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Abstrakt

Béhem casné ontogeneze u savell dochdzi ke zménam energetickych potieb bunék

v souvislosti s jejich diferenciaci a proliferaci. Zaroven energeticky metabolismus musi
reagovat na zmény v dostupnosti substrati v prostiedi, ve kterém se vyvijejici jedinec
nachazi. Funkce mitochondrii, jako hlavniho producenta ATP v buiice, je v odpovédi na tyto
zmény modulovana Sirokou skdlou signalnich drah, které ovliviiuji mitochondridlni
morfologii, jejich mnozstvi v burice, stejné tak jako zastoupeni jednotlivych
mitochondridlnich proteind, jako jsou naptiklad komplexy OXPHOS. Mitochondrie se
podobné, jako buniky samotné, béhem vyvoje diferencuji a piizptsobuji se tak aktudlnimu
fyziologickému prostredi, ve kterém se nachézeji. K nejvétsim zménam dochazi

v preimplanta¢nim obdobi, po vytvoreni funkéni placenty a po porodu. V této praci jsou
shrnuty zmény tykajici se mitochondridlniho metabolismu v téchto ¢astech ontogeneze,

s bliz§im zamétenim na tkénove specifické podjednotky cytochrom c oxidézy.

Kli¢ova slova: ontogeneze, cytochrom c oxidaza, mitochondrie, jatra, srdce, hnéda tukova

tkan, systém oxidativni fosforylace, mitochondridlni onemocnéni



Abstract

During early ontogenesis in mammals, changes in the energy requirements of cells occur in
relation to their differentiation and proliferation. At the same time, energy metabolism must
respond to changes in the availability of substrates that are present in the environment where
the developing individual is located. In response to these changes, the function of
mitochondria, as the main ATP producer in the cell, is modulated by a wide range of signaling
pathways that affect mitochondrial morphology, their abundance in the cell, as well as the
representation of individual mitochondrial proteins such as OXPHOS complexes.
Mitochondria, like cells themselves, differentiate during development to adapt to their current
physiological environment. The greatest changes occur during the preimplantation period,
after the formation of a functional placenta, and after birth. This work summarizes the
changes related to mitochondrial metabolism during these parts of ontogenesis, with a more

detailed focus on the tissue-specific subunits of cytochrome ¢ oxidase.

Keywords: ontogenesis, cytochrome ¢ oxidase, mitochondria, liver, heart, brown adipose

tissue, oxidative phosphorylation system, mitochondrial disease
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Seznam zkratek

ADP = adenosindifosfat

ANT = adenin nukleotid translokazata

ATP = adenosintrifosfat

COX = cytochrom ¢ oxidaza

EPI = epiblast

ETC = elektron transportni fetézec (z angl. electron transport chain)
FAD = flavinadenindinukleotid

HIF = hypoxii indukovany faktor

ICM = vnitini buné¢na masa (z angl. inner cell mass)

MELAS = mitochondridlni encephalomyopathie, laktatova acidoza, mrtvici-podobny syndrom (z angl.
mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis, and stroke-like episodes)

MFN = mitochondrialni fuzni protein

mtDNA = mitochondrialni DNA

mtTFA = mitochondrialni transkrip¢ni faktor A

NADH = nikotinamidadenindinukleotid

NRF = nuklearni respiracni faktor

OPA1 = opticka atrofie 1 (nazev genu pro mitochondrialni dynaminu podobnou GTPéazu)
OXPHOS = systém oxidativni fosforylace

PGC = primordialni zarodecné buiiky (z angl. primordial germ cells)

PGC-1= inducibilni koaktivator 1 receptoru aktivovaného peroxizomalnim proliferatorem
PRC = PGC-1 ptibuzny koaktivator (z angl. PGC-1 related coactivator)

PS = primitivni prouzek (z angl. primitive streak)

PiC = fosfatovy ptfenasec

RIRCD = détsky reverzibilni deficit respiracniho fetézce (z angl. Reversible infantile respiratory chain
deficiency)

ROS = reaktivni kyslikové formy (z angl. reactive oxygen species)
rRNA = ribosomalni RNA

TE = trofoektoderm

tRNA = transferovda RNA

UCP-1 =rozptahujici (ucoupling) protein 1

ZGA/EGA = aktivace embryonalniho genomu



Uvod

Mitochondrie je oznacovana jako bunécna elektrarna, jelikoz je hlavnim mistem
energetického metabolismu v eukaryotickych bunikach. Zatimco tradi¢nim vystupem téchto
metabolickych drah je produkce ATP, alternativn¢ mohou naopak produkovat teplo v procesu
netfesové termogeneze, ktery je velmi podstatny pro postnatalni obdobi. Mitochondrie hraji
roli 1 v mnohych regulacnich a signalizacnich drahéach v buice, jako naptiklad apoptoza.
Mitochondrie jsou organely velmi dynamické, z pohledu jejich mnozstvi v bunice,
proteinového obsahu, tvaru a struktury. Ke zménam v mitochondriich dochazi v zavislosti na
energetickych a fyziologickych potiebach buiiky a konkrétnich metabolitech pouzivanych

v energii generujicich katabolickych procesech, které jsou butice v tu dobu dostupné. Jsou
velmi rozmanité napfi¢ orgdny/bunéénymi populacemi v télech mnohobunéénych Zivocichi,
jelikoz specializované tkan¢ se potykaji s riznymi ukony, které jsou pottebné pro fungovani

celého organismu a také jsou exponovany vici riznym vnéjsim prostredim.

Od poceti po narozeni se jedinec potykd s velkymi zménami, jak v prosttedi, ve kterém zije,
tak 1 zménami ve vlastnim téle, kde dochazi k proliferaci bunék, diferenciaci specializovanych
tkani a celkovému ristu. Na vSechny tyto zmény musi mitochondrie reagovat, aby mohly stale

plnit svoji funkei efektivné a naplnovat tak energetické pozadavky jednotlivych bunék.

Systém oxidaéni fosforylace (OXPHOS) se nachazi na vnitini mitochondrialni membrané a je
hlavnim zdrojem ATP pro buitku. OXPHOS je tvofen péti riznymi komplexy, které vytvareji
na vnitini mitochondridlni membrané protonovy gradient a vyuZzivaji energii uloZenou v tomto
gradientu pro syntézu ATP. OXPHOS komplex IV, také znamy jako cytochrom c oxidéza,
obsahuje n¢kolik podjednotek, které maji izoformy jejichz zastoupeni se v mitochondriich lisi

nejenom na zakladée tkanové specifity, ale také se jejich zastoupeni méni béhem ontogeneze.

Preimplantacni, placentalni a novorozenecké obdobi jsou pro télo vyraznou zménou a
jednotlivé tkdn€ se museji adaptovat na ménici se podminky prostiedi. Z hlediska
mitochondrii jsou nejpodstatnéj$i zmény v koncentraci kysliku a pro novorozenecké obdobi

také nahla zmeéna teploty.

Cilem této prace je shrnuti zmén v mitochondriich, spjatych pravé zménami podminek a

funkeci tkani béhem nitrodé€lozniho vyvoje a v novorozeneckém obdobi.



1 Mitochondrie
1.1 Uvod

Mitochondrie je jednou z membranovych bunéénych struktur, kterou disponuji prakticky
vSechny eukaryotické organismy. Mitochondrie piivodné¢ vznikla pohlcenim a proteobakterie
v procesu nazyvaném endosymbidza. Piivodni asociace anaerobniho ptedchidce eukaryotické
bunky a a proteobakterie bylo pravdépodobné z diitvodu ochrany pted zvysujici se koncentraci
kysliku v prostiedi, ktery byl pro tyto anaerobni organismy toxicky (S. G. Andersson &
Kurland, 1999). Dalsi role, které mitochondrie v burice hraje, se tedy vyvinuly az po
endosymbidze. Témito dalSimi rolemi je signalizace a regulace, kde se mitochondrie
napiiklad podili na regulaci apoptozy, pro kterou je uvolnéni cytochromu ¢

z mezimembranového prostoru mitochondrie aktivaénim signalem (Yang et al., 1997). OvSem
primarné mitochondrie v dnesnich eukaryotickych organismech vystupuji jako metabolicky
nexus a zajist'uji produkci ATP pomoci systému oxidacni fosforylace (OXPHOS) (viz kapitola
1.2).

Mitochondrie je semiautonomni organela, to znamena, ze disponuje vlastnim genomem, ktery
je tvoten dvouvladknovou kruhovou DNA, tento genom je velmi redukovany a maly, obsahuje
pouze 16 569 bp a jsou v ném zakddovany geny pro vlastni 12S a 16S rRNA, 22 vlastnich
tRNA a rovnéz kéduje 13 podjednotek raznych OXPHOS komplexi (viz kapitola 1.2).

V mitochondridlnim genomu se také nachazeji sekvence s regulacni funkci (Anderson et al.,
1981). Vétsina geni, které se podileji na fungovani mitochondrii se nachdzi v jadie a
mitochondrie tak jiz neni schopnd samostatné existence mimo buiiku. Mitochondrie
nevznikaji de-novo v bufice, nesou si vlastni genom, ktery se pfedava z generace na generaci,

a to po matetske linii (Giles et al., 1980).

