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1. Uvod

Biologické membrany st komplexné Struktiury vytvo-
rené viacerymi  druhmi  membranovych lipidov
(fosfolipidov, sfingolipidov, sterolov) a proteinov kontro-
lujucich esencidlne procesy bunky. Jednou z organel eu-
karyotickych buniek su mitochondrie, ohrani¢ené vonkaj-
Sou a vnutornou membranou. Vnitornd membrana mito-
chondrii patri k bunkovym membranam s najva¢sim poc-
tom viazanych proteinov. Je to miesto vyskytu multisub-
jednotkovych komplexov respiracného ret'azca a oxidacnej
fosforylacie, klI'aicovych enzymov viacerych katabolickych
a anabolickych drah a proteinovych translokdz. Esencidl-
nym fosfolipidom, ktory je syntetizovany v mitochon-
driach, je kardiolipin. Jeho vyznamné postavenie je pod-
mienené S$pecifickou, dimerickou Struktirou, ktora mu
umoziiuje  interagovat’ s proteinmi enzymami
a transportérmi a tym Strukturalne a funkéne ovplyviovat
ich vlastnosti nepostradatelné pre spravnu biogenézu
a funkciu mitochondrii.

Cielom prace je poukdzat' na Uzku stvislost medzi
chemickou Struktarou kardiolipinu, jeho funkénymi vlast-
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nostami a vznikom vaznych humannych ochoreni zaprici-
nenych poruchami v jeho biosyntéze.

2. Fosfolipidy a biologické membrany

Fosfolipidy st dominantnou zlozkou biologickych
membran organizmov, kde zohravaji mnoho ddlezitych
uloh. Ovplyviiuju ich semipermeabilitu, moduluju funkéné
vlastnosti s membranou asociovanych proteinov, resp.
poskytuju ,,prostredie” pre funkciu réznych katalytickych
procesov. Medzi hlavné fosfolipidy nachadzajuce sa
v membranach eukaryotickych buniek patria fosfatidylcho-
lin (PC 40-55 %), fosfatidyletanolamin (PE 15-30 %),
fosfatidylinozitol (PI 1015 %), fosfatidylserin (PS 5-15 %).
Fosfolipidy, ako kyselina fosfatidova (PA), fosfatidylgly-
cerol (PG) akardiolipin (CL) sa v bunkach nachadzaju
v rozmedzi 0,1-30 %. Sfingolipidy tvoria 5-10 % a steroly
(ergosterol) 20-30 % z celkového obsahu membranovych
lipidov'. PA, PG a CL patria medzi zaporne nabité anio-
nické fosfolipidy, kym PC, PE, PI, PS su neutrdlne
(zwitterionové) fosfolipidy?.

3. Kardiolipin

Spomedzi vsetkych druhov fosfolipidov je kardiolipin
(CL) (1,3 difosfatidyl-sn-glycerol) unikdtnym anionickym
fosfolipidom, ktory je v eukaryotickych bunkach lokalizo-
vany vo vnutornej membrane mitochondrii. CL bol prvym
charakterizovanym fosfolipidom®, avsak ako posledny bol
stereochemicky analyzovany a syntetizovany®. Nazov do-
stal podl'a hovéddzieho srdca, z ktorého ho Mary Pangborn
izolovala. Na rozdiel od ostatnych fosfolipidov, CL ma
Struktiru diméru s dvomi fosfatidylovymi polovicami spo-
jenymi centralnym glycerolom. CL tak nesie tri molekuly
glycerolu, na ktoré st naviazané dve fosfatové skupiny
adtyri refazce mastnych kyselin®® (obr. 1). Vysledkom
takejto Struktiry je hydrofobicita zabezpecovana acylovy-
mi retazcami mastnych kyselin a acidita sposobena pri-
tomnost’ou dvoch fosfatov.
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Obr. 1. Struktira kardiolipinu
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Dimericka Struktara CL umoziuje tomuto lipidu po-
sobit' ako flexibilny linker”, ktory vypliia dutinky
v prepojeniach proteinov a tym stabilizuje interakcie medzi
jednotlivymi podjednotkami oligomérnych proteinov rov-
nako ako medzi multipodjednotkovymi komplexami orga-
nizovanymi do vys§ich supramolekuldrnych Struktir alebo
superkomplexov’ .

