost mitochondridlni populace

(Westermann, 2010).

Stépeni mitochondrie je proces, pii kterém se jedna mitochondrie rozdéli na dvé nebo
vice menSich mitochondrii. Tento proces je nezbytny pro bunééné déleni, odstranéni
poskozenych mitochondrii a regulaci apoptdzy. Hlavnim proteinem zapojenym do $té€peni je
dynamin-related protein 1 (Drpl), GTPaza, ktera se rekrutuje z cytosolu na mitochondrialni

membranu, kde tvofi prstencové struktury, které mechanicky konstriktuji a fragmentuji



mitochondrii. Proteiny Fission 1 (Fis1), Mitochondrial fission factor (Mff) a MiD49/MiD51 na
OMM slouzi jako kotvisté pro Drpl a dalsi faktory Stépeni (Dong, et al., 2023). Dynamické
Stépeni a fuze mitochondrii umoziluje bunkdm pfizplisobit se zménam v energetickych
pozadavcich a metabolickych podminkach. Stépeni mize zvysit podet mitochondrii, coZ je

vyhodné pro rychlou adaptaci na zvySené energetické naroky (Westermann, 2010).

2.5 Mitochondrialné asociované membrany

Mitochondrie také interaguji s dalSimi bunéénymi organelami, jako je ER,
prostiednictvim specializovanych kontaktnich mist zndmych jako mitochondridln¢ asociované
membrany (MAMs) (Vance, 1990). Na téchto mistech se membrany ER a mitochondrii
pfiblizuji na velmi malou vzdalenost (10-30 nm), coz umoziuje efektivni komunikaci
a interakci mezi témito organelami. Bylo odhadnuto, Zze 5-20 % celkového povrchu
mitochondrii je v uzkém kontaktu s membranami ER (Csordas et al., 2006). ER je hlavnim Ca?*
v butice a mitochondrie hraji kliCovou roli v regulaci intracelularni koncentrace Ca®".
Mitochondrie a ER zajist'uji skladovani Ca?*, coz umoziuje udrzovat trvale nizké hladiny Ca**
v cytosolu a tim branit nechténému spusténi signalnich drah zavislych na tomto druhém poslovi.
MAMSs zajist'uji pienos Ca** z ER, plazmatické membrany ¢i jaderného obalu do mitochondrii
a jsou kli¢ové pro vyménu lipidi a iniciaci apoptotickych signalti. Efektivita transportu Ca’* je
zvySena tésnym pfilnutim mitochondrii k Ca?" hotspotiim, ¢imz se rozumi mikrodomény
s vysokou hladinou cytosolického Ca?*. Tvoii se na mistech uvolnéni Ca?" z intracelularnich
zasob, kde docasné dosahuji vyssich koncentraci nez v celkovém cytosolu, jako naptiklad

v blizkosti plazmatické membrany, jadern¢ho obalu a zejména v okoli ER.

Koncentrace Ca?* v cytosolu obvykle udrzovana na velmi nizkych urovnich, obvykle
kolem 100 nM. Po bunééné stimulaci se koncentrace Ca®" v cytosolu mize zvysit na
mikromolarni urovné v rozmezi 1 az 2 uM. Koncentrace Ca>* v mitochondriich je obvykle
v rozmezi 100-200 nM, ale béhem bunécné excitace miize vzrist na 10-20 uM (Modesti et al.,
2021). Zjistilo se, Ze koncentrace Ca** v mitochondriich se 1i§i v zavislosti na zdroji
i podminkéch. Napiiklad endogenni obsah Ca?" v mitochondriich jater potkant se pohybuje od
10 do 14 ng-atomtl na mg proteinu, zatimco v mitochondriich ledvin potkand se pohybuje od

35 do 55 ng-atomt na mg proteinu (Carafoli & Lehninger, 1971).



3 Metabolismus vapniku v mitochondrii

3.1 Vnéjsi mitochondrialni membrana (OMM)

Potencial na OMM je obecné povazovan za zanedbatelny nebo blizky nule. To je zptsobeno
tim, Ze OMM je vysoce propustnd pro ionty a malé molekuly diky pfitomnosti kanalt zavislych
na napéti znamé jako napétove zavislé aniontové kandly (VDAC), které umoziuji volny
prichod témto entitdm a tim zabrafiuji vytvofeni vyznamného elektrochemického gradientu.
Pfesnéd hodnota potencialu OMM nebyla definitivné zmétena, ale studie naznacuji, Ze jakykoli
ptitomny potencial je velmi minimalni ve srovnani s vyznamnym membranovym potencialem
nalezenym pies vnitini mitochondridlni membranu (IMM) (Liu & Colombini, 1992).
Mitochondrialni membranovy potencial je vytvoren naptic v IMM, nikoli OMM. Ackoli se
VDAC nachédzi v OMM, miiZze reagovat na malé potencidlové rozdily, které vznikaji diky
lokélnim iontovym gradientim nebo interakcim s jinymi mitochondridlnimi proteiny
a cytoplazmatickymi komponentami. Tyto malé¢ zmény napéti jsou dostatecné k tomu, aby

ovlivnily konformaci a funkci VDAC (Hodge & Colombini, 1997).

Obr. 3: Stavba VDAC, pohled shora (A) a zboku (B). B listy — modre, helikalni sekundarni struktury —
Cervené a zluté. N- a C-terminaly a rezidua L150 a V143 jsou oznaceny (Hiller et al., 2008).