1.2 Systém oxidacni fosforylace

Mitochondrie je priméarnim zdrojem ATP ve vétsin€ eukaryotickych bunék. Naprosta vétSina
ATP je v mitochondrii vytvarena pomoci systému oxidacni fosforylace (OXPHOS), ktery je
tvofen ATP-syntazou (komplex V) spojenou s elektron transportnim fetézcem (ETC). ETC se
sklada ze ctyfech enzymovych komplexti: NADH-dehydrogenazy (komplex I), sukcinat-
ubichinonreduktazy (komplex II), ubichinol-cytochrom c-reduktazy (komplex III) a
cytochrom c oxidazy (komplex IV). Komplexy I, III a IV ptenaseji protony ptes vnitini
mitochondridlni membranu, a vytvareji tak protonovy gradient, ktery je vyuzivan komplexem
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V k syntéze ATP z ADP a anorganického fosfatu (Obrazek 1). ATP a ADP jsou pies vnitini
mitochondridlni membranu pfenaSeny pomoci adenin nukleotidového prenasece (ANT) a
anorganicky fosfat je pfenaSen do mitochondrialni matrix diky fosfatovému transportéru (PiC)
(viz kapitola 1.2.3). Protonovy gradient tvofeny ETC miize byt vedle spfazeni s produkci ATP
také zkratovan, kdy misto ATP vznika teplo. Tuto funkci zajist'uji specializované rozptahujici

proteiny (viz kapitola 1.2.2), ale muze ji fakticky plnit i ANT.

Mezimembranovy prostor

Komplex I Komplex II Komplex III Komplex IV Komplex V
| | | l
4H" 2u2H" i T, H" "
NADH- sukeinat- . ; ATP
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Obrazek 1: nakres systému oxidac¢ni fosforylace (OXPHOS). cyt c, cytochrom c; cyt b, cytochrom b; Pi, fosfat; UQ, koenzym
Q; UQHz, redukovany koenzym Q. Pfevzato od (Pladevall-Morera & Zylicz, 2022) a upraveno.

Komplex I je tvoten 46 podjednotkami (z toho 7 kdédovanych v mitochondridlnim genomu), je
tak nejvetsim z OXPHOS komplexii. Dochazi na ném k oxidaci NADH a redukci koenzymu
Q, ktery se nachazi uvnitt vnitini mitochondrialni membrany a bude déle oxidovan na
komplexu III. Touto aktivitou dochézi k transportu 4 protont z mitochondrialni matrix do
mezimembranového prostoru (Janssen et al., 2006; Wikstrom, 1984). Elektrony jsou z NADH
na koenzym Q pifenaSeny pomoci série redoxnich center s postupné se zvySujicim
potencidlem. V komplexu I je tato série tvofena nejdiive flavin mononukleotidem a poté sérii

zelezo-sirnych center (Hinchliffe & Sazanov, 2005).



Komplex II je tvofen ¢tyimi podjednotkami, které jsou vSechny kodované v jaderném
genomu. Komplex II je také soucasti Krebsova cyklu, kde katalyzuje oxidaci sukcinatu na
fumarat a uvolnéné elektrony jsou piendseny na kovalentné vazany flavinadenindinukleotid
(FAD) a poté pies tii Zelezo-sirna centra na hemovou skupinu, ze které se elektron dostdva na

koenzym Q a dochazi tak k jeho redukci. (Sun et al., 2005). Nejedna se o protonovou pumpu.

Monomer komplexu III je slozen z 11 podjednotek, pficemz 10 z nich je kodovano jadernym
genomem a pouze podjednotka cytochrom b je kodovana mitochondrialnim genomem.
Komplex III za normalnich okolnosti tvoii dimery. Komplex III oxiduje koenzym Q a pienasi
z n¢j elektrony na cytochrom c, pfi¢emz prenasi protony pres vnitini mitochondridlni

membranu (Iwata et al., 1998; Tucker et al., 2013).

Komplex IV je poslednim komplexem ETC a dochazi na ném k ptfenosu elektroni na kyslik a

vzniku vody. Komplex IV je detailnéji popsan v kapitole 1.2.1.

Komplex V (FoF-ATP synt4za) se sklada z ¢asti Fy, kterd se nachdzi v mitochondridlni matrix
a na které dochazi k syntéze ATP z ADP a fosfatu, tato ¢ast funguje jako stator. Centralni
stonek enzymu (kruh podjednotek c, a dale podjednotky v, 6 a €) funguje jako rotor a
vyvolava strukturni zmény v F ¢asti, které vedou k syntéze ATP, zdrojem energie pro tuto
funkeci je protonovy gradient vznikajici na vnitini mitochondridlni membrané ¢innosti
komplextt ETC. Dalsi ¢asti komplexu V je periferni stonek, ktery ukotvuje Fi ¢ast

v membrané (Jonckheere et al., 2012).

1.2.1 Komplex IV

Komplex IV (COX) je poslednim komplexem v ETC a dochazi na ném k ptenosu elektronti
na kyslik, ktery je finadlnim akceptorem, a vzniku vody. Komplex IV funguje jako protonova
pumpa a prispiva tak ke tvorbé protonového gradientu na vnitfni mitochondriadlni membrané.
Komplex IV je sloZen ze 14 podjednotek z ¢ehoz 3 jsou kodované v mitochondridlnim
genomu (Tabulka 1) a tvofi katalytické jadro tohoto komplexu. (Pitceathly et al., 2013;
Yoshikawa et al., 1998). Redoxnimi centry v komplexu IV jsou Cua a hem a, ktera piijimaji
elektrony z cytochromu c a dale centrum obsahujici Cup a hem a3 ve kterém je vazan
molekulovy kyslik, na ktery jsou pfenaSeny elektrony a H" za vzniku vody (Shimada et al.,
2017). V jaderné DNA kodované podjednotky hraji roli pti regulaci aktivity a sestavovani
komplexu IV (Kadenbach & Merle, 1981).



Neékteré v jadie kodované podjednotky maji své izoformy (viz Tabulka 1), jejichz jednotlivé

zastoupeni ve strukturach komplexi IV zalezi naptiklad na tkénich, ve kterych se dané

mitochondrie nachazeji. Vznikly genovou duplikaci. Naptiklad podjednotky komplexu IV

COX VIa a COX VIla maji dv¢ tkanové specifické izoformy: liver-type (jaterni typ) a heart-

type (srdecni typ), pojmenovany podle toho, v jaké tkani byly vétSinove pozorovany (Sinkler

et al., 2017a).

Podjednotky [zoformy Regulace Koédovany v
COX1
COX I Mitochondrialni
genom
COX I
COX 1V COX 1V-1 Regulace zavisla na koncentraci kysliku
COX1V-2
COX Va
COX Vb
COX VIa COX VIaL | Tkanovée a vyvojove specifické
COX VIaH
COX VIb COX VIbl | Tkanové specifické - COX VIb2 je
COX VIb2 | exprimovana pouze ve varlatech
COX VIc
COX VIla COX VIIaL | Tkanovée a vyvojove specifické
COX VllaH . Jaderny genom
COX VIIaR | COX VIIaR nevykazuje tkanovou
specifitu, ale hraje roli pii vytvareni
superkomplexti s komplexem I11
COX VIIb
COX Vllc
COX VIII COX VIIIL | Tkanové specificka exprese
COX VIIIH | COX VIIH neni ptitomen u v§ech savct
COX VIIC | - naptiklad u lidi chybi, zatimco u
hlodavct je ptitomen
NDUFA4 NDUFA4 Regulace zavisla na koncentraci kysliku
NDUFAA4L2

Tabulka 1: Seznam podjednotek komplexu IV s oznacenim jednotlivych izoforem. Data pfevzata od (Sinkler et al., 2017b).
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Obrazek 2: Struktura komplexu IV s barevné vyznacenymi podjednotkami u kterych jsou znamé izoformy. Na levém
monomeru je schematicky vznacen ptenos elektront na kyslik a pfenos protonti ptes vnitini mitochondrialni membranu.
Podjednotka NDUFA4 zde neni vyznacena. IMS, mezimembranovy prostor. Pfevzato od (Sinkler et al., 2017b).

COX Vla jak typ jaterni, tak srdecni, reguluji efektivitu transportu protonti pfes vnitini
mitochondridlni membranu komplexem IV, avsak lisi se v substratu, ktery jejich regulacni
funkeci aktivuje: jaterni typ COX VlIa snizuje efektivitu transportu protontt komplexem IV po
navazani mastné kyseliny palmitolu (I. Lee & Kadenbach, 2001), zatimco srdecni typ reaguje
na pomér ATP a ADP, pii témét 100% ATP je efektivita komplexu IV snizena, ale i mensi
nartst ADP (2%) zplsobi navySeni efektivity komplexu IV (Frank & Kadenbach, 1996).
Izoformy COX Vla maji vlastni sekvence v genomu, nejedna se tedy o vysledek
postranskripénich nebo posttranslacnich modifikaci. Transkripce genu pro srde¢ni typ COX

VlIa, je regulovana transkripénim faktorem MEF2 (viz kapitola 1.4.2).