Zlozenie mastnych kyselin v CL zohrdva ddlezitl
tilohu vo fungovani tohto lipidu'®. Zastiipenie mastnych
kyselin v CL u rozli¢nych organizmov variruje, ¢o umoz-
nuje vznik viacerych druhov CL srdéznymi chemickymi
vlastnostami.  Bakteridlny CL obsahuje nasytené
a mononenasytené acylové retazce o dizke 14-18 atémov
uhlika. Mitochondrialny CL je =zlozeny hlavne
z mononenasytenych a dinenasytenych ret'azcov mastnych
kyselin s 1618 uhlikami v retazci''. U cicavcov a vyssich
rastlin je prevazujucim druhom kyselina linolova, zatial’ ¢o
u kvasiniek kyselina olejova a palmitolejova'?. V zavislosti
od podmienok prostredia (pH, ionova sila) CL vytvara
lamelarne (fosfolipidové dvojvrstvy) alebo hexagonalne
Struktdry, resp. micely?.

CL je fosfolipid, ktory zohrava dolezita ulohu nielen
v mitochondridlnej bioenergetike, pri stabiliz4cii proteinov
— enzymov oxidacnej fosforylacie, ale tiez v esencialnych
procesoch bunky, ktoré nie s spravidla spojené
s respira¢nou funkciou. Niektoré z tychto procesov zahfia-
ju import mitochondridlnych proteinov'?, biogenézu bun-
kovej steny'”, translaéni regulaciu komponentov elektro-
nového transportného retazca'®, starnutie a apopt()zu”. CL
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tiez participuje pri tvorbe dynamickych protein-lipidovych
domén membran, napr. v miestach delenia baktérii’ alebo
v kristach vnuatornej mitochondridlnej membrany, kde je
lokalizovana syntéza ATP'®.

4. Biosyntéza kardiolipinu

Syntéza CL, rovnako ako syntéza vsetkych fosfolipi-
dov, vychadza z univerzalneho prekurzora — z PA. Jej syn-
téza prebicha tak v endoplazmatickom retikule, ako aj vo
vonkajSej membrane mitochondrii. Vsetky nasledujiuce
kroky de novo tvorby CL su lokalizované
v mitochondridch, na matrixovej strane vnatornej membra-
ny, kde CL pretrviva az do smrti bunky alebo
apoptézylg’zo.

Prvou reakciou v syntéze CL v mitochondridch je
konverzia CDP-diacylglycerolu (CDP-DAG) a sn-glycerol-3-
-fosfatu na fosfatidylglycerol-3-fosfat (PGP)*', ktory je
v d’alsom kroku defosforylovany za vzniku fosfatidylgly-
cerolu (PG) a sucasného uvolnenia sa anorganického fos-
fatu P;. ,,Nezrely“ CL vzniké kondenzac¢nou reakciou PG
a CDP-DAG'** (obr. 2). Dalsim esencialnym krokom
v biosyntéze CL je jeho prestavba (remodeling). Ide o sled
deacyla¢no-reacylacnych reakcii, v priebehu ktorych naj-
skor dochadza k odstraneniu jedného acylového retazca zo
Struktiry CL za vzniku monolyzokardiolipinu (MLCL),
ktory je nasledne reacylovany d’alSou mastnou kyselinou
za katalytického uginku enzymu — tafazinu (Tazlp)®*.

OH OH OH
(P-CMP P P (P) OH ®) P
PGPS PGPP cs ) \F
G3P CMP H,0 P, CDP- CMP
DAG
CDP-DAG PG-P PG Nascentny CL
FFA
PLA; _
OH OH
MLCLAT £
® (P ® (P
HOZ acyl-CoA CoA-SH
MLCL Remodelovany CL