Vnéjs$i mitochondrialni membrana obsahuje mnohem mensi mnoZstvi proteini nez
IMM, pficemZ nejvyznamngjs$im je 30 kDa integrovany membranovy protein (C. Mannella &
Bonner, 1975), ktery tvoii iontovy kandl s velkou vodivosti (Colombini, 1979; Schein et al.,
1976). Tento protein, oznaCovany jako VDAC, je zodpovédny za permeabilitu OMM
(Colombini, 1979) a pomoci n&j se Ca’" a jiné ionty, metabolity a malé molekuly pohybuji
z cytosolu do mezimembranového prostoru mitochondrii (IMS). Tento kanal se nachazi na
OMM vsech eukaryotickych bunék (Colombini, 1987). VDAC je hlavni proteinovou slozkou
OMM, kterd vyznamné piispiva k proteinové frakci, ktera tvoii 40 % hmotnosti OMM (C.



Mannella et al., 1986). Byly popsany tfi izoformy VDAC (VDAC1-3), pficemz VDACI je
nejrozsirenéjsi izoformou a nejlépe charakterizovanou izoformou v mitochondriich savct,
zatimco VDAC2

a VDAC3 maji specializovanéjsi a méné pochopené role (Yamamoto et al., 2006).

Struktura VDAC byla objasnéna pomoci technik, jako je rentgenova krystalografie
a nuklearni magneticka rezonance. VDAC je tvofen 19 B-tetézci tvoticich antiparalelni list (viz
Obr. 3), uzavieny paralelnim parovanim prvniho a posledniho fetézce (Ujwal et al., 2008).
Retézce jsou naklonény piiblizné o 45 stupiiti vzhledem k hlavni ose vélce a cela struktura je
vysokd asi 30 A s otevienym priimérem kolem 25 A. Pér o ptiblizném priméru 2,5 az 3 nm je
dostate¢né Siroky pro priichod iontl a malych molekul. Kazdy B-pramen ve VDAC je propojen
kratkymi smyckami, které pfispivaji k flexibilit¢ a ,.gatingovym® vlastnostem kanalu.
,Gatingoveé® vlastnosti VDAC se rozumi mechanismy, jimiz se kandl otevird a zavira, coz
reguluje tok iontil a metabolitii pfes OMM. N-koncovy segment VDAC, ktery zahrnuje a-helix,
se nachazi uvniti barelu a hraje klicovou roli v napétovém fizeni kanalu. Tento segment se
muze pohybovat v reakci na zmény membranového potencidlu, ¢imz otevira nebo zavird por
a reguluje tok metabolitli a iontd, véetné Ca** (Bayrhuber, 2008). Pfesny pocet B-prament byl
pfedmétem diskusi; zatimco dfivejsi studie naznacovaly 13 B-prament, novéjsi studie

s vysokym rozliSenim potvrzuji ptitomnost 19 B-pramenti (Hiller et al., 2008).

N-termindlni ocas VDAC-1 (aminokyseliny 1-23) je umistén uvnitf kanalu, netvoii ¢ast
stény valce, ale lezi vedle malého hydrofobniho mista uvniti véalce. Toto uspotfadani naznacuje,
ze N-termindalni oblast, ktera je zapojena do napétové regulace, by mohla pfijimat riizné
konformace v zévislosti na vnéjSich podminkach. VDAC-1 vykazuje teoreticky néboj +3 pii
neutralnim pH, s 29 negativnimi ndboji z Asp a Glu zbytkii kompenzovanymi 32 pozitivnimi
naboji z Arg a Lys zbytkl. Tyto néboje jsou pfevazné umistény ve smyckach a vnitini sténé
kanalu, tvotici vyrazné elektrostatické plochy, které mohou souviset s preferenci kanalu pro
anionty pred kationty. Rezidua L150 a V143 jsou konkrétni aminokyseliny v sekvenci proteinu
VDAC-1 (viz Obr. 3). ,,L* oznacuje aminokyselinu leucin a ,,V* oznacuje aminokyselinu valin,

zatimco Cisla 150 a 143 odkazuji na jejich pozici v sekvenci proteinu (Hiller et al., 2008).

Napétove zavislé aniontové kandly existuji v riznych konformacnich stavech, které
jsou ovlivnény napétim, vazbou metabolitli a interakcemi s jinymi proteiny. V oteviené
konformaci se VDAC vyznacuje vysokou vodivosti a je snadno propustny pro adeninnukleotidy
(ATP, ADP), malé metabolity (pyruvat, malat, citrat) a ionty jako Ca’>". V tomto stavu kanal

umoziiuje volny tok téchto molekul, coz je nezbytné pro udrzeni funkce mitochondrii



a bun&cného metabolismu (Colombini, 1979; Schein et al., 1976). VDAC muiZe pti depolarizaci
IMM piejit do uzavieného stavu, ¢imz se omezuje pruchod iontl a metaboliti. Tento stav se
vyznacuje niz8i vodivosti, coZ omezuje tok iontii a metabolitl. Uzaviena konformace hraje roli
pti ochrané mitochondrii za stresovych podminek. Kanal mtze také pfijmout mezistavy mezi
pln€ otevienym a pln¢ uzavienym stavem. Tyto mezistavy jsou povazovany za jemné ladéni

propustnosti kandlu a jsou zdsadni pro jeho regula¢ni funkce (Colombini, 1979).