Zatimco tkanove specifickd exprese srdecnich izoforem je kontrolovéna na urovni transkripce,
jaterni izoformy jsou transkribovany napti¢ vSemi tkanémi (Fabrizi et al., 1992; Seelan et al.,
1996). Napiiklad stabilita mRNA pro COXVIaL se li§i naptic tkanémi, kdy ve svalech ma
stabilitu niz$i nez v jatrech a gen pro jaterni formu ma ve své 3'neprekladané oblasti sekvenci,
ktera ovliviiyje stabilitu mRNA (Thames et al., 2000). Tkanove specificka stabilita mRNA se
vyskytuje i u mRNA pro PGC-1, NRF-2 a mtTFA, avsSak u téchto mRNA nizsi stabilita



koreluje s vy$si mirou transkripce, ale poukazuje to na tkanove specificky vliv na stabilitu

mRNA v souvislosti s mitochondridlnim metabolismem (D’Souza et al., 2012).

1.2.2 Rozptahujici proteiny

Rozptahujici (uncoupling) proteiny (UCP) jsou transmembranové proteiny, které se nachazeji
ve vnitini mitochondridlni membranég. Jejich prostiednictvim dochazi k pienosu protont po
elektrochemickém gradientu a tak k vyrovnani protonového gradientu bez syntézy ATP.
Nejprozkoumangjsi uncoupling protein UCP-1 vyuziva energii uchovanou ve vytvoreném
protonovém gradientu ke generovani tepla (viz Obrazek 3) (Klingenberg et al., 1999), dochazi
tedy k rozpojeni aktivity ETC a komplexu V. UCP-1 se primarné nachazi v hnédé tukové
tkani, kde hraje kli¢ovou roli ve funkeci této tkané, kterou je netfesova termogeneze. DalSimi
ucoupling proteiny jsou UCP-2, ktery 1ze najit ve vétSin€ tkani (Fleury et al., 1997) a UCP-3,
ktery je specificky pro kosterni svalstvo a hnédou tukovou tkan (Boss et al., 1997).

Mezimembranovy
prostor b H° -
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Obrazek 3: UCP1 vyuzivajici protonovy gradient vytvoireny ETC pro generovani tepla. Pievzato od (Echtay, 2007) a

upraveno.

1.2.3 Adenin nukleotid translokazy

Adenin nukleotid translokdzy jsou proteiny které zajiSt'uji prenos ATP a ADP ptes vnitini
mitochondridlni membranu. U lidi se ANT vyskytuji ve Ctyfech izoformadch ANT1, ANT2,
ANT3 a ANT4. Exprese jednotlivych izoforem je tkanove specificka, exprese ANTI je
primarné v srde¢ni a svalové tkani a v mozku, ANT2 v tkanich s prolifera¢nim potencidlem
jako jsou jatra a exprese ANT3 je podobnd napii¢ vSemi tkdnémi (Doerner et al., 1997).
ANT4 se vyskytuje specificky ve varlatech (Brower et al., 2007). Mitochondrialni fosfatovy
ptenaSec (PiC) ptenasi anorganicky fosfat do mitochondridlni matrix pfes vnitini

mitochondridlni membranu symportem s protony (Stappen & Krémer, 1994).



1.3 Reaktivni kyslikové formy

Reaktivni kyslikové formy (ROS) jsou redukované formy kysliku O>~ a H2O., které mohou

poskozovat proteiny a DNA (Aguilaniu et al., 2003; Murphy, 2009). Nejvice se jich vytvari

v mitochondriich, kde vznikaji po navazani molekularniho kysliku O> na redoxni centra

komplext I, IT a Il ETC, kde dochézi k redukci Oz (McLennan & Esposti, 2000). Nejvetsi

mnozstvi ROS je generovano na komplexu I (Aguilaniu et al., 2003). Na komplexu IV

nedochazi k tvorbé ROS jelikoZz binuklearni centrum vede k redukei kysliku na stabilni

molekulu vody (viz kapitola 1.2.1).

I kdyZ ptitomnost ROS ma hlavné na DNA negativni dopad, hraji pravdépodobné¢ také roli

v regulaci a signalizaci v mnoha bunéénych pochodech (J. Zhang et al., 2016) (viz Obrazek

4). Hladiny ROS jsou zavislé mimo jiné na metabolické aktivité, ktera se 1i$i napfi¢ buikami

v mnohobuné¢nych organismech a mohly by se tak podilet i na vytvareni gradientl

morfogennt béhem ontogeneze (Covarrubias et al., 2008).
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Obrazek 4: Nekteré signalni drahy, jejichz soucasti jsou ROS. Prevzato od (Hernandez-Garcia et al., 2010) a upraveno.



1.4 Transkrip¢ni faktory
1.4.1 PGC-1

PGC-1 je koaktivator transkripcnich faktorti lokalizovany v jadie, kde reguluje transkripci
uncoupling proteind, a dalSich transkrip¢nich faktori, které ovlivituji OXPHOS a biogenezi
mitochondrii. Je transkribovan v reakci na stimulaci -adrenergnich receptorti sympatickym
nervovym systémem, jakozto odpovéd’ naptiklad na stress zptisobeny snizenou teplotou
(Puigserver et al., 1998). Jako koaktivator PGC-1 pozitivné reguluje aktivitu NRF-1;
transkripéni faktory NRF-1 a NRF-2 hraji roli pfi transkripci jadernych genti podjednotek
komplext OXPHOS (Wu et al., 1999a). Dale se podili se na regulaci transkripce UCP, i na

regulaci oxida¢ni fosforylace a biogeneze mitochondrii obecné (Wu et al., 1999b).

Faktory NRF-1 a NRF-2 se podileji i na regulaci transkripce mtTFA (Virbasius & Scarpulla,
1994). Jedna se o v jadfe kodovany a do mitochondrie exportovany mitochondrialni
transkripéni faktor A (mtTFA), ktery se podili na transkripcich z mitochondridlniho genomu a

také na aktivace replikace mitochondridlniho genomu (Clayton, 1992).

1.4.2 MEF2
Myocyte enhancer factor 2 (MEF2) je skupina transkrip¢nich faktora, které se podileji na

regulaci diferenciace a vyvoje tkani. Obratlovci maji ¢tyfi izoformy MEF2 oznafované jako
A, B, C a D, jednotlivé izoformy hraji roli v riiznych stadiich vyvoje tkdni (Edmondson et al.,
1994a; lida et al., 1999). MEF2 hraje roli pti vyvoji kosterni svalstva (Shen et al., 2006),
srde¢niho svalstva (Edmondson et al., 1994b), vyvoji kosti (Arnold et al., 2007) a ma
antiapoptoticky efekt na nervovou tkan (Okamoto et al., 2000). MEF2 reguluji transkripci
genu kodujiciho srdecni typ podjednotky komplexu IV COX Vla, ktery ma ve svém
promotoru sekvence, na které se vaize MEF2 (Wan & Moreadith, 1995) (vice v kapitole 4.2).

1.4.3 HIF

Hypoxii indukovany faktor (HIF), je rodina transkripénich faktori, ktera se podili na regulaci
kyslikové homeostaze v buiikach. Jejich pisobenim dochazi v buiikach k ptfechodu

k metabolismu vyuZivajici mensi mnozstvi kysliku, jako naptiklad sniZeni respirace a zvySeni
glykolyzy (Semenza & Wang, 1992). HIF se vaZe na DNA jakoZto heterodimer slozeny

z podjednotky a a B. Hladina kysliku ovliviiuje podjednotky a (G. L. Wang et al., 1995).



Podjednotky a maji tii izoformy (HIF-1a, HIF-2a a HIF-3a), B podjednotky maji také tii
izoformy (HIF-1B (ARNT), ARNT2 a ARNT3), a kazda a podjednotka je schopna

dimerizovat s jakoukoliv  podjednotkou (Semenza, 1999).

2 Tkéné

Mitochondrie, jakozto centrum energetického metabolismu a jako soucast mnoha regulacnich
drah, se 1181 napfic jednotlivymi tkdnémi v zavislosti na jejich fyziologii, energetické
naroc¢nosti vykoni, které provadéji, typu a mnozstvi dostupnych metaboliti (Forner et al.,
2006). Tyto parametry se béhem ontogeneze méni s vyvojem jednotlivych tkani a v zavislosti

na zménach v dostupnosti energetickych substrati.

2.1 Srde¢ni svalovina a kosterni svalstvo

Mitochondrie srdecni svaloviny a kosterniho svalstva se lisi v kapacité pro oxida¢ni
fosforylaci, ktera je u srde¢ni svaloviny vyssi, a dale signadlnimi drahami modulujicimi
mitochondrialni metabolismus (Forner et al., 2006). V této praci se budu zabyvat predevsim
srde¢ni svalovinou, jelikoz srdce hraje od svého zalozeni v ramci ontogenetického vyvoje
stale stejnou roli, avSak méni se, pro mitochondrie nejpodstatnéji, koncentrace dostupného
kysliku. Z hlediska srdce se jedna ptedevsim o rozdily v obdobi pfed a po narozeni (viz
kapitola 5.1). Kosterni svalstvo je v této praci zminovano zejména v kontextu s tkanove a
vyvojove specifickymi podjednotkami komplexu IV (viz kapitola 1.2.1), jejichZ exprese je

podobna, ale ne stejna jako v srde¢ni svaloviné (viz kapitola 4.2 a 5.1)

2.2 Jatra

Jatra maji zcela jinou funkci nez svalstvo a proto jsou jejich mitochondrie také odlisné
(Forner et al., 2006). Na rozdil od srdce, které¢ i béhem nitrod€lozniho vyvoje vykonava
stejnou funkci jako po narozeni, funkce, kterou jatra vykonavaji pfed a po narozeni se lisi.
Zatimco jatra po narozeni slouzi k filtrovani krve a latek, které dale metabolizuji (Si-Tayeb et
al., 2010), v prenatalnim obdobi hraji roli zejména v krvetvorbé (Golub & Cumano, 2013) a

jakozto vstup krve z placenty (Iguchi & Koyanagi, 2009).
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Béhem embryondlniho vyvoje neni hlavnim mistem hematopoézy kostni dren jako je tomu po
narozeni, avSak hematopoetické kmenové buiiky se nachdzeji v riznych strukturach

v embryu. K hematopoéze dochazi v Zloutkovém vacku (Ueno & Weissman, 2006), sleziné
(Morris et al., 1991) a v jatrech, ze kterych v perinatdlnim obdobi migruji hematopoetické
bunky do kostni diené, kde budou vykonavat hematopoézu po zbytek zivota (Wolber et al.,

2002).