Obr. 2. Schéma biosyntézy kardiolipinu v eukaryotickych bunkach® (modifikované); CDP-DAG, cytidindifosfat-diacylglycerol;
G3P, glycerol-3-fosfat; CMP, cytidinmonofosfat; PG-P, fosfatidylgycerolfosfat; PG, fosfatidylglycerol; CL, kardiolipin; MLCL, monolyzo-
CL; PGPS, PG-P syntaza; PGPP, PG-P fosfatdza; CS, CL syntdza; FFA, voIna mastna kyselina; PLA,, fosfolipdza A, MLCLAT, MLCL

acyltransferaza
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Tato transacylaza odobera acylovy retazec z in¢ho fosfoli-
pidu a pripaja ho k MLCL, ¢im dochéadza k tvorbe intakt-
ného CL’*?%. V pripade poskodenia génu kodujiiceho
enzym tafazin nedochadza k remodelingu, nasledkom ¢oho
v mitochondridch  poklesne hladina funkéného CL
a hromadi sa MLCL a CL s asymetrickou Struktirou. Kto-
rakol'vek alebo vsetky tieto zmeny prispievaju k pocetnym
abnormalitdm mitochondrii, ktorych vznik patri k vyz-
namnému diagnostickému parametru Barthovho syndromu
(BTHS). Ide o genetické ochorenie viazané na chromozém
X (cit.*”), ktoré sa u I'udi prejavuje kardiomyopatiou, ske-
letdlnou myopatiou, neutropéniou a retarddciou rastu
v dosledku defektu v oxidagnej fosforylacii®®® (vid’ d’alej).

5. Kardiolipin v bioenergetike mitochondrii

CL tvori 15-20 % z celkového obsahu mitochondrial-
nych lipidov®’, o naznatuje jeho doélezita wlohu
v bioenergetickych procesoch bunky. Z tohto hladiska je
pre bunku esencidlna vnutornd mitochondridlna membra-
na, kde su lokalizované enzymy respiracie a oxidacnej
fosforylacie. Mechanizmus tvorby energie zacina transpor-
tom elektronov prostrednictvom respiracnych komplexov
I, I, IIT a IV na kyslik, ktory je redukovany na vodu'**'.
Komplexy I, Il alIV zaroven funguju aj ako protonové
pumpy, ktoré pumpuju protoény z matrixu mitochondrii cez
vnutorni membranu mitochondrii do medzimembranového
priestoru za vzniku membranového potencialu, ktory je
potrebny na tvorbu energie vo forme ATP enzymovym
komplexom V. Viaceré biochemické a krysStalografické
studie potvrdili esencialnost’ CL pre Strukturalnu integritu
komplexu I (NADH-CoQ-oxidoreduktaza, viaze CL, PC,
PE)***, komplexu III ( CoQ-cytochrém ¢ oxidoreduktaza,
viaze dve molekuly CL)***, komplexu IV (cytochrém ¢
oxidaza, viaze dve molekuly CL)* katalyticku aktivi-
tu komplexu V ( F,Fo-ATP syntaza, viaze Styri molekuly
CL)*® a AAC prenasata (ADP/ATP prenasad, viaZe tri
molekuly CL)"*7. Okrem toho CL zlepiuje vykonnost
oxidac¢nej fosforylacie pri nepriaznivych podmienkach
rastu, ako je zvySena teplota a osmoticky Sok**.

Mitochondridlne respiracné komplexy s organizova-
né do vyssich supramolekularnych sieti nazyvanych
»respirazomy*. Superkomplexy su tvorené z komponentov
elektrontransportného retazca (komplex 1, III alV)
a z monomerického komplexu V (F,Fo-ATP syntazy) ako
stavebného bloku® ™'

V mitochondriach cicavc¢ich buniek boli identifikova-
né dva superkomplexy (I,I1LIV, a HIzIV4)42, v kvasinkach
Saccharomyces cerevisiae, ktoré nemaju komplex I, sa
technikou BN-PAGE nasli superkomplexy 11,1V, a II[L,IV,
(cit.’®). Takéto spajanie respiraénych komplexov do super-
komplexov zvySuje ucinnost’ proton-transportnej kapacity
respiratného retazca a zaroveil vytvara mikroprostredie
s vysokym elektrochemickym gradientom. Predpoklada sa,
ze fosfatové skupiny CL maju Glohu protonovych zachyta-
vacov, konvertuju protonovy gradient na transmembrano-
vy elektricky potencial a usmeriuju tok protéonov cez vnu-
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torni  mitochondridlnu membranu, ¢im udrzujd pH
v mitochondridlnom medzimembranovom priestore
a napomahaji k tvorbe membranového potencialu potreb-
ného pre riadend vymenu v mitochondridch vzniknutého
ATP za extramitochondrialny ADP (cit.).