Cytosolicky Ca?" reguluje vodivost VDAC, pfiCemZ zvySena koncentrace Ca®
podporuje zvysenou vodivost kanalu. Ca’>" mize také zvysit transport ATP pies OMM, coz
naznacuje, ze Ca*" mize ovladat celkovou propustnost malych molekul VDAC i jeho iontovou
vodivost (Bathori et al., 2006). Propustnost Ca?>" VDAC je dale regulovana interakci s proteiny,
jako napfiiklad antiapoptoticky protein Bel-xL. KdyZ se Bcel-xL navaze na VDAC, dochazi k
regulaci otevieni nebo uzavieni kandlu, coz ovliviiyje, kolik Ca** iontl miZe kandlem
prochazet. To znamenad, ze pfitomnost Bel-xL mize zvysit nebo snizit prichod Ca?* iontl skrze
VDAC, a tim pfimo ovliviiuje hladiny Ca** v mitochondriich a nasledn€ buné¢nou signalizaci
a apoptozu. Dale hexokinaza, ktera se vaZze na VDAC, miZe ovliviiovat konformaci kanalu
a jeho propustnost pro Ca?* a dalsi ionty. Krom¢ toho mtize lipidové prosttedi OMM, zejména
ptitomnost kardiolipinu, ovliviiovat funkci VDAC (Huang et al., 2013). Krom¢ toho muze
lipidové prostfedi OMM, zejména ptitomnost kardiolipinu, ovliviiovat funkci VDAC. Zmény
v obsahu kardiolipinu, ke kterym miize dochazet za patologickych podminek, jako jsou
metabolické poruchy (obezita, diabetes), srde¢ni selhani nebo ischemie a reperfizni poranéni,
mohou zménit VDAC-zprostiedkovany transport Ca*" a funkci mitochondrii (Pastorino &

Hoek, 2008).

3.2 Vnitini mitochondrialni membrana (IMM)

Po piekro¢eni OMM pies VDAC musi byt Ca?* transportovan z IMS pies IMM, ktera na rozdil
od OMM neni propustna iontim. IMM udrzuje potencial kolem -150 az -180 mV, diky své
nepropustnosti pro ionty a ¢innosti ETC (viz Obr. 1), ktery vytvaii protonovy gradient nezbytny
pro syntézu ATP. Elektrony jsou pfendseny pies fadu proteinovych komplext (komplex I, 111
alV) v IMM a tyto komplexy ¢erpaji H" ionty z mitochondrialni matrix do IMS, ¢imz vytvaieji
vysokou koncentraci H* iontd v IMS. V mitochondrialni membrané existuji specifické
pienasece, jako je vyménik H/Ca?", ktery vyuziva energii protonového gradientu k transportu
Ca?" iontli do mitochondridlni matrix. H" ionty transportované pies IMM respiraénim fetézcem
vytvafeji koncentraéni gradient, pomoci kterého se akumuluje Ca?* v mitochondrialni matrix.

IMM obsahuje fadu proteint, které umoziuji transport Ca®*, jedna se o A) mitochondrialni

10



vapnikovy uniporter (MCU), B) Leucine Zipper and EF-Hand Containing Transmembrane
Protein 1 (LETM1), C) por pirechodné permeability mitochondrii (mPTP), D) mitochondridlni
ryanodinovy receptor (mRyR) a E) NCLX vyménik (viz Obr. 4). Mitochondridlni vapnikovy
uniporterovy komplex pfedstavuje hlavni mechanismus transportu Ca?* pfes IMM do
mitochondridlni matrix (Kirichok et al., 2004). MCU je podjednotka tvofici por, kterd
predstavuje hlavni ¢ast tohoto multiproteinového komplexu. MCU tvoii vysoce selektivni
kanal, ktery umoznuje prichod Ca*" iontli do matrix v reakci na specifické bunécné signaly ¢i
koncentraci Ca** v IMS. Komplex MCU se se dale skladd z regulacnich proteini MICUI,
MICU?2 a esencialniho regulatoru MCU (EMRE) (Baughman et al., 2011).

Mitochondridlni vapnikovy uniporter (MCU) obsahuje dvé klicové transmembranové
domény (TMD1 a TMD2), které¢ prochdzeji mitochondridlni vnitini membranou. Tyto
transmembranové segmenty se podileji na tvorbé centralniho poru kanalu, kterym prochazeji
Ca?" ionty (Baughman et al., 2011). D-helix je diileZitou soucasti struktury MCU, ktera se podili
na stabilizaci komplexu a interakci mezi jednotlivymi podjednotkami. D-helix se nachazi v IMS
a je dulezity pro oligomerizaci MCU podjednotek (Payne et al., 2020). Dale komplex MCU
zahrnuje paralogické proteiny MICUI a MICU2, které ty¢i do IMS a pomahaji detekovat
hladiny cytosolického Ca?* podle kterého nasledné reguluji aktivitu MCU (viz Obr. 4). MICU1
a MICU2 funguji jako ,strdzci®, ktefi zabranuji nadmérnému pfilivu Ca** v klidovych
podminkach, ¢imz zajistuji, ze ptijem Ca*" probiha pouze tehdy, kdyz je to potieba. EMRE je
zasadni pro aktivitu komplexu MCU a udrzuje por v oteviené konformaci. Zarovei ptisobi jako
most mezi MCU a MICU - pfenasi detekci Ca>* pomoci MICU1/2 na pér. MCUD je inaktivni
paralog MCU a muze tvofit soucast komplexu (Oxenoid et al., 2016). Soucasti komplexu je
1 regulator mitochondrialniho véapnikového uniportéru 1 (MCURI1). Vaze se piimo na MCU,
¢imz stabilizuje a podporuje strukturu celého uniportérového komplexu a plisobi jako pozitivni
regulator aktivity MCU. To znamend, Ze jeho pfitomnost je nezbytnd pro G¢inny transport Ca**
ptes vnitini mitochondrialni membranu. MCURI1 usnadiiuje otevirani kanalu a tim umoziuje,

aby Ca?" vstoupilo do mitochondridlni matrix (Mallilankaraman et al., 2012).