2.3 Hnéda tukova tkan

Hnéda tukova tkan slouzi jakoZto zdroj netfesového tepla (teplo neni generovéano fyzickymi
pohyby svalil), které je vyuzivano savci napiiklad béhem hibernace, nebo pravé po porodu,
kdyZ se potomek dostava do prostiedi s variabilni a nizsi teplotou, nez je v d¢loze. Pies svijj
primérni vyznam u novorozencii je hnéda tukova tkan do urcité miry stale ptitomna i

v dospélosti (Jung et al., 2019). Ke generovani tohoto tepla je vyuzito UCP-1 (viz kapitola
1.2.2), ktery k tomuto vyuziva protonového gradientu generovaného ETC (Feldmann et al.,
2009). Hnéda tukova tkan se vyskytuje primarn€ v mezilopatkové oblasti a v oblasti ledvin

(viz Obrazek 5).

Mys Clovék

Mezilopatkova
oblast

Axilarni Kr¢ni oblast

Perirenalni Supraklavikularni
prostor
Axilarni

< Paravertebralni
oblas

vwveeseda
aaaseqe

Piedni podkozni
WAT

D

Novorozenec

Tiiselny WAT E ; N

Obrazek 5: Rozlozeni hnédé tukoveé tkané u mysi a clovéka; WAT, bila tukova tkan; pfevzato a upraveno od (Ikeda et al.,

2018).

11



3 Vyvoj Embrya

3.1 Preimplantacni vyvoj

Ontogeneticky vyvoj fakticky za¢ina splynutim vajicka a spermie, a tedy vznikem zygoty.
Jelikoz urcit presny moment, kdy k oplozeni ve vejcovodu dojde, je takika nemozné, je vék
zarodku popisovan embryonalnim vékem (E), coz je doba (pocitana ve dnech) ktera ubéhla od
pohlavni styku (Kojima et al., 2014). Po oplozeni dochdzi k ryhovani zarodku, mitotickému
déleni bunék, pii némz ale nedochézi ke zvétSovani objemu zarodku jako takového a dochazi

ke vzniku utvaru nazyvaného morula (Aiken et al., 2004).

Ve stadiu E4 u mysi (porovnani s ¢lovékem a potkanem viz Tabulka 2) dochazi k vytvoteni
dutiny zvané blastocoel a k diferenciaci bun¢k na: bunky vnitini bunééné masy neboli inner
cell mass (ICM), ktera se v pozdni blastocysté jesté d€li na epiblast a primitivni endoderm, a

bunky trofoektodermu, ktery da vzniku placenté (H. Wang & Dey, 2006)

E5 u mysi (porovnani s ¢lovékem a potkanem viz Tabulka 2) dochazi k priiniku blastocysty
do délohy, interakci trofoblastu s vystelkou délohy (endometriem) a tim k implantaci embrya
do stény délohy (Bedzhov & Zernicka-Goetz, 2014). Pfesny mechanismus implantace se 1i8i
napfic sav€imi druhy, ale vysledek je stejny: vytvoreni placenty z trofoblastu, kterd bude

slouzit jakozto rozhrani mezi télem matky a potomka (Carson et al., 2000).
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Obrazek 6: Schématicky nakres zmén v preimplantaénim embryu mys$i (od oplozeni po gastrulaci). Je popsano misto kde se
zarodek nachézi, dostupné substraty a prevazujici metabolické procesy. TE, trofoectoderm; ICM, vnitini bunééna masa; EPI,
epiblast; PGC, primordialni zarode¢né buiiky; PrE, primitivni endoderm; ZGA/EGA, aktivace embryonalniho genomu; PS,

primitive sterak; Pfevzato a upraveno (Pladevall-Morera & Zylicz, 2022).

3.2 Morfogeneze

Po implantaci blastocysty nastava proces zvany gastrulace. Béhem gastrulace dochézi

k migraci a diferenciaci buné€k epiblastu do tfech zarode¢nych listl: ektoderm, mesoderm a
endoderm. Po dokonceni gastrulace jsou také jiz stanovené zakladni osy téla (Bardot &

Hadjantonakis, 2020).

Nitrodé€lozni vyvoj mysiho zarodku trva pfiblizné tfi tydny a k porodu tedy dochazi mezi E19
a E21 (porovnani s ¢lovékem a potkanem viz Tabulka 2) (Murray et al., 2010). Postnatalné
stale dochézi k dal§imu vyvoji, ale pfi narozeni uz jsou ptitomné vSechny majoritni struktury

v plicich (Maeda et al., 2007) a v srdci (Krishnan et al., 2014a).
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Mys3 Potkan Clovék
Vznik blastocysty E4 E4,5 E6
Pocatek ES E7,5 E7-14
implantace
Pribéh gastrulace | E6-7,5 E8,5-9,5 E16-20
Funkéné
vytvorena
placente (dochdzi | E10,5 E12 12. gestacni tyden

k vyméné latek
pomoci placenty)
Vznik srdelni
klicky

Vsechny majoritni
srdecni struktury
jiz rozeznatelné

6,5. - 7,5. gestacni

E9,5-10,5 E10 .
tyden

E15,5-17,5 | E16 9. gestacni tyden

Pocatek
organogenese ES E12
jater

Vytvoreni
definitivni fetalni
jaterni cirkulace

4. gestacni tyden

E12,5 E14 6. gestacni tyden

Vytvoreni
intrahepatalnich E16
Zlu€ovych cest

E17,5 8. -9. gestacni tyden

Pocatek
organogenese
hnédé tukové
tkané

E15-16 E15-16 28. gestacni tyden

Narozeni E19-21 E20-23 38. gestacni tyden

Tabulka 2: Tabulka porovnavajici pro tuto praci podstatné vyvojové milniky u mysi, potkana a ¢lovéka. Zdroje pro data
tykajici se ¢lovéka: (Collardeau-Frachon & Scoazec, 2008a; Desoye & Herrera, 2021; Ghimire et al., 2021; Jauniaux et al.,
2000a; Jukic et al., 2013; Khan & Ackerman, 2023; Krishnan et al., 2014b; Vassena et al., 2011). Zdroje pro data tykajici se
potkana: (Collardeau-Frachon & Scoazec, 2008b; De Rijk et al., 2002a; Garci’agarci” et al., 2012; Houstek et al., 1988a;
Kobayashi et al., 2020; Mac Auley et al., 1993; Shedrack et al., 2006; Vassy et al., 1988). Zdroje pro data tykajici se mysi:
(Anson-Cartwright et al., 2000; Carson et al., 2000; Collardeau-Frachon & Scoazec, 2008¢; Gordillo et al., 2015; Housték et
al., 1988a; Krishnan et al., 2014c; Murray et al., 2010; Tam et al., 1993; H. Wang & Dey, 2006).

3.3 Zéasobeni kyslikem

Béhem nitrodélozniho vyvoje se zarodek musi potykat s pomérné ndhlymi

zménami dostupnosti kysliku v prostfedi, ve kterém se nachazi: nizké koncentrace kysliku ve
vejcovodech a v déloze, ve kterych musi zarodek existovat pfed implantaci a vytvorenim
funk¢ni placenty (Fischer & Bavister, 1993). Déle se méni dostupnost kysliku pro embryo

béhem vyvoje placenty, kdy dochazi k morfologickym zménam struktury placenty, které
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vedou k umoznéni plné vymény kysliku mezi krvi matky a potomka (u ¢lovéka k tomu
dochazi na prelomu prvniho a druhého trimestru) (Burton, 2009; Jauniaux et al., 2000b). Dalsi
vyrazné zmény v zasobeni kyslikem nastanou po porodu. JelikoZ jsou mitochondrie centrem
oxidativniho metabolismu (viz kapitola 1.2) hladina kysliku, ktera je pro n¢ dostupna,
ovliviiuje jejich metabolickou aktivitu (tyto zmény pro specifické tkan€ jsou popsany

v kapitolach 4 a 5).