Hoci tvorba respiracnych superkomplexov nie je za-
visla na pritomnosti CL, ich stabilita a in vivo kooperacia
elektrontransportného retazca a syntézy ATP je vyrazne
ovplyvnena v bunkach, ktorym chyba CL (cit.****).
V takychto bunkich sa superkomplexy rozpadavaju na
mensie komplexy ILIV a volny komplex IV (cit.****), ¢o
vedie k znizeniu prepojenia respiracie so syntézou ATP
(cit.*®**) a k naslednému uvoltiovaniu elektronov do pro-
stredia. Uvolnené elektrony l'ahko reaguju s molekulami
kyslika a dochadza k tvorbe reaktivnych kyslikovych radi-
kalov — ROS. Jednym z moznych nasledkov nestabilnych
superkomplexov je zvySeny oxidaény stres, ¢o je jeden
z vyznamnych faktorov v patogenéze BTHS (cit.”™*) (vid
dalej).

Dal3im Z0 superkomplexov pozorovanych
v mitochondriach kvasiniek a cicavcov boli oligoméry
komplexu V — ATP syntizy™. Na rozdiel od respira¢nych
superkomplexov, oligomerizdcia ATP syntdz nevyzaduje
CL (cit.*). CL viazany v tomto superkomplexe je viak
kritickym prvkom pri vytvarani a udrZiavani $tandardnej
morfologie krist (vnutornej strany vnutornej mitochon-
dridlnej membrany, kde je situovany oligomérny komplex
V). Standardna morfologia krist priamo stvisi so stabil-
nym elektrochemickym gradientom, ktory umoZiiuje opti-
malne funkéné prepojenie medzi respiraénymi superkom-
plexami a oligomérnym komplexom V (cit.***%).

Z pocetnej rodiny mitochondrialnych prenasacov, iba
AAC prenasac a prenasac fosfatu — P;C st striktne nevy-
hnutné pre tvorbu energie mechanizmom oxidac¢nej fosfo-
rylacie. AAC prendSa¢ umoziuje reciprokil vymenu ADP
do a ATP von z matrixu mitochondrii cez vnitorni mem-
branu. P;,C bud’ vsymporte sH' alebo antiportom
s hydroxylovymi iénmi, transportuje Pi do matrixu mito-
chondrii. Takto kombinovand aktivita AAC prenaSaca
a P;,C umoziuje dorucenie oboch substratov (ADP a P;),
ktoré komplex V — ATP syntaza pouZije na tvorbu ATP.
Pre maximalnu efektivitu oxidacnej fosforylacie je nevy-
hnutna tak pritomnost’ CL (dimér AAC prenédsaca (AAC,)
viaze $est molektil CL*), ako aj interakcia AAC prenasada
s respiratnymi superkomplexami IILIV,. Z uvedeného
vyplyva, Ze absencia CL nartsa interakcie medzi uvedeny-
mi komplexami, ¢o sa vkonetnom dosledku odrazi na

znizenej funkcii mitochondrii*"*+,

6. ROS a peroxidacia kardiolipinu

ROS zahfiaju rézne molekuly avolné radikaly
fyziologicky produkované v bunkich metabolizmom mo-
lekulového kyslika. Produkcia mitochondrialnych supero-
xidovych radikalov prebieha hlavne na dvoch miestach
elektrontransportného retazca, ato na urovni komplexu
Iakomplexu III. Produkcia ROS je narGiSand zlozitym
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antioxidaénym obrannym systémom, ktory tvoria enzymy
superoxid dismutdza (SOD), kataldza a glutation peroxida-
za. Rovnovaha medzi produkciou ROS a antioxidacnou
obranou urCuje stupenn oxidacného stresu. Nasledkami
oxidac¢ného stresu dochadza k modifikacii bunkovych pro-
teinov, DNA a lipidov, hlavne fosfolipidov s vysokym
stupiiom nenasytenosti’’. V dosledku vysokého mnozstva
nenasytenych mastnych kyselin, st obzvlast' citlivé na
oxidaciu molekuly CL (cit.*®). Peroxidacia CL sa za¢ina
odnatim atdmu vodika z mastnej kyseliny za vzniku alky-
lového radikalu (CL®), ku ktorému je v d’alSom kroku na-
viazany kyslik, vytvérajici tak peroxylovy radikal (CLOO®).
Naslednym pridanim vodika, donorom ktoré¢ho je d’alsi acy-
lovy retazec, vznika hydroxyperoxid (CLOOH). Reakcia
sa opakuje a cely proces pokracuje ako retazova reakcia
vol'nych radikalov (obr. 3).