Rozliduji se dva kineticky odli$né mechanismy pfijmu Ca** pfes MCU — pomaly zpiisob
pfijmu, ktery odpovidé aktivit¢ MCU, a rychly zpisob pfijmu (RaM) (Sparagna et al., 1995).
Rychly zptisob ptijmu Ca?*" (RaM) je mechanismus, ktery byl navrzen pro vysvétleni rychlého
a prechodného piijmu Ca** mitochondriemi v reakci na bunéfné signily. RaM je
charakterizovan svou schopnosti rychle sekvestrovat Ca?>" v mitochondrii, ¢imz poskytuje

rychly reakéni mechanismus na zmény v bunéénych hladinach Ca?*. RaM funguje na zacatku
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pulzu Ca?*, ¢imz se rozumi kratkodobé zvySeni koncentrace Ca’>* v cytosolu bufiky. RaM
umoziuje tak mitochondriim akumulovat Ca?" i v piipadé, Ze doba trvani cytosolického pulsu
Ca?" neni dostate¢na pro aktivaci MCU neboli pomalého zplisobu pfijmu. Pfi koncentracich
cytosolického Ca?" pod nebo okolo 200 nM, vSechen piijem Ca?" je zprostiedkovano RaM.
Ackoli pfesna molekularni identita RaM jesté neni pln€ objasnéna, pfedpoklada se, ze funguje
ve spolupraci s MCU pro modulaci pfijmu Ca?" béhem obdobi vysoké bunécné potieby

(Sparagna et al., 1995).

Mitochondrial calcium
uniporter complex

Obr. 4: Transportni proteiny na IMM a stavba MCU komplexu (Garbincius & Elrod, 2022)

Dal§im vyznamnym proteinem je LETMI, ktery se primarné podili na transportu Ca**

pies IMM, ¢imZ usnadfiuje piijem Ca*>" do mitochondrialni matrix. Studie ukazuji, ze LETM1
funguje jako mitochondrialni Ca?*/H" antiportér, coz usnadfiuje vyménu Ca*"s H* ptes IMM.
Konkrétngji, Ca>* putuje do mitochondrialni matrix, zatimco H* opousti mitochondrialni matrix
smérem do IMS. LETM1 zajist'uje, Ze hladina Ca** v matrix neni ani piili§ nizk4, coz by bréanilo
enzymatickym reakcim, ani pfili§ vysoka, coz by mohlo vést k toxickym ucinktim a apoptdze.
Vyménou H" za Ca?" LETMI1 pomaha udrzovat protonovy gradient naptic IMM, ktery je
nezbytny pro syntézu ATP pomoci ATP syntazy. Tento antiportni mechanismus také piispiva

k udrZeni stabilniho pH uvnitt mitochondrialni matrix, coz je dilezité pro optimalni fungovani
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mitochondridlnich enzymii. Dale LETM1 chrani proti mitochondridlni dysfunkci, protoZe
dysregulace Ca’* homeostazy muze vést k otevieni mPTP, coz zplsobuje ztratu
mitochondrialniho potencialu a apoptozu. LETMI1 tim, Ze reguluje hladiny Ca?*, pfispiva
k prevenci téchto Skodlivych udalosti. LETM1 pracuje v koordinaci s dal$imi transportéry
a kandly, jako jsou MCU a NCLX, k dosaZeni celkové Ca?" homeostazy a odpovidajici reakce

na bunécné signaly (Nowikovsky & Bernardi, 2014).

Struktura LETM1 zahrnuje jednu transmembranovou doménu, kterd zajistuje jeho
zakotveni ve IMM a je nezbytnd pro stabilitu proteinu a jeho spravné umisténi
v mitochondriich. Dale LETM1 obsahuje leucinové zipy, coz jsou sekvence bohaté na
aminokyselinu leucin. Pomahaji pfi tvorbé funkc¢nich proteinovych komplext, které jsou
nezbytné pro transport iontd, coz zahrnuje zejména vyménu Ca?" s H'. EF-hand motivy jsou
dalsi vyznamnou strukturalni slozkou LETM 1. Funguji jako senzory Ca®" a jsou schopné jej
vazat. Kdyz je koncentrace Ca®" vysokd, Ca’" se vazi na tyto motivy, coz zpusobuje
konformaéni zmény v proteinu LETM 1. Vazba Ca?" na EF-hand motivy vede ke konforma¢nim
zméndm v LETM1, které mohou ovlivnit jeho transportni aktivitu — jedna se o zmény tvaru
EF-hand motivu nebo otevieni ¢i uzavieni transportnich kanalti. Tyto zmény mohou zvysit nebo

modulovat schopnost LETM1 transportovat Ca?" a H" pfes IMM (Durigon et al., 2018).

Por ptechodné permeability mitochondrii (mPTP) je multiproteinovy komplex v IMM.
Strukturdlné je mPTP tvofen interakci nékolika proteinti, vcetné adeninnukleotidového
translokatoru (ANT), napét'ové zavislého aniontového kanalu (VDAC) a cyklofilinu D (CypD),
mezi jingmi (Bernardi, 2013). Otevieni mPTP je vysoce regulovano hladinami Ca?*, pfi¢emz
zvySené koncentrace Ca’>" v mitochondrii podporuji jeho otevieni. mPTP se typicky otevira
béhem patologickych stavii (napt. ischemicko-reperfuzni poSkozeni), coz vede ke ztraté
membranového potencialu, osmotickému otoku mitochondrii a uvolnéni pro-apoptotickych
faktor, coz ma za nasledek odtok Ca?* zmitochondrii do cytosolu. Uvolnéni pro-
apoptotickych faktord umoziuje prichod molekul az do velikosti 1,5 kDa z mitochondrie do
cytosolu, coz narusuje mitochondridlni membranovy potencidl, vede k otoku mitochondrii,
jejich prasknuti, a nakonec k bunécné smrti prostfednictvim nekrdzy nebo apoptozy (Obr. 3)

(Bernardi et al., 2023).