3.4 Substraty

Po oplozeni v preimplantacnim obdobi, vyuziva embryo primarné jakozto substrat pro
metabolismus pyruvat, laktat a glukozu, které jsou pro embryo dostupné z prostiedi ve kterém
se v tu chvili nachazi (Dumollard et al., 2007). Substrat slouzici jakozto primarni metabolit se
béhem preimplanta¢niho obdobi méni: nejdiive slouzi jakozto hlavni zdroj energie pro
embryo oxida¢ni metabolismus pyruvatu (Brinster, 1965), poté od faze moruly do zah4jeni
implantace roste ptijem a metabolizace glukdzy, ktera se stava hlavnim substratem (Leese &
Barton, 1984). Laktat neni jakoZzto substrat pro embryonalni metabolismus, tak podstatny

(Wilding et al., 2002) (viz Obrazek 6).

3.5 ROS a oocyty

Genom mitochondrii se kvilli procestim, které v ni probihaji, nachazi v siln€¢ oxida¢nim
prostfedim vlivem funkce ETC, coz vede k riziku poSkozeni mitochondrialni DNA (Aguilaniu
et al., 2003; Murphy, 2009) (viz kapitola 1.3). Z téchto diivodi je oxidaéni metabolismus

v oocytech drZen na nizké Grovni a aktivita jednotlivych komplextt OXPHOS je velmi nizka,
primarné pro komplex I (Rodriguez-Nuevo et al., 2022), ktery generuje svou aktivitou velké
mnoZstvi ROS (Aguilaniu et al., 2003), velké mnoZstvi ROS je také generovano komplexy II
a Il (Boveris et al., 1972) Aktivita mitochondrii v neoplozenych oocytech je tak drzena na

relativné nizké irovni v porovnani s aktivitou ostatnich bun¢k v téle.

3.6 Postfertilizacni zmény
V dobé mezi fertilizaci a implantaci do délozniho endometria dochazi v mitochondriich
k mnozstvi zmén morfologickych 1 fyziologickych. Dochazi k zménam distribuce

mitochondrii v rdmci butiky (Schon et al., 2000; Wilding et al., 2001). Dale dochézi
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k pterozdélovani mitochondrii do dcefinych bunék béhem ryhovani a od stadia blastocysty k
narustl aktivit t€chto mitochondrii a vyssi spotiebée kysliku (viz Obrazek 6), do stadia

blastocysty také nedochézi k syntéze nové DNA.

Biogeneze mitochondrii je tedy pozastavena a znovu postupné zapoc¢ina po znovuobnoveni
replikace mitochondriadlni DNA (Hashimoto et al., 2017). Mnozstvi transkripniho faktoru
mtTFA, ktery se podili na transkripci z mitochondrialniho genomu a spole¢né s DNA
polymerdzou gama na replikaci mitochondrialni DNA (Hiibscher et al., 1979), se oproti
urovnim ve dvoubunééném stadiu ryhovani velmi zvysuje ve ¢tyftbunéném stadiu a klesa az
do Sestnactibunécného stadia, od kdy pak opé€t nartsta az do stadia blastocysty (Spikings et

al., 2007).

Zmeény se také projevuji ve struktufe a tvaru mitochondrii jako takovych. Od vzniku zygoty
po vytvoreni moruly dochazi k postupné zméné od mitochondrii s hustou matrix, malym
mnozstvim krist a kulatym tvarem, do mitochondrii s relativné méné hustou matrix, vétSim

mnozstvim krist a podlouhlym tvarem (Hill Shepard et al., 1998; Hillman & Tasca, 1969).

4 Zmény v postimplantacnim vyvoji

4.1 Zmény béhem placentalniho obdobi

Od E12 u potkanii (porovnani s mysi a ¢lovékem viz Tabulka 2) dochazi k dokonceni
funkéniho vyvoje placenty, a tedy zapoceti zdsobeni embrya vétSim mnozstvim kysliku a
zivin (De Rijk et al., 2002b). V tomto obdobi tedy dochazi ke zmé&nam mitochondrii a jejich
metabolismu. Od E11 do E 13 dochazi ke zvySovani aktivity OXPHOS komplexa I, I1I, IV a
V, sniZzovani mnoZzstvi mitochondridlni DNA v poméru s celkovym mnoZstvim embryonalni
DNA, zatimco proteinovy obsah téchto mitochondrii v porovnani s mnoZstvim
mitochondridlni DNA stoupa (Alcolea et al., 2007). Z hlediska transkrip¢nich faktorti dochézi
ke zvysSeni exprese PGC-1, avSak transkripcni faktory NRF-1 a NRF-2 (Scarpulla, 2006) mély
naopak ale sniZzenou expresi ve E13 oproti E12. Exprese mtTFAM, ktera je transkripcné
regulovana pomoci NRF vSak prekvapivé ziistala pfiblizné€ stejna. To by mohlo poukazovat na
posttranskripéni modifikace zvySujici aktivitu téchto transkripénich faktorti (Alcolea et al.,
2007). Ulohu miize hrat i PGC-1 related coactivator (PRC), ktery interaguje s NRF-1 a
zvySuje expresi gend, které jsou regulované NRF-1. PRC se exprimuje v proliferujicich

buiikach (U. Andersson & Scarpulla, 2001).
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Po zahajeni organogeneze se v jednotlivych nové vznikajicich tkani zacinaji objevovat
nejenom na tkani zavislé izoformy podjednotek jednotlivych OXPHOS komplexti (Bonne et
al., 1993), ale také se objevuje jiné proporcni zastoupeni jednotlivych OXPHOS komplexti
ve tkanich. Napftiklad komplex II je viici ostatnim komplexiim relativné vice zastoupen

v jatrech nez v ostatnich tkanich (Antonicka et al., 2006).

4.2 Srdce

Diferenciace bunék mesodermu, které se pozdéji stanou buiikami srde¢ni tkédn€, zacina velmi
brzy béhem vyvoje. U mysi je moZné detekovat slabé kontrakce ve vytvarejicim se srdci jiz v
E8 (Tyser et al., 2016) a ke vzniku srde¢ni klicky, ktera je poCatkem organogeneze srdce,
dochazi v E9,5 — 10,5 (Krishnan et al., 2014c) (porovnani s ¢lovékem a potkanem viz Tabulka
2) U srdce lze detekovat postupné zmény tykajici se mitochondrialniho metabolismu a jeho
ptechodu k vyssi produkci energie: zvySovani aerobniho metabolismu jakozto ¢asti celkové
generované energie, navyseni mnozstvi OXPHOS komplext a piechod k vice podlouhlé
mitochondrialni morfologii, u mysi jiz od E10,5 (Xu et al., 2021). Srdce vykonava svoji
funkeci (rozvod krve a latek v ni pfenasenych) jiz béhem embryonalniho vyvoje, a se
zvétsSujicim se embryem se zvétSuje 1 celkova energetickd potieba. Proto dochéazi i béhem

nitrod€loZniho vyvoje k vyvoji srdce smérem k vyssi energetické produktivité.

Tkanové specifické podjednotky COX VIa a COX Vlla se v prenatalnim srdci u ¢lovéka
nachazeji jak v typu srde¢nim a tak v typu jaternim. V ptipadé¢ COX Vlla je zastoupeni obou
izoforem podobné, u COX Vla je pfitomen jak typ jaterni, tak typ srdecni, avSak typ srde¢ni
pievazuje (Bonne et al., 1993). Exprese COX VlIa srde¢niho typu u mysi je velmi slabé
detekovatelna pti pocate¢ni diferenciaci kardiomyocyti, ale dochazi k jejimu zvysSeni béhem
nitrod€loZniho vyvoje. I tak je pfed porodem v mitochondriich kardiomyocytii exprese

srdecniho typu stale niz8i nez exprese jaterniho typu (Parsons et al., 1996).

Jednotlivé izoformy MEF2 (znacené jako: A, B, C a D) jsou pfitomné béhem vyvoje ve
velkém mnozstvi tkani a v riznych zastoupenich (Edmondson et al., 1994a; lida et al., 1999).
Zmeény zastoupeni jednotlivych izoforem nekoreluji se zménami zastoupeni srdecnich a
jaternich typt podjednotky COX VIa. Co vykazuje korelaci se zménami zastoupeni jaternich
a srde¢nich typi podjednotky COX Vla je tkanove specifickd forma MEF2-D - MEF2Da2.

MEF2Da?2 vznika alternativnim splicingem, a je jak tkanove specifické pro svalovou tkan.
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Vykazuje také vyvojovou specifitu, jelikoz je ptitomna pouze ve findln¢ diferenciovanych

svalovych buiikach (Sebastian et al., 2013).