Oxidaéné poskodenie CL, ma za nasledok vyznamnt
stratu aktivity komplexov I, III aIV a sucasni oxidéciu/
vy&erpanie mitochondridlneho CL (cit.”*’"). So zmenami
v mnozstve CL dochddza aj k zmene v aktivite proteino-
vych prenasacov, ako st mitochondrialny AAC prenasac,
prenasace fosfatu, pyruvatu a karnitinu/
acetylkarnitinu®>>>.

Aktualne vedecké Studie poukazuju na priamu stvis-
lost’ medzi oxidaciou/vycerpanim CL a vznikom r6znych
ochoreni s fyziopatologickym pozadim, ako st: srdcova

Obr. 3. Schéma peroxidacie kardiolipinu®

R
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ischémia/reperfuzia, hyper- a hypotyroidné stavy, nealko-
holické ochorenie pegene a diabetes™?°.

7. Kardiolipin a homeostiza Ca®*

Primarnou tlohou Ca®" v mitochondriach je stimula-
cia procesu oxidacnej fosforylacie aprave preto rozne
poruchy v mitochondrialnej a cytosolovej homeostaze Ca®*
moézu mat zdvazné dosledky pre mitochondridlne
a bunkové funkcie®*>. Vstup Ca’" do mitochondrii prebie-
ha prostrednictvom Ca®" uniportu a eflux vymenou Na'/
Ca®". Ca®" uniport je zavisly na mitochondrialnom mem-
branovom potenciali. Napriek pozitivnej ulohe Ca®*
v energetickom metabolizme, suprafyziologickd akumula-
cia Ca** v mitochondriach ma za nasledok otvorenie mito-
chondridlneho péru vo vonkajSej membrane mitochondrii
(MPTP — Mitochondrial Permeability Transition Pore),
a s tym stvisiace poruchy mitochondridlnych funkcii®>.
Viaceré Studie poukazuju na to, Ze aj peroxidovany CL
indukuje MPTP efekt a spolu s nadbytkom Ca** zohravaji
koordinovant tlohu v tomto procese, pricom interaguju aj
so zlozkami MPTP a AAC prenasatom’**,

Ca® je zahrmuty aj vprocese peroxidacie CL
v mitochondridch prostrednictvom mechanizmu stimuluji-
ceho produkciu ROS. Mechanizmus, ktorym akumulacia
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Ca®" napoméha k tvorbe ROS, je stile nejasny. Jedna
zmoznosti je, ze Ca’* viazuci sa na CL ma za nasledok
kaskadu udalosti pozostavajucich z produkcie ROS, ¢o
vedie k oxidativnemu poskodeniu CL (cit.”’) s naslednym
uvolnenim cytochrému ¢ zvnltornej mitochondrialne;j
membrany a k permeabilizicii vonkajSej mitochondridlnej
membrany prostrednictvom MPTP efektu. Uvedené proce-
sy predstavuji mechanizmy zodpovedné za rézne mito-
chondrialne dysfunkcie asociované s viacerymi degenera-
tivnymi ochoreniami charakterizovanymi oxidaénym stre-
som, nadbytkom Ca®" a peroxidaciou CL, ako st srdcové
ischémia/reperfuzia a s vekom asociované kardiovaskular-
ne a neurodegenerativne ochorenia®®?®.