Mitochondrialni ryanodinovy receptor (mRyR) je protein, ktery hraje vyznamnou roli
v regulaci transportu Ca*" uvniti mitochondrii. Pfedpokladéa se, ze mRyR funguje jako Ca**
kanal, ktery usnadiiuje pohyb Ca?" ionti do mitochondridlni matrix. Pfesny mechanismus

funkce mRyR pfi transportu Ca®" neni zcela objasnén, ale predpoklada se, ze zahrnuje modulaci
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mitochondridlniho pfijmu Ca*, ovliviiujictho mPTP a ovliviiyjici bunéény metabolismus
a preziti. mRyR se podili na zprostiedkovani mitochondridlniho pfijmu Ca®* v reakci na lokalni
zmény koncentrace Ca>" v blizkosti bun&nych uvoliiovacich mist jako napiiklad na ER. Tento
receptor usnadfiuje lokalizovany piijem Ca®* do mitochondrii (Xu et al., 2016). Dle studii,
akutni inhibice mRyR pomoci ryanodinu snizuje nariist spotieby kysliku, ke kterému dochéazi
pii expozici zvySené koncentraci Ca?, coz naznaCuje jeho roli ve stimulaci oxida¢niho
metabolismu. Rozdilna odpovéd’ mRyR a MCU na rizné bunécné signaly naznacuje, ze mRyR
je obzvlaste citlivy na lokalni zvySeni koncentrace Ca?" v mikrodomech, zatimco MCU je
citlivéjsi na celkové zvyseni koncentrace Ca®" v cytosolu. Tato specializace umoziiuje mRyR
vyznamné piispivat k bazalni produkci ATP a homeostatickému piijmu Ca?*, zatimco aktivace

MCU je dilezitéjsi béhem obdobi zvysené energetické naro¢nosti (Garbincius & Elrod, 2022).
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Obr. 5: Mitochondridlni metabolismus, fyziologické a patologické funkce akutniho prijmu Ca*" a bobtndni
mitochondrie (Garbincius & Elrod, 2022)

Na*/Ca*/Li" vyménik (NCLX) také pfispiva k udrZeni mitochondridlni a bunééné
homeostazy Ca®". NCLX sklada z 10 transmembranovych segmenti, pficemz jeho N- a C-
konce sméfuji do mitochondridlni matrix. Tento vyménik usnadiiuje vylu¢ovani Ca?*
z mitochondridlni matrix vyménou za Na* nebo Li", ¢imz reguluje koncentraci [Ca®*]mito.
Aktivita NCLX je kli¢ova pro prevenci pietizeni mitochondrii Ca?", jelikoZ pietizeni Ca>* miize
vést k otevieni mPTP a nasledné bun&éné smrti (Palty et al., 2010). Piijem Ca** pomoci MCU

je ptevazng€ vyvazen pravé mitochondridlnim NCLX. Funkce NCLX je navic modifikovana
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membranovym gradientem Na® v bufice, coz zduraziiuje jeho roli v interakci mezi

mitochondridlni a cytosolickou iontovou homeostazou (Kirichok et al., 2004).

4 Hypoxie

4.1 Zakladni informace

Hypoxie je stav, pfi kterém bunky ¢i tkdn¢ se nachazi ve stavu snizené dostupnosti kysliku.
Tento stav miiZze nastat bud’ z divodu nedostatecného ptisunu kysliku ze vzduchu, snizené
schopnosti krve prenaset kyslik, zhorSeného krevniho obéhu nebo zvySené potreby tkani na
kyslik (Trayhurn et al., 2008). Hypoxie miize mit rizné pti¢iny, v€etné vysokohorské nemoci,
srde¢nich nebo plicnich onemocnéni, anémie a dalSich stavi, které ovliviuji dychaci nebo
obchovy systémy. Hypoxie miiZze mit zdvazné nasledky na funkci organti a celkovy zdravotni
stav. Kardiovaskularni a respiracni systémy se snazi kompenzovat snizenou dostupnost kysliku,
coz muze vést k tachykardii, zvySené frekvenci dychani, a v chronickych ptipadech ke zvyseni
poctu Cervenych krvinek. Bez adekvatniho zasobeni kyslikem mohou buiiky pfejit na anaerobni

metabolismus, coz vede k akumulaci laktatu a metabolické acidoze (Semenza, 2011).