4.3 Hnéda tukova tkan

Hnéda tukova tkan slouzi jako zdroj netfesové termogeneze (viz kapitola 2.3) Prvni ndznaky
hnédé tukové tkané se v potkanech a mysich objevuji okolo E15 (porovnani s clovékem viz
Tabulka 2), v této brzké hnédé tukové tkani dochazi k vyvojovym zménam podobnym, jako u
ostatnich tkani: navySovani po¢tu OXPHOS komplext, zvySovani poctu a maturace
mitochondrii. Pfiblizn€ dva dny pfed porodem ale dochézi ke stagnaci mnozstvi komplexu V.
Syntéza ostatnich OXPHOS komplext neni vyrazné zménéna, zato dochazi k rychlé syntéze
UCP-1 (Houstek et al., 1988b). Vzhledem k tomu, ze UCP-1 je zodpovédné za termogenni
funkci hnédé tukové tkané€ (Feldmann et al., 2009), jeho exprese az pozd¢ji v nitrodéloznim
vyvoji a tésn¢ pied narozenim je lehce prekvapiva. Vétsina regulacnich mechanismil
tykajicich se exprese UCP-1 je totiZ zavisla na teplotnim stressu jedince (Coolbaugh et al.,
2019), ovsem v prenatalnim obdobi je jedinec drzen v eutermnich podminkach. Jeden

z faktort regulujici funkci hnédé tukové tkané a expresi UCP-1 jsou a a B-adrenoceptory
(Evans et al., 2019), kter¢ jsou regulovany pomoci sympatiku, k jehoz vyvoji dochazi
pomérné pozd¢ beéhem nitrodélozniho vyvoje (Evans et al., 2019; Scott-Solomon et al., 2021)

a tudiz by prvotni, na teplotnim stressu nezavisla, exprese UCP-1 mohla byt c¢aste¢né

Mrwe

4.4 Jatra

Jétra hraji u savcl velmi dilezitou roli béhem embryonalni krvetvorby (Golub & Cumano,
2013) a také jakoZto vstupni bod krve ptichazejici z placenty (Iguchi & Koyanagi, 2009).
Jatra se u mysi zacinaji vytvaret v E9 (porovnani s ¢lovékem a potkanem viz Tabulka 2), kdy
dochazi k proliferaci, bun¢k endodermalniho ptivodu, hepatoblastii. Proliferace hepatoblastii
trva do E14,5. Hepatoblasty se diferencuji na buiiky epitelu interlobuldrniho zlucovodu a na
hepatocyty a to od E13,5 az do E18,5 (Gordillo et al., 2015), E16 dochézi k vytvoteni
intrahepatického zlucovodu (Collardeau-Frachon & Scoazec, 2008d) (porovnani s ¢lovékem a
potkanem viz Tabulka 2). Tkanové specifické podjednotky komplexu IV COX VIaa COX

Vlla se v prenatalnich jatrech vyskytovaly pouze ve formé jaterni (Bonne et al., 1993).
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4.5 Placenta

Placenta, stejné jako embryo, prochazi béhem vyvoje zménami, jelikoz musi nejdiive vytvorit
struktury potiebné pro transport latek mezi matkou a potomkem, ale také produkuje latky,
které ovliviuji télo matky a plodu, poptavka po nich se béhem vyvoje plodu méni (Ball et al.,

1995; Sorensen et al., 1995).

U cloveka je placenta strukturné piipravena pro predavani zivin, kysliku a odvodu produktii
metabolismu embrya az na zacatku 2. trimestru, coz spada na gestacni tyden 10-12 (Rodesch
et al., 1992) (porovnéni s mysi a potkanem viz Tabulka 2). Ve chvili, kdy je umoznén tok
matetské krve do placenty, dochézi k rychlym a vyraznym zméndm v obsahu mitochondrii
bunék tvoticich placentu: dochéazi ke zvyseni biogeneze mitochondrii, zvySovani
mitochondridlniho obsahu, aktivita komplexu I se zvySuje relativné oproti komplexu II a
mitochondridlni respirace roste. Pfed timto nartistem dochézi naopak nejdiive k poklesu
(Holland et al., 2017), coz naznacuje, Ze tyto zmény by mohly byt spojené s poskozenim,
opravou a naslednou adaptaci mitochondrii placenty na nahlou zménu prostiedi do stavu

vyrazné oxidativnéjSiho (H.-C. Lee et al., 2000).

5 Perinatalni zmény

5.1 Zmény ve svalove tkani

Po porodu, kdyZz se novorozenec dostdva mimo télo matky, dochézi ke zménam ve fungovani
jeho srdce, kardiomyocyty zvySuji svoji kontraktilitu a objem pumpované krve se zvysi
(Agata et al., 1991). ZvySeni energetické naro¢nosti spojené s touto zmenou, stejné jako vyssi
piijem kysliku novorozencem, vede k zahajeni biogeneze mitochondrii a zvySeni jejich
mnozstvi v kardiomiocytech (Lai et al., 2008; Lehman et al., 2000). Dochazi k relativnimu
snizeni porce ATP ziskaného z oxidace glukdzy a naopak narustu jeho mnozstvi pochazejiciho
z beta-oxidace mastnych kyselin (Lopaschuk et al., 1991). Na této metabolické zméné ma
zfejmé podil 1 morfologie mitochondrie, kterad se postnatalné stava vice podlouhlou (Bach et

al., 2003).

Biogeneze mitochondrii je zavisla na PGC-1 (Wu et al., 1999c). PGC-1a a jemu velmi
podobny PGC-1p hraji podstatnou roli praveé pii biogenezi mitochondrii probihajici
v perinatalnim obdobi. U mysi které mély deaktivovany jak PGC-1a, tak PGC-1, nedoslo

k postnatalni biogenezi mitochondrii a umfely velmi brzo na srde¢ni komplikace (Lai et al.,
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2008). Regulace morfologie mitochondrii, v tomto ptipadé€ jejich prodluzovani, je diktovano
mitochondridlnimi fiznimi proteiny MFN1, MFN2 a OPA1 (Ishihara et al., 2006;
Papanicolaou et al., 2012). Exprese PGC-1a, PGC-1B, MFN1, MFN2 a OPA1 se béhem
perinatalniho obdobi zvysuje, pravdépodobné v zavislosti na zménach v hladin¢ kysliku
dostupného srdecni tkéni. Zvyseni dostupnosti kysliku vede ke snizeni exprese HIF, ktery
svoji aktivitou negativné pusobi na expresi PGC-13, MFN1, MFN2 a OPA1, avS$ak nema vliv
na expresi PGC-1a. Ta je sice také ovlivnéna hypoxii, ale neni zavisla na HIF signalizaci
(Neary et al., 2014). HIF dependentni zmény v perinatalni srde¢ni tkani také souvisi s HIF
dependentni regulaci mitochondrialniho metabolismu (viz kapitola 1.4.3). Exprese PGC-1
transkripénich faktort by také mohla byt zpiisobena teplotnim stresem (viz kapitola 1.4.1),

ktery je na novorozence vyvijen po piechodu do chladné&jsiho prostiedi po porodu.

Exprese srde¢niho typu podjednotky COX VIa je u mysi v obdobi porodu stale niz§i nez
exprese jaterniho typu, k vyrovnani a ptekonani exprese jaterniho typu dochéazi druhy
postnatalni den vyvoje. Tento trend pokracuje dale do dospélosti, se snizujici se expresi
jaterniho typu a zvySujici se expresi srde¢niho typu podjednotky COX Vla (Parsons et al.,
1996). Zastoupeni jaterniho a srdecniho typu podjednotek COX VIa a COX VIla se méni
postnatalné také u lidi a podobné jako u mysi exprese jaterniho typu COX Vla je poté

v dospélosti extrémné nizka, oproti srdecnimu typu, ovSem jaterni typ podjednotky COX VIla
je stale ptfitomen v nezanedbatelném mnoZzstvi v srdecni tkani i v dospélosti. Timto se srde¢ni
svalstvo odliSuje od svalstva kosterniho, ve kterém je zastoupeni jaterniho typu COX VIla
velmi snizeno podobné jako u COX VIa (Bonne et al., 1993). V mitochondriich v mySich
srdcich je tomu pro podjednotku COX Vlla v dospélosti podobné jako u lidi: ptevazuje
srde¢ni typ, ale typ jaterni je stale pfitomen ve znacném mnozstvi, k odliSnosti pak dochazi u
svalll, kde na rozdil od lidskych svald, je stale jaterni typ COX VIla vyraznég ptitomen

(Jaradat et al., 1998).

Ke konci nitrodélozniho vyvoje a po narozeni se v buiikach, jak srde¢niho svalstva, tak
kosterniho svalstva zvySuje zastoupeni alternativni formy MEF-2D: MEF2Da2 (Iida et al.,
1999).

5.2 Mesenchymalni kmenové buiky
Mesenchymalni kmenové bunky jsou buniky se schopnosti se diferenciovat a davat tak zaklad
Siroké Skale bunék téla naptiklad: bunky svalové, tukové bunky, nebo bunky opérného a

pojivového aparatu. Mitochondrie kmenovych bunék svym rozmisténim v buiice pfipominaji
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mitochondrie bunék ze stadii brzkého vyvoje jedince (jeste nediferenciovanych bunck)
(Lonergan et al., 2006). Také u nich pti klidovém stavu (v porovnani s ostatnimi somatickymi
bunikami) ptedstavuje glykolyza velkou ¢ast metabolismu a generovani energie (Robert W.
Siggins et al., 2008). I kdyz kmenové buiiky jsou vice podobné t¢m nediferenciovanym nez
ostatni somatické bunky, stale u nich dochdzi ke zménam na trovni mitochondrii mezi
prenatalnim a postnatalnim obdobim: prenatalni mezenchymalni kmenové bunky vyuzivaji
glykolyzu jakoZzto zdroj energie ve v&tSim mnoZzstvi nez postnatalni. Morfologicky se také
odlisuji, podobné¢ jako u jinych bunék dochazi k prodluzovani mitochondrii a vytvareni vice
vyraznych krist. Prenatalni bunky reagovaly 1épe na péstovani v hypoxickych podminkach
(Ravera et al., 2018). Béhem vyvoje kmenovych bungk, ztraty pluripotence a pti diferenciaci,
dochazi k vétsSimu vyuzivani aerobniho metabolismu, ale i kmenové buiky, které tento vyvoj
dokoncily stale vyuZzivaji anaerobni metabolismus, v porovnani se somatickymi bunikami,
jako velkou ¢ast svého energetického metabolismu a niky ve kterych se nachazeji jsou
oblastmi nizké koncentrace kysliku. Toto snizeni aerobniho metabolismu vede ke snizeni
produkce ROS (Facucho-Oliveira & John St., 2009). Snizena produkce ROS by mohla byt
obranym mechanismem proti posSkozeni DNA podobné jako u oocytt (viz kapitola 3.5). ROS
se také podili na signalnich drahach, které vedou k senescenci kmenovych bun¢k a zvySeni
produkce ROS v kmenovych bunkach tak vede k jejich smrti (D. Y. Zhang et al., 2013). Nizsi
aktivita aerobniho metabolismu je mimo jiné udrzovana pomoci transkripcnich faktortt HIF,
které funguji pfi snizenych koncentracich kysliku (viz kapitola 1.4.3), které se nachazeji

v nikach kmenovych bunék. Inhibice funkce HIF vede k postupnému vycerpani kmenovych

buné¢k (Takubo et al., 2010).