8. Kardiolipin a apopto6za

CL zohrava ulohu i v procese starnutia buniek
a apoptozy (regulovanej smrti buniek). Bunky, ktorym
chyba CL, resp. sa nachadza v oxidovanej forme, rychlej-
Sie vstupuju do procesu apoptdzy a skor hynu, v dosledku
reakcie na podnety indukujice apoptézu®. V §tandardnych
bunkéch je CL potrebny pre volnu védzbu cytochréomu c
k vnutornej mitochondridlnej membrane prostrednictvom
elektrostatickych interakcii®. CL je esencialny aj pre funk-
ciu AAC prenasaca, ktory je komponentom MPTP a kon-
troluje mitochondridlny amplifikac¢ny cyklus,
v priebehu ktorého dochadza k uvolneniu cytochrému ¢
a indukcii apoptogenickych proteinov z mitochondrialne-
ho medzimembranového priestoru do cytosolu®. Pocas
apoptozy, peroxidacia CL a celkové znizZenie jeho mnoz-
stva stimuluji uvolfiovanie cytochromu ¢ do cytoplazmy,
resp. vedi k jeho akumulécii v medzimembranovom
priestore®®®. Uvolnenie cytochrému ¢ predstavuje central-
ny krok v signalnej drahe apoptozy®>®* .

9. Zaver

Zo sucasnych poznatkov je zjavné, Ze CL je kl'ico-
vym komponentom v mnohych procesoch ovplyviujucich
fyziolégiu bunky. Jeho lokalizidcia v membranach stvisia-
cich s bioenergetickym metabolizmom buniek a Specificka
chemickd StruktGra mu umoZiuje interagovat tak
s proteinmi respiraéného retazca a oxidacnej fosforylacie
ako aj participovat’ na procesoch suvisiacich s dynamikou
mitochondrii a bunkovej smrti. Viacerymi vedeckymi
Stidiami bol dokdzany vztah medzi chybnym metaboliz-
mom CL a genetickym ochorenim — Barthovym syndré-
mom (BTHS), medzi absenciou CL a nestabilitou, resp.
znizenou katalytickou aktivitou komplexov elektrontran-
sportného retazca (komplexy I, III a IV), oxidac¢nej fosfo-
rylacie (komplex V), AAC a P;C prenasacov, medzi ROS —
indukovanou peroxidaciou CL spolu so synergickym efek-
tom Ca’" iénov na otvorenie mitochondriilneho péru
(MPTP) auvolnenie cytochrému c. Vsetky uvedené sku-
toc¢nosti maju priamy dopad na biogenézu a funkciu mito-
chondrii, ¢o v kone¢nom désledku vyustuje do vzniku
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vaznych fyziopatologickych stavov, akymi st kardiovas-
kularne (srdcova ischémia, infarkt myokardu, trombocyto-
pénia, zilova a arteridlna tromboza, Tangierova choroba)
a neurodegenerativne (Parkinsonova choroba, Alzheimero-
va choroba) ochorenia I'udi. Vyuzitie uvedenych poznat-
kov poskytuje moznost vo farmakologickom vyskume
a lieCebnej praxi vyvinut' a aplikovat’ ucinnejSie farmaka
a lieCebné stratégie umoziujuce minimalizovat, resp. od-
stranit’  ochorenia vzniknuté poruchou v biosyntéze/
Strukttre CL.
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V. Paloviova and M. Obernauerova (Department
of Microbiology and Virology, Comenius University, Bra-
tislava): Cardiolipin, Essential Phospholipid in Bioge-
nesis and Function of Mitochondria

Cardiolipin, an anionic phospholipid, in the inner
mitochondrial membrane is involved in the regulation of
mitochondrial bioenergetics and in oxidative phosphoryla-
tion. In addition, cardiolipin plays also some role in mito-
chondria-dependent steps of apoptosis and in mitochondri-
al membrane dynamics. Alterations in cardiolipin structure
(remodelling), its content or the composition of acyl chains
as the consequences of oxidative damage due to reactive
oxygen species (ROS) are proposed to be responsible for
the changes in the mitochondrial membrane fluidity, ion
permeability and structure/function of the mitochondrial
electron-transport chain components. The mitochondrial
dysfunction caused by the above events has been associ-
ated with several physiopathological conditions in human
tissues, including Barth syndrome, ischemia/reperfusion,
different thyroid states, diabetes, aging or heart failure.