Intermitentni hypoxie je charakterizovana opakovanymi epizodami nizkych hladin
kysliku, které se stiidaji s periodami normoxie (normalni hladiny kysliku). Tento typ hypoxie
je typicky spojen se stavem, jako je obstrukéni spankova apnoe, pii kterém dochézi
k opakovanému uzavirani dychacich cest béhem spéanku, coZ vede k pfechodnym periodam
hypoxie (Shobatake et al., 2022). Intermitentni hypoxie ma na organismus rizné¢ dopady, které
mohou byt odlisné od chronické hypoxie. Mlze vyvolavat adaptivni i maladaptivni odpovédi.
Napriklad kratkodoba intermitentni hypoxie miize zlepsit kardiovaskularni zdravi tim, ze
stimuluje angiogenezi a zlepSuje svalovou kapacitu pro vyuziti kysliku. Na druhou stranu,
dlouhodobé intermitentni hypoxie je spojena s negativnimi zdravotnimi dopady, vcetné
zvySené¢ho oxidacniho stresu, zanctu, inzulinové rezistence a zvySené¢ho rizika

kardiovaskularnich chorob (Brown, 2009).
4.2 Vliv na intracelularni metabolismus

4.2.1 Reaktivni formy kysliku (ROS) a HIF

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou chemicky reaktivni molekuly obsahujici kyslik. Zahrnuji
volné radikaly jako superoxid (O2e-), hydroxylovy radikal (¢OH) a neradikalové druhy jako
peroxid vodiku (H202) a singletovy kyslik ('02). ROS jsou vedlej$imi produkty buné&&ného
metabolismu, zvlasté¢ béhem OXPHOS v ETC. Nadmérna produkce ROS vSak zpiisobuje
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oxidacni stres, ktery poSkozuje bunééné komponenty, jako jsou lipidy, proteiny a DNA.
Antioxidantni obranné mechanismy téla, véetné enzymi, jako je superoxid dismutaza

a katalaza, obvykle udrzuji rovnovahu neutralizaci ROS (Andrés Juan et al., 2021).

Stav hypoxie vede k zvysené produkci ROS. Béhem hypoxie ¢astec¢na redukce kysliku
v mitochondriich vede k akumulaci castecné redukovanych forem kysliku, které jsou pak
preménény na ROS. Tato nadmérna produkce ROS za hypoxickych podminek posléze aktivuje
rizné bunécné signalizacni drahy, které mohou pfispét k adaptaci bungk, jejich pteziti nebo
smrti v zavislosti na kontextu a zavaznosti hypoxie (Andrés Juan et al., 2021). Nerovnovaha
mezi produkci ROS a antioxidaénimi obrannymi mechanismy v adipocytech pfispiva
k patogenezi komplikaci spojenych s obezitou. ROS mohou stabilizovat hypoxii-indukovany
faktor 1-alfa (HIF-la), transkripéni faktor, ktery reguluje expresi geni zapojenych do
adaptivnich odpovédi na nizké hladiny kysliku, ¢imZ spojuje ROS s hypoxii indukovanymi

bunécnymi reakcemi (Andrés Juan et al., 2021).

Hypoxie ovlivitluje bunécny metabolismus prostfednictvim aktivace faktortt HIF,
konkrétn¢ HIF-1 a HIF-2 (Jaskiewicz et al., 2022). HIF jsou transkrip¢ni faktory, ktery reguluji
bunécnou odpovéd’ na hypoxii. HIF-1a, nejvice studovana izoforma, je stabilizovana za
hypoxickych podminek a aktivuje transkripci riznych genli zapojenych do angiogeneze,
metabolismu a zan¢tu. Jedna se naptiklad o angiopoietin 1, hexokinase 2, glucose transporter 1
a interleukin 6 mimo jiné (Keith et al., 2012). Za podminek nizkého obsahu kysliku, HIF-1
indukuje metabolicky posun z aerobniho na anaerobni metabolismus, ¢imz zvySuje zavislost na
glykolyze pro produkci ATP. TCA cyklus a OXPHOS, kter¢ jsou zavislé na kysliku, se stavaji
méné efektivnimi. V disledku toho bunky zvySuji expresi glykolytickych enzymi
a transportérii glukézy, aby splnily své energetické pozadavky prostfednictvim zvySené

glykolyzy, ptestoze je vytéZzek ATP niz$i ve srovnani s oxidacni fosforylaci (Semenza, 2011).

Hypoxie ovliviiuje rizné bunééné procesy vcetn¢ angiogeneze, erytropoézy
ametabolismu Zeleza. HIF-1 stimuluje produkei vaskularniho endotelialniho riistového faktoru,
ktery podporuje tvorbu novych krevnich cév a zlepSuje tak piisun kysliku do tkani. Také zvySuje
produkci erytropoetinu, coz zvySuje pocet cervenych krvinek a zlepSuje transport kysliku. U
rakoviny hypoxie pfispivd k Warburgovu efektu, kdy rakovinné buiky ptfednostné vyuzivaji
glykolyzu 1 za pfitomnosti kysliku, coz podporuje rychly rast bun€k a pteziti v hypoxickém
mikroprostfedi nadoru. Toto metabolické preprogramovani je klicové pro progresi nadoru

a metastazy (Semenza, 2011).
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4.2.2 Adipocyty a hypoxie

Adipocyty jsou hlavnimi slozkami tukové tkané, ktera existuje ve dvou hlavnich
formach: bild tukova tkan a hnéda tukova tkan. Bila tukova tkan je primarn¢ zodpovédna za
ukladani energie, izolaci téla a ochranu vnitfnich organti. Dosahuje toho prostfednictvim
ukladani triglyceridt, které mohou byt mobilizovany béhem obdobi energetického deficitu.
Hnéda tukova tkan je naopak specializovana na vydej energie a produkci tepla, coz je proces
usnadnény pfitomnosti unikatniho proteinu nazyvaného rozpojovaci protein 1 v jeho
mitochondriich. Navic nedavny vyzkum zduaraznil tfeti typ adipocytu zndmy jako bézové
adipocyty, které vykazuji vlastnosti sttedni mezi bilymi a hnédymi adipocyty. Kromé své role
v ukladani energie a termogenezi jsou adipocyty také vyznamnymi endokrinnimi organy,
vylu€ujicimi rGzné hormony a cytokiny, souhrnné nazyvané adipokiny, které ovlivituji fadu
fyziologickych procest vcetné regulace chuti k jidlu, citlivosti na inzulin a zanétu (Rosen &

Spiegelman, 2014).