5.3 Hnéda tukova tkan

Po narozeni dochazi v mitochondriich navySeni mnozstvi ETC komplext I, III a IV, avSak ne
komplexu II, a dale navySeni mnozstvi komplexu V a UCP-1. Pomér mezi UCP-1 a
komplexem V se nezménil u potkant ktefi byli po narozeni drZeni v hypotermickém (22°C)
nebo eutermickém (37°C) prostiedi, avSak jejich celkovy pocet a rychlost narastt byla vyssi
v potkanech v hypotermickém prostiedi (Luis & Cuezva, 1989). To naznacuje ze teplota
prostiedi neni jedinym faktorem, ktery stoji za zménami v mitochondriich hnédé tukové tkané
v perinatalnim obdobi. NezvySovani mnoZzstvi komplexu II v mitochondriich bunék hnédé
tukové tkan€ mlze byt zpisobeno tim, Ze pres komplex Il dochazi pti beta-oxidaci mastnych

kyselin k vytvatfeni velkého mnozstvi ROS (Perevoshchikova et al., 2013) a beta-oxidace
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mastnych kyselin je pro hnédou tukovou tkan hlavnim zdrojem energie (Z. Wang et al., 2021),
nizké mnozstvi komplexu II relativné k ostatnim komplextim OXPHOS by tedy mohla byt
obrana proti ROS. Sukcinat, ktery je komplexem II pfeménovan na fumarat jakozto soucast
Krebsova cyklu, je zastoupen ve velkém mnozstvi v buiikkach hnédé tukové tkané, avsak je
metabolizovan malo ve srovnani s jinymi tkdnémi (Chapman et al., 2024).Oxidace sukcinatu,
jehoz mnozstvi v bunikdch hnédé¢ tukové tkdné€ se zvysuje pokud je vystavena chladu (Li et al.,
2019), je schopna aktivovat netiesovou termogenezy v hnédé tukové tkani pravdépodobneé

prostiednictvim ROS signalni drahy (Mills et al., 2018).

U potkani k navySovani mnozstvi UCP-1 a komplexu V dochazi az do 10. postnatalniho dne,
avSak narust se s ¢asem snizuje. Po 10. postnatdlnim dni se urovenn UCP-1 udrzuje na stejné
urovni, ovSem celkova termogenni aktivita lehce kles4, a to az do 18. postnatalniho dne, kdy
zacina klesat strmé (Porras et al., 1990). Okolo 18. postnatdlniho dne ptechézeji potkani od
kojeni k pevné strave, ktera ale obsahuje vyrazné nizsi mnozstvi lipidt (Ferré et al., 1986).
Snizeni dostupnosti lipid vede v hnédé tukové tkani k downregulaci exprese OXPHOS
komplexl, ale ne k downregulaci exprese UCP-1 (Okita et al., 2012). MenSi postupné snizeni
mezi 10. a 18. postnatalnim dnem by mohlo byt zplisobeno postupnou zvysujici se fyzickou

aktivitou a postnatalnim vyvojem svalstva u mladych potkant (Jamon, 2006).

V mitochondriich hnédé tukové tkané€ u mysi se objevuje podobné zastoupeni srde¢niho typu
podjednotky COX VlIla jako v mySich srdcich. Srdec¢ni typ COX VlIa je v hnédé tkani velmi
responzivni k teplotnimu stresu a béhem snizenych teplot je jeho exprese znan€ zvysena,
zatimco exprese jaterniho typu COX VIla nebyla nijak ovlivnéna snizenim teploty (Maurer et

al., 2015).

5.4 Jatra

Jatra po narozeni vykonavaji vyrazné jiné funkce, neZ je tomu v prenatalnim obdobi: po
narozeni se jatra podileji zejména na filtraci zivin z krve, kterd do nich ptichézi ze sttev,
filtrovanim toxin® v krvi a také, mimo jiné, se podileji na udrzovani homeostaze glukozy

v krvi (Si-Tayeb et al., 2010). Tyto zmény ve funkci, které jatra provadéji, se odrazeji i ve
velmi nahlé a rozsahlé zméné genti transkribovanych v hepatocytech v postnatalnim obdobi
(Hurley et al., 2018). Hepatocyty zastavuji svoji proliferaci v dobé predchazejici porodu (u
potkant od E19 do E21) a 1 az 2 dny po porodu (Gruppuso et al., 1997), avSak v

mitochondriich probihaji zmény podobné jako v jinych tkanich, dochazi k biogenezi
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mitochondrii, syntéze komplextit OXPHOS, zvySovani zastoupeni energie produkované
pomoci oxidativniho metabolismu oproti anaerobnimu, jakozto ¢asti celkové generované
energie a navyseni mitochondrialni respirace jako takové (Ostronoff et al., 1996; Valcarce et

al., 1988).

V jatrech dospélého ¢loveka je detekovan pouze jaterni typ podjednotky COX VIa i COX
Vlla (Bonne et al., 1993).

6 Mitochondrialni onemocnéni
6.1 Uvod

Mitochondrialni onemocnéni jsou onemocnéni, jejichz ptivodem je nespravné fungovani
mitochondrii, kviili mutovanému mitochondridlnimu genomu, nebo mutacim v jadernych
genech kdodujicich mitochondridlni proteiny. Vzhledem k tomu, Ze mitochondrie jsou
pritomny a hraji vitalni roli ve fungovani vsech bunék téla, se mitochondridlni onemocnéni
projevuji komplikacemi napfi¢ v§emi orgdnovymi soustavami a mnohdy vedou k velmi brzké
smrti. Mitochondrialni onemocnéni ale vykazuji riznou miru zdvaznosti a jedinec tak muize
ptezit az do dospélosti, 1 kdyZ vétSinou s trvalymi zdravotnimi komplikacemi a zkracenou

délkou zivota (Papadopoulos et al., 2020).

6.2 Prenos

Pokud se jednd o mitochondridlni nemoc zpiisobenou mutaci v jaderném genomu, tak je
nemoc dédéna podle mendelistickych pravidel. Pokud je ale mitochondrialni onemocnéni
zpusobeno mutaci v mitochondridlnim genomu, pfendsi se pak po matetské linii, jelikoz
mitochondrie a s tim 1 jejich DNA jsou ze spermie eliminovany (Giles et al., 1980). V bunce
je mnoho kopii mitochondridlniho genomu a pocet kopii se 1i$i bunéény typ od bunééného
typu (Wai et al., 2010), béhem ryhovani dochazi k ndhodnému rozdélovani mitochondrii do
dcefinych bunék, coz vytvari tzv. bottleneck efekt (viz Obrazek 7), kviili kterému muize dojit
k odstranéni, snizeni, nebo amplifikaci mnozstvi mutované mitochondrialni DNA
(heteroplazmii) napiic bunéénymi liniemi (Wai et al., 2008; H. Zhang et al., 2018). Nahodné
rozdéleni mitochondrii pfi vzniku germindlni linie bunék vysvétluje rozdily v heteroplazmii

mezi matkou a potomkem 1 presto, ze je mitochondrialni genom dédén pouze maternalné.
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Vysledkem rtizné heteroplazmie mezi tkanémi je velka diverzita v projevech

mitochondrialnich onemocnéni.
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Obrazek 7: schématicky nakres popisujici snizeni mnozstvi mitochondridlni DNA po ryhovani a efekt nahodného déleni

mitochondrialni DNA do bunék, které se pozdé&ji stavaji oocyty. Pfevzato od (Wai et al., 2008) a upraveno.