Hypoxie vyznamné ovlivituje funkci a chovani adipocytl. Jednim z primarnich G¢inkt
hypoxie na adipocyty je inhibice jejich diferenciace. Preadipocyty, prekurzorové bunky
adipocytl, potfebuji dobie okysli¢ené prostiedi k dozrani. V hypoxickych podminkach je
exprese kliCového transkripcniho faktoru PPARYy (peroxisome proliferator-activated receptor
gamma) snizena prostfednictvim hypoxie-indukovatelného faktoru 1 (HIF-1). Toto sniZeni
brani normalnimu procesu diferenciace, ¢imz se inhibuje tvorba novych adipocyti. Tento
mechanismus slouZi jako potencialni brzda pro nadbor novych tukovych bunék béhem obezity,
coz je v souladu s pozorovanim, ze pocet adipocytl je u dospélych lidi relativné konstantni

(Anvari & Bellas, 2021).

Za normoxickych podminek se adipocyty spoléhaji na mitochondridlni OXPHOS pro
produkci ATP, ale béhem hypoxie je nucen metabolicky posun od OXPHOS ke glykolyze,
procesu znamému jako Pasteurtiv efekt. Tento posun je zprostiedkovan HIF-la, ktery
downreguluje mitochondrialni biogenezi a funkci a souc¢asné upreguluje glykolytické enzymy.
Zhorsena mitochondridlni funkce za hypoxie vede ke snizené oxidaci mastnych kyselin
a zvySené akumulaci lipidii v adipocytech, coz zhorSuje obezitu a inzulinovou rezistenci. Navic
hypoxii indukovana mitochondridlni dysfunkce zvySuje produkci ROS, coz pftispiva
k oxida¢nimu stresu a dal§im metabolickym poruchdm (Andrés Juan et al., 2021; Anvari &

Bellas, 2021).
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Hypoxie také vyvolava vyznamné zmény v genové expresi zralych adipocytil. Exprese
vice nez 1 000 gentl je zménéna, coz ovliviluje rizné metabolické drahy a funkce. Kli¢ovou
adaptaci je prechod z OXPHOS na anaerobni glykolyzu, coz vede ke zvySenému piijmu
a vyuziti glukézy. Tento metabolicky prepinac je zprosttedkovan HIF-1, ktery zvySuje exprese
glukoézovych transportérii jako GLUTI, aby usnadnil zvySeny vstup glukézy do bunék.
Dusledkem je vyrazné zvySeni produkce laktatu, coz odrazi zvysenou glykolytickou aktivitu.
Tento laktat je exportovan z bun€k prostiednictvim monokarboxylatovych transportért, jejichz

exprese je také indukovana hypoxii.

Navic k zménam v genové expresi adipocytli a nasledné zvySené produkci laktatu, je
hypoxickymi podminkami také vyrazn€ modulovana sekrece adipokinii. Hypoxie stimuluje
produkci prozanétlivych adipokint, jako je leptin, VEGF (vaskularni endotelidlni ristovy
faktor) a IL-6, zatimco potlacuje sekreci adiponektinu, hormonu s protizanétlivymi a inzulin-
senzibiliza€nimi vlastnostmi. ZvySeni leptinu a sniZeni adiponektinu je zvlast¢ vyznamné,
protoZze piispivd k rozvoji inzulinové rezistence, coZ je charakteristicky znak metabolické
dysfunkce pii obezité. Zvysené hladiny VEGF pii hypoxii maji za cil podpofit angiogenezi
a zlep$it dodavku kysliku do tkané, ackoliv tato odpovéd’ Casto nestaci k potlac¢eni hypoxického

prostiedi.

Hypoxii-indukované zmény v genové expresi, celularniho pH a v sekreci adipokynti
ptispivaji k dysregulaci odpovedi imunitniho systému a podpofe zanétlivé prostiedi v tukové
tkani. Dale k tomuto pfispiva stabilizace HIF-1 v adipocytech coz vede k sekreci riznych
zanétlivych cytokint. Tato zanétliva odpoved’ je jesté dale zesilena ¢innosti makrofagh a dalSich
stromdlnich vaskularnich bun€k pfitomnych v tkani. Hypoxii indukovany zanét je kli¢ovym
faktorem v patogenezi obezitou spojenych metabolickych poruch, jelikoz podporuje chronicky
stav nizko-uroviiového zanétu, ktery naruSuje normélni metabolické procesy v téle. DalSim
vyznamnym duasledkem hypoxie v rdmci odpoveédi imunitniho systému v tukové tkani je
indukce fibrozy. Hypoxie podporuje exprese slozek extracelularni matrix a enzymti zapojenych
do kiizového spojovani kolagenu, jako je lysyl oxiddza. To vede ke ztuhnuti matrix tukové
tkang, coz zhorSuje jeji roztaZitelnost a dale zhorSuje metabolickou dysfunkci. Fibroza v tukové

vvvvvv

celkovému zhorSeni metabolického zdravi pfi obezit¢.
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4.2.3 Adipocity a mitochondrialni metabolismus vapniku

Intracelularni Ca®" ovlivituje riizné bun&né procesy a funkci MCU komplexu pfi regulaci
Ca®" ve vztahu k inzulinové rezistenci a metabolické dysfunkci. Pouzitim modelt obéznich
a diabetickych hlodavci, stejné jako lidskych vzorkd, studie analyzovali genovou expresi
a pfijem mitochondridlniho kalcia v tukové tkani. Zjistili zvySeny piijem Ca’" a zvySenou
expresi nékolika komponent MCU v inzulin-rezistentnich adipocytech, zejména ve visceralni
tukové tkani béhem progrese obezity a diabetu. Hladiny Ca?* byly normalizovany ve visceralni
tukové tkani pacientll po bariatrické operaci. Pomoci genetické manipulace aktivity MCU
v 3T3-L1 adipocytech, bunky, které jsou odvozeny z mysich embryondlnich fibroblastii. Zmény
v koncentraci mitochondrialniho Ca** ovliviiuji mitochondrialni metabolismus, v¢etné aktivity
oxida¢nich enzymt, respirace, membranového potencidlu a tvorby ROS. Navic bylo zjisténo,
Ze zvySené mitochondrialni Ca®* je spojeno se zvySenym uvolfiovanim prozanétlivych cytokini
IL-6 a TNFa, coz naznaCuje, Ze zménény tok mitochondridlniho Ca?* v adipocytech hraje

vyznamnou roli v obezit¢ a diabetu (Wright et al., 2017).

Mitochondrialni signaly Ca®* hraji roli v progresi rakoviny, ovliviiujici fadu bunéénych
procest, jako je energeticky metabolismus, pieziti bunék a metastdzy. Studie zkoumaly ucinky
kondicionovaného média z kultur tukové tkané, obohaceného o prekurzorové buiky, na
mitochondrialni homeostdzu Ca?* v rakovinnych bufikdch. Mezi tukovou tkani z riznych ¢asti
téla a konkrétnimi typy rakovinnych bun¢k existuji specifické interakce, naptiklad preadipocyty
odvozené z visceralni tukové tkané ovlivnily signaly mitochondridlniho Ca?* v buikach
rakoviny jicnu, zatimco preadipocyty odvozené z podkozni tukové tkan€ ovlivnily trojité
negativni buiiky rakoviny prsu. Déle byly identifikovany kreatin a kreatinin jako vyznamné
metabolity uvolfiované prekurzorovymi builkkami adipocyt, které zvySuji piijem
mitochondrialniho Ca?" a tim podporuji migraci a proliferaci rakovinnych bunék (De Mario et

al., 2024).
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5 Zavér

Tato bakalafska prace zkoumala kli¢ovou roli mitochondrii v regulaci homeostazy Ca®" a vliv
hypoxie na tento proces, zejména v adipocytech. Prace zdiiraznila, jak hypoxie narusuje funkci
mitochondrii, coz vede k zménéné homeostazi Ca’’, zvySené produkci reaktivnich forem
kysliku (ROS) a aktivaci apoptotickych drah. Dale zdiraziluje vyznam udrzovani
mitochondridlni homeostaze Ca?" pro bunééné zdravi a upozortiuje na Skodlivé ucinky hypoxie
na tuto rovnovahu. Pokroky v pochopeni zédkladnich mechanismii a zkoumani potencidlnich
terapeutickych strategii mohou v budoucnu vyznamné pfispét k vyvoji G€innych lécebnych
postupii pro metabolickd onemocnéni spojend s hypoxii indukovanou mitochondridlni

dysfunkei.

Studie ukazuji, Zze hypoxii indukovana mitochondridlni dysfunkce v adipocytech
prispiva k zdvaznym metabolickym porucham, vetné obezity a diabetes mellitus 2. typu.
Hypoxie ovliviiuje MCU a dal$i mitochondridlni transportéry, coz zptisobuje akumulaci Ca?* v
cytosolu a jejich pokles v mitochondriich, ¢imz dochazi k naruseni funkce mitochondrii. Toto
naruSeni vede k zvySené produkci ROS, ktera déale zhorSuje bunécny stres, metabolickou

dysregulaci a nasledné dysregulaci imunitni odpovédi.

Budouci vyzkum by se mohl zaméfit na n¢kolik potencialnich aplikaci a smért. Za prvé,
zkoumani terapeutickych strategii k modulaci MCU by mohlo poskytnout nové moznosti 1é€by
metabolickych onemocnéni. Naptiklad cileni na MCU nebo jiné souvisejici proteiny by mohlo
pomoci obnovit spravnou homeostizi Ca*" a zmirnit nepfiznivé u¢inky hypoxie na funkci
mitochondrii. Za druhé pochopeni vztahu hypoxie a mitochondrialni dysfunkce, se zaméfenim
na dréhy HIF-1a a jiné souvisejici s mitochondrialni biogenezi, by mohlo vést k vyvoji cilenych
intervenci zaméfenych na snizeni produkce ROS a prevenci apoptdzy v adipocytech. Jelikoz se
ukazalo, ze HIF-1a hraje klicovou roli v adaptaci bun€k na nizké hladiny kysliku podporou
glykolyzy a snizenim mitochondrialni spotfeby kysliku, modulace aktivity HIF-1a by mohla
nabidnout nové terapeutické strategie k zmirnéni metabolickych dysfunkci spojenych s hypoxii.
Dale pochopeni slozitého vzajemného vztahu mezi tukovou tkani a nadorovymi bunkami, ktery
je zprostiedkovany mitochondrialnimi signaly Ca®', je kritickd oblast vyzkumu. Je zde
potencidl cilené terapie zaméfené na tuto drahu jako ucinnou intervenci u rakovin spojenych

s obezitou.
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