6.3 MELAS

Jednim z nejcastéjSich onemocnéni, které jsou zpisobeny mutaci v mtDNA a projevuji se
nejcastéji az v dospélém veéku je syndrom MELAS (Mitochondrial encephalomyopathy, lactic
acidosis, and stroke-like episodes). MELAS je onemocnéni zpisobené bodovou mutaci

v mitochondridlnim genomu. Substituce 3243 adeninu za guanin v genu kodujici
mitochondrialni tRNA pro leucin (Goto et al., 1990). Tato mutace vede ke komplikacim

v translaci proteinti kodovanych v mitochondridlnim genomu, kterymi jsou podjednotky
komplextit OXPHOS (viz kapitola 1.2). Snizen4 kapacita OXPHOS vede k velkému mnozstvi
komplikaci ve velkém mnozstvim tkéani, ale jako u ostatnich mitochondrialnich onemocnéni
nejsou projevy tohoto onemocnéni stejné napiic¢ vSemi postizenymi. Hodné zasazenou tkéani je
mozek. Lidé s touto mutaci trpi stavy podobnymi mrtvici, demenci, epilepsii, bolestmi hlavy a
problémy se sluchem (Sproule & Kaufmann, 2008; Yatsuga et al., 2012). Svalova tkan je také
zasazena timto onemocnénim, lidé trpi myopatii (Sproule & Kaufmann, 2008; Yatsuga et al.,
2012) a déti trpi pomalejsim vyvojem motoriky (Sproule et al., 2007). DalSimi projevy jsou
laktacidoza, komplikace s gastrointestinalnim traktem, nizsi vzrist, mén¢ ¢astymi projevy

jsou kardiomyopatie a diabetes (Hirano & Pavlakis, 1994; Yatsuga et al., 2012).
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Heteroplazmie se 1i$1 mezi jednotlivymi tkanémi naptiklad kviili nahodnému rozdé€leni
mutovanych mitochondrii béhem brzkého vyvoje (viz kapitola 6.2), ale také se mlize ménit

s vékem. Naptiklad u MELAS se heteroplazmie v krvi s vékem obvykle snizuje,
pravdépodobné kviili selekci proti hematopoetickym kmenovym buiikam s vysokym
mnozstvim mutované mtDNA (Rajasimha et al., 2008; Sue et al., 1998). Patologické projevy
spojené s MELAS nejsou zavislé pouze na heteroplazmii, ale také naptiklad na celkovém
mnozstvi mtDNA a tim také na mnozstvi nemutované mtDNA, na véku, nebo na
fyziologickych potiebach jednotlivych tkani (Scholle et al., 2020). Heteroplazmie je ale stale
velmi podstatny indikator vaznosti onemocnéni a hladina heteroplazmie v krvi spjata na vék

pacienta je dobrym indikatorem zavaznosti onemocnéni (Grady et al., 2018).

6.4 De¢tsky reverzibilni deficit respiracniho fetézce

Détsky reverzibilni deficit respiracniho fetézce (anglicky: Reversible infantile respiratory
chain deficiency, RIRCD) je mitochondridlni onemocnéni, které se projevuje extrémni
svalovou slabosti, problémy s dychdnim a problémy s pfijmem potravy po narozeni. Béhem 1.
az 2. roku zivota vSak dochazi k vyraznému zlepseni zdravotniho stavu jedince, lehci
zdravotni problémy pietrvavaji i do dospélosti, ale jedinec jiz neni v ohroZeni Zivota (Horvath
et al., 2009; Uusimaa et al., 2011). RIRCD je zpisobeno mutaci genu pro mt-tRNASY | ktera
vede ke Spatnému fungovani zejména OXPHOS komplexu IV.

Po narozeni, kdyZ se u postiZzenych projevily nejhorsi ptiznaky, byly urovné stabilniho stavu
mt-tRNAY"™ velmi nizké a kdyz doslo ke spontdnnimu vyraznému zlepSeni stavu, hodnoty mt-
tRNAS se vyrazné zvysily, ale stale byly na poloviéni hodnoté co u kontroly (Horvath et al.,
2009). Jednim moznym vysvétlenim miiZze byt zvySena biogeneze mitochondrii, kterd probiha

po narozeni, nebo kompenzaéni transkripce mt-tRNASY,

Jednim z navrhovanych diivoda k spontannimu zlepSeni stavu u pacientt trpicich RIRCD je
zmeéna tkanové specifickych podjednotek OXPHOS komplexu IV COX VIa a COX VlIa,
které se objevuji v tzv jaternim typu a srdecnim typu. Zdmeéna jaterniho typu za srde¢ni typ
koreluje s obdobim, kdy se stav pacientd zlepSuje zdravotni stav, avSak byla detekovana
zvyseni exprese jak srdeCnich typt, tak jaternich typl podjednotek COX VIa a COX Vlla a po
zlepSeni stavu se trovné exprese vyrovnali s urovni exprese zdravych jedinci (Boczonadi et
al., 2015). Tato studie také méfila hodnoty transkripce v mitochondriich u pacientt trpicich

RIRCD a tyto hodnoty se neliSily od hodnot u zdravych jedinct, coZ poukazovalo na to, Ze
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mutace v mt-tRNAS"™ zptisobujici RIRCD negativné dopada piimo na translaci

mitochondridlnich proteind.
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Zaver

Energetické potieby a zdroje, ze kterych mize jedinec Cerpat jsou béhem vyvoje velmi
proménlivé. Tomu odpovidaji mitochondrie zménami ve svych strukturach a metabolismu,
kdy naptiklad v podminkéch se snizenym kyslikem v preimplanta¢nim a brzkém
postimplantacnim obdobi, je preferovan anaerobni metabolismus substrati, které se ale také
v této dobé méni: od pyruvatu, ktery je dostupny ve vejcovodech, po glukézu, ktera zacne byt

hlavnim zdrojem energie, kdyZ se zarodek dostane do délohy.

Diferenciace bun¢k také hraje roli na zménach ve fungovani mitochondrii, at’ jiz kvili
rozdilnym energetickym potfebam mezi tkanémi, nebo kvili rozdilnym zdrojim energie pro
jednotlivé tkané, napiiklad mitochondrie hnédé tukové tkang, které preferuji hlavné beta-
oxidaci mastnych kyselin, kviili jejich rozsahlym zasobam tohoto substratu. Kyslik je velmi
podstatny pro fungovani mitochondrii a jeho koncentrace se méni napti¢ ontogenezi, tyto
zmény ovliviluji mitochondrie pies HIF zavislé i nezavislé signdlni drahy. Koncentrace
kysliku a HIF signalizace také hraje roli pti udrzovani kmenovych bunék v nedifrenciovaném
stavu, zvySena koncentrace kysliku, kterd vede ke sniZeni HIF regulace a tim ke zvySeni
respiracni kapacity, vede ke starnuti a diferenciaci kmenovych bunék. Faktory, které se
podileji na mitochondrialni biogenezi a zménach mitochondridlni morfologie, jsou negativné
ovlivitovany koncentraci kysliku, jak pres HIF zavisl¢ drahy (v ptipadé PGC-1p), tak pres
HIF nezavislé drahy (v ptipadé¢ PGC-1a).

Zmeény béhem bunééné diferenciace nemusi byt vzdy zcela reaktivni k substratiim, které jsou
jim dostupné, ale mohou byt ovlivitovany pifimo diferenciacnimi faktory ve tkénich, jako
napiiklad u exprese srde¢niho typu podjednotky COX Vla, ktera je regulovana transkripénimi
faktory MEF2. Jaterni 1 srde¢ni forma podjednotky COX VIa maji stejnou regulacni funkci

v komplexu IV, avSak reaguji na jiné faktory, zatimco jaterni typ reaguje na mnozstvi
palmitolu, srde¢ni typ reaguje na pomér ATP/ADP, coZ je vzhledem k metabolismu a funkci

svalovych tkani efektivnéjsi regulator.

Funkce hnédé tukové tkané je izce sptazena s funkci UCP-1, jehoZ exprese je regulovana pies
PGC-1 a B-adrenergni receptory a to v zavislosti na teplotnim stresu. Prvotni exprese UCP-1
nastava jesté pred narozenim, kdy na jedince je$té€ nepisobi teplotni stres. Jedné zfejmé o
vysledek dokonceni vyvoje sympatického nervového systému, pies ktery dochazi k aktivaci

B-adrenergnich receptori. Sympaticky systém se vytvaii az pozdéji v priabehu vyvoj a pocatek

27



signalizace pfes tuto osu je zfejmée za prvotni na teplotnim stresu nezavislé navyseni exprese

UCP-1.

Obecné se u mitochondrii prubézné s vékem objevuji zmeny, které reflektuji stale se zvysujici
naroky na energii. Napfiklad se miize jednat o zménu morfologie, kdy postupné dochazi
pomoci fuze a biogeneze mitochondrii k jejich prodluzovani a vytvareni vét§iho mnozstvi
krist. Se zvysujici se energetickou potfebou se také navysuje pocet mitochondrii, jako je tomu
naptiklad u srdce, které musi pracovat vyrazné vice z divodu fyzické aktivity, kterou

novorozenec zacne vykonavat jakmile se dostane do mimodélozniho prostredi.

Rizné izoformy mitochondridlnich proteini, které jsou vyvojove a tkanove specifické, byly
postulovany jako mozny diivod pro¢ ptfi mitochondridlnim onemocnéni zvaném détsky
reverzibilni deficit respira¢niho fetézce, dochazi ke spontannimu vyraznému zlepseni stavu,
ktery ¢asové koreluje s vyraznym zvyseni srde¢nich izoforem COX Vla a COX Vlla, ale

z dostupnych ditkazii vyplyva, zZe tato korelace je vice méné ndhodnd. Zatim nejsou zndma
7adna mitochondridlni onemocnéni, ktera by byla zptsobena tkaiiove specifickymi

izoformami komplextt OXPHOS.
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